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RESUMO

A endometriose é uma patologia ginecoldgica benigna dependente de estrégeno,
que afeta 10% das mulheres em idade reprodutiva, € caracterizada pela presenga de
tecido endometrial fora da cavidade uterina. Sua etiologia permanece desconhecida,
com isso um numero cada vez maior de pesquisas tem sido realizado na procura de
associacOes entre endometriose e alteracdes ou polimorfismo em genes candidatos,
entre esses genes estdo 0 GSTM1 e o GSTT1. Este estudo teve como objetivo verificar
a possivel correlacdo entre a endometriose e os polimorfismos de presenca/auséncia
GSTM1 e GSTT1. Nos analisamos a fregiiéncia dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1
em 50 mulheres diagnosticadas com endometriose e no grupo controle, com 46
mulheres sem queixas relacionadas com a patologia, 0s genotipos para esses
polimorfismos foram determinados por PCR. Encontramos maior frequéncia de
auséncia dos genes GSTM1 (61%) e de presenca do GSTT1 (55%) no grupo de
mulheres estudadas, o que corroboram com a literatura. Quando relacionamos
endometriose com os polimorfismos estudados verificamos que o grupo endometriose
apresentou maior presenca de ambos os polimorfismo 50% GTSM1 e 68% GSTT1,
enguanto que no grupo controle verificou-se o contrario, maior auséncia dos
polimorfismos, 74% do GSTM1 e 59% do GSTT1, mostrando que esses polimorfismos

nédo tem relacdo com a proliferacdo da endometriose.

Palavras chaves: Endometriose, infertilidade, glutationa S-transferase, GSTM1 e
GSTT1
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ABSTRACT

Endometriosis is a benign gynecological pathology dependent on estrogen,
which affects 10% of women of reproductive age, it is characterized by the presence of
endometrial tissue outside the uterine cavity. Its etiology remains unknown, thus an
increasing number of researches have been conducted in the search for associations
between endometriosis and alterations or polymorphisms in candidate genes, among
these genes are the GSTM1 and GSTTL1. This study aimed to verify the possible
correlation between endometriosis and polymorphisms of presence / absence of GSTM1
and GSTT1, and the association between GSTM1 and GSTT1 polymorphisms and p53
Arg / Pro. We analyzed the frequency of GSTM1 and GSTT1 polymorphisms in 50
women diagnosed with endometriosis and in control group with 46 women without
complaints related to this pathology, the genotypes for these polymorphisms were
determined using PCR. We found an increased frequency of absence of GSTM1 (61%)
and presence of GSTT1 genes (55%) in the group of women studied, which corroborate
with the literature. When we relate the endometriosis with the studied polymorphisms
we verified that the endometriosis group had a higher presence of both polymorphisms
50% of GTSM1 and 68% of GSTT1 whereas in the control group there was the
opposite, a higher absence of polymorphisms, 74% of GSTM1 and 59% of GSTT1,
showing that these polymorphisms has no relation to the proliferation of endometriosis,
however the analysis of the pathology with the association of GSTM1, GSTT1

polymorphisms with the p53 codon 72 gene was statistically significant.

Keywords: Endometriosis, infertility, glutathione S-transferase, GSTM1 and GSTT1
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1. INTRODUCAO

1.1IENDOMETRIOSE

1.1.1- Fisiopatologia

A endometriose € uma doenca ginecoldgica benigna dependente de estrogeno, que
afeta 10% das mulheres em idade reprodutiva, é caracterizada pela presenca de tecido
endometrial fora da cavidade uterina, e esta associada a dor pélvica, dismenorrea e
infertilidade. Apesar dos vérios estudos feitos ao longo dos anos, a etiologia e patogenia da
endometriose ainda ndo sdo claras (Minici et al, 2008). A relacdo entre o estagio da
patologia e infertilidade também continua incerto, j& que, alguns pesquisadores nao
encontraram nenhuma associacdo entre o estagio e a subfertilidade, enquanto outros
relatam que a fertilidade diminui com o aumento da severidade da doenca (Sinaii et al,
2008).

A endometriose provavelmente inclui fatores hormonais, anatomicos, genéticos e
imunoldgicos. Os sinais e sintomas surgem de sangramentos ciclico para os tecidos
circundantes, resultando em inflamcdo, cicatrizes e aderéncias. O risco de desenvolver
endometriose pode estar associado a fatores que aumentam o volume, a frequéncia e a
duracdo da menstruacdo retrégrada, o que promove a implantacdo e crescimento das placas
de endométrio. Também ha indicios fortes de que a endometriose é influenciada por

hérmonios esteroides (Vitonis et al, 2010).

1.1.2- Definicdo da endometriose

Endometriose € a presenca de glandulas estromais funcionais do endométrio em
locais fora da cavidade uterina. H4 essencialmente trés diferentes formas de endometriose:
endometriose retovaginal, endometriose ovariana cistica e a endometriose peritoneal, cada
uma com sua propria patogenia, sintomatologia, historia natural da doenca e, portanto, o
tratamento (Dunselman et al, 2001). Sua etiologia é desconhecida, embora uma origem
multifatorial, resultante da contribuicdo de fatores imunologicos, genéticos e ambientais, é

considerada a mais plausivel (Porpora et al, 2009).
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O tecido da endometriose é biologicamente 0 mesmo do tecido endometrial basal.
Focos de endometriose consistem de glandulas, as células do estroma, e do musculo liso,
que sdo fornecidos pelos nervos (neurogénese), vasos linfaticos e vasos sanguineos
(angiogénese) (Halis et al,2010). Os principais processos patoldgicos associados com
endometriose sdo a inflamagdo e fibrose peritoneal, e a formacdo de aderéncias e

endometriomas (cistos ovarianos benignos) (Aris, 2010).

1.1.3- Sintomatologia

A apresentacdo clinica das mulheres com endometriose é variada. Muitas mulheres
sdo assintomaticas e sdo reconhecidos como tendo endometriose somente quando elas
estdo sendo investigados para a infertilidade. A endometriose pode se apresentar com
qualquer combinacdo de dismenorréia (menstruacdo dolorosa), dispareunia de
profundidade (dor durante o ato sexual), lombalgia (dor que ocorre nas regides lombares
inferiores), dor pélvica (dor na regido da pelve), massa pélvica (pode ser um
endometrioma, ou uma massa ndo relacionada com a doenca) ou infertilidade
(incapacidade temporaria ou permanente de gerar um filho ou de levar uma gravidez até ao
seu termo natural). A dor pélvica pré-menstrual geralmente aumenta. Pacientes também
podem ter menorragia (€ 0 sangramento excessivo e/ou prolongado durante o periodo
menstrual) ou metrorragia (hemorragia uterina em qualquer outro momento que ndo a
menstruacdo). Dor no intestino e na bexiga as vezes sdo sintomas presentes, fazendo a
endometriose dificil de distinguir de sindrome do intestino irritavel ou cistite intersticial
(Jackson e Telner, 2006).

Segundo Passos e colaboradores (2000), a endometriose seria a causa de
subfertilidade (quando um casal necessita de mais tempo que o habitual para conseguir
conceber naturalmente uma gravidez) em mulheres com a patologia, e que a infertilidade
seria causada pela associacdo da endometriose com outros fatores, sendo assim a relagdo
da endometriose com infertilidade ainda ndo foi totalmente esclarecida, visto que em
muitos casos ndo existe nenhuma distor¢cdo anatdmica importante. Foi constatado que
pacientes com endometriose tem cerca de 20 vezes mais chance de serem inférteis do que
mulheres sem a patologia.

Como os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na endometriose ainda

ndo foram descobertos, a classificacdo desta patologia evoluiu de transtorno local para
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complexo, doenca cronica sistémica (Zhao et al, 2009). O risco de se desenvolver esta
patologia aumenta com a idade reprodutiva, o inicio pode ocorrer a partir da menarca, mas
ap6s a menopausa € raro, indicando que € uma condicdo dependente de estrogeno
(Montgomery et al, 2008). Ha situacdes que aumentam a freqiiéncia da endometriose,
como historico familiar (irmds ou mées com endometriose), principalmente em suas

formas mais graves (Passos et al, 2000).

1.1.4- Epidemiologia

A prevaléncia da endometriose em mulheres assintomaticas é de 2-50%
dependendo do critério de diagnostico utilizado e da populacdo estudada, ja nas mulheres
com dismenorréia é de 40-60%. Em mulheres com subfertilidade a prevaléncia é de 20-
30% (Farquhar, 2007). A endometriose é a causa mais comum de dor pélvica e ocorre em
13-33% das mulheres com infertilidade (Kyama et al, 2003) e sua prevaléncia e gravidade
sdo relatados a aumentar nos paises em desenvolvimento (Porpora et al, 2009).

Entre as mulheres que sofrem de infertilidade 20% a 48% tém endometriose. Entre
as mulheres jovens com dor pélvica crénica que ndo respondem a terapia hormonal ou a
tratamento com antiinflamatdrios ndo-esteroides, a prevaléncia da endometriose é cerca de
70% (Halis et al, 2010).

1.1.5- Caracteristicas morfoldgicas

A endometriose € caracterizada como a presenca de lesdes ou nddulos em tecidos
que sdo histologicamente semelhantes ao do endométrio, mas que estdo localizados fora da
cavidade uterina (Fraser, 2008). Para realizar o diagnéstico da endometriose é necessario
recorrer a técnicas invasivas como laparoscopia e laparotomia, para realizagdo de exame
histopatologico, o que dificulta ou até mesmo impossibilita a realizacdo de estudos
controlados sobre o comportamento dos implantes do endométrio (Shor et al, 1999). As
lesbes causadas pela endometriose podem ser avaliadas em seus diferentes estagios de
evolugéo, tendo portanto diferentes aspectos (Passos et al, 2000).

Segundo a Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (2007) os implantes de
endometriose precoce parecem peguenas manchas planas, bolhas ou manchas, sobre a

superficie pélvica. A mancha pode ser clara, branca, marrom, vermelha, preta ou azul. A
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gravidade e o curso da endometriose sdo altamente imprevisiveis. Algumas mulheres
podem ter pouco implante de endometriose sobre a superficie da pélvis, o peritbnio ou
0rgdos pélvicos, ou podem invadir o peritdnio e crescer como nodulos. A endometriose
pode se desenvolver na superficie do ovario como implantes ou invadir o interior do ovério
e desenvolver um cisto cheio de sangue chamado de endometrioma ou “cisto chocolate”.
Cistos de chocolate sdo assim chamados porque ao longo do tempo o sangue que contém,
escurece a um avermelhado profundo, cor marrom. Esses cistos podem ser tdo pequenos
quanto uma ervilha ou crescer até ser maior do que uma toranja.

Depois da formacdo de cisto de chocolate, a fibrose resultante do processo
inflamatorio e da reducéo de vasos sanguineos no foco endometriético torna-se opaca, com
aspecto cicatricial, sendo denominada de lesdo branca. Acredita-se que nesta Ultima fase as

lesGes possam permanecer em estado latente (Nisolle e Donnez, 1997).

1.1.6- Classificagéo da endometriose

A Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (2007), classifica a endometriose
em quatro estagios, I-minimos, Il suave, Il moderada e IV grave, dependendo da
localizagdo, a extensdo e a profundidade dos implantes de endometriose, a presenca e
severidade das aderéncias, presenca e tamanho de endometriomas ovarianos. A maioria das
mulheres,tem endometriose minima ou leve, que é caracterizada por implantes superficial e
aderéncias leves. No entanto, este grau de endometriose esta fortemente associado com a
infertilidade, dismenorréia, dor pélvica crbnica. Endometriose moderada e severa é

caracterizada por cistos de chocolate e adesGes mais severas.

1.1.7- Tipos de endometriose

1.1.7.1- Endometriose peritoneal ou superficial

Endometriose peritoneal ou superficial sdo lesdes disseminadas no periténio.
Inicialmente sdo caracterizadas por uma superficie vermelho claro, devido a formagao
ativa de novos vasos sanguineos, podendo progredir para lesdes brancas bem marcadas e
em seguida ter caracteristicas maduras com uma cor “negra” devido a retencdo de sangue
depositado na superficie peritoneal. Esta progressao da endometriose peritoneal € estimada

para durar aproximadamente dez anos (Fraser, 2008).
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1.1.7.2- Endometriose ovariana

Endometriose ovariana caracteriza-se pelo implante superficial nos ovarios,
podendo levar a formacéo de cistos, sendo uma das manifestagdes tipicas da endometriose.
Cistos de ovério de endométrio, uma das manifestacdes tipicas da endometriose, sdo
gerados pela retencdo de hemorragias ciclicas e sdo classificadas como lesdes tumorais.
Endometriomas contendo grandes volumes de produtos derivados do sangue menstrual
alterado, que normalmente so sdo vistos dentro dos ovarios e podem crescer até 10cm de
diametro, sdo na verdade pseudocistos que se invaginam na superficie do ovario a partir de

lesbes aderentes na parede pélvica lateral (Jimbo et al, 1997; Fraser, 2008).

1.1.7.3- Endometriose pélvica profunda

De acordo com Jenkins e colaboradores, apud BAZOT e colaboradores (2007), a
endometriose pélvica profunda é definida como a presenca de implantes endometriais,
contendo uma grande quantidade de tecido fibroso e hiperplasia muscular a baixo do
peritbnio. A endometriose pélvica profunda envolve em ordem decrescente de frequéncia,

os ligamentos do sacro, colon retrossigmoide, vagina e a bexiga.

1.1.8- Etiologia da Endometriose

Embora a etiologia da endometriose ainda seja enigmética e complexa, ha
evidéncias crescentes de que a endometriose seja parte de uma sindrome de disfuncéo
uterina reprodutiva. Para a prevencdo de complica¢cdes, € muito importante que o
diagndstico seja realizado o quanto antes (Zhao et al, 2009; Brosens e Benagiano, 2011).
Fatores como estilo de vida e ambientais também foram identificados como fatores de
risco, embora ndo tenham sido a origem implicado (Hediger et al, 2005). Esclarecer a
etiologia genética da endometriose teria implicacOes para o diagnostico, a identificacdo de
mulheres em risco e o desenvolvimento de terapéuticas especificas (Tempfer et al, 2009).

1.1.8.1- Teoria de Sampson
A teoria mais aceita para a patogénese da endometriose € a de Sampson (1927),
conhecida como menstruacdo retrograda, segundo ele pedacos de tecido endometrial

produzidos pela menstruacdo da mucosa que reveste a cavidade uterina e também focos de
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endométrio ectopico, nem sempre sdo eliminados, mas as vezes sdo implantados na
superficie endotelial das veias proxima a seios venosos.

Cramer e colaboradores (1996), apGiam o0 conceito que endometriose esta
conectada com a menstruacgdo retrograda, visto que, os erros no metabolismo da galactose
podem estar associados com defeitos na canalizacdo do colo do Utero, produzindo a
obstrucdo do fluxo, relacionado a menstruacdo retrograda, desenvolvendo assim a
endometriose.

Apesar da teoria da menstruacdo retrogada de Sampson (1927), ser a mais aceita,
esse ndo pode ser 0 Unico mecanismo de desenvolvimento, porque a menstruacdo retrogada
ocorre em quase todas as mulheres e a maioria ndo desenvolvem as caracteristicas clinicas
da endometriose. Parece provavel que tem de haver alteragdes da fungdo, quer no
endométrio eutopico que faz o revestimento do uUtero de mulheres predispostas a
endometriose e/ou insuficiéncia de mecanismos de vigilancia imunolégico, normalmente
responsavel pelo reconhecimento e retirada de fragmentos do endométrio, que encontram
seu caminho para a cavidade peritoneal, fatores ambientais e aumento da capacidade

angiogeénica (Fraser, 2008; Montgomery et al, 2008).

1.1.8.2- Teoria Mulleriana

A teoria Milleriana postula que a endometriose € causada por defeitos durante a
embriogénese. De fato, durante a fase embrionaria, as células primitivas migram e se
diferenciam para formar os 6rgaos pélvicos. Em particular, os dutos de Midller, que déo
origem ao trato reprodutivo feminino, incluindo as trompas, Utero, colo do Utero e vagina
anterior. Esta organogénese € controlada e dirigida por um sofisticado, mas ndo ainda
completamente compreendida, sistema fetal, incluindo a regulacdo do horménio anti-
Muilleriano que faz a sinalizagdo da via. Especula-se que a diferenciacdo aberrante ou a
migracdo dos ductos de Muller pode causar disseminagdo de células no trato ou na via
migratoria de organogénese fetal através do assoalho pélvico posterior (Signorile et
al, 2009).

1.1.8.3- Teoria da Metaplasia Celédmica
Novak, Myer e outros pesquisadores elaboraram a teoria da metaplasia celémica,
baseada no fato de que o epitélio celémico da origem a todas as estruturas derivadas dos

ductos de Mullerian, podendo sofrer, sob certos estimulos, mudancas metaplésicas, o0 que
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representaria o desenvolvimento do endomeétrio (Moore, 1970). Essa teoria sugere
modifica¢bes celulares devido aos resultados epigenéticos ou alteracbes genéticas na
transformacdo de um tipo especifico de tecido Miller em tecido endometrial (Klemmt et
al, 2006). A teoria da metaplasia celdmica afirma que as células peritoneais sdo
embriologicamente derivadas do epitélio celémico, que € totipotencial e retém a
capacidade de produzir endométrio quando adequadamente estimulado, podendo este
estimulo ser hormonal, inflamatério ou desconhecido (Witz et al, 2002).

1.1.8.4- Teoria da Disseminacado Linfatica e Hematogénica

A teoria dos Implantes ectdpicos engloba a hipdtese canalicular descrita por
Sampson, em 1927, de que através da menstruacdo retrograda as células endometriais
seriam implantadas na cavidade peritoneal. Outros mecanismos, tais como a disseminacéo
linfatica, vascular ou até mesmo iatrogénica, partem do mesmo principio da teoria descrita
por Sampson, ou seja, o implante de células endometriais na superficie peritoneal (Passos
et al, 2000). Halban (1924), apud BIANCO et al (2010), sugeriu que a endometriose

poderia se originar por disseminacao de células endometriais pelo sistema linfatico.

1.1.8.5- Teoria da Disseminacéao latrogénica

Implantes endometridticos extrapélvicos podem ocorrer em tecido celular
subcutaneo de cicatrizes cirargicas ou adjacéncias, seguindo procedimentos obstétricos e
ginecologicos, sendo mais comuns ap0s procedimentos realizados durante a gestacdo
(Nominato et al, 2007).

1.1.8.6- Fatores Imunoldgicos

Uma etiologia/imunoldgica inflamatoria pode ser a causa da patologia, como
demonstrado pelo aumento das concentragdes de macrofagos ativados, citocinas, células T
e B. Os fragmentos endometriais descamados durante a menstruacdo e depositados na
cavidade peritoneal, implantam, desenvolvem e se proliferam em lesGes de endometriose.
O desenvolvimento da endometriose pode ser influenciado, pela quantidade e qualidade de
células endometriais no fluido peritoneal (PF), e por fatores imunes, incluindo o aumento
da atividade inflamatoria no PF, prejuizo no reconhecimento imunoldgico e eliminacdo de

células endometriais ectdpicas, e formacéo de anticorpos (Kyama et al, 2003).
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1.1.9- Atividades Fisicas e Endometriose

No estudo feito por Dhillon e Holt (2003), observou-se uma significativa
diminuicao de 70% de risco de endometriose associada a pratica regular de atividade fisica.
Um estudo de base populacional, transversal, em um condado da Noruega ndo encontrou
nenhuma associacdo entre endometriose e atividade fisica, ao passo que dois estudos caso-
controle nos Estados Unidos relataram uma diminuigéo do risco de endometriose associada
ao exercicio extenuante, pelo menos, trés horas por semana.

Cramer e colaboradores (1986), encontraram dados que indicam que mulheres que
exercem atividades fisicas regularmente apresentam um risco significativamente menor de
endometriose do que as mulheres sem o habito. O exercicio fisico regular se traduziu em

um efeito protetor para a endometriose.

1.1.10- Idade

No estudo feito por Cramer e colaboradores (1986), foi encontrado uma tendéncia
de endometriose em mulheres com menarca precoce, quando comparado com 0 grupo
controle do estudo. Contudo estudos mostram que o risco de endometriose ndo aumenta
linearmente com a idade. No estudo de Houston’s, a taxa clinica de casos de incidéncia
teve uma subida acentuada até a idade de 35 anos e depois caiu rapidamente, apos a idade
de 44,11 (Mangtani e Booth, 1993).

A prevaléncia da endometriose pélvica ¢ alta, afetando aproximadamente 6 a 10%
de mulheres em idade reprodutiva. Embora a endometriose tenha sido associada com a
ocorréncia de ciclo menstrual, pode afetar entre 2 a 5% das mulheres p6s-menopausa, e
geralmente ocorre como um efeito colateral do uso de horménios (Manero et al, 2009).

Ventolini e colaboradores (2005) fizeram um estudo, a longo prazo, com 28
mulheres com diagnostico de endometriose na adolescéncia comparando as formas graves
e leves de endometriose e sua fecundabilidade, embora a populagdo da amostra seja
relativamente pequena, confirmam o fato observado na populacdo adulta, que existe uma
relagdo inversa entre a progressdo da doenca endometriose e a fecundabilidade, ou seja,

com o progresso da doenca a taxa de fecundabilidade diminui.
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1.1.11- Etnia

Em um estudo feito nos Estados Unidos, mostrou que a endometriose esta
relacionada com a etnia, sendo rara a prevaléncia em pessoas negras. Tendo uma maior
prevaléncia no sudeste Asiatico e Japdo (Mangtani e Booth, 1993).

No levantamento feito por Weed (1995), o motivo da baixa incidéncia de
endometriose entre as mulheres negras se deve ao fato que as publicacdes feitas até o
periodo eram com pacientes atendidas em clinicas particulares, onde a maioria eram
pacientes brancas. No entanto um levantamento das pacientes negras atendidas em clinicas
particulares, em Nova Orleans, revelou apenas quatro casos comprovados de endometriose
em um periodo de 10 anos, o que é consideravelmente menor do que poderia ser esperado
se a real incidéncia de endometriose em negros fosse semelhante a de brancos. A
incidéncia de endometriose relatada € baixa em mulheres filipinas, e nas mulheres
indianas do México. Essa baixa incidéncia tem sido atribuida ao casamento precoce e as
familias numerosas.

Missmer e colaboradores (2004), mostraram que a endometriose tem uma
incidéncia 40% mais baixa em mulheres afro — americanas ou hispanicas comparadas com
mulheres caucasianas; 0 mesmo ndo foi encontrado quando comparado mulheres
caucasianas com asiaticas. Tem sido argumentado que a relagdo com ascendéncia africano-
americano ndo € legitima, devido ao acesso a cuidados de salde ser menor e a ma
classificacdo do resultado, porque as mulheres das minorias raciais sdo muitas vezes mal

diagnosticadas, como portadores de doenca inflamatoria pélvica, em vez de endometriose.

1.1.12- Fumo e endometrioses

Recentes estudos tém abordado as questdes de exposicdo a fumaca de cigarro e as
diversas facetas da reproducéo, incluindo atraso no tempo de concepcédo, os efeitos no
ovario e menopausa precoce, falhas de implantacéo, restricdo de crescimento fetal e retardo
do crescimento, anormalidades placentarias, fecundidade reduzida, anomalias congénitas, e
os efeitos sobre a reproducdo masculina (Talbot e Riveles, 2005).

Segundo Hediger e colaboradores (2005), o consumo de alcool e cafeina, tém sido
associados com um risco aumentado na patologia, e o cigarro, com um efeito protetor

estatisticamente em alguns estudos. Todavia, a interpretacdo dos resultados é seriamente
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limitada pela exposicéo inconsistente quanto a estimativa de risco (por exemplo, diferentes
periodos de tempo antes do diagnostico dos casos e um intervalo de tempo de referéncia
comparavel para controles) ou a inclusdo / omissdo do estudo de co-varidveis relevantes
em modelos multivariados.

Embora no trabalho de Cramer e colaboradores (1986), houve poucas fumantes
entre as pacientes, um grupo identificado como tendo um risco significativamente menor
para a endometriose eram fumantes que haviam comecado antes da idade de 17 anos e

fumava um maco ou mais por dia.

1.1.13- Fatores Familiares

Existe um crescente corpo de evidéncias para um papel de fatores genéticos na
patogénese da endometriose, baseada principalmente em relatos de agrupamento familiar e
prevaléncia aumentada entre parentes de primeiro grau. O risco para parentes de primeiro
grau de pacientes para o desenvolvimento de endometriose foi relatado ser 4-8 vezes maior
do que a populacdo em geral (Stefansson et al, 2002).

Vérios estudos mostram que a endometrioses estd relacionada com a heranca
genética. Simpson conduziu um estudo em Norway, que mostrou um alto indice de mées e
irmas apresentando endometriose, e uma porcentagem pequena de irmds de mulheres que
ndo tinham endometriose, afetadas. No estudo feito por Knnedy para confirmar a tendéncia
familiar da endometriose, foi possivel concluir que irmds mais velhas desenvolvem os
sintomas aproximadamente cinco anos antes que suas irmas jovens, sugerindo que a
exposicao a um agente ambiental comum é improvavel (Bischoff e Simpson, 2000).

Um estudo realizado em gémeas, demonstrou que a incidéncia de endometriose em
gémeos monozigoticos foi duas vezes maior que em gémeas dizigéticas. Além disso, foi
demonstrado que a gravidade da endometriose € maior entre pacientes com historia
familiar positivo. Assim, pode-se concluir que se uma mulher tem endometriose, o risco de
que, suas parentes, de primeiro grau também tenham a patologia, pode ser 4-7 vezes maior
que a da populacéo em geral (Nouri et al, 2010).

Endometriose é claramente herdavel, mas a forma como ela é herdada ainda néo é
comprovada, sendo que a heranca poligénica é mais provavel que a Mendeliana. Fatores
ambientais apresentam papel comum em todas as doencas, e provavelmente também estédo

envolvidos na endometriose, devido ao mecanismo genético ser considerado mais
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corretamente poligénico/ multifatorial (Bischoff e Simpson, 2000). A endometriose € cada
vez mais reconhecida como uma caracteristica complexa, cujo desenvolvimento é
influenciado pela interacdo entre varios genes e fatores ambientais (Attar et al, 2010).

Um forte componente familiar tem sido reconhecido por muitos anos, como uma
jovem que tem uma irma ou mde com a doenga comprovada, com um risco oito vezes
maior de desenvolver endometriose do que uma mulher sem antecedentes familiares. A
predisposicdo familiar é provavelmente influenciada por uma multiplicidade de genes com
funcdes diferentes, que se tém revelado dificeis de identificar (Fraser, 2008).

Stefansson e colaboradores (2002), fizeram um estudo de base populacional,
utilizando uma base de dados de genealogia extensa, para analisar a contribuicdo genética
para a endometriose, e concluiu que um fator genético esta presente, com um risco elevado
nos parentes mais proximos e distantes, e um fator de parentesco definida com a
contribuicdo da heranca materna e paterna.

Nouri e colaboradores (2010), fizeram um estudo com 140 pacientes, sendo que 80
com endometriose confirmada por laparoscopia e bidpsia histoldgica e 60 pacientes
controle, onde ndo foi encontrado endometriose durante a laparoscopia, para avaliar o
risco de endometriose familiar entre as parentes mulheres de primeiro, segundo e terceiro
grau. Nao foram encontrados dados estatisticamente significantes, para comprovar a
heranca, contudo foi possivel notar uma tendéncia para 0 aumento da incidéncia familiar
de endometriose. Em contraste com a literatura, foi encontrado um aumento menos

dramatico do risco familiar para o desenvolvimento da endometriose.

1.1.14- Fatores genéticos

Recentemente, vérias linhas de estudos de genética, revelaram associacdo entre o
desenvolvimento da endometriose e de certos polimorfismos genéticos. No entanto, os
genes que tem papel na susceptibilidade para o desenvolvimento e progressdao da
endometriose ainda néo sdo conhecidos (Attar et al, 2010).

Encontrar variantes genéticas que contribuem para doencas complexas, como a
endometriose, diabetes ou doencas cardiacas ¢ muito mais dificil porque a contribuicdo de
genes individuais é pequeno. Muitos genes contribuem para o risco de um individuo
desenvolver a patologia, e o risco € muitas vezes modificado pelo ambiente. No entanto,

doencas comuns, de satde publica apresentam uma carga de doencas mendelianas maior, e
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ha& grande esforco internacional para definir a contribuicdo genética para estas doencas.
Apesar dessas limitacbes, o mapeamento do gene continua a ser uma abordagem
importante para entender os caminhos envolvidos na etiologia de doengas complexas,
incluindo endometriose (Montgomery et al, 2008).

Os avancos na genética humana resultaram na identificacdo de genes responsaveis
pela maioria dos mais conhecidos distdrbios de gene unico, utilizando a analise de ligacao.
Desordens em um unico gene respondem por cerca de 1% das doencas humanas. No
entanto, a grande maioria das doencas humanas é heranca poligénica, provocada por uma
infeccdo ou outros agentes externos, ou € um produto das interacdes entre fatores genéticos
e externos (Stefansson et al, 2002).

Um problema particular na interpretacdo dos resultados de estudos de associacéo
genética em endometriose estd ligado ao fato de que, esta ndo € uma caracteristica
monogénica, mas uma caracteristica complexa. Portanto, varios fatores genéticos podem
vir a ter um efeito com um nivel adicional de variacdo, em relacdo a tamanhos e efeito
individual. Especialmente efeitos de tamanho pequeno, podem ser facilmente perdidos em
estudos individuais com amostras de tamanhos pequena. Problemas metodoldgicos comuns
em estudos de associacdo genética incluem o tamanho reduzido da amostra, comparacdes
multiplas, diferentes origens étnicas dos sujeitos do estudo, variando definicbes da doenca
e critérios de inclusdo / exclusdo e de viés (Tempfer et al, 2009).

1.1.14.1- p53

Um marcador molecular, bastante estudado e um de nosso objeto de analise é o
gene supressor de tumor p53 que encontra-se situado no braco curto do cromossomo 17
(regido p13.1), tendo como seu produto de transcricdo uma fosfoproteina nuclear de 53
kilodaltons (kDa), denominada proteina 53 (P53) em conseqiéncia do seu peso molecular.
Esse gene possui 20 Kb e é composto por 11 éxons que codificam RNA mensageiro de
2,8Kb, sendo o primeiro ndo codificante e altamente conservado, apresentando homologia
estrutural entre as espécies (Almeida et al, 1986).

A perda da fungdo da proteina P53 pode ocorrer nas seguintes situagdes: a) por
alteracdo genética; b) interacdo da proteina P53 com proteinas virais, c) interacdo da
proteina P53 com outras proteinas regulatorias do ciclo celular e d) alteracdo da

localizagdo celular. As alteragdes genéticas podem ser: mutagdo pontual (do inglés
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missense), delecdo génica (do inglés non sense) de um ou dois alelos do gene P53 e
insercdo de nucleotideos na seqiiéncia de DNA (Silva et al, 2003).

Os polimorfismos consistem em variacdes genéticas encontradas em pelo menos
1% dos individuos de uma amostra populacional aleatoria, enquanto que as mutacfes
constituem as variacGes presentes em menos de 1% dos individuos, sendo mais raras do
que os polimorfismos. Tais definicbes sdo estatisticas e independentes da presenca de
doenca ou da predisposicdo a condi¢des patoldgicas (Pasternak, 2007).

Alteracdes gendmicas podem representar eventos importantes no desenvolvimento
da endometriose. O p53 é um gene supressor de tumor, responsavel pelo controle da
regulacdo do crescimento celular e regulacdo do ciclo celular, onde ele esta envolvido na
inibicdo da proliferagdo celular, bem como na progressao de varios tipos de tumores. Duas
variantes descritas no codon 72 do gene p53 resultam da substituicdo de um unico
nucleotideo, resultando na presenca de prolina (p53pro) ou arginina (p53arg) no produto da
proteina. A mutacdo do p53 foi encontrada na endometriose. Anomalias e aberragdes
cromossémicas relacionadas a p53, podem estar associada com a transformagdo maligna da
endometriose ovariana. Contudo alguns pesquisadores nao detectaram alteracdo do
polimorfismo da p53 na patologia da endometriose (Ribeiro Janior et al, 2009).

Hsieh e Lin (2006), em seu estudo encontraram resultados mostrando a associagao
entre o polimorfismo da p53 no c6don 72 e a endometriose, com uma propor¢ao maior de
expressao do alelo homozigoto prolina. Resultados semelhantes foram encontrados no
trabalho feito por Ribeiro Junior e colaboradores (2009), foi encontrado que a presenca do
alelo prolina esta mais ligado aos pacientes com infertilidade e com um quadro clinico
mais grave, sugerindo que o polimorfismo p53 poderia ser usado como um marcador

molecular para a endometriose associada a sintomas

1.1.14.2- PROGINS

O polimorfismo PROGINS, que consiste em uma inser¢do Alu de 306 pb no intron
G entre 0 exon 7 e 8 do gene do receptor de progesterona humano, tem sido estudado em
associacao com afecgOes estrogénio-dependentes (Carvalho et al, 2004). Na pesquisa feita
por Xu e colaboradores (2009), a inser¢do Alu do PROGINS, que esta em desequilibrio de
ligagdo completa com o polimorfismo Val660Leu (rs1042838), foi associado com um risco

aumentado de cancer endometrial em uma populacéo brasileira (Xu et al, 2009).
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A endometriose expressa células receptores de estrogénio (ER o/B) ¢ progesterona
(PR A/B) nas células e, portanto, respondem aos tratamentos enddcrinos. (Halis et al,
2010). O receptor humano de progesterona (PR) € expresso em duas isoformas, PRA e
PRB, que funcionam como fatores de transcricdo ligante ativados. Estudos in vitro
sugerem que as isoformas diferem funcionalmente e que a sua expressao relativa em uma
célula-alvo pode determinar a natureza e a magnitude da resposta a progesterona (Mote et
al, 2000).

No trabalho feito por Costa (dissertacdo Mgene, 2010), houve significancia
estatistica que indicasse a associacdo entre o polimorfismo PROGINS e a patologia
endometriose, pois a frequéncia dos gendtipos polimoérficos (AL/A2 e A2/A2) é duas vezes

maior nas pacientes com endometriose do que no grupo controle analisado.

1.1.14.3- Receptor RER

A endometriose é uma doenca dependente do estrogénio. Varios dos processos
fundamentais envolvidos na funcdo normal do endométrio, como a proliferacdo e
vascularizacdo sdo regulados pelo estrégeno. A acdo do estrégeno é mediada por duas
variantes do receptor de estrogeno denominado ERa e ERP (Critchley et al, 2006).

Estrégeno é conhecido como o fator mais importante que estimula o
desenvolvimento da endometriose. A distribuicdo do estrogénio nos implantes de
endometriose foi visto classicamente ser apenas através do sangue que circula de forma
endocrina (Bulun et al, 1999).

No trabalho feito por Silva e colaboradores (2011), verificou-se que o
polimorfismo do gene REP esta associado a endometriose, ja que a frequéncia do genotipo
heterozigoto AG do polimorfismo Rsal do gene RES foi 9 vezes maior em pacientes com

endometriose do que nas pacientes controles.

1.1.14.4- CYP1Al

Os genes CYP1Al e CYP1B1 da fase | codificam enzimas envolvidas na
desintoxicacdo do metabolismo do estrogénio. Estudos em populagdes austriaca, indiana,
chinesa, japonesa e taiwanesa ndo encontraram associagdo entre o0s polimorfismos

conhecidos do gene CYP1A1 e a suscetibilidade a endometriose (Guo, 2006). Em relacéo
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as enzimas CYPs, uma das mais extensivamente estudadas ¢ a CYP1Al. Um polimorfismo
de restricdio Mspl (CYP1A1lml) na regido 3’ ndo codificante do gene, resultante da
transicdo de uma timina para citosina (T—C), parece promover aumento da sua expresséo
(Nakata et al, 2004).

Souza (Mgene, 2011), estudou a associacdo do gene CYP1A1m1 com endometriose,
e encontrou que os polimorfismos W1/m1 e m1/ml estdo mais frequentes nas pacientes

com quadro clinico mais severo da patologia.

1.1.15- Diagnostico

O diagndstico da endometriose € feito geralmente com base no histérico clinico, os
resultados de exame fisico sdo geralmente normais. Os clinicos devem palpar de forma
suave as massas uterinas anexiais, Utero fixo retrovertido, massas pélvicas e nédulos ao
longo dos ligamentos Utero-sacral. A maioria das mulheres, tém resultados pélvicos
normais. O achado mais comum ¢é a sensibilidade a palpacao do fundo do saco posterior. O
exame fisico também deve ser direcionado para afastar outras causas de dor pélvica,
principalmente condi¢Ges do intestino e da bexiga. Os exames iniciais devem incluir
urindlise, teste de gravidez, Papanicolau vaginal e endocervical (Jackson e Telner, 2006).

A avaliacdo pré-operatoria com técnicas de imagem pode facilitar a excisdo
cirurgica total. Na ultra-sonografia 2-D (duas dimens@es), as lesbes de endometriose da
cicatriz podem aparecer como massas cisticas ou multicistica, mistas ou soélidas, com
vascularizagdo interna em poder Doppler. A ultra-sonografia 2-D permite a avaliacdo pré-
operatoria da extensdo de tais lesBes. Se a ultra — som em 2D e Doppler parecer
insuficiente, na medida e no comportamento biolégico, pode ser melhor avaliadas por
ressonancia magnética. Imagem por ressonancia magnética T1 ponderada mostra lesGes
com uma radiodensidade (quantidade de radiacdo absorvida por cada parte do corpo
analisada) semelhante ao masculo, enquanto T2 ponderado mostra alta intensidade de sinal
com realce marcado. Assim, a resseccdo operatoria pode ser planejada com precisdo e
seguranca, particularmente em lesdes extensas e recorrentes que se infiltram nas camadas
mais profundas da parede abdominal (Pados et al, 2008).

No entanto, é importante compreender que ultra-som geralmente s6 demonstram

lesbes de endometriose, que formam cistos ou endometriomas nos ovarios. Lesdes
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peritoneais ndo podem ser demonstradas e, na maioria dos casos, nem nodulos pélvicos
profundo do septo reto-vaginal podem, sem técnicas especializadas (Fraser, 2008).

A intra-sonografia pélvica pode ser Gtil para o diagndstico, especialmente se um
endometrioma € identificado. Ela também pode ajudar a excluir outras causas de dor
pélvica, como miomas e cistos ovarianos. Ultra - sonografia transvaginal é melhor para
visualizar a cavidade uterina e do endométrio, mas verificacdo trans-abdominal s&o
preferidas quando grandes massas pélvicas sdo suspeitas. A tomografia computadorizada e
a ressonancia magnetica sdo, por vezes, util, especialmente para a caracterizacéo de massas
pélvicas, mas ndao devem ser ordenados de forma rotineira (Jackson e Telner, 2006).

Certamente a avaliacdo diagnostica da paciente com suspeita de endometriose
inclui a laparoscopia, que é o padrdo - ouro no diagnostico de endometriose (Passos et al,
2000). Sendo assim a laparoscopia é o teste mais definitivo para diagnosticar a
endometriose através da visualizacdo de biopisia de lesdes tipicas, mas ndo é sempre
necessaria. A dor nem sempre se correlaciona com a gravidade diagnosticada com a
laparoscopia. De todas as biopsias de lesdes observadas, apenas 45% estdo confirmados
para a endometriose. Resultados negativos de diagndsticos por laparoscopia sdo precisos
para excluir a endometriose (Jackson e Telner, 2006).

Os progressos realizados nos ultimos anos com laparoscopia operatoria mostram
que o tratamento da endometriose profunda pode ser encarado com a cirurgia
laparoscépica. Varias equipes tém relatado sua experiéncia no tratamento cirurgico por
laparoscopia de endometriose profunda, localizada no septo reto-vaginal. A cirurgia
oferece a Unica forma de se ter um diagnostico histoldgico e eliminar todas as lesGes. Os
progressos registrados ao longo dos Gltimos anos permitem que as pacientes que
apresentam sintomas dolorosos em um contexto de endometriose, a serem tratadas com
sucesso pela cirurgia laparoscépica. Os resultados sdo satisfatdrios e aproximadamente
duas de cada trés mulheres tratadas por laparoscopia para endometriose vao notar uma

melhora na dor pélvica, que vai durar por pelo menos 1 ano (Chapron e Dubuisson, 1996).

1.1.16- Tratamento

A endometriose é uma doenca cronica e hormonio - dependentes do utero, com um
curso clinico altamente variavel. Assim, o tratamento deve ser projetado de acordo com as

necessidades individuais da paciente. Isso ndo significa que ele deve ser escolhido de
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forma arbitraria. O médico deve discutir com a paciente, se a razdo principal para o
tratamento é a dor aguda ou crénica relacionada com endometriose ou um desejo, ainda
néo satisfeito de ter filhos (Halis et al, 2010).

Endometriose ndo precisa ser tratada, a menos que seja sintomatica. Tratamento
médico e cirurgico, foram encontrados igualmente eficazes, exceto para o tratamento da
infertilidade. Se uma mulher ndo est4 tentando engravidar e ndo tem nenhuma evidéncia de
uma massa pélvica ao exame, o tratamento médico sem confirmagdo empirica
laparoscépica pode ser julgado com base na suspeita clinica. Se a gravidez é desejada, o
tratamento cirdrgico é necessario, como nenhum método farmacoldgico tem sido indicado
para restabelecer ou manter a fertilidade (Jackson e Telner, 2006).

A maioria dos tratamentos, visam reduzir os sintomas da endometriose, mas
nenhum foi mostrado para impedir completamente a recorréncia dos sintomas apds o
tratamento ser interrompido. Os sintomas retornam em 37% das vezes como doenca leve e
74% das vezes como doenga severa. A resposta hormonal é utilizada como base dos
tratamentos médicos, mas como nenhum tratamento médico demonstrou superioridade
sobre o outro, a escolha do tratamento € baseado no perfil de efeitos colaterais, custo e
preferéncia pessoal. A maioria dos medicamentos, melhoram os sintomas em 80% a 90%
das pacientes (Jackson e Telner, 2006).

A terapia médica envolve: a ingestdo de analgésicos, seguido por supressao
hormonal. A supressdo altamente efetiva € fornecida por analogos do horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), especialmente os implantes goserelin (Zoladex), dado ao longo
de seis meses, mas danazol (Azol), prevé uma supressdao muito semelhante. Os efeitos
secundérios destes dois medicamentos sdo bem conhecidos e incluem sintomas
vasomotores para os andlogos de GnRH e discretas alteracfes androgénicos para danazol e
precisa ser tratada com orientagdo e acompanhamento regular (Fraser, 2008).

Opcodes de primeira linha séo os antiinflamatorios ndo - esteroidais e baixas doses
de contraceptivos orais combinados. Se as pacientes ndo respondem ou respondem
inadequadamente apds trés meses, 0s tratamentos de segunda linha, que incluem
progestinas (oral, injetavel e intra-uterina), os androgenos, e analogos do agonista GnRH
devem ser julgados. Estes sdo todos igualmente eficazes na redugdo da dor moderada e
severa da endometriose. Alguns destes medicamentos podem ser usados apenas a curto
prazo, mas seu uso pode permitir que a doenca seja controlada, na medida em que outros

medicamentos podem ser usados para a manutencéo (Jackson e Telner, 2006).
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As células da endometriose expressam receptores de estrogénio (ER a/B) e
progesterona (PR A/B) e, portanto, respondem aos tratamentos endocrinos (Halis et al,
2010). Os progestogénios oferecem os niveis mais eficazes de repressdo, embora nem
todas as pacientes respondam bem. As vezes, as doses precisam ser individualizadas. A
pilula anticoncepcional oral pode funcionar de forma satisfatoria como uma abordagem
inicial ao tratamento médico, mas somente & uma minoria faz bem. Existe uma mudanga
gradual para usar 0s anticoncepcionais intra-uterino (Mirena) e subcutaneo (Depo-Provera,
Depo-Ralovera, Implante Implanon) como sistemas de fornecimento de progestogénios,
por sua conveniéncia e eficacia. Casos dificeis podem fazer ainda melhor com uma
combinacdo destes dois sistemas de distribuicdo, mas esta terapia é especializada para as
mulheres que n&o respondem a outras terapias (Fraser, 2008).

Os contraceptivos orais combinados a terapia apenas com progesterona e analogos
de GnRH tém sido usados na abordagem terapéutica da endometriose cutanea, mas a
recorréncia € comum apoOs a descontinuacdo do tratamento. Por outro lado, a excisao
profunda de toda a lesdo, mesmo se isso implicar a excisdo do tecido fibroso que envolve
0s 6rgdos, leva a cura definitiva. As reincidéncias sdo raras apds o tratamento cirurgico, e é
geralmente atribuida a excisdo inadequada (Pados et al, 2008).

Os tratamentos cirargicos sdo geralmente reservados para as mulheres que desejam
engravidar e mulheres cujos sintomas ndo respondem a terapia médica. As opgdes
cirdrgicas incluem a excisdo ou ablacdo de implantes endometriais (endocoagulacao,
eletrocauterizacdo ou tratamento com laser) e tem 50% a 80% de taxa de sucesso na
reducdo dos sintomas. Nenhuma técnica cirdrgica revelou superioridade a outra.
Infelizmente, 25% das bidpsias de tecido normal, deveriam revelar a endometriose, por
isso nem todas as lesdes podem ser vistos e tratados (Jackson e Telne, 2006).

A cirurgia laparoscopica € til para o controle da dor na doenca leve a moderada e
foi mostrado produzir uma taxa de gravidez de 65% apds dois anos em pacientes com
infertilidade associada a endometriose. A cirurgia definitiva, que inclui a histerectomia
(operacdo cirurgica para retirado do Utero) e ooforectomia (remocdo cirurgica de um ou
ambos ovarios), é reservada para a dor intratavel ou efeitos colaterais intoleraveis de
terapia médica. Ooforectomia reduz as taxas de recorréncia de 62% para 10% e diminui as
taxas de repetir a operacdo de 31% para 4%. Com ooforectomia bilateral, é necessario
adicionar novamente a terapia com estrogeno até que o paciente chegue a uma idade mais

proxima da menopausa. As mulheres devem ser informadas de que a endometriose pode ter
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recorréncia em 5% a 15% dos casos, mesmo apos a histerectomia e ooforectomia bilateral
(Jackson e Telner, 2006).

A avaliacdo completa da infertilidade deve ser concluida antes de considerar o
tratamento da endometriose. Para as mulheres inférteis com suspeita de endometriose
minima ou leve, a decisdo de se fazer a laparoscopia deve ser tomada antes de iniciar 0s
tratamentos para aumentar a fertilidade. E evidente que a dor, fatores como a idade de uma
mulher e a duragdo da infertilidade devem ser considerados. Outros fatores de infertilidade
podem coexistir e colidir com as taxas de sucesso e resultado do tratamento. Se a dor
também é uma preocupacdo, o tratamento cirirgico com laparoscopia parece prudente.
Além disso, laparoscopia e possivelmente laparotomia, sdo recomendadas quando a
endometriose suspeitada é moderada ou grave, se henhuma outra causa para a infertilidade

foi encontrada (Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva, 2007).

1.1.17- Endometriose e Infertilidade

Existe um grande corpo da evidéncia que demonstra uma associacdo entre a
endometriose e a infertilidade. A endometriose pode ser encontrada em até 50% das
mulheres inférteis. Pacientes inférteis com endometriose leve ndo tratada concebem a sua
prépria prole, a uma taxa de 2% para 4,5% ao més, em comparagdo com a taxa mensal de
15% para 20% de fertilidade nos casais normais. Pacientes inférteis com endometriose
moderada e grave apresentam taxas de gestacdo mensal inferior a 2%. Mesmo a
endometriose estando fortemente associado com a infertilidade, nem todas as mulheres que
tém endometriose sdo inférteis (Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva, 2007).

As pacientes com endometriose tém cerca de 20 vezes mais chance de serem
inférteis do que mulheres que ndo tenham endometriose (Passos et al, 2000). A relacéo
entre causa e efeito da endometriose e a fertilidade reduzida é presumida, mas néo provada.
N&o se sabe como a endometriose minima e leve reduz a fertilidade quando ndo ha
aderéncias. Presume-se que a endometriose pélvica altera o ambiente de maneira sutil, mas
importante. As teorias incluem inflamacg&o, alteracdo do sistema imunoldgico, alteracoes
hormonais, a funcdo anormal da tuba uterina, fertilizacio ou implantacio danificada. E
mais facil compreender como a endometriose moderada e severa reduz a fertilidade, uma
vez que grandes aderéncias pélvicas, quando presentes, podem impedir a liberacdo dos

ovulos, a entrada do esperma na trompa de Faldpio, impedindo a capacidade da trompa de
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Falopio para pegar os ovulos durante a ovulacdo (Sociedade Americana de Medicina
Reprodutiva, 2007).

Multiplos fatores tém sido implicados na associacdo da endometriose e a
infertilidade, incluindo a distorcdo da anatomia pélvica, anormalidades da secrecao e acédo
de hormonios, alteracdes no liquido peritoneal, distarbios da fecundacdo e funcdes
imunomoduladoras. Exame eutopico do endométrio das mulheres com endometriose
revelou defeitos, incluindo dessincronizacdo do fenotipo angiogénico e anomalias ultra-
estrutural. Sendo proposto que o ambiente inflamatorio peritoneal criado pela presenca de
lesGes de endometriose induz a um ambiente uterino imunolédgico que ndo é propicio para
0 estabelecimento da gravidez (Hastings e Fazleabas, 2006).

Acredita-se que citocinas sao moléculas reguladoras muito importantes nao s6 para
o sistema imunoldgico, mas para muitas outras funces importantes de um organismo. E
conhecido que o processo reprodutivo é diretamente ligado a regulacdo de citocinas. Apés
a fecundacdo, apesar de o embrido produzir citocinas prdprias para apoiar seu crescimento,
ele é muito dependente do endométrio materno para a implantacdo. Considerando-se as
citocinas durante a patologia da endometriose e a exigéncia de citocinas para a ovulacgéo,
fecundacdo e desenvolvimento embrionario precoce, ndo é dificil prever como a
endometriose se correlaciona com infertilidade. As citocinas sdo as principais responsaveis

para impedir a concepcdo (Vassiliadis et al, 2005).

1.1.18- Cancer ovariano e endometriose

Diversos fatores etiologicos tém sido implicados nos tipos de céncer de ovario,
embora, no presente, pouco se sabe sobre os eventos moleculares envolvidos no seu
desenvolvimento individual. Alguns tipos, tais como células endometriais claras, foram
mostradas associada a doenca benigna, endometriose. Embora muitos dos fatores de risco
associados com as duas doencas sejam semelhantes, incluindo que menstruaram mais cedo,
mais periodos irregulares, a duracdo do ciclo mais curto e menor a paridade, endometriose
em si pode ser um fator de risco para cancer de ovario. No entanto, os resultados de
estudos observacionais da associacdo entre estas duas doengas séo inconsistentes. Alguns
estudos mostraram um risco aumentado para cancer de ovario, enquanto outros estudos ndo

confirmaram essa associacéo (Aris, 2010).
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Aris (2010) mostrou que um grupo de mulheres com endometriose, tiveram um
risco aumentado de céncer de ovério de 1,6%. Por outro lado, a idade no momento do
diagnostico de cancer de ovario, no estudo, € de cerca de 54 anos. Sendo interessante notar
que a idade média ao diagnostico de cancer de ovario em pacientes com endometriose € de
48 anos, portanto anterior cerca de 5,5 anos médios. Essa diferenca na idade ao diagnostico
pode ser explicada, pelo fato de que as mulheres com endometriose tenham feito consultas
anteriores devido aos sintomas associados. No entanto, a hipdtese de um desenvolvimento
do céncer ovariano anterior em mulheres com endometriose ndo pode ser descartada. A
manifestacdo anterior do cancer ovariano tem consequéncias graves, ja que a sobrevivéncia
em casos de cancer de ovario raramente ultrapassa 5 anos.

Em aproximadamente 60% das associacGes de endometriose e cancer de ovario, 0
cancer esta ao lado, ou surge diretamente, no tecido da endometriose, sugerindo que ocorre
transformacdo maligna. Embora a endometriose é uma“doenca” benigna, tem muitas
caracteristicas de neoplasia. Esta patologia pode mostrar um crescimento desenfreado e
aumento da vascularizagéo, e até mesmo caracteristicas classicamente de doencas malignas
associada, tais como invasdo de tecidos e metastase (Prowse et al, 2006).

Evidéncias histopatoldgicas e epidemioldgicos, demonstram a forte associacéo
entre a endometriose e o cancer de ovario. Existem duas hip6teses que poderiam explicar a
relacdo: (i) Os implantes de endometriose podem sofrer uma transformacdo maligna
diretamente, talvez por uma fase de transicdo atipica de endometriose, e (ii) tanto
endometriose como cancer tém partes de mecanismos antecedente comum e/ou fatores
predisponentes  (por  exemplo, a susceptibilidade  genética, desregulacao
imune/angiogénico, exposi¢do a toxinas ambientais), com divergéncia evidente em vias
moleculares descendente. Provas para apoiar estas hipoteses inclui: o aumento da
susceptibilidade para o desenvolvimento de células claras do ovario, cancer endometrial na
presenca da endometriose, e semelhancas moleculares entre endometriose e cancer. Cerca
de 60-80% dos casos de endometriose, ocorrem associado a cancer de ovario, na presenca
de endometriose de ovario atipico. Outra caracteristica é que assim como o cancer uterino
e de mama, a endometriose se comporta como uma neoplasia estrogénio-dependente
(Varma et al, 2004).

No entanto, apesar da evidéncia histoldgica e epidemiologicas, que ligam estas duas
doencas, ainda ndo esta claro se a endometriose € um precursor para 0 cancer ovariano ou

se existe uma relacdo indireta envolvendo fatores ambientais comum, imunoldgicos,
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hormonais ou genéticas. Estudos de genética molecular, de perda de alelos tem sido
utilizado para demonstrar a progressao clonal da lesdo precursora do cancer (Prowse et al,
2006).

1.1.19- Componentes ambientais

Até uma década atrds, os obstetras ndo eram muito conscientes do impacto do
ambiente sobre a saude reprodutiva. Eles estavam muito absorvidos na gestdo dos
problemas de infertilidade, abortos, hemorragias obstétricas, bebés de baixo peso ao nascer
e bebés malformados, numa base individual. Eles ndo percebiam que alguns dos problemas
obstétricos e ginecoldgicos que estavam lidando, eram resultado de influéncias ambientais
(Bhatt, 2000).

A susceptibilidade de um individuo ndo é somente influenciada pelos fatores
genéticos, mas também pela interacdo de genes com fatores ambientais. A dioxina e seus
compostos como os bifenilos policlorados (PBC) tem sido, relacionados como fatores
envolvidos no desenvolvimento da endometriose. Estes compostos sdo hidrofdbicos e
resistentes a degradacdo do metabolismo, com uma vida-média estimada de sete anos em
humanos. Consequentemente, eles se acumulam em alta concentracdo nos lipideos das
membranas, e sdo liberados lentamente no sangue. Além dos efeitos toxicos, a dioxina tem
efeitos adversos sobre o sistema reprodutor feminino (Bischoff e Simpson, 2000).

Tem sido demonstrado que varias substancias quimicas presentes na poluicdo
ambiental tém a capacidade de agir como hormonios. Quando esses “hormonios
ambientais” sdo tomados no corpo através da polui¢do do ar, elas podem imitar os efeitos
dos hormdnios naturais do corpo e interromper uma série de processos bioldgicos
importantes. Os poluentes ambientais que podem imitar o horménio estrogénio incluem o
DDT (ditiotreitol), DDE (diclorodifenildicloroetileno), Kepone (inseticida sintético
clordecona), heptacloro (composto organoclorado que é usado como inseticida), PBCs,
dioxinas e produtos de degradacdo dos detergentes. Muitos destes compostos podem ser
transportados por longas distancias através da poluicéo do ar e, em seguida, depositados no
solo e na agua e, eventualmente, na cadeia alimentar (Bhatt, 2000).

Mais recentemente, ap0s a descoberta de uma relacdo dose-dependente entre
dioxinas e a gravidade da endometriose, a exposi¢do a substancias ambientais quimicas

hormonalmente ativo tem sido estudada como um fator de risco para a endometriose, de
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acordo com a natureza presumida estrogénio-dependente da doenca. Os PBCs e dioxinas
tém sido associados com o risco de endometriose confirmada entre as mulheres submetidas
a laparoscopia, especialmente os congéneres do PBC com propriedades anti-estrogénicas
(Hediger et al, 2005).

Apesar das dioxinas do ambiente ndo serem um estrogénio, € um dos quimicos mais
toxicos no ambiente, e é capaz de bloquear a a¢do do estrégeno, diminuindo os niveis de
androgénios (hormonios masculinos) e afetando a quantidade de hormonios tireoidianos
produzidos. Também pode afetar os niveis de insulina e a quantidade de glucocorticoide
secretado pelas glandulas supra-renais. Também tem sido implicado como uma causa para
a endometriose (Bhatt, 2000).

1.1.20- Xenobioticos

Os seres vivos estdo continuamente expostos a compostos quimicos naturais e/ou
ndo naturais, a eles estranhos. Estes compostos sdo denominados xenobidticos e podem
interagir de maneira deletéria ao organismo (Huber e Almeida, 2008). A exposicdo diaria a
xenobidticos pode causar a absorcao destes, através dos pulmdes, da pele ou ingeridos, ndo
intencionalmente, como contaminantes nos alimentos e na agua ou, deliberadamente, na
forma de medicamentos com fins terapéuticos ou ndo. Os xenobidticos podem levar o
organismo a produzir respostas bioldgicas de natureza farmacoldgica ou toxica, sendo que
essas respostas dependem da conversdo da substancia absorvida em um metabolito ativo ou
nédo, com a finalidade principal de ser eliminada (Cataneo et al, 2003).

Como a producdo de alimentos se d& por meio da prética da agricultura e da
pecuéria, € o rendimento desta producdo enfrenta a concorréncia de outros sistemas
bioldgicos: vegetais, animais, microbianos ou parasitarios. Desta forma, o processo de
modernizagdo da agricultura, nos anos 60, introduziu o emprego de novas variedades mais
produtivas e dependentes de adubos quimicos, uso intensivo de herbicidas, bactericidas,
fungicidas, acaricidas, parasiticidas, inseticidas, enfim pesticidas e ma- quinas agricolas a
fim de se aumentar os indices de produtividade. O emprego destes agentes quimicos
resultou em aumento da produtividade, mas por outro lado trouxe conseqiiéncias adversas
ao homem, visto serem estes agentes nocivos a0 homem e ao ambiente. O emprego
indiscriminado de pesticidas na agricultura, sem as devidas precaugdes e cuidados em

relacdo & manipulacdo, producédo, estocagem e destino final, pde em risco ndo s6 0 meio
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ambiente, mas também a salde das pessoas que de alguma forma entram em contato com
tais produtos (Ueta et al, 1999).

Os trabalhadores agricolas sdo muito expostos aos xenobio6ticos. Ao utilizar
produtos sintéticos, como os pesticidas, 0 homem tem contaminado tanto o meio abiotico
como o bidtico, em decorréncia da facil dispersdo desses produtos e de sua longa
permanéncia no meio ambiente. Sendo assim, a extrema persisténcia de alguns praguicidas
transforma-os em contaminantes, encontrados em ambientes terrestres e aquéaticos, por
muitos anos (Bulcdo et al, 2008).

O organismo desenvolveu um conjunto de estratégias como: sequestro, limpeza e
biotransformacdo catalitica que evoluiram como um importante mecanismo de protecao
bioquimica contra espécies bioguimicas toxicas. As células possuem um impressionante
conjunto de enzimas capazes de biotransformar uma grande variedade de substancias
quimicas com diferentes estruturas e funcionalidade. Enzimas de detoxificacdo de
xenobioticos, tem sido classificadas em trés fases distintas, as quais atuam de forma
integrada. Fase I e Il envolvem a conversdo de um xenobi6tico lipofilico ndo polar em um
mais solluvel em &agua, logo, metabolitos menos toxicos, que pode entdo ser eliminados
com mais facilidade pela célula (Sheehan et al, 2001).

A fase | do sistema de detoxificacdo envolve compostos principalmente da familia
de enzimas do citocromo P450, geralmente é a primeira defesa contra compostos
enzimaticos estranhos ao organismo. A maior parte dos farmacos sdo metabolizados
através da fase | da biotransformacdo. Uma reacdo tipica desta fase € quando uma enzima
do citocromo P450 (CYP450) usa o oxigénio, e como co — fator o NADH, para adicionar
um grupo reativo, tal como um radical hidroxila. Como consequiéncia desta etapa de
desintoxificacdo, sdo produzidas moléculas reativas, podendo ser mais toxicas que a
molécula-mae. Se estas moléculas ndo forem metabolizadas pela conjugagéo que ocorre na
fase Il, podem causar danos as proteinas, RNA e DNA dentro da célula. Sendo que nesta
fase ainda inclui reacOes de reducdo ou de hidrolise, podendo as drogas serem ativadas,
inativadas ou terem inalteradas suas atividades. Na fase | também estdo envolvidas
desintoxificagdo de moléculas endogenas, como esterdides (Losi-Guembarovski e Colus,
2001; Sheehan et al, 2001; Huber e Almeida, 2008).

A fase Il do sistema de desintoxificacdo envolve reacbes de conjugacéo,
normalmente seguem a fase | de ativacdo. Catalisam a conjugacdo dos xenobidticos

ativados para um substrato enddgeno soltvel em agua, como a glutationa reduzida (GSH),
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0 acido UDP — glucurénico ou a glicina, ou seja, estas enzimas participam de um conjunto
de reagdes que adicionam conjugados hidrofilicos para o metabolito. A conjugacdo com o
GSH, que é catalisada pela glutationa S-transferase é a mais frequente. Na fase Ill, estes
metabolitos sdo transportados para o exterior da célula e entdo excretados. Juntas a fase I,
Il e Il do sistema de desintoxificacdo controlam a quantidade de xenobidticos e seus
metabdlitos que podem se acumular nas células, limitando assim sua toxidade (Losi-
Guembarovski e Colus, 2001; Sheehan et al, 2001; Huber e Almeida, 2008; Zhang et al,
2009).

A glutationa S-transferase (GST) desempenha um papel importante na resposta do
estresse causado por herbicidas nas plantas; é considerada uma enzima de desintoxicacéo,
por metabolizar grande variedade de compostos xenobidticos, por meio da conjugacao
destes com glutationa reduzida, formando substancias de baixa toxicidade (Cataneo et al,
2003).

Varios genes e proteinas estdo relacionados com metabolizacdo/detoxificagdo de
xenobidticos, que sdo usualmente utilizados em estudos de marcadores potenciais de
suscetibilidade para desenvolvimento de varias doencas, inclusive cancer, nas quais a
etiologia esta relacionada a exposicdo ambiental. Genes que codificam as enzimas de
ativacdo (reacdo de fase I) ou detoxificacdo (reacdo de fase Il) de xenobidticos sdo alvos
potenciais para estudos de suscetibilidade genética. Muitos estudos mostram que a
detoxificacdo celular feita por enzimas esta relacionada com a protecdo celular. A
inativacdo de xenobidticos e de toxinas enddgenas possibilita a preservacao da integridade
celular, além da inibicdo dos eventos de citotoxicidade provocados por estas substancias e
que podem ser a causa de algumas doencas, como o cancer (Miller et al, 1997, Wilkinson e
Clapper 1997).

O estresse oxidativo (SO) tem sido proposto como um fator potencial envolvido na
fisiopatologia da endometriose. Varios estudos indicam que as defesas antioxidantes
podem ser alteradas na endometriose, como sugerido pela expressdo aberrante de enzimas
antioxidantes endometrial e os niveis mais baixos da vitamina E antioxidante no liquido
peritoneal. Espécies reativas de oxigénio (ROS) em excesso podem provocar danos
oxidativos no DNA como: quebras no DNA, modificacbes de base e aberragOes
cromossdmicas (Attar et al, 2010).

A producdo de espécies reativas de oxigénio pelo fluido peritoneal parece estar

aumentada em mulheres com endometriose, e a expressdo alterada de enzimas envolvidas
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na defesa contra o estresse oxidativo também ja foi observada no endométrio de mulheres
com esta condigdo. A produgdo excessiva de ROS pode também ser resultado da exposi¢do
a compostos ambientais que rompem o balanco entre pré-oxidantes e antioxidantes
(Nakata et al, 2004).

Em um corpo saudavel, as ROS e antioxidantes permanecem em equilibrio, quando
este equilibrio é interrompido para uma superabundéancia de ROS, o estresse oxidativo
ocorre. O SO influencia toda a vida reprodutiva da mulher e mesmo depois (ou seja, a
menopausa). O SO resulta de um desequilibrio entre pro-oxidantes (espécies de radicais
livres) e a capacidade de limpeza do corpo (antioxidantes). ROS sdo como uma faca de
dois gumes, moléculas que servem como sinal chave em processos fisiol6gicos, mas
também apresentam um papel em processos patoldgicos envolvendo o trato reprodutivo
feminino. ROS afetam varios processos fisioldgicos de maturacdo de odlcitos para a
fecundacéo, desenvolvimento embrionario e gravidez. Tem sido sugerido que o SO modula
o declinio relativo a idade na fertilidade. Ela desempenha um papel durante a gravidez e o
parto normal e no inicio do trabalho de parto prematuro (Agarwal et al, 2005).

Os trés principais tipos de ROS sdo: superdxido (O ¢ -), perdxido de hidrogénio
(H20), hidroxila (OH ¢) (Agarwal et al, 2005). Apesar dos fatores que afetam a perda de
fertilidade e gravidez precoce, ser relativamente pouco conhecidos, existe evidéncias
suficientes para supor que os antioxidantes da dieta e do SO podem influenciar na duragéo
e manutencdo de uma gravidez viavel (Ruder et al, 2008). ROS podem afetar uma
variedade de funcdes fisiologicas no trato reprodutivo, e em niveis excessivos podem
resultar em patologias que afetam a reproducdo do sexo feminino. (Agarwal et al, 2005).

Os genes GSTM1 e GSTT1 estdo envolvidos no metabolismo de uma ampla
variedade de xenobioticos, incluindo substancias ambientais cancerigenas, agentes
quimioterapicos, e as espécies reativas de oxigénio. Além disso, GSTM1 parece fazer uma
contribuicdo distinta na susceptibilidade ao cancer, porque suas especificidades por
substrato pode ser diferente de outras classes de GSTs (Rebbeck, 1997).

1.1.21- Sistema Glutationa S-transferase (GST)

As glutationas transferases ou glutationa S-transferase, compreendem uma familia
de enzimas multifatoriais que catalisam o ataque nucleofilico da forma reduzida da

glutationa (GSH) a compostos que apresentam um carbono, um hidrogénio, ou um aomo
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de enxofre eletrofilico (Hayes et al, 2005). Nos mamiferos sdo encontradas trés familias de
GST: citossolica, mitocondrial e microssomal. As duas primeiras compreendem enzimas
soliveis, enquanto que as do tipo microssomal se encontram associadas a membrana
(Hayes et al, 2005; Sheehan et al, 2001; Huber e Almeida, 2008). A biossintese da GSH
ocorre no meio intracelular (exceto em células epiteliais), pela acdo consecutiva de duas
enzimas. Na primeira reacdo, ¢ formada uma ligacdo peptidica entre os aminoacidos
glutdmico e cisteina, catalisada pela enzima y- glutamilcisteina sintetase, levando a y-L-
glutamil-L-cisteina. Este dipeptideo é entdo ligado a glicina pela acdo da glutationa
sintetase (Huber e Almeida, 2008).

Estas enzimas realizam uma ampla gama de fungdes nas células, tais como a
remocdo de espécies reativas de oxigénio, catalise de conjugacGes com substancias
enddgenas e catalise de reacdes em vias metabdlicas ndo associadas com desintoxicacao.
Elas também tém sido implicadas em uma variedade de fenbmenos que envolvem agentes
de resisténcia a quimioterapia de cancer, antibidticos microbianos, inseticidas e herbicidas
(Sheehan et al, 2001).

A producdo de espécies reativas de oxigénio, como o0 anio superoxido (O,),
peréxido de hidrogénio (H.0O,) e radical hidroxila (HO), é consequéncia natural da
respiracdo aerébica. Estas espécies podem causar danos estruturais a muitas biomoléculas,
como lipideos de membrana, DNA, proteinas, carboidratos, etc (Huber e Almeida, 2008).
As GSTs inativam metabolitos secundarios formados durante o SO (Hayes et al, 2005). As
GSTs também sdo responsaveis pela detoxificacdo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, os quais sdo ubiquos e provavelmente o contaminante ambiental mais temido
em todo o mundo (Guo, 2005).

A capacidade de sobreviver a ameaca representada pelos compostos xenobidticos
provavelmente representa uma adaptagdo bioldgica fundamental para a sobrevivéncia.
Junto com estratégias como o sequestro, a limpeza vinculativa e a biotransformacéo
catalitica, evoluiram como um importante mecanismo bioquimico de protecdo contra
espécies quimicas toxicas. As células possuem uma impressionante variedade de enzimas
capazes de biotransformar uma grande variedade de estruturas e funcionalidades quimicas
diferentes, gerados por processos oxidativos, tanto no organismo quanto no ambiente em
que este vive (Sheehan et al, 2001; Huber e Almeida, 2008).

Nos ultimos anos, tem sido procurado exaustivamente o papel dos polimorfismos

das GST como fator de risco para a endometriose. GST sdo enzimas chave da fase Il, que
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catalisam a conjugacdo de glutationa a inimeros compostos potencialmente genotoxicos.
Apesar de ndo ser totalmente coerente, varios estudos sugerem que hd uma correlagéo entre
a endometriose e o gendtipo GSTM1 ou GSTT1 (Ertunc et al, 2005). Devido as
propriedades de desintoxicacdo da familia de enzimas GST, é plausivel que a falta de
funcdo ou reducdo de desintoxificacdo de enzimas devido ao polimorfismo de delecéo,
podem predispor as mulheres com risco aumentado para endometriose (Guo, 2005).

As isoenzimas citosdlicas sdo divididas em pelo menos cinco classes principais (a,
u, @, o, {), entre os quais polimorfismos foram detectados nos genes que codificam para
GSTM1 e GSTM3 (clase w,), GSTP1 (classe ), GSTTI (classe o) e GSTZI (classe Q).
Entre eles os gendtipos GSTM1, GSTT1 e GSTP1 tém sido amplamente estudados nos
ultimos anos por seu potencial papel na modulacdo da susceptibilidade individual a

doencas induzidas pelo ambiente, como o cancer (Stucker et al, 2002).

1.1.21.1-GSTM1 e GSTT1

O gene GSTM1 localizado no braco curto do cromossomo 1 (1p13.3). Este gene €
polimorfico, existindo dois alelos no locus do GSTM, sendo GSTM-1a e GSTM-1b, que
diferem entre si por uma substituicdo em um Unico par de bases, C — G na posi¢ao534. O
resultado é a substituicdo de Lys — Asn no aminoacido 1724. O gendtipo GSTM-1
(GSTM1-0) nulo possui uma delecdo no gene que codifica GSTM-1a/b. Os alelos podem se
combinar formando gendtipos heterozigotos (GSTM-1lab, GSTM-1b0 e GSTM-1a0) e
homozigotos (GSTM-laa, GSTM-1bb ou GSTM-100). Em individuos que possuem o
gen6tipo homozigoto nulo para GSTM-1, a atividade desta enzima esta ausente e ndo ha
expressao nem de GSTM-1a, nem de GSTM-1b. A maioria dos estudos analisa a relagdo
dos portadores dos genotipos GSTM1 e GSTM1nulo (Fryer et al, 1993; Rebbeck, 1997;
Cotton et al, 2000).

O GSTT1 esta localizado no brago longo do cromossomo 22 (22911.2). Existem
duas isoenzimas na classe theta identificadas, GSTT1-1 e GSTT2-2, sendo as duas
compostas por cinco éxons com limites de intron/exon idénticas. Apesar das duas
isoenzimas serem semelhantes, elas compartilham apenas 55% de sequéncia de
aminoéacidos idénticas (Coggan et al, 1998; Strange et al, 2000).

Como GSTML1 e GSTT1 apresentam delecdes, que resultam em alelos nulos, que em

homozigose, conferem completa perda da atividade enzimética, subentende-se que estas
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enzimas parecem ser importantes na detoxificacdo dos produtos do estresse oxidativo, por
exemplo, hidroperdxidos de lipidios, hidroperoxidos de alceno no DNA, bem como
potenciais agentes cancerigenos como haletos de metila, epdxidos de benzo [a] pireno e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), presentes na dieta e no fumo (Hadfield et
al, 2001).

Os genes GSTM1 e GSTT1 sdo polimérficos em humanos, estes genes estdo
ausentes, ou homozigoto nulo, em 10-60% das diferentes populagdes étnicas. Estas
enzimas catalisam a conjugacdo da glutationa a numerosas substancias quimicas
cancerigenas. Estudos epidemioldgicos anteriores tém associado o0s gendtipos nulos dos
genes GST com o maior risco de desenvolver cancer (Katoh et al, 1996).

O estudo de Rebbeck (1997), mostra que a freqliéncia em intervalos do gendtipo
homozigoto GSTM1 nulo em caucasianos € de 0,33 a 0,67, em africanos e afro—americanos
de 0,22 a 0,35. Com relacdo ao genétipo GSTT1 nulo em caucasianos a freqliéncia
encontrada pode ser de aproximadamente 20% maior que a frequéncia em populagdes
africanas ou asiéticas.

O GSTM1 tem sido relatado em nivel significativo em pacientes com endometriose,
e pode representar um alelo de suscetibilidade de endometriose (Baxter et al, 2001).
Delegdes nulas no gene GSTM1 foram ligadas a um risco aumentado de endometriose em
mulheres francesas, russas, indianas, chinesas e de Taiwan. Estas dele¢des nulas ndo foram
mostrados afetando a suscetibilidade de endometriose em mulheres coreanas, japonesas e
australianas, embora o estudo australiano indicou que a delecdo nula do GSTM1 em lesdes
podem predispor & transformacéo endometrial maligna (Tempfer et al, 2009).

Estudos realizados na Grécia, Franca, india, Reino Unido, Japdo e a Coréia ndo
mostraram correlacdo entre a variante GSTT1 nulo e a susceptibilidade a endometriose,
enquanto que um estudo com mulheres russas mostrou tal associagcdo (Tempfer et al,
2009).

Vérios autores propdem que o GSTM1 e GSTT1 sdo fatores criticos na
detoxificacdo de produtos do estresse oxidativo, produzidos durante o restabelecimento do
epitélio do ovario. Estes alelos homozigotos nulos, em ambos genes, podem atuar
causando ineficiéncia na detoxificacdo de produtos intermediarios durante o estresse o que
aumenta os danos em varios genes de células hospedeiras, incluindo p53, e resultando na

expressao persistente de proteina mutante (Bischoff e Simpson, 2000).
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2- Justificativa

A endometriose é uma das patologias mais encontradas na clinica ginecoldgica. Sua
associacdo com dor pélvica, infertilidade, dismenorréia e dispareunia torna seu diagnostico
um fator importante para a paciente. O quadro clinico da endometriose € bastante variavel.
Ela ¢ considerada uma “doenca dos contrastes” clinicos (doenca benigna com quadro
clinico que pode ser devastador). Cerca de 30 a 40% dos casos sdo assintomaticos (Passos
et al, 2000).

A endometriose tem um atraso médio no diagnostico entre 8 e 12 anos, devido as
limitacGes da investigacdo diagndstica. Devido a dificuldade nos consultérios na atencéo
primaria em se fazer uma avaliacdo da sintomatologia, a endometriose sé € diagnosticada
em consultas de atencdo secundaria atraves da laparoscopia. Enquanto a laparoscopia é
considerada o padrdo ouro para diagnosticar a endometriose, € importante notar que até
esta investigacdo acarreta um risco de falso-negativo. Dai a importancia em se concentrar
pesquisas no desenvolvimento de diagnostico ndo — cirdrgico, que pode ser facilmente
utilizado no prognéstico da doenca (Pugsley e Ballard, 2007).

Definir os caminhos para a doenca é um dos principais objetivos da pesquisa em
endometriose. Esse conhecimento pode ser usado para desenvolver métodos mais eficazes
de diagnostico, prognostico e tratamento. Os estudos genéticos fornecem uma abordagem
importante para definir caminhos causais influenciando a endometriose. O nimero de
estudos de mapeamento de genes para essa doenca tem aumentado nos ultimos anos, visto
que, o papel dos fatores genéticos tem sido amplamente aceitos. Além disso, tem havido
avancos draméticos na genética humana nos ultimos anos, com muitos trabalhos recentes
relatando variantes genéticas associadas com outras doencas complexas (Montgomery et
al, 2008).

A endometriose tem sido relacionada, como j& relatado anteriormente, com
alteracfes genéticas. O polimorfismo GSTML1 nulo e GSTT1 nulo foram correlacionados
com a endometriose e com o grau de severidade da doenga (Nakata, 2004; Carvalho, 2004;
Hsieh e Lin, 2006).

Este estudo comparou dois grupos de pacientes portadoras de endometriose (férteis
e inferteis) com o grupo controle (composto por mulheres que ndo relataram nenhuma
queixa relacionada a endometriose), quanto a frequéncia dos polimorfismos GSTM1 nulo e

GSTT1 nulo, para investigar se ha diferenga significante entre os grupos analisados. E
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analisar a associagdo entre os polimorfismos GSTM1, GSTT1 e p53 Arg/Pro como fator de

risco na endometriose.
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3- Objetivos

3.1- Objetivo geral
Correlacionar a influéncia de polimorfismos de presenca/auséncia dos genes
GSTM1 (Mu) e GSTTL1 (Teta) com a ocorréncia da endometriose, buscando definir se estes

polimorfismos constituem fator de risco nesta patologia.

3.2- Objetivos especificos

- Analisar a frequéncia dos genétipos nulos GSTM1 e GSTT1 no grupo de mulheres
com endometriose e sem clinica de endometriose.

- Investigar a freqiiéncia dos genoétipos de risco para GSTM1 e GSTT1 quanto a
etnia, tabagismo, etilismo, uso de contraceptivos orais e atividade fisica na populagéo (caso
e controle).

- Analisar a associagédo entre o polimorfismo de presenca/auséncia GSTM1, GSTT1
e p53 Arg/Pro.
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4- Materiais e métodos

4.1- Casuistica

O grupo de estudo foi composto por 50 amostras de sangue periférico de pacientes
com endometriose submetidas & videolaparoscopia na Clinica Fértile Diagnosticos em
Goiania - GO, quando foram observadas lesGes tipicas e que foram biopsiadas para exame
histopatoldgico. Essas pacientes foram divididas em dois grupos de 26 e 24 pacientes cada,
sendo que no primeiro estdo as com queixa de infertilidade e com intencdo de gravidez e
no segundo grupo pacientes sem queixa de infertilidade, mas que apresentam outras
queixas ou exame ecogréafico que sugerisse endometriose.

Foram coletado sangue periférico de 46 mulheres acima de 27 anos, com pelo
menos um filho e sem nenhuma queixa relacionada a endometriose, para o0 grupo controle.

O presente estudo foi analisado e aprovado pelo Conselho de Etica e Pesquisa da
Pontificia Universidade Catolica de Goias e todas as pacientes incluidas na pesquisa
responderam um questionario sobre habitos sociais (anexo 1) e assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido (anexo Il e Il1).
4.2- Extragéo do DNA gendomico

A extracdo do DNA gendmico de sangue periférico foi obtido por meio do kit
Wizard® (Genomic DNA Purification Kit), seguindo as recomendacdes do fabricante. A
integridade do DNA foi certificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 2%,
corado com brometo de etidio (0,5mg/mL) e visualizado no Sistema de Video
Documentacdo VDS® (Amersham Biosciencs, USA). O DNA foi mantido a temperatura de

-20°C até a amplificagdo por PCR.
4.3- Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras de DNA foram submetidas a amplificacdo por PCR, visando a
deteccdo dos polimorfismos presenca/auséncia dos genes GSTT1 e GSTM1 (tabela I).

As amplificacGes para a deteccdo do polimorfismo de presenga/auséncia dos genes
GSTM1 e GSTT1 foram realizadas em volume de 25 pL, os protocolos de amplificagdo
estdo resumidos nas tabelas 1l e IV, e as condic¢Oes de ciclagem estdo resumidas nas tabelas

IleV.
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Tabela I: Sequéncia nucleotidica dos primers GSTT1, GSTM1 e ZFX/Y.

F: 5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3’
GSTT1 480pb
R: 5 TCACCGGATCATGGCCAGCA 3’

F: 5 GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 3’
GSTM1 215pb
R: 5 GTTGGGCTAAATATACGGTGG 3’

F: SACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC 3’
ZFXIY 495pb
R: 5' GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT 3’

Abdel-Rahma et al, 1996; Simoni et al, 2004

Tabela Il: Protocolo para a amplificagdo do polimorfismo GSTML1.

Reagentes [ ] Reagentes Vol. p/ 1 Amostra

Tampéo 1X 2,5uL

MgCl, (50mM) 1,5mM 1,0 L

dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 puL de cada=2 uL

Taq polimerase 5 U/uL 2,5 U/uL 0,3 uL

Primer Fw 20 pM 1,0 uL

Primer Rev 20 pM 1,0 ul

H,O Mili Q gsp 25uL 15,2 pL

DNA amostra 200 ng/uL 2 uL
Volume final 25 uL

Tabela I11: Protocolo de Termociclagem para amplificagdo dos primers GSTML.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos

Desnaturagao 94°C 5 1

94°C 1
Amplificagdo ciclica 57°C 90 seg

35

72°C 1
Extensdo final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C

Todas as reacOes foram realizadas em duplicatas, e como controle interno de DNA
humano utilizado o gene ZFX/Y. O produto obtido de cada reacdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 2%, em um campo elétrico de 10 V/cm corado com

brometo de etidio (5ug/mL) e o registro visual do gel feito com o auxilio do VDS.
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Tabela IV: Protocolo para a amplificagdo do polimorfismo GSTTL.

Reagentes [ ] Reagentes Vol. p/ 1 Amostra

Tampéo 1X 2,5uL

MgCl, (50mM) 1,5mM 1,0 uL

dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 uL de cada=2 pL

Taq polimerase 5 U/uL 2,5 U/uL 0,3 uL

Primer Fw 20 pM 1,0 uL

Primer Rev 20 pM 1,0 uL

H,0 Mili Q gsp 25uL 15,2 uL

DNA amostra 200 ng/pL 2 uL
Volume final 25 uL

Tabela V: Protocolo de Termociclagem para amplificacdo dos primers GSTT1.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos

Desnaturagao 94°C 5 1

94°C 1
Amplificagdo ciclica 57°C 90 seg

35

72°C 1
Extensdo final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C

O polimorfismo dos genes GSTM1 e GSTT1 estudado nos da a presenca, quando
esses genes sao vizualizados como banda na eletroforese e quando ndo houver
amplificagéo se refere a auséncia destes genes. Desta forma cada paciente, ao analisarmos
os dois genes, pode ser considerada segundo o polimorfismo destes genes GSTM1/GSTT1
com presenga ou auséncia.

O DNA genbmico das 37 pacientes com endometriose e 40 do grupo controle
extraido, também foram submetidas & amplificagdo visando a detec¢do do polimorfismo no
codon 72 (Arg/Pro) do gene p53 por PCR, feitas em duplicata e como controle interno o
gene ZFX/Y. O produto obtido de cada reacdo foi submetido a eletroforese em gel de

agarose a 2%, em um campo elétrico de 10 VV/cm corado com brometo de etidio (5ug/mL)
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e a visualizacdo do gel foi feita com o auxilio do sistema de video-documentacdo (Image
Master VD® - Amersham Pharmacia Biotech, EUA).

Para detectar o polimorfismo no cédon 72 do gene p53 foram utilizadas as
seguintes sequéncias de primers: Pro-72 (F-5’-GCCAGAGGCTGCTCCCCC-3’ ¢ R-5’-
CGTGCAAGTCACAGACTT-3’) com 177pb para prolina ¢ Arg-72 (F-5’-
TCCCCCTTGCCGTCCCAA e R-5-CTGGTGCAGGGGCCACGC) com 141pb para
arginina (Ribeiro Janior, 2009).

Quando se tem a amplificacdo do polimorfismo no codon 72 do gene p53 é possivel
encontrar dois produtos de PCR diferentes, um produto com 141 pb representando a
presenca de arginina (Arg), e outro com 177 pb que resulta na presenca de prolina (Pro).
Podendo a paciente ser considerada homozigota para arginina (Arg/Arg) ou para prolina
(Pro/Pro) e heterozigota, contendo um alelo de cada tipo (Arg/Pro) (Figura 01).

01 02 03 Ld

177 pb
141 pb

Figura 01: Gel de agarose 2% mostrando amplificacdes para o polimorfismo no c6don 72 do gene
p53. Nas colunas de 1 a 3 estdo amostras de pacientes que amplificaram a regido do polimorfismo
no codon 72 do gene p53. A paciente 1 é homozigoto Arg/Arg (141pb), paciente 2 homozigoto
Pro/Pro (177 pb) e a paciente 3 é heterozigoto Arg/Pro (177 e 141 pb). O padrdo de peso molecular
(Ld) utilizado nesta analise foi de 100pb (Ribeiro Junior, 2009).

Nas tabelas VI e VII temos os protocolos utilizados para amplificacdo do
polimorfismo no cédon 72 do p53.
As condi¢bes de ciclagem para amplificacdo dos primers p53-Pro foram as

seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min e 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1
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min, anelamento a 57°C por 1 min, polimerizacdo a 72°C por 1 min até extensdo final a

72°C por 7 min.

Tabela VI: Protocolo para a amplificacdo do polimorfismo no cédon 72 do p53-Pro.

Reagentes [ ] Utilizada Vol. p/ 1 Amostra
Tampéo (10X) 1X 2,5 ul
MgCl, (50 mM) 2,0 mM 2,0 uL
dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 uL de cada=2,0 uL
Taq polimerase 5 U/pL 2,5 U/uL 0,2 uL
Primer Fw 0,02 mM 0,5 uL
Primer Rw 0,02 mM 0,5 uL
H,O Mili Q gsp 25 uL 15,3 uL
DNA amostra 200 ng/ uL. 2,0 M1
Volume final 25,0 Ml

Tabela VII: Protocolo para a amplificacdo do polimorfismo no

cddon 72 do p53-Arg.

Reagentes [ ] Utilizada Vol. p/ 1 Amostra
Tampéo (10X) 1X 2,5uL
MgCl, (50 mM) 1,5mM 1,5 uL
dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 uL de cada=2,0 uL
Taq polimerase 5 U/uLL 2,5 U/uL 0,2 uL
Primer sense 0,02 mM 0,5 uL
Primer antisense 0,02 mM 0,5 uL
H,0 Mili Q 15,8 uL
DNA amostra 200 ng/ uL. 2,0 M1
Volume final 25,0 uL

O protocolo de termociclagem para amplificagdo dos primers p53-Arg foram as
seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min e 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1
min, anelamento a 59°C por 1 min, polimerizagdo a 70°C por 1 min até extensdo final a
70°C por 7 min.

4.4- Andlise estatistica

O teste Mann-Whitney foi utilizado para a comparacdo das idades entre 0 grupo

endometriose e controle. Foi utilizado o teste qui - quadrado (x*) para comparar as
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frequéncias genotipicas dos genes GSTM1 e GSTT1 nos grupos endometriose (infértil e
fértil) e controle. O teste de Fisher para calcular a probabilidade de associagdo das
caracteristicas sociais analisadas. Considerando resultado com poder estatistico menor que
0,05. O teste de odds ratio para analisar se existe ou ndo associacdo entre 0S grupos
endometriose e controle. Estes testes estatisticos foram feitos com o auxilio do software
Bioestat versdo 5.0.
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5. Resultados

A idade média encontrada nas pacientes com endometriose foi 33,32 anos e o
desvio padrdo (DP) 2,93, as pacientes do grupo controle apresentaram idade média de
37,40 anos, e o DP 11,03. Sendo a diferenca estatisticamente significativa entre o grupo

endometriose e o controle (p= 0,0238) (tabela VIII).

Tabela VIII: Comparagdo das varidveis das médias idades das pacientes com endometriose e
controle (sem endometriose).

N Idade Média DP p¢
Endometriose 50 33,32 2,93 0,02
Controle 46 37,40 11,03

P* valor do teste Mann Whitney, P<0,05.

Foram analisadas as frequéncias genotipicas do gene GSTM1 e GSTT1 no grupo de
mulheres com endometriose e no grupo controle (tabela XIX). No grupo de mulheres com
endometriose (n=50) foi constatado 50% (25/50) com presenca do gene GSTM1 e 50%
(25/50) com auséncia do GSTML1. Ja no grupo controle (n=46), foi detectado 26% (12/46)
de presenca do gene GSTM1 e 74% (34/46) de auséncia. Houve a constatacdo que a
frequéncia do gene GSTM1 foi aproximadamente o dobro no grupo endometriose (50%)
comparado com o grupo controle (26%), sendo esta diferenca estatisticamente significante,
p=0,02.

Tabela XIX: Distribuicdo dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 da glutationa S-transferase nos
grupos endometriose e controle.

Endometriose Controle
Variaveis % N % N OR Min Max ‘P
GSTM1 50 25 26 12
GSTM1nulo 50 25 74 34 2,83 1,20 6.70 0,02
Total 100 50 100 46
GSTT1 68 34 41 19
GSTT1nulo 32 16 59 27 3,02 1,30 6,70 0,01
Total 100 50 100 46

“ P valor do teste Odds Ratio

Em relacdo ao polimorfismo do gene GSTT1 observou-se as frequéncias
genotipicas positivas em 68% (34/50) no grupo caso e 41% (19/46) no grupo controle. Para
avaliacdo do genotipo nulo observamos 32% (16/50) e 59% (19/46) para 0 grupo caso e

controle respectivamente. Houve a constatacdo que a frequéncia do gene GSTT1 nulo foi
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1,84 vezes maior no grupo controle o dobro no grupo endometriose (32%) comparado com
0 grupo controle (59%) comparado ao grupo com endometriose (32%), sendo esta
diferenca estatisticamente significante, p=0,02. (tabela X1X).

Quando analisamos a frequéncia genotipica dos genes GSTM1/GSTT1 juntos no
grupo de mulheres com endometriose e infértil (n=26) e controle (n=46), foi verificado a
presenca dos dois genes em 23% (6/26) do grupo endometriose e infértil, 23% (6/26)
GSTM1/GSTT1nulo, 46% (12/26) GSTM1nulo/GSTT1 e 8% (2/26) a auséncia dos dois
genes GTM1nulo/GSTT1nulo (tabela X).

Tabela X: Distribui¢do dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 entre os grupos endometriose infértil
(endo+inf) e controle.

endo+inf Controle p“
Variavel % N % N X GL “P
GSTM1/GSTT1 23 6 15 7
GSTM1/GSTT1nulo 23 6 11 5
GSTM1nulo/GSTT1 46 12 26 12 12,222 3 0,0067
GSTM1nulo/GSTT1nulo 8 2 48 22
Total 100 26 100 46

“P valor do teste x*

No grupo controle foi detectado 15% (7/46) de presenca dos dois genes, 11% (5/46)
GSTM1presente/GSTTlausente, 26% (12/46) GSTMlausente/GSTT1presente e 48%
(22/46) de auséncia dos dois genes. A freqiéncia de auséncia dos dois genes foi 6 vezes
maior no grupo controle (48%) comparado ao grupo endometriose (8%), sendo esta
diferenca estatisticamente significante, p=0,0067.

Na tabela XI o grupo de pacientes com endometriose e fértil (n=24) e o grupo
controle (n=46) foram avaliados segundo a presenca e auséncia dos genes GSTML1 e
GSTT1. A presenca dos dois genes foi encontrada em 46% (11/24) do grupo de mulheres
com endometriose e fértil, GSTM1/GSTT1nulo em 8% (2/24), GSTM1nulo/GSTT1 em 21%
(5/24) e a auséncia dos dois genes em 25% (6/24). No grupo controle a presenga dos dois
genes teve frequéncia de 15% (7/46), GSTM1/GSTT1nulo 11% (5/46), GSTM1nulo/GSTT1
26% (12/46) e a auséncia dos dois genes 48% (22/46). Foi constatado que a frequéncia dos
genes GSTM1/GSTT1 foi aproximadamente 3 vezes maior no grupo endometriose e fértil
(46%) comparado ao grupo controle (15%), sendo esta diferenca estatisticamente
significante, com p=0,0443.
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Tabela XI: Distribui¢do dos genes GSTM1 e GSTTL1 entre 0s grupo endometriose fértil (endo+fert)
e controle.

endo+fert Controle
Variavel % N % N X’ GL “P
GSTM1/GSTT1 46 11 15 7
GSTM1/GSTT1nulo 8 2 11 5
GSTM1nulo/GSTT1 21 5 26 12 8,084 3 0,0443
GSTM1nulo/GSTT1nulo 25 6 48 22
Total 100 24 100 46

“Valor de P do teste x°

Na tabela XII analisamos os polimorfismo GSTM1 e GSTT1 com relacdo a etnia,
sendo que, observamos no grupo com endometriose (n= 50) 43 mulheres que se disseram
brancas e 7 negras, no grupo controle (n=46) 28 se disseram brancas e 5 negras, sendo que,
9 se classificaram como pardas e 4 ndo responderam.

No grupo de mulheres brancas com endometriose observou-se as freqiiéncias
positivas do polimorfismo GSTM1 em 53% (23/43) e 47% (20/43) do GSTM1 nulo. No
grupo de mulheres negras com endometriose foi detectado 29% (2/7) de frequéncia
positiva do GSTM1 e 71% (5/7) do GSTM1 nulo. A frequéncia positiva do GSTM1 foi 1,82
vezes maior no grupo de mulheres brancas (53%) comparado ao grupo de mulheres negras
(29%), contudo néo foi encontrado diferenca estatisticamente significante, sendo p=0,41.

O polimorfismo GSTT1 no grupo de mulheres brancas com endometriose foi
detectado com frequéncia positiva em 67% (29/43) e 33% (14/43) de GSTT1 nulo. No
grupo de mulheres negras com endometriose foi detectado a freqtiéncia positiva do GSTT1
em 71% (5/7) e 29% (2/7) de GSTT1 nulo. A frequencia de GSTT1nulo foi 1,13 vezes
maior no grupo de mulheres brancas (33%) comparado ao grupo de mulheres negras
(29%), contudo néo foi encontrado diferenca estatisticamente significante, sendo p=0,82.

No grupo controle foi encontrado 21% (6/28) de frequéncia positiva do GSTM1 e
79% (22/28) de GSTM1 nulo. No grupo controle composto por mulheres negras a
frequéncia positiva do GSTML1 foi de 20% (1/5) e 80% (4/5) de GSTM1 nulo. A freqliéncia
positiva do GSTML1 foi 1,05 vezes maior no grupo de mulheres brancas (21%) comparado
ao grupo de mulheres negras (20%), contudo n&o foi encontrado diferenca estatisticamente
significante, sendo p=0,6.

O polimorfismo GSTT1 no grupo controle composto por mulheres brancas foi
detectado com frequéncia positiva em 36% (10/28) e 64% (18/28) de GSTT1 nulo. No
grupo controle composto por mulheres negras foi detectado a freqiiéncia positiva do

GSTT1 em 40% (2/5) e 60% (3/5) de GSTT1 nulo. A frequencia positiva do GSTT1 foi
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1,11 vezes maior no grupo de mulheres negras (40%) comparado ao grupo de mulheres
brancas (36%), contudo ndo foi encontrado diferenca estatisticamente significante, sendo
p=0,74.

Tabela XII: Comparacao da variavel etnia com os genétipos do polimorfismo GSTM1 e GSTT1
nos grupos estudados, endometriose e controle.

Cor
Grupos/ Branca Negra
Variaveis % N % N OR Min Max p*
Endometriose
GSTM1 53 23 29 2
GSTM1nulo 47 20 71 5 2,87 0,50 16,47 0,41
Total 100 43 100 7
GSTT1 67 29 71 5
GSTT1nulo 33 14 29 2 0,82 0,14 481 0,82
Total 100 43 100 7
Controle
GSTM1 21 6 20 1
GSTM1nulo 79 22 80 4 1,09 0,10 11,66 0,60
Total 100 28 100 5
GSTT1 36 10 40 2
GSTT1nulo 64 18 60 3 0,83 0,11 5,85 0,74
Total 100 28 100 5

“Valor P do teste de Odds Ratio

Na tabela XIII comparamos o uso de anticoncepcional (AC) nos grupos de
mulheres com endometriose férteis (24) e o grupo controle (46), com relacdo ao
polimorfismo dos genes GSTM1 e GSTTL1. No grupo endometriose e fértil (endo+fert), 15
mulheres confirmaram o uso de anticoncepcional, quando analisado o polimorfismo
GSTML1 no grupo de mulheres que confirmaram o uso de AC foi detectado 67% (10/15) de
frequéncias genotipicas positivas e 33% (5/15) de GSTM1 nulo. No grupo controle 16
mulheres afirmaram o uso de AC sendo encontrado 19% (3/16) de frequéncias genotipicas
positivas e 81% (13/16) de GSTML1 nulo. A freqliéncia positiva do GSTML1 foi 3,52 vezes
maior no grupo de mulheres com endometriose 67% (10/15) comparado ao grupo controle
19% (3/16), sendo esta diferenca estatisticamente significante entre estes grupos com
relacdo ao GSTM1, sendo p=0,01.

O polimorfismo GSTT1, no grupo endo+fert, foi detectado com 67% (10/15) de
frequéncia positiva no grupo que confirmou o uso de AC e 33% (5/15) de GSTT1 nulo. No

grupo controle a frequéncia positiva do GSTT1 foi 31% (5/16) e 69% (11/16) de GSTT1
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nulo. A frequéncia positiva do GSTT1 foi 2,16 vezes maior no grupo com endometriose e
fértil 67% (10/15) quando comparado com o grupo controle 31% (5/16), contudo n&o foi
encontrada diferenca estatisticamente significante entre estes grupos com relagdo ao
GSTT1, sendo p=0,10.

Tabela XI11: Comparacdo do uso de anticoncepcional nos grupos de mulheres com endometriose e
férteis (end+fert) e o grupo controle (Cont).

Anticoncepcional

Grupos/
Variaveis % End %  Cont OR Min Max “P
Fert
Uso de anticoncepcional
GSTM1 67 10 19 3
GSTM1nulo 33 5 81 13 8,6667 1,6614 45,2095 0,0194
Total 100 15 100 16
GSTT1 67 10 31 5
GSTT1nulo 33 5 69 11 4,4000 0,9753 19,8513 0,1069
Total 100 15 100 16
N&o usa anticoncepcional
GSTM1 33 3 30 9
GSTM1nulo 67 6 70 21 01,1667 0,2377  5,7255 0,8245
Total 100 9 100 30
GSTT1 67 6 47 14
GSTT1nulo 33 3 53 16 2,2857 0,4800 10,8832 0,5012
Total 100 9 100 30

“Valor de P do teste Fisher

No grupo endometriose e fértil (endo+fert), 9 mulheres confirmaram que ndo usam
anticoncepcional, quando analisado o polimorfismo GSTM1 foi detectado 33% (3/9) de
frequéncias genotipicas positivas e 67% (6/9) de GSTM1 nulo. No grupo controle 30
mulheres negaram o uso de AC, foi encontrado 30% (9/30) de frequéncias genotipicas
positivas e 70% (21/30) de GSTM1 nulo. A freqliéncia positiva do GSTM1 foi 1,1 vezes
maior no grupo de mulheres com endometriose fértil 33% (3/9) comparado ao grupo
controle 30% (9/30), contudo n&o foi encontrado diferenca estatisticamente significante
entre estes grupos com relacédo ao GSTM1, sendo p=0,82.

O polimorfismo GSTT1, no grupo endo+fert, foi detectado com 67% (6/9) de
frequéncia positiva no grupo que negou o0 uso de AC e 33% (3/9) de GSTT1 nulo. No
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grupo controle que negou o uso de AC a frequéncia positiva do GSTT1 foi 47% (14/30) e
53% (16/30) de GSTT1 nulo. A frequéncia do GSTT1 nulo foi 1,60 vezes maior no grupo
controle 53% (16/30) quando comparado ao grupo com endometriose e fértil 33% (3/9),
contudo ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre estes grupos com
relacdo ao GSTT1, sendo p=0,50.

Na tabela XIV analisamos os polimorfismo GSTM1 e GSTT1 com a variavel
atividade fisica (AF). No grupo endometriose (fértil + infértil), com 50 mulheres, 31
mulheres afirmaram que praticam alguma atividade fisica, neste grupo foi detectado 55%
(17/31) com freqiiéncia positiva do GSTM1 e 45% (14/31) de GSTM1 nulo. No grupo
controle 30 mulheres afirmaram praticar AF, destas 23% (7/30) apresentaram freqiiéncias
positivas do GSTM1 e 77% (23/30) de GSTM1 nulo. A frequéncia positiva do GSTM1 foi
2,39 vezes maior no grupo endometriose 55% (17/31) comparado ao grupo controle 23%
(7/30), esta diferenca foi estatisticamente significante entre estes grupos com relacdo ao
GSTM1, sendo p=0,02.

Ao analisarmos a frequéncia positivas do GSTT1 no grupo endometriose foi
detectado 58% (18/31) e 42% (13/31) do GSTT1 nulo entre as mulheres que confirmaram a
pratica de AF. No grupo controle entre as que afirmaram praticar AF, 43% (13/30)
apresentaram frequéncias positivas do GSTT1 e 57% (17/30) de GSTT1 nulo. A frequéncia
positiva do GSTT1 foi 1,34 vezes maior no grupo endometriose 58% (18/31) comparado ao
grupo controle 43% (13/30), contudo esta diferenca nao foi estatisticamente significante
entre estes grupos com relacdo ao GSTT1, sendo p=0,37.

No grupo de mulheres com endometriose que negaram a préatica de AF com relagdo
ao polimorfismo GSTML1 foi encontrado 42% (8/19) de frequéncia positiva e 58% (11/19)
do GSTM1.No grupo controle entre as que negaram praticar AF, 31% (5/16) apresentaram
frequéncias positivas do GSTM1 e 69% (11/16) de GSTM1 nulo. A frequéncia positiva do
GSTM1 foi 1,35 vezes maior no grupo endometriose 52% (8/19) comparado ao grupo
controle 31% (5/16), contudo esta diferenga néo foi estatisticamente significante entre estes
grupos com relagdo ao GSTM1, sendo p=0,75.

Com relagdo a frequéncia positiva do GSTT1 no grupo endometriose que negou a
pratica de AF foi detectado 84% (16/19) e 16% (3/19) do GSTT1 nulo. No grupo controle
entre as que negaram praticar AF, 37% (6/16) apresentaram frequéncias positivas do
GSTT1 e 63% (10/16) de GSTT1 nulo. A frequéncia do GSTT1nulo foi 3,93 vezes maior no
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grupo controle 63% (10/16) comparado ao grupo endometriose 16% (3/19), sendo esta

diferenca estatisticamente significante entre estes grupos com relagédo ao GSTT1, p=0,01.

Tabela X1V: Comparacdo da variavel atividade fisica com o polimorfismo GSTM1 e GSTT1 nos
grupos endometriose (fértil + infértil) e grupo controle.

Atividade fisica
Grupos/ Endometriose Controle
Variaveis % N % N OR Min Max p*
Atividade Fisica
GSTM1 55 17 23 7
GSTM1nulo 45 14 77 23 398 1,31 12,01 0,02
Total 100 31 100 30
GSTT1 58 18 43 13
GSTT1nulo 42 13 57 17 1,81 0,65 4,99 0,37
Total 100 31 100 30
Sem Atividade Fisica
GSTM1 42 8 31 5
GSTM1nulo 58 11 69 11 1,60 0,39 6,45 0,75
Total 100 19 100 16
GSTT1 84 16 37 6
GSTT1nulo 16 3 63 10 8,88 1,80 43,82 0,01
Total 100 19 100 16

“Valor P do Teste Odds Ratio

A tabela XV apresenta a frequéncia do tabagismo entre as mulheres estudadas. No
grupo endometriose (fértil e infértil), com 50 mulheres, e no grupo controle com 46
mulheres, apenas trés confirmaram fumar em cada grupo.

Ao analisarmos as mulheres com endometriose e fumantes ndo foi encontrado
frequéncia positiva do polimorfismo GSTM1, sendo assim, detectado 100% (3/3) de
GSTM1 nulo. No grupo de mulheres controle fumantes também ndo foi detectado a
frequéncia positiva do polimorfismo GSTM1, sendo assim, detectado 100% (3/3) de
GSTM1 nulo de auséncia. Como a distribuicdo das freqliéncia positivas do GSTM1 e
GSTM1 nulo foram idénticas entre os grupos estudados, ndo foi encontrado diferenga
estatisticamente significante.

N&o foi encontrada freqiiéncia do gene GSTT1 nulo no grupo endometriose e
controle, entre as mulheres que afirmaram fumar, tendo assim 100% (3/3) de freqléncia

positiva do GSTT1 tanto no grupo com endometriose como no controle. Como ndo houve
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diferencia entre as frequéncias analisadas, ndo foi encontrado diferenca estatisticamente
significante neste estudo.

No grupo de mulheres com endometriose que negaram fumar foi encontrado 53%
(25/47) de frequéncia positiva do GSTM1 e 47% (22/47) de GSTM1 nulo. No grupo
controle foi encontrado 28% (12/43) de frequéncia positiva do GSTM1 e 72% (31/43) de
GSTM1 nulo. A frequéncia positiva do GSTM1 foi aproximadamente o dobro no grupo
com endometriose 53% (25/47) comparado ao grupo controle 28% (12/43), sendo esta

diferenca estatisticamente significante, p=0,02.

Tabela XV: Comparagdo da variavel habito de fumar com os polimorfismos GSTM1 e GSTT1 nos
grupos endometriose (fértil e infértil) e grupo controle.

Fumo
Grupos/ Endometriose Controle
Variaveis % N % N OR Min Max p*
Fumantes
GSTM1 0 0 0 0
GSTM1nulo 100 3 100 3 - - - -
Total 100 3 100 3
GSTT1 100 3 100 3
GSTT1nulo 0 0 0 0 - - - -
Total 100 3 100 3
Nao fumantes
GSTM1 53 25 28 13
GSTM1nulo 47 22 72 10 2,93 1,21 7,02 0,02
Total 100 47 100 23
GSTT1 66 31 37 16
GSTT1nulo 34 16 63 27 3,26 1,37 7,75 0,01
Total 100 47 100 43

“Valor P do Teste Odds Ratio

Ao analisarmos o polimorfismo GSTT1 no grupo de mulheres com endometriose
que negaram fumar, foi encontrado 66% (31/47) de frequéncia positiva do GSTT1 e 34%
(16/47) de GSTT1 nulo. No grupo controle foi encontrado 37% (16/43) de frequéncia
positiva do GSTT1 e 63% (27/43) de GSTT1 nulo. A frequéncia do GSTT1 nulo foi 1,85
vezes maior no grupo controle 63% (27/43) comparado ao grupo com endometriose 34%
(16/47), sendo esta diferenca estatisticamente significante, p=0,01.

A tabela XV apresenta os dados referente a caracterizagdo das amostras analisadas
quanto ao consumo de &lcool e os polimorfisimo GSTM1 e GSTT1, nos grupos

endometriose (fértil e infértil) contendo 50 mulheres, e o grupo controle (n=46). Verificou-
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se que no grupo de mulheres com endometriose somente cinco mulheres confirmaram o
consumo de &lcool e no grupo controle 13 mulheres.

No grupo endometriose que afirmou consumir alcool o polimorfismo GSTM1 teve
frequéncia positiva de 60% (3/5) e 40% (2/5) do GSTM1 nulo. No grupo controle que
afirmaram consumir alcool verificou-se 23% (3/13) de frequéncia positiva do GSTM1 e
77% (10/13) de GSTML1 nulo. A frequéncia positiva do GSTM1 foi 2,60 vezes maior no
grupo com endometriose (60%) comparado ao grupo controle (23%), contudo essa
diferenca nao é estatisticamente significante, sendo p=0,53.

No grupo de endometriose que consome alcool o polimorfismo GSTT1 teve
frequéncia positiva de 80% (4/5) e 20% (1/5) de GSTT1 nulo. No grupo controle que
consome é&lcool verificou-se 38% (5/13) de frequéncia positiva e 62% (8/13) de GSTT1
nulo. O GSTT1 nulo teve aproximadamente o triplo de frequéncia no grupo controle (62%)
comparado ao grupo endometriose (20%), contudo essa diferenca ndo € estatisticamente

significante, sendo p=0,29.

Tabela XVI: Comparacdo da varidvel habito de ingerir bebida alcodlica com os polimorfismo
GSTM1 e GSTT1 nos grupos endometriose (fértil e infértil) e o grupo controle.

Alcool
Grupos/ Endometriose  Controle
Variaveis % N % N OR Min Max p*
Consome Alcool
GSTM1 60 3 23 3
GSTM1nulo 40 2 77 10 5,00 - - 0,35
Total 100 5 100 13
GSTT1 80 4 38 5
GSTT1nulo 20 1 62 8 6,40 - - 0,29
Total 100 5 100 13
N&o consome Alcool
GSTM1 49 22 27 9
GSTM1nulo 51 23 73 24 2,55 0,97 6,67 0,09
Total 100 45 100 33
GSTT1 67 30 42 14
GSTT1nulo 33 15 58 19 2,71 1,07 6,86 0,057
Total 100 45 100 33

“Valor P do Teste Exato de Fisher

Ao analisar as mulheres que negaram consumir alcool no grupo com endometriose
o polimorfismo GSTML1 teve freqliéncia positiva de 49% (22/45) e 51% (23/45) do GSTM1
nulo. No grupo controle entre as mulheres que negaram consumir alcool verificou-se 27%

(9/33) de frequéncia positiva do GSTM1 e 73% (24/33) de GSTML1 nulo. A frequéncia
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positiva do GSTML1 foi 1,81 vezes maior no grupo com endometriose (49%) comparado ao
grupo controle (27%), contudo essa diferenca ndo foi estatisticamente significante, p=0,09.

Analisando o polimorfismo GSTT1 no grupo com endometriose que negou O
consumo alcool, a frequéncia positiva foi de 67% (30/45) e 33% (15/45) de GSTT1 nulo.
No grupo controle entre as mulheres que negaram o consume de alcool verificou-se 42%
(14/33) de frequéncia positiva e 58% (19/33) de GSTT1 nulo. O GSTT1 nulo teve 1,75
vezes maior frequéncia no grupo controle (58%) comparado ao grupo endometriose (33%),
contudo essa diferenca ndo € estatisticamente significante, sendo p=0,057.

A correlacdo da frequéncia dos genotipos Arg/Arg e Arg/Pro + Pro/Pro da p53
associados aos polimorfismo GSTM1 e GSTT1, entre os grupo endometriose (n=50) e
controle (n=40), esta demonstrada na tabela XVII.

No grupo endometriose o genotipo GSTM1 + Arg/Arg foi encontrado em 20%
(10/50), GSTM1nulo + Arg/Arg 16% (8/50), GSTM1 + Arg/Pro + Pro/Pro 30% (15/50) e
GSTM1nulo + Arg/Arg + Pro/Pro 34% (17/50). No grupo controle a frequéncia do GSTM1
+ Arg/Arg foi 10% (4/40), GSTM1nulo + Arg/Arg 48% (19/40), GSTM1 + Arg/Pro +
Pro/Pro 10% (4/40) e GSTM1nulo + Arg/Pro + Pro/Pro 32% (13/40). A presenca do
GSTM1 associado a Arg/Arg teve o dobro de freqliéncia no grupo endometriose (20%)
comparado ao grupo controle (10%), a presenca do polimorfismo GSTM1 associado a
Arg/Pro + Pro/Pro foi trés vezes maior no grupo endometriose (30%) comparado ao grupo

controle (10%), sendo estas diferencas estatisticamente significantes, p= 0,0046.

Tabela XVII: Distribuicdo da frequéncia dos genes GSTM1, GSTT1 e p53 nos grupos
endometriose (endo) e controle.

Endo Controle
Genotipo % N % N o E P
GSTM1+Arg/Arg 20 10 10 4
GSTM1nulo+Arg/Arg 16 8 48 19
GSTM1 + Arg/Pro+Pro/Pro 30 15 10 4 1300 3 0,004
GSTM1nulo+Arg/Pro+Pro/Pro 34 17 32 13 ’
Total 100 50 100 40
GSTT1+Arg/Arg 28 14 23 9
GSTT1nulo+Arg/Arg 8 4 35 14
GSTT1+Arg/Pro+Pro/Pro 40 20 17 7 1212 3 0,007
GSTT1nulo+Arg/Pro+Pro/Pro 24 12 25 10
Total 100 50 100 40

“Valor P do teste x* (2x4)
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A associacdo dos polimorfismo GSTT1 + Arg/Arg no grupo endometriose teve
frequéncia de 28% (14/50), GSTT1nulo + Arg/Arg 8% (4/50), GSTT1 + Arg/Pro + Pro/Pro
40% (20/50) e GSTT1lnulo + Arg/Pro + Pro/Pro 24% (12/50), No grupo controle 23%
(9/40) apresentaram GSTT1 + Arg/Arg, 35% (14/40) GSTT1nulo + Arg/Arg, 17% (7/40)
GSTT1 + Arg/Pro + Pro/Pro e 25% (10/40) GSTT1nulo + Arg/Pro + Pro/Pro. A associacao
do GSTTlnulo + Arg/Arg teve freqiéncia 4 vezes maior no grupo controle (35%)
comparado ao grupo endometriose (8%), GSTT1 + Arg/Pro + Pro/Pro teve
aproximadamente o dobro de freqiiéncia no grupo endometriose (40%) comparado ao

grupo controle (17%), sendo estas diferencas estatisticamente significantes, p= 0,0070.
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6- Discussao

A endometriose é uma doenga complexa, devido ao seu perfil de expressdo génica,
inimeros estudos tem sido realizados, mas poucos foram além de classificar os subtipos de
endometriose baseados em padrdes de expressdo e identificar as possiveis vias envolvidas
na endometriose (Zhao et al, 2009). Possivelmente a endometriose é uma doenca
poligénica/multifatorial, causada pela interacdo entre maltiplos genes e fatores ambientais.
Tais condi¢cbes ndo seguem claramente os padrbes da heranca Mendeliana (Bischoff e
Simpson, 2000). A hipdtese diagndstica de endometriose inicialmente é elaborada
baseando-se na histéria clinica da paciente, seguido por ultrassonografia transvaginal e
ressonancia magnética (Farquhar, 2007). Na maioria dos casos o diagnostico é feito apds a
cirurgia e estadiada com base na localizacdo, extensdo e tipo de lesdo por laparoscopia,
contudo algumas lesdes endometridticas podem passar despercebidas na cirurgia, podendo
a doenca ser confundida com algumas condi¢fes menores (Barlow e Kennedy, 2005). Dai
a importancia de se encontrar marcadores moleculares para auxiliar no diagndéstico dessa
patologia.

As evidéncias mais sélidas até hoje ligando os polimorfismos especificos para a
endometriose vem de estudos que investigam as enzimas de fase Il de desintoxica¢do. Uma
revisdo sistemética e de meta-analise de estudos que investigam as variantes da glutationa
S-transferase  GSTM1 e GSTT1, demonstraram uma associacdo consistente do
polimorfismo GSTT1 e endometriose, com 29% de aumentou no risco de endometriose em
portadoras do genotipo GSTT1 nulo (Tempfer et al, 2009).

No nosso estudo o grupo endometriose foi composto por mulheres em idade
reprodutiva com média de 33,32 anos, jad 0 grupo controle por mulheres com idade mais
elevada, com média de 37,40 anos, que ndo tiveram nenhuma queixa relacionada a
endometriose na idade reprodutiva, periodo no qual a mulher esta mais susceptivel ao
desenvolvimento desta patologia.

No nosso estudo observamos que pacientes com endometriose apresentaram maior
presenca dos genes GSTM1 e GSTT1, enquanto que o grupo controle, formado por
pacientes sem clinica relacionada a endometriose, tiveram maior auséncia destes genes,
mostrando que possivelmente GSTM1 nulo e GSTT1 nulo néo estéo relacionados com a
proliferacéo celular da endometriose.
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No estudo de Hur e colaboradores (2004), também ndo foi encontrado associagdo
dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 com o desenvolvimento da endometriose. O estudo
foi feito com mulheres coreanas para analisar os polimorfismos GSTM1, GSTT1 e GSTP1 e
endometriose, teve como grupo de estudo 194 mulheres com endometriose confirmada
através de laparoscopia e 259 que foram submetidas a laparoscopia e laparotomia e ndo
tiveram o diagnostico da patologia, compondo o grupo controle. Nao foi encontrado
diferenca significativa entre o grupo endometriose (57,7%) e o grupo controle (56%) para
o0 polimorfismo GSTM1 nulo. O mesmo ocorreu com o polimorfismo GSTT1, onde 53,6%
do grupo endometriose teve GSTT1 nulo e no grupo controle 48,3%. Analisaram as
mesmas sequéncias dos genes estudados por nés.

Ao contrério de Baranova e colaboradores (1997) que mostrou a possibilidade de
alelos homozigotos do GSTM1 nulo terem papel no desenvolvimento da endometriose em
86% (n=50) de casos quando comparado com 45,8% (n=72) dos controles, mulheres nao
afetadas; contudo ndo analisou a mesma freqiiéncia génica deste estudo. O presente
trabalho ndo encontrou resultados que sustentem que o GSTM1 nulo esteja relacionado
com a predisposicdo a endometriose. Contudo ambos estudos utilizaram sequéncias
génicas diferentes para analisar o gene GSTM1, mas o grupo de estudo foi semelhante,
visto que, em nosso estudo as mulheres caucasianas foram predominantes, o que também
ocorreu com o estudo de Baranova e colaboradores (1997), que foi feito com mulheres de
origem francesa.

Ja Guo (2005) ndo encontrou o mesmo dados que Baranova e colaboradores (1997)
para 0 GSTM1 nulo, mas ele encontrou dados que sugerem a relagdo do GSTT1 nulo com
a endometriose. Foi feita uma meta anélise sobre a associacdo do polimorfismo GSTM1 e
GSTT1 com endometriose, sendo que 14 estudos eram com GSTM1, tendo 1.539 casos de
endometriose e 1.805 controles, 9 estudos com GSTT1, tendo 746 casos de endometriose e
834 controles. N&o foi encontrado evidéncias de que mulheres com GSTM1 nulo tenham
risco aumentado de desenvolver endometriose em comparacdo com as mulheres com
outros genotipos. Para o GSTT1 nulo, foi mostrado que existe um risco de estar associado
com o desenvolvimento da endometriose, 29 % maior, quando comparado com outros
gendtipos, o0 mesmo resultado foi encontrado no trabalho de meta analise de Tempfer e
colaboradores (2009). Contudo em nosso estudo foi encontrado maior frequéncia do gene
GSTT1 nulo no grupo controle, quando comparado com o grupo de mulheres com

endometriose.
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Ja Jun e colaboradores (2003), encontraram freqiéncia significante dos dois genes,
GSTM1 nulo e GSTT1 nulo, 0,721 (49/68) e 0,779 (53/68) respectivamente, nas pacientes
com endometriose (68 mulheres), quando comparado com o grupo controle (28 mulheres)
que apresentou 0,429 (12/28) GSTM1 nulo e 0,321 (9/28) GSTT1 nulo. Analisou a mesma
sequéncia do gene GSTT1 estudada por nés, contudo diferiu da sequéncia do gene GSTM1.

A glutationa desempenha um papel importante em uma grande variedade de
processos celulares, incluindo a diferenciacdo celular, proliferacdo e apoptose de processos
celulares, e como resultado, disturbios na homeostase. A glutationa S-transferase esta
implicada na etiologia e/ou progressdo de varias doencas humanas, incluindo cancer,
doencas do envelhecimento, fibrose cistica, doencas cardiovasculares, inflamatdrias,
imunolégicas, metabdlicas e doencas neurodegenerativas (Ballatori et al, 2009; Ryberg et
al, 1997; Losi-Guembarovski e Célus, 2001; Sivonova et al, 2009; Baxter et al, 2001).

Baxter e colaboradores (2001) analisaram o polimorfismo de presenca/auséncia do
GSTM1 em um grupo de pacientes portadoras de endometrioses, outro portador de cancer
ovariano e em um grupo controle, todas residentes no sudeste da Inglaterra. Quando
comparado o grupo de mulheres com endometriose e o controle, ndo foi encontrado
significancia, e o grupo controle apresentou um maior nimero de auséncia do gene do que
0 grupo caso. Quando comparado o grupo portador de cancer ovariano com o controle, o
resultado foi significativo, sendo o gene GSTM1 nulo com maior prevaléncia nas pacientes
com cancer ovariano. Sendo assim, concluiram que o gene GSTM1 nulo néo esta associado
com a susceptibilidade da endometriose, contudo ele pode predispor a transformacao de
lesbes malignas no endométrio em cancer de células claras do endométrio ovariano. A
sequéncia do gene GSTM1 que foi analisada ndo € a mesma do nosso estudo.

O presente estudo encontrou uma frequéncia positiva do polimorfismo GSTM1 no
grupo de mulheres com endometriose e que se classificaram como brancas (53%) ja o
GSTT1 teve maior frequéencia positiva no grupo de mulheres que se classificaram como
negras (71%). No grupo controle foi encontrado maior frequéncia do GSTM1 nulo no
grupo de de mulheres que se classificaram como negras, ja 0 GSTT1 nulo teve maior
frequéncia no grupo de mulheres que se disseram brancas (tabela XII). Gattas e Soares —
Vireira (2000) investigaram mutacdes em genes de individuos saudaveis de Sao Paulo,
Brasil, sendo 206 brancos e 86 negros, foi encontrado para o genétipo GSTMZlausente uma
frequéncia significativamente maior entre os individuos caucasianos (60,2%) comparado

aos negros (41,9%).
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Arruda e colaboradores (1998), estudaram os genotipos ausentes GSTM1 e GSTT1
em um grupo de brasileiros provenientes de trés regides distintas do pais: Norte, Nordeste
e Sudeste, encontrando maior frequéncia de GSTMlausente entre os caucasianos (55%),
seguido por 33% dos negros e 20% entre os indios da Amazonia, j& 0 GSTT1 teve uma
distribuicdo homogénea do genotipo ausente entre os descendentes brancos e negros (18,5
e 19% respectivamente), com uma menor frequéncia entre os indios da Amazénia (11%).
Cotton e colaboradores (1999), pesquisaram que as freqiiéncias do gendtipo GSTTlausente
sdo inferiores aos do GSTMlausente em populacbes africanas, afro — americanas e
caucasoides, sendo a faixa de frequiéncia entre africanos de 15 — 26% e nos europeus de 10
— 21%.

Mengert em 1966, descreveu que a incidéncia da endometrioses atingia menos
mulheres negras devido ao inicio precoce da vida sexual, e porque estas mulheres tinham
mais gestacdes do que as brancas, 0 que atuava como protecao contra a endometriose, ele
completou dizendo que com as mudangas nos habitos e a melhora na situacdo econémica
destas mulheres, iria causar 0 aumento na taxa de endometriose, 0 que mostraria que esta
patologia ndo tem relacdo nenhuma com etnia.

Contudo no trabalho de Missmer e colaboradores (2004), as mulheres afro—
americanas tiveram uma menor incidéncia de endometriose quando comparado com
mulheres asiaticas e caucasianas, apesar de se discutir muito que este resultado se deva ao
mal diagndstico feito nas minorias racias, estes resultados sdo evidentes até mesmo entre
aquelas gque tiveram um exame clinico durante os dois Gltimos anos do estudo.

Em nosso estudo encontramos diferenca significativa no uso de pilulas
contraceptivas e 0 GSTM1 no grupo que afirmou utilizar a pilula, com p=0,01. Contudo
nos outros grupos analisados nao foi encontrado diferenca significativa tanto ao analisar o
GSTM1 quanto o GSTT1, ja Vessey e colaboradores (1993), mostraram que a endometriose
é suprimida durante o uso de pilula contraceptivos, e que com a interrupcéo da pilula a
doenca torna a aparecer. Os resultados mostraram que o risco de endometriose foi baixo
nas mulheres que tomavam contraceptivos orais (risco relativo de 0-4, intervalo de
confianca de 95% para 0,7 0-2), contudo maior nas mulheres que haviam tomado
anteriormente  (1,8;1-0a 3 -1 em mulheres quetinham  parado 25-48 meses) em
comparacdo com mulheres que nunca haviam tomado a pilula. Sugerindo assim, que 0s

contraceptivos orais mascaram os sintomas da endometriose.
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Costa (2010) analisou o polimorfismo do gene receptor PROGINS em mulheres
com endometriose e sem clinica, com relacdo ao uso de contraceptivos, no grupo controle
foi observado uma maior frequéncia dos gendtipos polimoérficos para PROGINS nas
pacientes que fazem uso de anticoncepcional, sugerindo que o ndo desenvolvimento desta
patologia seria devido ao uso do contraceptivo que estaria atuando como fator de protecédo
para o desenvolvimento da endometriose.

Quanto a prética de atividade fisica, foi encontrado diferenga significante entre os
grupos endometriose e controle, relacionado ao GSTML1, no grupo que afirmou praticar
atividade fisica,com p=0,02. Houve diferenca significante também quando analisou-se o
GSTTL1 nos grupos endometriose e controle que negaram a pratica de atividade fisica, com
p=0,01. Dhillo (2003) fez um estudo caso - controle de 1990-1994, para analisar a
associacdo da endometriose ovariana cistica (endometrioma) com a atividade fisica, o
estudo foi composto por 77 pacientes com a patologia e 735 controles com idade entre 18-
39 anos, foi conduzido em Washington. Observou-se uma significativa diminuicéo de 70%
do risco de endometriose associadas a atividade fisica recente, freqliente e regular de alta
intensidade.

N&o encontramos uma correlacdo entre a endometriose, os polimorfismos GSTML1 e
GSTT1 e o tabagismo, nas mulheres que afirmaram fumar. J& no estudo prospectivo de
Missmer e colaboradores (2004), que investigaram as relacGes dos fatores demogréaficos,
antropométricos e estilo de vida de mulheres com endometriose, foi encontrado uma
complexa relacdo da endometriose com o tabagismo. A taxa de endometriose ndo foi
linearmente associada com a dose de tabagismo consumida antes do estudo, no entando a
relagdo com o tabagismo atual, durante o estudo, difere por situacdo, nos casos de
infertilidade. Entre as mulheres sem relato de infertilidade, o tabagismo foi diretamente
associado com o risco de desenvolver endometriose, contudo quando as mulheres ja
tinham relato de infertilidade, o tabagismo foi associado com o risco reduzido de
desenvolver a doenga.

Nosso estudo ndo encontrou associacdo entre endometriose e 0 consumo de alcool
nos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 estudados. Ja Grodstein e colaboradores (1994),
encontraram uma associacao entre relatos de consumo de alcool e infertilidade devido a
fator ovulatorio ou endometriose. Foi encontrado um pequeno aumento no risco, mas
significativo, de infertilidade ovulatoria em mulheres com relato de consumo moderado de

alcool, enquanto que este risco aumentou consideravelmente nas mulheres que bebem em
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niveis mais elevados, em comparagdo, comas abstémias. Aumento no risco de
endometriose foi encontrado em ambos niveis de consumo de alcool examinados. O risco
de endometriose foi aproximadamente 50% mais elevado nos individuos que ingeriram
qualquer tipo de alcool do que nos individuos controle.

Estudamos a associacdo do gene p53 no cdédon 72 com os polimorfismo GSTM1 e
GSTTL1 entre um grupo de mulheres com endometriose e outro sem clinica relacionada a
patologia, foi encontrado associacdo significativa, indicando que estes polimorfismos
podem atuar na proliferacdo da endometriose.

Resultado semelhante foi encontrado por Ribeiro Janior e colaboradores (2009),
que avaliaram o polimorfismo do gene p53 no c6don 72 em dois grupos de pacientes com
endometriose, em que em um deles foi detectado infertilidade e no outro ndo. Néo foi
observado nenhuma diferenca significativa na distribuicdo do polimorfismo p53 no cddon
72 entre os grupos (p = 0,0974). Contudo foi encontrado associacdo significativa em
pacientes com gendtipo homozigoto ou heterozigoto para prolina e dor intensa (p <0,001).
A presenca do alelo prolina estd mais ligado aos pacientes com infertilidade e com um
quadro clinico mais grave da doenca. Este estudo concluiu que o polimorfismo da p53
pode ser usado como um marcador molecular para a endometriose associada a sintomas
agravados e infertilidade, e, portanto, como um grande auxilio no diagnostico da
endometriose, prognostico, orientacéo e tratamento desta doenca.
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7- Concluséao

1. Foi encontrado aproximadamente o dobro de presenca do gene GSTM1 no grupo
com endometriose comparado ao grupo controle, o GSTT1 nulo foi 1,84 vezes
maior no grupo com controle comparado ao com endometriose, indicando estar
mais relacionados com aspectos da distribuicdo normal na populagdo do que com a
proliferacdo da endometriose

2. Foi encontrado significancia estatistica dos polimorfismos GSTT1 e GSTM1
relacionado a tabagismo, anticoncepcionais e atividade fisica

3. Néo foi encontrado significancia estatistica dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1
relacionado com etnia e consumo de alcool

4. A frequéncia do alelo Arg/Arg juntamente com o polimorfismo GSTM1 nulo foi 3
vezes maior no grupo controle comparado ao grupo com endometriose, jaA 0 GSTM1
associado a estes alelos foi o dobro no grupo endometriose comparado com 0 grupo
controle. A frequéncia do alelo Arg/Arg associado ao GSTT1 nulo foi 4 vezes
maior no grupo controle, comparado ao grupo endometriose.

5. A freqiiéncia do alelo Arg/Pro + Pro/Pro associado ao GSTM1 foi 3 vezes maior no
grupo com endometriose comparado ao grupo controle, a frequéncia dos alelos
Arg/Pro + Pro/Pro associado ao GSTT1 foi aproximadamente o dobro no grupo

com endometriose comparado ao grupo controle.
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ANEXO |

QUESTIONARIO: Anélise do polimorfismo do gene receptor de progesterona
(PROGINS) em pacientes com endometriose associado a infertilidade
-Nome:

-Data de nascimento: / [/ . -Cor de pele:

-Endereco:

-Telefones:

-Queixa principal:

-Demais sintomas:

-Duragéo:

-Periodo do ciclo:

ciclo todo ( ); dor do meio do ciclo ( ); dor pré-menstrual ( )
-Infertilidade:

ndo (grupo I1) ( ); sim (grupo I) ( ) primaria ( ) secundaria ( )
-Habitos de vida:

—> Atividade fisica:

leve ( ) moderada ( ) intensa ( )

- Fumo ()

- Alcool ()

-> Uso de Anticoncepcional:

ndo () sim( )

» Ha quanto tempo................

» Qual esquema.....................

» Ocorre melhora da dor com ACO:

nédo () sim e parcial ( ) melhora completa ( )

-Ritmo sexual: ( ) vezes por semana

-Paridade:

gesta ( ) para( ) aborto ( ) cesariana ( ) Idade dos filhos ( )

RESULTADO ANATOMO-PATOLOGICO:
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ANEXO 11

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntéaria, de uma pesquisa cientifica.
Apos ser esclarecida sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é
do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado de forma alguma.
Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catolica de Goias pelo telefone 3946-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Analise do polimorfismo do gene receptor de progesterona (PROGINS)
em pacientes com endometriose associado a infertilidade.

Coordenador Responséavel: Dra. Katia Karina Verolli de Oliveira Moura

Telefones para contatos: 39467-1385 e 3946-1442

Eu abaixo qualificado, apds ter sido esclarecido verbalmente e depois de ler o resumo do
projeto intitulado: Analise do polimorfismo do gene receptor de progesterona
(PROGINS) em pacientes com endometriose associado a infertilidade realizado pelo
Nucleo de Pesquisa Replicon da Pontificia Universidade Catdlica de Goias.

DECLARO assumir, por espontanea vontade, livre de qualquer coacdo, a responsabilidade
pela participacdo voluntéaria e gratuita, no grupo de pacientes integrantes da pesquisa.
Estou ciente que o trabalho consiste na analise molecular de amostras de sangue, e resposta
de um questionario, e que 0 mesmo sera utilizados em exames correlacionados mantendo o
objetivo de complementar o meu diagnéstico e de pesquisa. Vamos coletar 15 ml de
sangue venoso, e este material sera utilizado para analisar diferentes genes associados
a endometriose para identificarmos um candidato a diagnostico precoce de
endometriose associado ou ndo a infertilidade.

DECLARO que compreendi que a obtengdo das amostras citadas acontecera sob minha
total ciéncia, e sob os procedimentos adequados pela equipe responsavel pela pesquisa,
sem qualquer prejuizo a minha pessoa e que sera mantido o total sigilo dos resultados, que

serdo entregues apenas a mim ou responsavel.
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Igualmente, tenho pleno conhecimento de que o material serd utilizado apenas e tdo
somente para fins de pesquisa, além de autorizar, pelo presente, que 0s testes e 0s
resultados sejam utilizados em estudos cientificos, ressalvando o sigilo quanto ao meu

nome, reservando-me o direito de conhecer ou ndo os resultados da referida pesquisa.

O risco que me submeto ao coletar sangue venoso periférico € de hematomas e que caso

ocorra 0 mesmo seré atendido pelo médico responsavel pela coleta no mesmo Hospital.

Os beneficios desta pesquisa sera a criacdo de marcadores moleculares para diagnostico

precoce com utilizacao de sangue periférico com vantagens as cirargicas hoje existentes.

Vocé podera ser ressarcido de despesas caso a mesma ocorra e podera ser indenizado se

advir algum risco.

e Nome do pesquisador:

e Assinatura do paciente:

e Data: / /
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ANEXO I

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG:
., CPF: , N° de
prontuario: , N° de matricula: , abaixo assinado,

concordo em participar no projeto: Andlise do polimorfismo do gene receptor de
progesterona (PROGINS) em pacientes com endometriose associado a infertilidade
como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa,
os procedimentos envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu

acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data:

Pesquisador:

Nome do sujeito ou responsavel:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e
aceite do sujeito em participar.
Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

Observagdes complementares:
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