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Resumo

Contexto e objetivo: Alteracdes imunoldgicas podem estar associadadeéilidade e
endometriose. O objetivo deste estudo foi avalegr e infertilidade inexplicada e na
infertilidade associada a endometriose, ocorrergzalgéo da resposta imunolégica Thlou
Th2. Tipo de estudo e localFoi realizado um estudo de corte transversal nurGele
Atencado Integral a Saude da Mulher (CAISM), Uniidade de Campinas (Unicamp),
Campinas, Sao Paulo, Brasil, de janeiro a junh@Q®. Métodos: 142 mulheres foram
alocadas em trés grupos (52 com infertilidade ihexga, 38 inférteis com endometriose e
52 férteis) para dosagem de citocinas Thl (intem@u2, fator de necrose tumorak do
interferony ) e citocinas Th2 (interleucinas 4 e 10). Os dddosm descritos através de
média, desvio-padrdo e mediana, e através de fiegséabsolutas e relativas. Os grupos
foram comparados em relacéo as variaveis atrav@sedtes de qui-quadrado ou exato de
Fisher. As citocinas foram comparadas entre osogragravés do teste de Kruskal-Wallis;
em caso de diferenca significativa, foram feitanparac6es dois a dois através do teste de
Mann-Whitney e aceitou-se nivel de significancia. 3&sultados: As mulheres com
infertilidade inexplicada apresentaram menores isiide interferons (p = 0,0012) e
maiores niveis de interleucina-4 (p < 0,0001) de gs mulheres férteis, e maiores niveis
de interferony (p = 0,0001) e de interleucina-4 (p = 0,0005) de @s mulheres inférteis
com endometriose. Aquelas com infertilidade prim&presentaram menores niveis de
interferony e maiores de interleucina-4 que as mulheres $ér@nclusdo: Nao foi

detectado qualquer tipo de polarizacdo da respostaoldgica Thl ou Th2 nas mulheres
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com infertilidade inexplicada ou com endometriapgando comparadas com mulheres
férteis.

Palavras-chave: citocinas, endometriose, imunologia, infertilidadenterleucinas.
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Abstract

Context and objective Immunological alterations may be associated wifhrtility and
endometriosis. The aim of this study was to evalubae polarization of Thl and Th2
immune response in women with unexplained inféytihnd infertility associated with
endometriosisDesign and setting A cross-sectional study was performed at the €dot
Integral Attention to Women's Health (CAISM) from niersity of Campinas
(UNICAMP), SP, Brazil, from January to June 208&thods: 142 women were allocated
into three groups (52 with unexplained infertiliB8 infertile women with endometriosis
and 52 fertile women) for measurement of Thl (ietédn 2, tumor necrosis factorand
interferony) and Th2 cytokines (interleukins 4 and 10). Daterevreported as mean,
standard deviation, median, and by absolute arativel frequencies. The groups were
compared with respect to variables using the chasgor Fisher exact test. Cytokines were
compared between groups using the Kruskall-Wadks$ and, if significant differences were
noted, comparisons were made in pairs by Mann-Wiiitast, with 5% significance level.
Results Women with unexplained infertility showed lowesvels of interferon- (p =
0.0012) and increased levels of interleukin-4 (p0801) than fertile women, and higher
levels of interferons (p = 0.0001) and interleukin-4 (p = 0.0005) thafeitile women with
endometriosis. Those with primary infertility hadwer levels of interferon- and
interleukin-4 over than fertile wome@onclusion We could not detect any polarization of
Thl or Th2 immune response in women with unexpthingertility or infertility with

endometriosis, when compared with fertile women.

Abstract jx



Keywords: cytokines, endometriosis, immunology, infertilitgterleukins.
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1. Introducao

Citocinas sado proteinas que participam da comu@caiptercelular e
estimulam a expresséo de marcadores de superfisilencocitos do sistema imunologico
para o reconhecimento de antigenos, patogenostigienos.

Tradicionalmente as citocinas que participam mzagfio de macrofagos séo
do tipo Th1, citotoxicas, como a interleucina 2-2l|, o fator de necrose tumoral (TNF-

a) e o interferony (INF-y). As que participam na geracdo de anticorpos seéipd Th2,
citoprotetoras, como as interleucinas 4 e 10 (H.14-10).

Cada grupo de citocinas, Thl ou Th2, estimula s@pria producéo e inibe a
producdo das citocinas do outro grupo, desencadeand efeito cruzado que pode
polarizar a resposta imunolégica (Abbas, 2008).

Esta polarizagdo da resposta imunologica pode atliananeira favoravel ou
desfavoravel na mediagcdo do equilibrio dinamiceidtema reprodutor humano, desde a
deposicdo do espermatozoide até o nascimento detal na fase de implantagdo, em que
a polarizacdo para o grupo de citocinas Th2 faeedesenvolvimento e crescimento do
embrido (Bonetti, 2010).

Estudos evidenciam que modificacdes na producdsubstancias préprias do
sistema imunolégico podem acarretar alteracdesauepso reprodutivo que favorecerem a
patogénese da infertilidade, com ou sem endomejrigge ainda hoje permanecem

parcialmente conhecidas (Souza, 1997).
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A implantacdo é um evento que depende de variacpad cada passo, ha
uma interacdo continua entre o embrido e o Utecordprme a janela de implantacao foi
descoberta e o conceito de receptividade uterinerggm a ideia de que as citocinas
poderiam ter papel central neste processo tornonaseforte (Paulesu, 2010).

Durante a aposicdo e adesdo, a inducdo de molédelaglesédo e ligantes
adequados é um passo critico. Ha o envolvimentitognas e uma intensa acdo hormonal
(Singh, 2011). A interacdo entre o sistema imueuaidade feto-placentaria depende da
distribuicdo de linfocitos T helper. As subpopukegde linfécitos mudam antes e durante a
gestacdo, e o aumento de citocinas Thl é vistondonmeétrio de mulheres ndo gravidas
(Molvarec, 2011).

Recentemente, subpopulacbes celulares altamentecigsmdas foram
identificadas. O paradigma Thl/Th2 foi acrescido medelos que incluem outras
subpopulagdes, mas néo limitam a gama de func@esélalas Thl e Th2 (Kheshtchin,
2010).

A infertilidade é definida como auséncia de graxidpds um ano de relacdes
sexuais frequentes e sem nenhum método de antpgiwesendo considerada primaria
guando na auséncia prévia de gestacdo (Evers,.28Q#2kvaléncia de infertilidade varia
de 3,5 a 16,7% nos paises desenvolvidos e de ©3% nos menos desenvolvidos.
Proporcionalmente a populagcdo mundial, correspandrais de 70 milhdes de casais
inférteis no mundo (Boivin, 2007).

Em 10 a 15% dos casos de infertilidade conjugakepa, em aproximadamente
onze milhdes de casais inférteis, o fator causahfiatilidade é inexplicado, ou seja, o

casal passa trés anos tentando engravidar e, sgmma causa aparente, ndo consegue

(Hull,1985).
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O fator masculino é detectado em 30 a 40% dos casm$ator feminino é o
responsavel em 5 a 25% dos casos de infertilidadgigal (Grandone, 2005). Assim, ha
aproximadamente dezoito milhdes de mulheres inéémee populacdo mundial.

Até 50% das mulheres inférteis podem ser portadibgasndometriose e, entre
as mulheres com endometriose, até 50% podem aaesefertiidade (Schenken, 1999).
Assim estima-se que haja nove milhdes de mulheféstéis devido a endometriose no
mundo. A endometriose é definida como o crescimdatglandulas endometriais ativas e
estroma fora da cavidade uterina. E uma doencacajiigica crénica e progressiva,
geralmente diagnosticada em mulheres em idadedeipra (Drosdzol-Cop, 2012).

A endometriose tem correlagdo com fatores imunotiggie inflamatorios,
como demonstrado pela alta concentracdo de maodfyos, células T e B, e citocinas
no fluido peritoneal. E considerada um processkanmitorio pélvico, em que ha funcio
alterada das células imunes no ambiente perito@=saimacrofagos produzem fatores de
crescimento, prostaglandinas e citocinas que tépelpanportante na angiogénese,
inflamacao, ativagdo de outras células, adesdobee\dda dos implantes endometriais.
Estudos clinicos demonstraram maiores concentrag@esmarcadores imunologicos
selecionados no fluido peritoneal de mulheres codometriose, como IL-4, IL-6, TNE;
TNF-B e INFy (Harada, 2001; Iwabe, 2003; Kyama, 2003; Nap, 208dgic, 2006;
Siristatidis, 2006; Ohata, 2008). A avaliagdo serite citocinas em mulheres com
endometriose também mostrou aumento de algumas, delao IL-6 (Iwabe, 2003), TNF-
a (Cho, 2007) ou ambas (Bedaiwy, 2002). Entretasén, completo significado néo é
conhecido.

Devido ao intenso transtorno psicoldgico, fisidinanceiro que a infertilidade

inexplicada e a infertilidade com endometriose gemda vida pessoal e conjugal de
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milhdes de casais na populacdo mundial, e motivguEles estudos prévios que
sugeriram correlagédo entre estas patologias e diéibeigs imunoldgicos, questionamos se,
nas mulheres portadoras de infertilidade inexpicadi nas mulheres inférteis com
endometriose, atendidas nos ambulatérios de lidedie e Revisdo Puerperal do Centro de
Atencao Integral a Saude da Mulher (CAISM) da Ursidade Estadual de Campinas
(Unicamp), ocorreria polarizacdo da resposta imagioh Thl ou Th2, na perspectiva de
contribuir para a uma melhor compreensédo dos m&oasi etiopatogénicos destas
doencas, e, desta forma, agregar conhecimento Ipdras de pesquisa sobre seus
tratamentos, focadas nas possiveis alteracdes légices a que se relacionam, e
corroborar a minimizar as consequéncias destagdsera comunidade.

Para tentar esclarecer esta questdo, foram readizad quantificacdo e
comparacgdo de algumas citocinas Thl (IL-2, IN&-TNFea) e de algumas citocinas Th2
(IL-4 e IL-10) entre grupos de mulheres com infigldide inexplicada, infertilidade com

endometriose e mulheres férteis.
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2. Objetivos

2.1  Objetivo geral

Avaliar se, no grupo de mulheres com infertilidadexplicada ou no grupo de
mulheres inférteis com endometriose atendidas mir€ele Atencdo Integral a Saude da
Mulher (CAISM), da Universidade Estadual de Camgifldnicamp), ocorre polarizacéo
da resposta imunoldgica citotoxica Thl ou da rasposunologica citoprotetora Th2.

2.2 Objetivos especificos

Quantificar e comparar a concentracao de citociimds(IL-2, INF-y e TNF«) entre
grupos de mulheres com infertilidade inexplicad&rtilidade associada a endometriose e
mulheres férteis.

Quantificar e comparar a concentracao de citocl@s(IL-4 e IL-10) entre grupos
de mulheres com infertilidade inexplicada, infettide associada a endometriose e
mulheres férteis.

Analisar se nos casos onde a infertilidade é prarg@iquantificacdo e comparacao
da concentracdo de algumas citocinas Thl e Th2eeia potencializacao da questionavel
polarizacdo da resposta imunoldgica citotoxica Tl da resposta imunoldgica
citoprotetora Th2 no grupo de mulheres com infdede inexplicada ou no grupo de

mulheres com infertilidade associada a endometriose
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3. Sujeitos e Método

3.1 Desenho do estudo

Estudo de corte transversal.

3.2 Tamanho amostral

Nenhum trabalho igual a este nunca foi descritditeeatura, assim, para o
calculo do tamanho da amostra utilizaram-se daigles que apresentaram dosagem serica
das citocinas em mulheres com endometriose e nadtiérteis. A unidade da dosagem foi
pa/ml, e suas descri¢cdes realizadas através deanzedivariacdo entre o percentil 25 e 75
(Bedaiwy, 2002), e através de suas médias e depadsdes (Guerrero, 2003). Foi
considerado o teste t pareado, nivel de signifieade 5% e poder do teste de 80%. O
Quadro 1 mostra o tamanho da amostra necessario.

Quadro 1- Tamanho da amostra

Endometriose Feértil N
TNF-a 8.33(1.37,69.22) 1.37(1.37,1.37) 21

Fonte: Bedaiwy, 2002

INF-y 18,5+ 25.6 8,8 3,9 40

IL-2 12,4+ 7,4 14,62+ 7,4 487

IL-4 56,4+ 77,4 37,1+ 27,9 52

IL-10 178,1+ 155,2 175,3 179,5 >10.000

Fonte: Guerrero, 2003
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Deve-se assumir 0 maior tamanho da amostra, poramagtra maior que
10.000 bem como de 487 foram inviaveis devido arést temporais e financeiros. O
tamanho da amostra de 52 mulheres em cada grujpossdiciente para TNk; INF-y e
IL-4, e para as demais citocinas seria avaliadodepdo teste apds o resultado de suas

dosagens.

3.3 Selecao dos sujeitos

Foram selecionadas mulheres que preencheram @siayitde inclusdo e
exclusdo no dia de suas consultas de rotina noslatdbos de Esterilidade e de Revisédo
Puerperal do CAISM-UNICAMP, no periodo de janeifjorho de 2010.

3.3.1.a. Critérios de incluséo de mulheres inférteicom endometriose

Ter idade entre 18 e 40 anos, pelo menos um amelaiges sexuais sem uso
de método anticoncepcional e sem ocorréncia deagist endometriose diagnosticada
atraveés de visao direta por laparoscopia realipadaenos de um ano, e TCLE assinado.

3.3.1.b. Critérios de exclusdo de mulheres inféereecom endometriose

Ter antecedente de doenca auto-imune, cancer au des drogas
imunossupressoras, infecgdo aguda clinica ou $nicaldetectada atraves de alteragcéo de
leucograma colhido no dia da inclusdo no estudamexclinico e ginecolégico, fator de
infertilidade conhecido (exceto endometriose).

3.3.2.a. Critérios de inclusdo de mulheres com intdidade inexplicada

Ter idade entre 18 e 40 anos, pelo menos trésdeposacdes sexuais sem uso
de método anticoncepcional e sem ocorréncia dexgst ter sido investigada quanto a
causas anatdmicas, infecciosas, hormonais e faascutino, sendo todos os resultados

considerados normais, e TCLE assinado.
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3.3.2.b. Critérios de exclusdo de mulheres com imféidade inexplicada

Ter antecedente de doenca auto-imune, céancer ou desodrogas
imunossupressoras, infecgdo aguda clinica ou $nigaldetectada através de alteracdo do
leucograma ou de exame clinico e ginecoldgicozaddéis no dia da inclusdo no estudo e
ter fator de infertilidade conhecido. Ter sintoroliBicos ou exames de imagem sugestivos
de endometriose.

3.3.3.a. Critérios de inclusdo de mulheres férteis

Ter idade entre 18 e 40 anos, pelo menos um fikm soncebido nos dltimos
12 meses, e TCLE assinado. .

3.3.3.b. Critérios de exclusdo de mulheres férteis

Ter histdria de oObito fetal, aborto recorrente oengaturidade, antecedente de
doenca auto-imune, cancer ou uso de drogas imymessoras, infecgdo aguda clinica ou
sub-clinica detectada através de alteracdo do demc@ ou de exame clinico e
ginecoldgico realizados no dia da inclusdo no estWpresentar sinais, sintomas ou

exames de imagem sugestivos de endometriose.

3.4 Variaveis e conceitos

3.4.1 Independentes

Fertilidade, que foi dividida em trés categorias:

» Mulheres inférteis com endometriose: mulheres cosémrcia de gravidez
apos pelo menos doze meses de atividade sexudbrespm a utilizacdo de qualquer
método contraceptivo e que apresentavam presencict#d endometrial, com suas
glandulas funcionantes e estroma, fora da cavidatkrina, diagnosticada por

videolaparoscopia.
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* Mulheres com infertilidade inexplicada: mulheresmcaauséncia de
gravidez apos pelo menos trinta e seis mesesvdaate sexual regular sem a utilizacéo de
gualquer método contraceptivo e que nao apresemtstausas aparentes para a
infertilidade, apos a pesquisa hormonal, infecgiasatdmica e de fator masculino.

» Mulheres férteis: mulheres com antecedente de peloos uma gestacdo
bem sucedida, que terminou com parto a termo ereascido vivo nos ultimos 12 meses.

3.4.2 Dependentes

 Interleucina 2: citocina Thl constituida por gliomeina de 14 a 17 kD,
produzida por linfocitos T CD4+. O resultado da doaagem foi expresso em picogramas
por mililitro (pg/ml).

* Interleucina 4: citocina Th2 com quatro hélicepduzida pelos linfocitos T
CD4+ do subgrupo Th2 e por mastocitos ativadoeddItado da sua dosagem foi expresso
em picogramas por mililitro (pg/ml).

e Interleucina 10: citocina Th2 dimérica ndo-covatenproduzida por
macrofagos ativados e células T reguladoras. Qtagsuda sua dosagem foi expresso em
picogramas por mililitro (pg/ml).

» Fator de Necrose Tumoral- citocina Thl produzida por fagocitos
mononucleares ativados, que estimula as célulasteiads vasculares a expressar novas
moléculas de adesao, induz macrofagos e célulastediais a secretar quimiocinas, e
promove apoptose de células alvo. O resultado @daassagem foi expresso em picogramas

por mililitro (pg/ml).
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 Interferony: citocina Thl produzida pelos linfocitos T e petatulas NK,
gue ativa os macrofagos na resposta imune inatdutac adaptativa. O resultado da sua
dosagem foi expresso em picogramas por mililitgr(p).

3.4.3 De controle

» Idade: numero de anos completos de vida relataglagpciente.

* Raca: cor da pele, auto-classificada em brancaowranca.

» Antecedente gestacional: nimero de gestacles, spart@bortamentos
referidos pela mulher.

* Tipo de unido: unido estavel ou nado referida peltnen.

» Uso de método anticoncepcional hormonal: sim ourefeido pela mulher.

» Comorbidades: sim ou néo referido pela mulhertastio qual comorbidade
nos casos da reposta ser sim.

* Uso de medicacgdes: sim ou nao referido pela mulrdgtando qual

medicacao nos casos da reposta ser sim.

3.5 Técnicas, testes e exames

3.5.1 Dosagem das citocinas séricas

3.5.1.a. Obtencéo das amostras de soro

Foram selecionadas 52 mulheres férteis, 52 mulheoes infertilidade
inexplicada e 38 mulheres inférteis com endometdridi dia de suas consultas de rotina
em seus respectivos ambulatorios, as amostrandaesdas pacientes foram coletadas em
tubos secos, sem anticoagulante e com gel de sépafdacutainer®, BD, Brasil). Apés

homogeneizacdo do sangue, os tubos foram mantido®gouso, verticalmente, por 30
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minutos para retrair o coagulo e, em seguida, ifegados por 10 minutos a 1000g. O
soro livre de células foi armazenado, em aliqud&a,5 mL, a temperatura de -20°C até o
momento da dosagem das citocinas. No momento daiognas amostras foram
descongeladas completamente, submetidas a agitagéoaparelho tipo “vortex” e
novamente centrifugadas, para a separacdo de @Bs3iMMOs.

3.5.1.b. Dosagem das citocinas nas amostras de soro

Para a determinacdo da concentragdo das citodifasiL-4, IL-10, IFN+y e
TNF-o. no soro das pacientes foi utilizado o “kit” comardILLIPLEX® map Human
Cytokine/Chemokine (MPXHCYTOG60KPMX — Millipore Coopation, Missouri, USA).

O “kit” é composto de microesferas codificadas coores fluorescentes
(plataforma LUMINEX® XMap® — Luminex Corporation,ustin, USA). De acordo com
a codificagdo, cada microesfera €, individualmergepberta com anticorpos especificos
para uma dada citocina. As citocinas séricas datveenente capturadas na microesfera e,
posteriormente, reveladas por anticorpos de detech@tinilados, conjugados com
ficoeritrina-estreptavidina (PE), que ficam adesidosuperficie. Finalmente, a suspensao
de microesferas € transferida para um analisadiuxie (LABScan™, USA), onde o laser
excita simultaneamente o fluorocromo interno, méwcaa microesfera e a PE, marcadora
da citocina capturada. A concentracdo de cadaim#aa amostra de soro das pacientes é
determinada pela comparacgéo da intensidade deeflc@ncia, da respectiva curva-padréo,
realizada, simultaneamente, com o reagente padrdoagompanha o “Kit”, conforme
instrucdes do fabricante (anexo 6).

Para a aquisi¢cédo dos resultados, a placa foi gadafpara o compartimento de
leitura do analisador de fluxo (Luminex 100®), osloves médios da intensidade de

fluorescéncia foram armazenados em arquivos dgitais dados utilizados para o célculo
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das concentragdes, utilizando o método logistic® gmrametrosOs resultados foram

gerados em gréficos e tabelas utilizando o LumingR@&nent software.

3.6 Instrumentos para coletas de dados
Foi utilizado um questionéario elaborado pelo pesapidor para preenchimento
da Ficha de Estudo (anexo 5), apds aceitarem axpticacdes sobre a pesquisa e

concordarem em participar.

3.7 Coleta de dados

Foi oferecida participacdo as possiveis mulherkesisaadas apds revisdo em
seus prontuarios. As que aceitaram ouvir explicagidre o estudo e concordaram em
participar, assinaram o Termo de ConsentimentoelL&/rEsclarecido (anexos 3 e 4 ) e
responderam ao Questionario para preenchimentaca &e Estudo (anexo 5 ) que foram
lidos, explicados, aplicados, e preenchidos pelsqueador. Em seguida foram
encaminhadas a sala de coleta de sangue para quecseesse a obtencdo das amostras,
coletadas por uma enfermeira capacitada, no mesrtholatério de suas consultas.

O Protocolo de Pesquisa n° 081/2008 foi aprovadti @emissdo de Pesquisa
do DTG/CAISM (anexo 1 ke o Comité de Etica em Pesquisa da FCM/UNICAMP iaroit
parecer n°® 281/2009 ( anexo 2), aprovando-o semciess.

Depois de preenchido o questionario da Ficha deidstos nomes das
mulheres foram eliminados, persistindo nas fichmehas o nimero do sujeito no trabalho,
sem identificacdo do mesmo. Os dados coletadosnfaligitados em uma planilha do
programa Excel 2007 que foi completada posteriotejecom os dados laboratoriais

obtidos com a dosagem das citocinas em estudo.
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Apés a obtencdo dos resultados das dosagens damadt finalizou-se o

preenchimento da Ficha de Estudo, e foi realizaat®éise estatistica dos dados.

3.8 Controle de qualidade
Foi realizado controle de qualidade laboratorialdmis niveis para cada uma das
variaveis seguindo a orientacdo dos produtores itloMKliplex®, conforme tabela |,

elaborada com os dados da tabela fornecida petiujmo

Tabela I. Valores de qualidade de controle para o ik Milliplex Human
Cytokine. Catalogo # MPXHCYTO-60K-05. Catalogo do antrole # MXH6060 Lote #

HCC 101e HCC 201

Citocina Nivel do controle de qualidade ofasperado
IL-2 Controle 1 92 - 192 pg/ml
Controle 2 501 - 1040 pg/ml
IL-4 Controle 1 84 - 174 pg/ml
Controle 2 432 - 898 pg/ml
IL-10 Controle 1 110 - 229 pg/ml
Controle 2 413 - 857 pg/ml
TNF-a Controle 1 91 - 188 pg/m
Controle 2 478 - 993 pg/ml
INF-y Controle 1 111 - 230 pg/ml
Controle 2 532 - 1105 pg/ml
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3.9 Processamento e analise dos dados

Concluida e revisada a digitacdo de todos os dadoslois revisores, a saber, 0
pesquisador e o estatistico, em planilha do progrdemcel 2007 para Windows
(Microsoft® Corporation, Redmond, WA, EUA), os dadforam descritos através de
média, desvio-padréo e mediana, e através de freig$éabsolutas (n) e relativas (%). Os
grupos foram comparados em relacdo as variaveigéatrdos testes de qui-quadrado ou
exato de Fisher. As citocinas foram comparadaseeo$r grupos através do teste de
Kruskal-Wallis, em caso de diferenca significatiyapssegui-se com as comparacoes
multiplas (dois a dois) através do teste de Manrtve. Nivel de significancia 5%,
software: SAS versao 9.1.3. O poder foi de pelo aseB0% para as medidas na

comparacao entre 0s grupos.

3.10. Aspectos éticos

Foram seguidas as orientacdes propostas pela Bgitarde Helsinque e suas
revisbes (WMA Declaration of Helsinki, 2008), asstomo as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo serembsimantidas na Resolugcdo 196/96
do Conselho Nacional de Saude (Brasil, 1996).

As informacdes foram obtidas apenas pelo propdsitpesquisa.

O sujeito somente foi admitido apos |he ter sidio le explicado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pelo pesquisamomdia de sua consulta de rotina,
recebido uma cépia do termo, té-lo compreendidagsmado.

Foi citado o desconforto da picada da agulha pa@eta da amostra de sangue, e

gue este procedimento ndo apresentava riscos iwesisuma vez que a enfermeira que o
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realizou era capacitada, e as medidas anti-sépgigaso procedimento requer seriam
seguidas.

Foi explicado que ndo haveria beneficios pessaamsaparticipacdo na pesquisa, e
gue os resultados encontrados, provavelmente adanr nenhum beneficio imediato para
a populacdo, mas que em ciéncias € assim que peopequenos achados cientificos se

somam, e levam a achados maiores.
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ABSTRACT

CONTEXT AND OBJECTIVE: Immunological alterations may be associated with
infertility and endometriosis. The objective ofghstudy was to check the polarization
existence of Thl or Th2 cytokines response in womwgh unexplained infertility or
infertility with endometriosis.

DESIGN AND SETTING: Cross sectional study at Center for Women'’s Irattsgh
Healthcare (CAISM), University of Campinas (UnicgmPampinas, Sao Paulo, Brazil.
METHODS: 142 women were divided into three groups (52 witiexplained infertility,
38 infertile with endometriosis and 52 fertile) foneasurement of Thl cytokines
(interleukin -2, tumor necrosis factarand interferony), and Th2 cytokines (interleukins 4
and 10). Data were described by means, standaidta@s and median, and absolute and
relative frequency tables. Variables were comparadng the groups using Qui-square and
Fisher Exact Test. Cytokines were compared usingskal-Wallis. Multiple comparisons
two-by-two were done using Mann-Whitney test whensignificant difference was
detected, accepting a 5% significant level.

RESULTS: Interferony levels were lower (p = 0.0012) and interleukine¥dls were
higher (p = 0.0001) in unexplained infertility coarpd to fertile women. Interferon{p =
0.0001) and interleukin-4 (p = 0.0005) levels wérgher in unexplained infertility
compared to infertility with endometriosis. Womeithwprimary infertility were found to
have lower levels of interferopand higher levels of interleukin-4 than fertile men.
CONCLUSION: The polarization of Thl or Th2 cytokines respodgin’t occurred in
unexplained infertility or infertility with endometsis in the studied groups.

KEY WORDS: Cytokines; endometriosis; immunology; infertiliipterleukins.
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RESUMO

CONTEXTO E OBJETIVO: Alteracdes imunolégicas podem estar associadas a
infertilidade e endometriose. O objetivo deste dstdoi avaliar se na infertilidade
inexplicada ou com endometriose ocorre polarizaigaesposta imunolégica Thlou Th2.
TIPO DE ESTUDO E LOCAL: Corte transversal realizado no Centro de Atengéegtal

a Saude da Mulher (CAISM), Universidade de Campfblaécamp), Campinas, Sao Paulo,
Brasil.

METODOS: 142 mulheres foram divididas em trés grupos (520 cofertilidade
inexplicada, 38 inférteis com endometriose e 5&igy para dosagem de citocinas Thl
(interleucina-2, fator de necrose tumaosad- do interferong e citocinas Th2 (interleucinas
4 e 10). Os dados foram descritos atraves de méekajo-padrao e mediana, e através de
frequéncias absolutas e relativas. Os grupos faramparados em relacdo as variaveis
através dos testes de qui-quadrado ou exato derF&s$ citocinas foram comparadas entre
0s grupos atraves do teste de Kruskal-Wallis; eso ke diferenca significativa, foram
feitas comparacfes dois a dois através do testdasm-Whitney e aceitou-se nivel de
significancia 5%.

RESULTADOS: Menores niveis de interfergnfp = 0,0012) e maiores de interleucina-4
(p < 0,0001) foram detectados na infertilidade plieada comparados ao das férteis.
Maiores niveis de interferon-(p = 0,0001) e de interleucina-4 (p = 0,0005) riora
detectados na infertilidade inexplicada comparanslas inférteis com endometriose. Na
infertilidade primaria houve menores niveis de INEmaiores de IL-4 que nas férteis.
CONCLUSAO: A polarizagdo da resposta imunoldgica Thl ou TE® ocorreu na
infertilidade inexplicada ou com endometriose nagpgs avaliados.

PALAVRAS-CHAVE: c itocinas; endometriose; imunologia; infertilidad#grleucinas.
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Corpo do texto

INTRODUCTION

The prevalence of infertility ranges of 3.5 to 6.1 developed countries and from 6.9 to
9.3% in the less developed nations. That means thare70 million couples in the world
trying to get pregnant who have been exposed tootegted sexual intercourse for at least
a year and do not get.itnfertility factors related to the male partnee aesponsible in 30
to 40% of cases, while the female factors are foum& to 25% of infertile couples,
represented for about 18 million infertile womenrldwide. In the left 10 to 15% of cases
of infertility the responsible factors are unexpkd, what means that some like 11 million
of infertile couples are unsuccessfully trying scbme pregnant for at least three years and
there is no apparent cause for not getting When female factors are involved,
endometriosis may be found in up to 50% of cds&isout 9 million infertile women have
ectopic functioning endometrial glands and strommad that may alter the physiologic
process of ovulatidnand lead to tubal obstructiéi.This explain most causes of infertility
due to endometriosibut not all of them, once the pathogenesis of erdoosis remains
incompletely known. There are suggestions that fizadions in cellular immunity can
facilitate the successful implantation and induevedopment of ectopic endometrial
fragments.The immune system works as a mediator of the bodyisamic balance. Its
participation in human reproduction involves thetiren process, since before the
spermatozoid is deposited until later on fetusrgnbModifications in the production of the
substances comprising this system may result iaralbns of reproductive process,
contributing to the pathogenesis of endometriosi directly or indirectly contributing to
infertility ® Actions performed by the immune system involveokirtes, small proteins that

participate in intercellular communication and stiate the expression of surface markers
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in the leukocytes. This ensures that the body Ie &b recognize external antigens,
pathogens and sometimes alloantigens. Traditionditlg cytokines that collaborate in
activating macrophages are the cytotoxic Thl-typeh as interleukin-2 (IL-2), tumor
necrosis factorr (TNF-0) and interferons (IFN-y), while those that participate in
generating antibodies are the cytoprotective Tip2tysuch as interleukin-4 and
interleukin-10 (IL-4 and IL-10). Each group of cikiones, Thl or Th2, stimulates its own
production and inhibits the production of the cytas from the other group, and this cross-
effect may polarize immunological resporisEhis response is known to act not only as a
defense against external aggression, but it is @&of the factors that permit or inhibit
embryo development and growth during implantatfoand may be involved in infertility
and endometriosis pathogenésidhe present study was designed to evaluate the
hypothesis that, in cases of unexplained infeytilibor infertility associated with
endometriosis, polarization of the immune balanee @ cytotoxic Thl response or due to

cytoprotective Th2 response may occur.

OBJECTIVE

The objective of this study was to check the paktion existence of Thl or Th2 cytokines
response in women with unexplained infertility orferrtility with endometriosis by
quantifying and comparing Thl (IL-2, TN&-and IFNy) and Th2 (IL-4 and IL-10)

cytokine levels in those women.

METHODS
This work is a cross sectional study and once shhaever been published anywhere else,

calculation of sample size was based on studigshdthreported the difference in TNE-
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and in IFNy, IL-2, IL-4 and IL-13° levels between women with endometriosis and
fertile women. The paired t-test was used to complae groups, with a significance level
of 5% and power of the test of 80%. From januaryuiee of 2010, 142 women were
selected at infertility and postnatal follow-up patient clinics of the Center for Women’s
Integrated Healthcare (CAISM), University of Camgsn(Unicamp), Campinas, Brazil, and
enrolled in the study. From them, 52 were fertilenven, 38 infertile with endometriosis
and 52 with unexplained infertility. The fertile waen include were considered to be the
one who presents the expected balance of Thl aBcittkines for fertility. They had at
least one living child and no history of fetal deatecurrent pregnancy loss or prematurity.
The infertile women with endometriosis had been osegg to unprotected sexual
intercourse for at least one year without beconpregnant, in spite of the three years for
the unexplained infertile women. All the women wehdometriosis had been diagnosed
following direct laparoscopic visualization perfathless than one year previously. In the
women who had received a diagnosis of unexplaimgdrtility, possible anatomical,
infectious and hormonal causes had all been iryagsti, as had the male factor, and all
results were considered normal. These women hadlinizal signs or imaging exams
suggestive of the presence of endometriosis. Adl participants were in fertile age,
between 18 to 40 years old. They were invited tdi@pate in the study on the day of a
scheduled routine consultation, and those who &eddp participate were also interviewed
on the same day. During the interview, data werkected on their skin color (self-
reported), parity, marital status, infertility longuse of contraceptive methods,
comorbidities and the use of any medication. Excludactors for all of the women
consisted of a history of autoimmune disease, caoceghe use of immunosuppressive

drugs, acute clinical or subclinical infection de&sl by the presence of abnormalities in the
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white blood cell count performed on a sample ctdidmn the day of admission to the
study or abnormalities found at clinical or gynegital examination. For both of the
infertile groups a known reason for infertility wagxclusion factor also, but endometriosis
for the infertile group with endometriosis. Aftenet patients had been provided with
information regarding the study protocol and aftezy had agreed to participate in the
study and signed the informed consent form, bloamthpdes were collected in dry tubes
without anticoagulant and with the use of sepanagjel (Vacutainer®, BD, Brazil), left to
stand for 30 minutes to allow clot retraction ardtcifuged for 10 minutes at 1000 g. The
cell-free serum sample was stored in 1.5 ml aliguat a temperature of -20°C until
cytokine measurement. Levels of IKINTNF-u, IL-2, IL-4 and IL-10 were measured in the
serum of the women in the study using the commiekaiaMILLIPLEX® map Human
Cytokine/Chemokine (MPXHCYTO60KPMX — Millipore Caopation, Missouri, USA)
and the flow analyzer (Luminex 100®), in accordanith the manufacturer’s instructions.
The mean values of fluorescence intensity wereedtan digital files and the data were
transformed into figures and tables using the L@x® xPonent software program. The
data were described using means, standard desadiwh medians and by absolute (n) and
relative (%) frequencies. Variables were comparegvben the groups using the chi-square
test or Fisher's exact test. Cytokine levels wavengared between the groups using the
Kruskal-Wallis test and whenever differences wesenfl to be statistically significant,
multiple comparisons (2x2) were performed using khenn-Whitney test. Significance
level was defined as 5% and the software usedherstatistical analysis was the SAS
program, version 9.1.3.The study was conducted doora@lance with the guidelines
proposed in the Declaration of Helsinki and itsis®ns;* and the regulatory guidelines

and legislation governing research involving hunteeings, as stipulated in Resolution

Publicacéo E



196/96 of the National Health CounselThe protocol of this study was approved by the
Internal Review Board of the Faculty of Medical Saes, University of Campinas (FCM-

Unicamp), under approval letter 281/2009.

RESULTS

A total of 142 women were evaluated in this stuehpm those, 52 were fertile, 38 infertile
with endometriosis and 52 with unexplained inféxtil Classification according to self-
reported skin color shows that 77-84% of the pigdicts were white and that there were no
statistically significant differences between theee groups (Table 1). Of the fertile
women, 48% had had only one successful pregnartyga¥ had delivered more than 60
days previously. Of the infertile women, 68 hadwary infertility, 28 of the 38 women
with endometriosis (74%) and 40 of the 52 womerhwitexplained infertility (77%). No
differences were found between the three groupgauvecurrent pregnancy loss or marital
status (Table 1). Comparison of the mean age owttraen in the three groups showed a
statistically significant difference, which was @l®und in the 2x2 comparison, between
the fertile women and the infertile women with enmgriosis, and between the fertile
women and the women with unexplained infertilityh& the mean age of the two groups
of infertile women was compared, no statisticallyngficant difference was found (Table
2). Comparison of the mean and median values of citekines studied found no
statistically significant difference between thetife women and the infertile women with
endometriosis (Table 3).When the fertle women weoenpared to the women with
unexplained infertility, IFNy levels were found to be higher in the fertile wonaad IL-4
levels in the women with unexplained infertility.of® differences were statistically

significant (Table 4).Comparing the two groups mfertiie women, both IFN-and IL-4
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levels were found to be significantly higher in twemen with unexplained infertility
(Table 5).When the fertile women were compared withwomen with primary infertility,

IFN-y levels were higher and IL-4 levels were lowertia former (Table 6).

DISCUSSION

The three groups studied were similar with respeself-reported skin color, prior history
of recurrent pregnancy loss and marital statusceSthe infertile women in both groups
were undergoing investigation at infertility clisiand wanted to become pregnant, it was
expected that the majority would be in a stablenanand this was found to be the case for
all the women in these two groups. Although a stigally significant difference was found
in the mean age of the women in the three studypgoit should be noted that they were
all of reproductive age and that there were no woatdhe extremes of reproductive dge;
therefore, it is reasonable to consider the graqusparable in this respect. There was no
statistically significant difference in mean ageéween the two groups of infertile women.
The immune system is known to act directly or iadily on the reproductive procésmd

its action may be favorable or detrimental to theusrence of a successful pregnafhit@n
this subject, debates have been published in theature on the different immunological
factors that affect the reproductive process arahgés in cytokine levels have often been
mentioned in relation to the different causes éériility. Endometriosis is the one of the
causes of female infertility most likely to triggdebates on immunological alteratichs.
Nevertheless, no statistically significant diffeces were found in the cytokines evaluated
in the present study between the group of fertilmmen and the infertilie women with
endometriosis. Similar findings were reported stidy in which I1L-2, TNFe, IFN-y (Thl

cytokines), IL-4 and IL-10 (Th2 cytokines) levelsen measured in the serum and
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peritoneal fluid of women with and without endonmgrs, statistically significant
differences being found only with respect to IL-d®d IFNy and only in peritoneal fluid,
levels being higher in the group of women with emétriosis (p = 0.035 and 0.039,
respectively). It was concluded that neither a Tibf a Th2 immunological response was
predominant in the physiopathology of endometriolsig, rather, a combination of
alterations in the two respons8snother cross sectional study that evaluated IL(TIt8L)
levels in the serum and peritoneal fluid of 34 itife women with mild or moderate
endometriosis and 22 fertile women found no evidesicany differences between the two
groups. Nevertheless, a positive association wasddetween the serum and peritoneal
levels of this cytokine in the patients with enddmesis (r = 0.794; p = 0.0001§.When
cytokine levels were compared between the fertitenen and those with unexplained
infertility, the results of the present study asémwed higher levels of a Th1l cytokine, IFN-
v, in the former and of a Th2 cytokine, Il-4, in tla¢ter. In these women, immunology may
help clarify causes that have so far remained wotlsd. The results of this study, if
confirmed in larger studies, may help exclude ti@kines that do not actively participate
in the genesis of infertility or perhaps raise scigp that these cytokines may act in some
other way. A prospective study was conducted irctvisierum IL-6 and TNk-levels were
measured in women with unexplained infertility andl4 fertile women on the third day of
the menstrual cycle, and concluded that serum lkvéls were significantly higher in the
women with unexplained infertility (p < 0.001) artbat there was no statistically
significant difference in TNF between the grougd.These findings suggest that IL-6 is
involved in the physiopathology of infertility whémown causes other than those related
to the immune system have been excluded. Therafewe,possibilities are appearing with

respect to the importance of other interleukinss lesmmonly studied in infertility.
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Comparison of the two groups of infertile womea, those with endometriosis and those
with unexplained infertility, also resulted in fimg)s that contradicted our initial
hypothesis. The women with unexplained infertilitgd higher levels of both of a Thl
cytokine (IFNy) and a Th2 cytokine (IL-4).The results obtainedhe present study are in
agreement with the findings of a previous studywhich no statistically significant
differences were found in serum IL-2 (Thl), IL-TthR) or TNFe (Th1) levels in women
with or without endometriosis. On the other hand, a 2-year evaluation of 96 fitéer
women of 22-43 years of age who were submittedntmacytoplasmic sperm injection
(ICSI) cycles detected statistically significantfeliences. Interleukinspl 6, 8, 12p70 and
TNF (all Thl) and IL-10 (Th2) were measured in thexipheral blood of these women
using flow cytometry. IL-6 and IL-8 were detectexdtihe majority of samples. The presence
of IL-1B positively affected the percentage of implantatipr= 0.004), the percentage of
women in whom this cytokine was found being great®ong the group of women who
conceived (62.5%) compared to those who failedaioceive (37.5%) (p = 0.018)The
heterogeneity of the cytokines and the groups ofem evaluated in each study makes
comparison difficulf*>*’ Nevertheless, there appears to be no predomirgitieer of a
Thl or a Th2 response. Despite the heterogeneitigarstudies, several have indicated a
possible increase both in the Thl and in the Th®kiyes for the same group in
questiort*>*’ The findings of the present study ratify theseultss Likewise, when fertile
women were compared with women with primary infigyti conflicting results were also
reported. Lower levels of a Thl cytokine (IfiNand higher levels of a Th2 cytokine (IL-4)
were found in the groups of infertile women. In {hresent study it was not possible to
establish a pattern of increased levels of anylsiogtokine in the group of women with

unexplained infertility or in those with endomesi® Furthermore, there was no
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suggestion of any predominance with respect toTthiTh2 cytokine ratio in the cases
studied. As in the evolution of various importaabdratory tests throughout the history of
Medicine, the homogenization of techniques usethéasure all the known cytokines, of
which there are dozens, may permit the formatiopaofels of cytokines for each disease or
for each group of patients, facilitating researnl providing greater understanding for the
causes, diagnosis and treatment of unexplainedtilitfeand endometriosis. While that

doesn’t happen the measure of cytokines still amtgoconsidered within clinical practice.

CONCLUSION
The quantification and comparison of some Thl ah&@ @ytokines in fertile women, in
infertile women with endometriosis and in women hwitnexplained infertility did not

indicate a predominance of one type over the athtére groups studied.
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TABLES

Table 1.Demographic characteristics (percentage)

Group
Characteristic Fertile Infertile witlUnexplained P-value
endometriosis infertility
White 77 84 65 0.114
No pregnancy - 74 77 -
Marital status 94 100 100 0.112
n 52 38 52
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Table 2. Comparison of the mean age in the three groups

Group
Fertile Infertile  with Unexplained P-value
endometriosis infertility
Mean age (years) 27.7 (18-39) 32.8(23-39) 31 @0-3 0.0001
27.7 32.8 - 0.0001
27.7 - 31 0.005
- 32.8 31 0.675
N 52 38 52
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Table 3. Comparison of the mean and median values of thakines studied in fertile

and infertile women with endometriosis

Group
Cytokine Fertile Infertile with endometriosis P-value
Mean SD* Median Mean SD* Median
INF -y 1.4 4.5 0.4 0.4 0.3 0.3 0.169
IL-2 3.4 125 0.2 5.5 15 0.5 0.512
IL-10 5.6 155 1 37.2 162.2 0.7 0.524
TNF-a 6.9 48 59 5.6 28 5.2 0.070
IL-4 1.6 91 O 0.69 2.88 0.07 0.134
(n) 52 38

*SD — standard deviation
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Table 4. Comparison of the mean and median values of thakines studied in fertile

and unexplained infertility

Group
Cytokine Fertile Unexplained infertility P-value
Mean SD* Median Mean SD*  Median
INF -y 1.4 4.5 0.4 1 2.1 0.6 0.0012
IL-2 3.4 125 0.2 4 8.9 0.3 0.512
IL-10 5.6 155 1 23.4 120.1 1 0.524
TNF-a 6.9 4.8 5.9 6.9 2.7 6.4 0.070
IL-4 1.6 9.1 0 4.8 334 0.15 <0.0001
(n) 52 52

*SD — standard deviation
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Table 5. Comparison of the mean and median values of thekinygs studied in infertile

women with endometriosis and unexplained infeytilit

Group
Cytokine Infertile with endometriosisUnexplained infertility P-value
Mean SD* Median Mean SD*  Median
INF- vy 0.4 0.3 0.3 1 2.1 0.6 0.0001
IL-2 55 15 0.5 4 8.9 0.3 0.512
IL-10 37.2 162.2 0.7 23.4 1201 1 0.524
TNF-a 5.6 2.8 5.2 6.9 2.7 6.4 0.070
-4 0.69 2.88 0.07 4.8 334 0.15 <0.0005
(n) 38 52

*SD — standard deviation
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Table 6. Comparison of the mean and median values of thakines studied in fertile

women and women with primary infertility

Group
Cytokine Fertile Primary infertility P-value
Mean SD* Median Mean SD*  Median
INF -y 1.4 4.5 0.4 0.6 0.6 0.5 0.0498
IL-2 3.4 125 0.2 4.8 129 0.2 0.9199
IL-10 5.6 155 1 37.3 158.8 0.9 0.9895
TNF-a 6.9 4.8 5.9 6.4 3 6.1 0.8491
IL-4 1.6 9.1 0 4 295 0.15 <0.0001
(n) 52 52
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5. Conclusodes

A concentragdo das citocinas Thl IL-2 e TNFoi similar entre as mulheres com
infertilidade inexplicada, infertilidade com enddnese e mulheres férteis. A citocina
citotoxica INFy foi detectada em menores concentracoes nas msilbere infertilidade
inexplicada, quando comparadas com mulheres irdé@ten endometriose e com mulheres
férteis.

A concentracdo da citocina Th2 IL-10 foi similatrenas mulheres com infertilidade
inexplicada, infertilidade com endometriose e midadérteis. A citocina citoprotetora IL-
4 foi detectada em maiores concentracfes nas meslimm infertilidade inexplicada,
guando comparadas com mulheres inférteis com ertdos®e com mulheres férteis.

A guantificacdo e a comparacdo da concentracaeittasnas Thl IL-2, TNFa e
INF- y e das citocinas Th2 IL-4 e IL-10 ndo evidenciouappacdo da resposta
imunologica citotoxica ou citoprotetora em mulhersn infertilidade inexplicada ou
inférteis com endometriose.

A guantificacdo e a comparacédo da concentracaeittasnas Thl IL-2, TNFa e
INF- y e das citocinas Th2 IL-4 e IL-10 nas mulheres dofartilidade priméaria ndo
evidenciou potencializacdo da polarizacdo da reéspasiwunoldgica citotdxica ou

citoprotetora em mulheres com infertilidade inexgdia ou inférteis com endometriose.
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7.1 Anexo 1 - Carta de Aprovacdo da Comisséo de essa do DTG/CAISM

TR Comissiao de Pesquisa do DTG / CAISM

Campinas, 18 de janeiro de 2009
Protocolo n®: 081/2008

O protocolo de pesquisa “Quantificagdo e comparagic de algumas
citocinas tipo Th1 e Th2 em mulheres inférteis sem causa aparente ou devido &
endomelriose, e mulhweres férleis” do pesquisador Jodao Agripino Guimaraes sob a
orientacdo da Profa. Dra Egle Cristina Couto de Carvalho foi aprovado pela
Comissao de Pesquisa do DTG/CAISM em 15/01/2008

Atenciosamente,

N e Sal b
'] Profa. Dra Ellen Hardy
""" Presidenta

Rua Alexander Flemming, n.*101 — Cidade Universitaria Zeferino Vaz = Campinas-3P
Fone: {19) 3521-8402
comissacpesquisa@caism.unicamp.br
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7.2 Anexo 2 - Carta de Aprovacdo do Comité de Eticam Pesquisa da FCM -

UNICAMP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

&) www fem.unicamp. br/pesguisa‘eticalindex.htm|

CEP, 28/04/09.
(Grupo 1)

PARECER CEP: N° 281/2009 |Este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeta)
CAAE: 0211.0.146.000-09

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “QUANTI I"l(.‘ACiU E COM PARAQ’AO DE ALGUMAS CITOCINAS TIFO
THI E TH2 EM MULHERES INFERTEIS SEM CAUSA APARENTE OU DEVIDO A
ENDOMETRIOSE, E MULI'IERES FERTEIS".

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Jodo Agripino Guimarfies

NSTITUICAQ: CAISMUNICAMP

APRESENTACAD AQ CEP: 13/04/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 28/04/10) (O formuléric encentra-se no site acima)

11 - OBJETIVOS

Avaliar s niveis séricos de citocinas padrie Thl e Th2 em mulheres inférieis sem causa
aparenie e com endometriose.

I - SUMARIO

Sera realizado um estudo de corte transversal com 156 mulheres que serdo atendidas nos
ambulatérios de Infertilidade e de Revisio Puerperal do CAISM/UNICAMP. Serido selecionados
trés grupos com 52 mulheres cada, divididos em mulheres ferteis, inférteis com endometriose, €
inférteis se causa aparente, da quais sero coletadas amostras de sangue periférico no dia de suas
consultas de rotina, que servirio de substrato para a dosagem da interleucina-2 e do fator de
necrose wmoral-o. citocinas Thl, e do interferon-y, das interleucinas-4 e 10, citocinas Th2,
usando o kit MILLIPLEXTM, catilogo MPXHCYTO-60K-05, com leitura pelo método
Luminex” xMAP®. As concentrages encontradas em cada grupo serio analisadas pelo teste de
kruskal-Wallis para calcular o valor-P total, que testardo a hipotese nula, e o teste de Wilcoxon
para comparar as concentragdes das citocinas apresentadas por cada grupo duas a duas. Caso se
confirme predominio de alguma destas citocinas em um dos grupos, outras citocinas poderio ser
avaliadas, e se confirmado predominio Thl ou Th2 em alguma destas doengas, pesquisas sobre o
estabelecimento de terapéutica individualizada para cada doenga poderio ocorrer.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Trata-se projeto de pesquisa para o mestrado que aborda assunto de relevincia para
oblengiio de novos conhecimentos acerca da resposta imune relacionadas a algumas citocinas
tipa Thi e Th2 em mulheres inférteis sem causa aparente ou devido 4 endometriose, e mulheres
férteis. O projeto estd bem redigido, o desenho do estudo & adequado, apresenta critérios de
inclusio ¢ exclusio definidos adequadamente. Os procedimentos para identificagiio dos casos
estio descritos adegquadamente. A metodologia a ser empregada esta bem descrita. Os aspectos

Comité de Frica em Pesguisi - UNICAMP

Kua: Tessalia Viciea de Camarge, 126 FONE {119} 3521-5950
Caiva Pasial 6111 FAX o) 3S2E-TINT
E candaiTem woieamn he
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
‘ COMITE DE ETICA EM PESQUISA

& woww fom unicamp.br/pesquisa/etica/index. htm|

éticos estdo adequadamente abordados. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido estd
adequadamente redigido e em linguagem adequada.

V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar 0s pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resoluges 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigbes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada,

O conteado e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEPFCM/UNICAMP e ndo representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagiio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Ttem IV.1.1) e deve receber uma edpia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item [V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocole aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item [11.1.2), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) € enviar notificacdo ao CEP ¢ 4 Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria - ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagies ou emendas ao protocolo devem ser apresemadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou 11 apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juniadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2 &)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados an CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96. '

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na IV Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 28 de abril de 2009.
'/ﬂj‘{""‘{;

Profa. Dra. Ca

PRESIDENTE DO CO

EC

en Silvia Berfuzzo
E DE ETICA EM PESQUISA
/ UNICAMP

Comiid de Etica em Pesduisn - LINICANMP
K Tessalia Yieira de Camarsa, 126 FORNE (1Y 35215436
Caiva Postal 6111 FAN (D0l 3521-TIST

Anexos 62



7.3 Anexo 3- TCLE das mulheres inférteis com endortrse ou com infertilidade
inexplicada

Pesquisador responsavel: Jodo Agripino Guimaraes

A endometriose € uma doenca das mulheres que aéordque pode causar na barriga,
principalmente durante a menstruacao, pode fazarque seja dificil engravidar. Nao se
sabe ao certo porque ela ocorre. Esta pesquissstui@lar uma de suas possiveis causas.
Parece que tanto na endometriose como na dificetldadengravidar existem alteracdes na
guantidade de algumas proteinas do meu sangue.ddfeameira treinada ira tirar um
pouco de sangue do meu braco até encher uma speqggana, e havera o desconforto da
picada, sem outros riscos previsiveis, porque fe@iitoda a limpeza necessaria para tirar
este sangue, que sera usado pelo laboratério mara guantidade de algumas destas
proteinas, e se esta quantidade esta errada emaaldgestas doencas. Se for verdade que
existe alteracdo na quantidade destas protein&msooesquisas poderdo ser feitas para
descobrir como tratar esta alteracdo, e melhota@tamento destas doencas. Nao receberei
nenhum reembolso em dinheiro ou qualquer outro dpeeembolso por participar, assim
como nao terei nenhum beneficio imediato com essqusa, nem serei punida ou
colocada para fora deste ambulatorio caso nao ajymrticipar, ou queira desistir a
gualquer momento. Meu nome ndo aparecera na pas@psnas os dados tirados do
estudo do meu sangue, sem nenhuma identificacddegaea descobrir quem eu sou. A
qgualquer momento poderei tirar as duvidas que Beobre a pesquisa com 0 pesquisador
responsavel pelo telefone 19- 3243 1317.

Se tiver alguma duvida ou reclamacéo sobre consopestquisa esta sendo realizada, posso
entrar em contato com a secretaria do Comité dm Eth Pesquisa da FCM/Unicamp pelo

telefone 19- 3521 8936.
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Declaro que o pesquisador leu e me explicou est®iee que eu o compreendi, e recebi
uma copia igual a este que assinei concordando amicipar voluntariamente desta
pesquisa.

ASS:

Anexos a



7.4 Anexo 4 - TCLE das mulheres férteis

Pesquisador responsavel: Jodo Agripino Guimaraes

A endometriose € uma doenca das mulheres que aétordque pode causar na barriga,
principalmente durante a menstruacao, pode fazarque seja dificil engravidar. Nao se
sabe ao certo porque ela ocorre. Esta pesquisatitdar uma de suas possiveis causas, que
parece ser alteracbes na quantidade de algumasima®tdo sangue. Uma enfermeira
treinada ira tirar um pouco de sangue do meu bad€cencher uma seringa pequena, e
havera o desconforto da picada sem outros risensspreis, pois sera feito toda a limpeza
necessaria para tirar este sangue, que sera uasealogy a quantidade de algumas destas
proteinas, e comparar com a quantidade que as rasllgee tem dificuldade de engravidar
devido a endometriose ou por causa nao aparergsampardo, e se esta quantidade esta
alterada em alguma destas doencas. Se for verdedexiste alteracdo nesta quantidade,
outras pesquisas poderdo ser feitas para descobno tratar esta alteracdo, e melhorar o
tratamento destas doencas. N&o receberei nenhumbos® em dinheiro ou qualquer outro
tipo de reembolso por participar, assim como né® teenhum beneficio imediato com esta
pesquisa, nem serei punida ou colocada para foste denmbulatorio caso ndo queira
participar, ou queira desistir a qualquer momeMeu nome ndo aparecera na pesquisa,
apenas os dados tirados do estudo do meu sangueesduma identificacdo que leve a
descobrir quem eu sou. A qualquer momento podeeei ds davidas que tiver sobre a
pesquisa com 0 pesquisador responsavel pelo telgf®dn 3243 1317, e se tiver alguma
duvida ou reclamacdo sobre como esta pesquisasestfo realizada, posso entrar em
contato com a secretaria do Comité de Etica emuiesga FCM/Unicamp pelo telefone

19- 3521 8936.
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Declaro que o pesquisador leu e me explicou est®iee que eu o compreendi, e recebi
uma copia igual a este que assinei concordando amicipar voluntariamente desta
pesquisa.

ASS:
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7.5 Anexo 5 - Formulario para coleta de dados
NUmMero no estudo.........ccccceeeeerennne

Idade [ ] anos

Raca [ ] branca [ ] ndo branca

Paridade GI ] PN[ ]PC[ ]RE ]AP[ ]CTG[ ]FV[ ]

Tempo do dltimo parto | ] anos

Uni&o civil [ ] estdve [ ] néstéavel
Tempo de infertilidade [ ] anos [ ] NSA
Endometriose [ ] sim [ ] néo

Tempo de diagnéstico laparoscépico de endometfiose | meses | ] NSA

Uso de MAC hormonal [ ] sim, ha[ ] meses [ ] néo
Tipo [ ] oral combinado [ Jinjetavel mensal
[ ] injetavel trimestral outro

Comorbidades/ uso de medicacdes

IL-2 [ ] pg/mli TNF: [ ] pg/ml

IL-4 [ ] pg/ml INF | ] pg/mi
IL-10 [ ] pg/mi

-------- T 1< {¢10]1-14

NUmero no estudo.......c...coveeuveennees

nome HC
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7.6 Anexo 6 — Descricdo do método para dosagem dé@scinas segundo o
manual do fabricante

O ensaio permite detectar os seguintes limitesmagiem pg/ml: I[FNy = 0,1;
IL-2=0,3; IL-4= 0,6; IL-10= 0,3 e TNf= 0O,1.

Conforme instrugdes do fabricante, os testes foemtizados com os reagentes
mantidos na temperatura ambiente (20-25°C), emopiaca de 96 pocos com o fundo
constituido de membrana filtrante (Multi-ecrd BVilldore, Missouri, USA). Para evitar
gue a membrana tivesse contanto com qualquer stiperflurante a distribuicdo dos
reagentes e periodos de incubacdes, a placa foidaajustada em um suporte. Cada poco
da placa é identificado pelo nimero da coluna @ petka da linha correspondente a

localizacdo, conforme esquema apresentado na figarseguir:

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

I @ m m o O W >

Figura 1: Representacdo esquematica da microplaca com
96 pocos, Multi -Ecré BV, Millipore, Missouri, USA.

Os testes foram realizados com o volume dgl 2&s amostras soro das

pacientes, ou dos controles, ou das diluicbesdaesida amostra padrdo. Considerando-se
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gue os testes com os controles e padroes sacadkasiem duplicatas, foram necesséarias
duas placas para avaliar a totalidade das 142 easost

Inicialmente, para evitar aderéncia inespecificardéeinas séricas a membrana
filtrante e a consequente obstrucdo dos seus nai@spem cada um dos 96 pocos foram
adicionados 200ul de tampao de ensaio (fornecido pelo fabricanteympvendo a
completa saturacdo prévia da membrana. ApOs selaarder a placa em agitacdo, a
temperatura ambiente, durante 10 minutos, o exagsgampao de ensaio foi removido
com auxilio de um aspirador a vacuo Manifold®(Nddie, Missouri, USA), acoplado a
parte inferior da placa, onde esta localizada a lonaina.

A seguir, na primeira e na segunda placa, aos do&@s1B foram adicionados
25 ul do tampéo de ensaio, reservados para controltined0,0pg/ml), nos pocos de 1C
a 2F foram pipetados, em duplicata,28la de cada uma da diluicdo seriada (razéo 1:5) do
soro padrdo, correspondendo as seguintes conagesrag,2pg/mil, 16 pg/ml, 80 pg/ml,
400 pg/ml, 2000 pg/ml e 10.000pg/ml. A média dos valores da intensidade de
fluorescéncia correspondente a estas posicdes fotdizadas para a elaboracdo das
curvas-padrdo. Nas posicoes 2G e 2H pipetou-s$é¢ @b controle de qualidade (positivo) 1
e nas posi¢coes 3A e 3B pipetou-seulslo controle de qualidade 2. Os demais pogos da
primeira placa foram ocupados, em sequencia, conul28as amostras de soro das
pacientes até a amostra 78. Na placa 2, pipetaegaencialmente, a partir do poco 1A até
12H, 25ul das amostras 79 a 142. A todos os pocgos foragioadidos mais 2%l de
tampdo de ensaio e 2@ da solucdo Matrix, que acompanha o “kit", prevesmte
reconstituida em 5ml de agua destilada. Em sedardan adicionados 2pl da suspenséo
contendo as microesferas em tampdao diluente. Ferdabras placas foram cuidadosamente

agitadas, seladas e mantidas em incubacao, a@d°C8oras, em agitador orbital. Apos o
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periodo de incubacdo, com auxilio do aspirador a®ao fluido foi removido e as
microesferas lavadas 2 vezes com a adicdo deul28@ solucdo tampéo a cada poc¢o das
placas. Apos a remocéo do excesso de tampéo, pelate do fundo da placa com papel
absorvente, foram adicionados @5do anticorpo de deteccéo (especifico para cia®)in
em todos 0s pocos e a placa selada e mantida, gatdag orbital, por uma hora, a
temperatura ambiente. Em seguida, sem nenhuma @&ensgogacuo, em todos 0S pocos,
foram adicionados 2%l de ficoeritrina-estreptavidina e a placa novammes¢lada e
incubada por mais 30 minutos, em agitacdo, a teatyer ambiente. Apds esta segunda
incubacédo, o fluido foi removido a vacuo e as mésferas lavadas duas vezes com a
adicdo de 20Ql de tampéo de lavagem. Finalmente, a cada pognfadicionados 154l

de “Sheath Fluid” para resuspender as microeséegaglaca agitada por 5 minutos.
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