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Saber Viver
(Cora Coralina)

Nao sei... Se a vida ¢ curta
Ou longa demais pra nos,
Mas sei que nada do que vivemos
Tem sentido, se ndo tocamos o coracao das pessoas.
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Colo que acolhe,
Brago que envolve,
Palavra que conforta,
Siléncio que respeita,
Alegria que contagia,
Lagrima que corre,
Olhar que acaricia,
Desejo que sacia,
Amor que promove.

E isso ndo € coisa de outro mundo,
E o que da sentido a vida.
E o que faz com que ela
Nao seja nem curta,
Nem longa demais,
Mas que seja intensa,
Verdadeira, pura...
Enquanto durar.
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RESUMO

A endometriose ¢ uma patologia ginecologica benigna dependente de estrogeno que
afeta mulheres na idade reprodutiva. E caracterizada pela presenga de tecido semelhante
ao endométrio fora do utero, que induz uma reagdo cronica e inflamatéria, denominada
de tecido ectopico. A endometriose apresenta quatro estagios: forma minima (estagio I),
leve (estagio II), moderada (estagio III) e severa (estagio IV). A sintomatologia ¢
variada e inclui dor pélvica e infertilidade. A etiologia permanece incerta e diversos sao
os estudos com o intuito de desvendar as associacdes entre a endometriose € 0
polimorfismo de certos genes, como o CYPIAImI e o TP53. O presente estudo teve
como objetivo avaliar a possivel correlacdo entre a endometriose e os polimorfismos
dos genes CYPIAIml e TP53. O grupo caso foi composto por 21 mulheres
diagnosticadas com endometriose cujas amostras eram biopsia de endométrio. O grupo
controle foi composto por amostras de sangue periférico de 42 mulheres sem queixas
relacionadas a patologia. Os genoétipos foram determinados pelas técnicas de PCR e
RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricao). A frequéncia do
genotipo homozigoto selvagem wl/wl em pacientes com endometriose (n=21) foi de
57% e 43% para os genotipos wl/ml+ml/ml. No grupo controle essas frequéncias
foram de 86% para o genotipo wl/wl e 14% para os wl/ml+ml/ml. O teste de Fischer
indicou que a associagdo entre a patologia e o alelo mutante ml ¢é estatisticamente
significativa (p=0,01). O resultado esta de acordo com outros estudos que relatam que a
presenca do genotipo wl/wl diminui a incidéncia da doenga. Quanto ao polimorfismo
do gene TP53, no grupo endometriose, a frequéncia dos genotipos Arg/Arg foram de
38%; Arg/Pro 52% e Pro/Pro 10%. No grupo controle as frequéncias observadas foram
57% para Arg/Arg; 43% para Arg/Pro e 0% para Pro/Pro. O teste do x? ndo mostrou
significancia no resultado (p=0,07). Foi avaliada a variagdo genotipica entre as amostras
de sangue periférico e bidpsia de endométrio quanto ao gene 7P53. A diferenga ndo foi
estatisticamente significativa (p=0,50). O alelo mutante m1 do gene CYPIAImlI ¢ um
possivel gene candidato para a avaliacao de pacientes com endometriose, independente
do grau de severidade.

Palavras chave: endometriose, polimorfismo, CYPIAIml, TP53.
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ABSTRACT

Endometriosis is a benign gynecological disease estrogen dependent that affects women
at reproductive age. It is characterized by the presence of endometrial tissue outside the
uterine cavity designated as ectopic endometrium, involving chronic inflammation in
the pelvic cavity. The four stages of endometriosis are classified as: minimal (stage 1),
mild (stage II), moderate (stage III) or severe (stage IV). Symptomatology of
endometriosis may vary and includes chronic pelvic pain and infertility. The etiology of
endometriosis is uncertain and many studies are focusing on the associations between
endometriosis and polymorphic mutations of several genes, such as CYPI/AIml and
TP53 genes. The aim of the present study was to evaluate the possible correlation
between endometriosis and polymorphisms of CYPIAImlI and TP53 genes. The study
group consisted of 21 women diagnosed with endometriosis which endometrial biopsies
were collected as samples. The control group included samples of peripheral blood of
42 women without symptoms related to the disease. Genotypes were determined by
PCR and RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) assays. The frequency of
homozygote wild genotype wl/wl in patients diagnosed with endometriosis (n=21) was
57% and 43% for wl/m1+ml/ml genotypes. In the control group the frequencies were
86% for wl/wl genotype and 14% for wl/ml+ml/ml genotype. Fisher’s test
demonstrated that the association between the disease and the m1 mutant allele was
statistically significant (p=0,01). The result is consistent with other studies reporting
that the presence of genotype wl/wl decreases the incidence of the disease. As for the
TP53 polymorphism in the endometriosis group, the frequency of genotype Arg/Arg
was 38%, 52% for Arg/Pro and 10% for Pro/Pro genotypes. In the control group the
frequencies observed were 57% for the Arg/Arg; 43% for Arg/Pro and 0% for Pro/Pro.
The x? test showed no significant difference in the result (p=0,07). Genotype variation
among the samples of peripheral blood and endometrial biopsy on the 7P53 gene was
evaluated. The difference was not statistically significant (p=0,50). The m1 mutant
allele of the gene CYPIAIml is a possible candidate molecular marker for

endometriosis, regardless severity.

Key words: endometriosis, polymorphism, CYP1AIml, TP53.

XVi



1. INTRODUCAO
1.1 Endometriose
1.1.1 Definicdo de Endometriose

A endometriose € uma patologia inflamatoria cronica dolorosa, que representa
um dos transtornos ginecologicos benignos mais comuns. Desenvolve-se em mulheres
na idade reprodutiva e regride espontaneamente ap6s a menopausa (Johnson et al.,
2004; Lima et al., 2006; Renner et al., 2006). Este fato indica que a patologia ¢
dependente de estrogeno (Montgomery et al, 2008). Existem trés formas diferentes da
doenga (1) endometriose retovaginal, (2) endometriose ovariana cistica e (3)
endometriose peritoneal. Cada uma apresenta singularidades quanto a patogenia,
sintomatologia, historia natural da doenga e tratamento (Dunselman et al., 2001).

A primeira descri¢do dos sintomas caracteristicos da endometriose, bem como o
tratamento para as alteragdes menstruais provocadas pela doenga, data de 1600 a.C. pelo
Papiro Egipcio de Ebers (Nakata et al., 2004). No ano de 1835 d.C. Cruveilhier fez
referéncia a lesdes cisticas de anexos, Utero e vagina (Baranova et al., 1987).

A endometriose ¢ caracterizada pela presenca de tecido endometrial, com
caracteristicas glandulares e/ou estromais idénticas aos da cavidade uterina, fora do
Gitero, principalmente no periténio pélvico e ovérios. E conceituada, de acordo com a
orientagdo da European Society of Human Reproduction and Embriology (ESHRE),
como uma enfermidade que apresenta tecido semelhante ao endométrio fora do utero,
induzindo uma reagdo cronica e inflamatéria. A presenca de endométrio fora da
cavidade uterina acarreta processos inflamatorios, reacdo cicatricial e formagdo de
aderéncias que sdo associados a infertilidade e a dor pélvica cronica (Giordano, 1998;
Cramer e Missner, 2002; Giudice e Kao, 2004). Histologicamente ¢ descrita como
tecido extra-uterino com caracteristicas semelhantes ao do endométrio topico
(Kamergorodsky, 2007; Riachi, 2008).

A presenca de glandulas e estroma endometrial fora da cavidade uterina ¢
denominada de tecido ectdpico que responde a hormonios e drogas de forma similar ao
endométrio localizado no utero, denominado de tecido eutdpico. E uma doenca
estrogeno dependente e o hormonio auxilia a manutengdo dos implantes ectopicos
(Dentillo, 2007). Assim, o tecido ectopico estd sujeito as alteracdes que acontecem

durante o ciclo sexual feminino, de modo que essas lesdes endometridticas apresentam
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sangramento que parece favorecer o desencadeamento de reacdo imunolédgica local,
inflamacdo e formagdo de adesdes fibroticas, que podem ser responsaveis pelos

sintomas (Arya e Sahw, 2005).

1.1.2 Fisiopatologia

A endometriose ¢ uma doenga com forte componente genético (Tempfer et al.,
2009) e sua etiopatogenia ¢ complexa e multifatorial envolvendo fatores ambientais,
anatdmicos, enddcrinos e alteragdes imunologicas. E uma patologia que gera muitas
incertezas quanto a sua etiologia, na medida em que existem diferentes teorias, embora
nenhuma delas permita explicar todos os casos e todas as localizacdes (Halme et al.,
1984; Cramer e Missner, 2002; Giudice e Kao, 2004).

A historia e exames clinicos podem sugerir o diagndstico presuntivo de
endometriose. Porém, o definitivo ¢ cirtirgico pela de laparoscopia ou laparotomia. A
laparoscopia ¢ onerosa e invasiva, no entanto ¢ o método mais confidvel e tido como
padrdo “ouro” (Aragjo, 2011). Os implantes endometridticos sdo encontrados, mais
comumente na cavidade pélvica, nos ovarios e septo reto-vaginal. No entanto, a doenga
pode afetar varios 6rgdos como pericardio, tecido subcutaneo, pulmdes, musculatura
diafragmatica, figado, bago, intestinos, rim, dentre outros. Por este motivo ¢
denominada atualmente de multissistémica (Lebovic et al., 2001; Giudice e Kao, 2004).
A figura 1 apresenta os principais locais da endometriose dentro da pelve e do abdomen.

O implante endometrial ocorreria pela influéncia de um ambiente hormonal
favoravel e por fatores imunologicos que ndo eliminariam essas células presentes em
locais improprios (Podgaec, 2006). A endometriose tem caracteristicas de invasdo e
metastase, embora patologicamente se assemelhe a um tumor benigno (Treloar et al.,
2005).

A fisiopatologia da doenca ainda ¢ desconhecida e as teorias mais comuns sao
(1) menstruagao retrograda com implantagdo subsequente; (2) metaplasia celomica e (3)
transporte hematogénico ou linfatico de tecido endometrial (Santanam et al., 2002;
Araujo, 2011). Sampson propds, em 1927, a teoria da menstruagdo retrograda. De
acordo com esta as células endometriais com capacidade de proliferacdo e implantacio
refluiriam pelas tubas uterinas e se alojariam, principalmente, na superficie dos ovarios

e no peritonio pélvico. Esse fato foi comprovado por estudos que permitiram a
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visualiza¢ao do refluxo menstrual por videolaparoscopia em mais de 90% das mulheres

(Marino, 2006).
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Figura 1. Principais locais da endometriose dentro da pelve e do abdomen.

Fonte: Figura modificada de Olive e Pritts, 2001.

Posteriormente, avaliou-se que esse processo era quase universal entre as
mulheres e somente algumas desenvolviam endometriose. Pesquisadores cogitaram
entdo a existéncia de fatores imunoldgicos na etiopatogenia da doenca (Nothnick,
2001). A endometriose ocorreria devido a uma alteracdo da resposta imunologica ao
tecido endometrial refluido pelas trompas, como uma explicagdo para a origem ¢ a
manutencao da lesao endometrial (Lebovic ef al., 2001). Os estudos para a avaliagdo das
funcdes imunoldgicas em pacientes com a doenga sdo diversos (Marino, 2006).

A metaplasia celomica foi uma teoria descrita por Meyer, em 1919, em que
células do epitélio celomico (tecido do qual derivam a mucosa de quase todo o trato
genital e o epitélio germinativo) transformar-se-iam, por metaplasia (alteracdo
reversivel em que um tipo celular adulto — epitelial ou mesenquimal — € substituido por
outro tipo celular adulto), em células endometriais em sitios estranhos a cavidade
uterina. Isto explicaria a presenga de implantes endometridticos em locais longe da

pelve como pulmdes, figado, dentre outros (Witz, 2002).
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As diversas teorias reforcam a ideia de que a endometriose ¢ complexa e
multifatorial, e que a suscetibilidade em apenas algumas mulheres ¢ devida a (1) maior
exposi¢ao a residuos menstruais, (2) ao endométrio eutdopico anormal, (3) ao ambiente
peritoneal alterado, (4) ao aumento da capacidade angiogénica, (5) a atividade
inflamatoria, (6) a expressao aumentada de moléculas de adesao e (7) apoptose reduzida

(Treolar et al., 2005; Lima et al., 2006; Ulukus et al., 2009).

1.1.3 Sintomatologia

Os sintomas sdo altamente varidveis e existem mulheres assintomaticas que
descobrem a doenga quando se submetem a investigacdes para a infertilidade. Pacientes
podem apresentar dismenorréia (popularmente conhecida como colica menstrual), dor
pélvica cronica, dispareunia (dor genital durante o ato sexual), infertilidade
(incapacidade temporaria ou permanente de gerar um filho ou de levar uma gravidez até
seu termo natural), menorragia (sangramento excessivo e/ou prolongado durante o
periodo menstrual) e metrorragia (hemorragia uterina em qualquer outro momento que
nao a menstruacdao). Outros sintomas podem estar relacionados a doenga como dor
durante a ovulagao e fadiga cronica (Jackson e Telner, 2006).

A endometriose pode ter comportamento diferente do esperado quanto a
sintomatologia clinica. Pacientes diagnosticadas laparoscopicamente com endometriose
minima apresentam sintomas exacerbados em relagdo as manifestacdes de dor e/ou
infertilidade. Nao ¢ infrequente o diagnostico ocasional de pacientes em graus mais
avancados da doenca e que sdo completamente assintomaticas quanto aos sintomas

clinicos e a possibilidade de gravidez (Bedone, 1994).

1.1.4 Epidemiologia

A epidemiologia da endometriose apresenta dados conflitantes. Porém, acredita-
se que o estresse, € a consequente acdo do sistema imunoldgico, a menarca precoce, a
diminuic¢do da paridade e a postergacdo da primeira gestagao estejam envolvidos com o
aparecimento da doenga (Ribeiro Junior, 2009).

A exata incidéncia da doenca ¢ desconhecida e complexa de ser determinada

devido a variabilidade dos sintomas e a defini¢do diagnéstica, que necessita de
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abordagem cirrgica. No entanto, estima-se que 18% das mulheres em idade
reprodutiva sdo afetadas e, a maioria exprime sintomas debilitantes (Prowse et al.,
2005).

Aproximadamente, em 4% dos casos hd queixa de disuria (sensacao de
dificuldade, dor ou “queimagdo” ao urinar) devido ao envolvimento da bexiga. Outras
pacientes podem ser assintomaticas (Dentillo, 2007). Entretanto, quando consideradas
somente as pacientes com dor pélvica e com infertilidade, a incidéncia de endometriose

aumenta para 87% (Ozawa, 2006).

1.1.5 Caracteristicas morfologicas e Classificacao

A classificagdo da endometriose foi organizada e proposta pela Sociedade
Americana de Medicina Reprodutiva (Admerican Society for Reproductive Medicine -
1997) e apresenta quatro estagios: forma minima (estagio I), leve (estagio 1), moderada
(estagio III) e severa (estagio IV).

Quanto a morfologia, ainda de acordo com a Sociedade Americana de Medicina
Reprodutiva (1997), os implantes podem ser variaveis em relagdo as formas e as
coloragdes. Os implantes endometridticos sdo semelhantes a pequenas manchas planas
ou bolhas sobre a superficie pélvica. As lesdes podem ser claras, brancas, vermelhas,
marrons, azuis ou pretas. A severidade ¢ o curso da doenga sdo imprevisiveis, pois
depende de fatores como a quantidade de implantes, se hd ou ndo invasdo do peritonio.

As lesdes vermelhas sdo mais agressivas, ativas, elevadas e histologicamente
semelhantes ao epitélio eutopico proliferativo. Correspondem ao estagio I e acredita-se
que sejam mais vascularizadas e com maior poder invasivo. As lesdes negras
correspondem ao estdgio mais avangado da endometriose e também sdo ativas. Ja as
lesdes brancas sao inativas e menos vascularizadas. Apresentam um aspecto cicatricial e
surgem apos as lesdes negras (Meola, 2008). As figuras 2, 3 e 4 apresentam algumas
lesdes com suas variagdes de forma e coloragdo por laparoscopia.

Quando os cistos endometridticos estao presentes no interior do ovario recebem
a denominacao de endometriomas ou ‘“cistos de chocolate”. A colora¢do marrom ¢
devido ao sangue que escurece com o passar do tempo. Os endometriomas se

comportam de maneira diferente que a endometriose em outros tecidos devido a alta
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concentragdo de hormoénios e fatores de crescimento presentes no interior do ovario

(Ribeiro Junior, 2009).

Figura 2. Agrupamento de endometriose vermelha no corno

tubério. Fonte: Ribeiro Junior, 2009.

Figura 3. Lesdo branca com pontos de sangramento.

Fonte: Ribeiro Janior, 2009.
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Figura 4. Lesdo negra, azulada ou arroxeada, pregueada, associada a uma
cicatrizacdo em forma de estrela decorrente de sangramento tecidual e
retengdo de pigmentos sanguineos.

Fonte: Ribeiro Janior, 2009.

1.1.6 Atividade Fisica

A atividade fisica regular teria um efeito protetor em mulheres que a praticam
por reduzir os niveis de estrogénio, dessa forma as mulheres apresentariam um risco
significativamente menor de endometriose em cerca de 70%, devido a melhora da
imunidade. No entanto, esses efeitos dependem da época de inicio e da frequéncia com

que a atividade ¢ desempenhada (Cramer et al., 1986; Dhillon e Holt, 2003).

1.1.7 Idade

A doenga ¢é estrogénio dependente, portanto estd relacionada ao periodo
reprodutivo da mulher. Raramente a doenga ¢ identificada apos esse periodo. Cerca de 2
a 5% das mulheres pds-menopausa sdo afetadas (Moen et al., 1997; Manero et al.,
2009). Nao foram encontrados estudos que indiquem a relagdo entre idade e gravidade
da doenca. Até a idade de 35 anos a taxa clinica de incidéncia apresenta uma
ascendéncia acentuada e, ap6s 44 anos a taxa cai consideravelmente (Mangtani e Booth,

1993).
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1.1.8 Etnia

Existem controvérsias quanto a relagdo entre a endometriose e a etnia. Um
estudo mostrou que na raca amarela a endometriose ¢ mais prevalente enquanto que na
raga negra ¢ de rara incidéncia (Mangtani e Booth, 1993). Outra pesquisa relatou que a
incidéncia da patologia ¢ 40% mais baixa em mulheres afro-americanas ou hispénicas
do que em mulheres caucasianas. Quando comparadas mulheres caucasianas com
asiaticas a mesma relagdo ndo foi encontrada. Argumenta-se que a incidéncia da doenga
em mulheres afro-americanas ndo ¢ legitima, devido a deficiéncia do acesso aos
cuidados com a saude. Além disso, acredita-se que os diagnosticos sejam mal
estabelecidos e que elas sejam classificadas como portadoras de doenga inflamatoria

pélvica e ndo endometriose (Missmer et al., 2004).

1.1.9 Fumo

Mulheres que possuem o héabito de fumar e consomem mais de 20 cigarros por
dia apresentam niveis de estrogénio circulante menor que as nao fumantes.
Consequentemente, apresentam menor incidéncia da doenca (Cramer et al., 1986;
Hediger et al., 2005). Este resultado nao foi obtido na pesquisa de Parazzini e
colaboradores (1989) que ndo encontraram diferenca estatisticamente significativa entre

fumantes e nao fumantes ¢ a incidéncia da doenca.

1.1.10 Historico familiar

A associacdo entre genética e o crescimento de tecido endometrial ectopico foi
baseada em estudos familiais, que evidenciaram a maior incidéncia da doenga em
parentes de primeiro grau de mulheres afetadas (de 4,3 a 6,9%) em relagdo a parentes de
mulheres ndo afetadas (de 0,6 a 2,0%) (Moen e Magnus, 1993; Simpson e Bischoff,
2002; Stefansson et al, 2002). Acredita-se que ela seja herdada de modo
poligénico/multifatorial, ou seja, o fenodtipo ¢ determinado pela combinagdo de
multiplos genes e fatores ambientais (Velebil et al., 1995; Fraser, 2008). Quando a
doenga ocorre familialmente tende a ser mais severa se comparada aos casos

esporadicos (Kennedy et al, 1996; Attar et al., 2010; Nouri et al., 2010). Existem
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estudos sobre influéncia genética em gémeas que demonstraram o aumento da
concordancia em gémeas monozigéticas quando comparado com gémeas dizigoticas

com heranga de 51% (Treloar et al., 1999).

1.1.11 Infertilidade

As questdes fisiopatoldgicas e terapéuticas a respeito da associacdo entre
endometriose e infertilidade permanecem obscuras e a relagdo ¢ controversa. No
entanto, varios dados evidenciaram a diminui¢do de fecundidade (Castelli, 2008; Dib,
2010). A literatura relata que 25 a 50% das mulheres inférteis apresentam a doenca e
que 30 a 50% das mulheres afetadas sdo inférteis (The Practice Committee of the
American Society for Reproductive Medicine, 2004).

Um estudo foi desenvolvido em longo prazo com 28 mulheres, que obtiveram o
diagnéstico de endometriose na adolescéncia, comparando as formas graves e leves de
endometriose e sua fecundabilidade. A populagdo amostral ¢ relativamente pequena,
mas corrobora para fatos observados na populacdo em geral, que ha uma relagao inversa
entre a progressao da doenga e a fecundabilidade (Ventolini et al., 2005).

Alguns mecanismos tém sido propostos com o intuito de esclarecer a associagao
entre a endometriose e infertilidade como (1) distor¢do da anatomia pélvica causada por
adesOes endometrioticas que podem prejudicar a liberacdo do odcito ou inibir seu
transporte; (2) alteracdo da funcdo peritoneal em pacientes com a doenga devido ao
aumento do volume do fluido peritoneal, ao aumento da concentragdo de macréfagos
ativados, prostaglandinas, interleucina 1 (IL-1), TNF (tumor necrosis factor) e
proteases. Essas alteragdes causariam efeitos adversos no oocito, no espermatozoide e
no embrido; (3) falha de implantagdo causada pela reducdo da expressao endometrial
durante a fase de implantacao (Meola, 2008).

As alteragdes anatomicas existentes em mulheres com endometriose em estadio
mais avangado, como obstrucao tubdria e aderéncias entre as estruturas pélvicas, podem
explicar a relacdo entre endometriose e infertilidade, pois ha comprometimento da
postura ovular, da captagdo do odcito e/ou transporte do embrido. J4 os mecanismos
pelos quais a endometriose causa infertilidade em pacientes que nao possuem
modifica¢des anatdmicas significativas ainda ndo sdo bem conhecidos (Ribeiro Junior,

2009).
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1.1.12 Aspectos genéticos da endometriose

Diversos aspectos do sistema reprodutivo feminino sdo influenciados e muitos
sao os estudos que tém conseguido identificar genes suscetiveis para desordens na
fertilidade feminina como ocorre na sindrome do ovario policistico, na endometriose, no
cancer (ovario, vulva, cervical), na falha ovariana prematura, no aborto recorrente ¢ na
pré-eclampsia (Levanat et al., 2004; Modugno, 2004; Ferreira et al., 2006).

O polimorfismo genético ¢ caracterizado pela presenca de diferentes versdes de
uma sequéncia de DNA (alelos), em um determinado local do cromossomo (16cus) e
apresenta uma frequéncia superior a 1% nos cromossomos da populagdo em geral. Ja a
mutacao faz referéncia a qualquer mudanca permanente na sequéncia de nucleotideos
ou DNA e sua frequéncia na populacdo ¢ inferior a 1% (Willard, 2002).

A endometriose ¢ alvo de diversos estudos e com os avancos da biologia
molecular ¢ possivel aprofundar-se nas pesquisas sobre a expressdo, regulacao e heranga
de genes na endometriose. Diversas sdo as pesquisas que tém sido realizadas com o
intuito de estabelecer a associacdo entre a doenca e genes candidatos, como genes
envolvidos na inflamagao, na sintese de esteroide, na desintoxicagdo, no metabolismo
de estrogeno, na apoptose, na regulacdo do ciclo celular, além de fatores de
crescimento, moléculas de adesdo, receptores de hormonios, oncogenes e sistemas
metabodlicos (Hansen e Eyster, 2010). Varios dados da literatura médica favorecem a
existéncia de uma associacdo entre as variantes polimorficas, em diversos genes, € a
endometriose (Falconer et al., 2007; Hansen e Eyster, 2010). Alguns estudos
populacionais demonstraram que mulheres com endometriose apresentam risco
estatisticamente significativo de desenvolver varios tipos de céancer (Brinton et al.,
1997; Olson et al., 2002; Melin et al., 2006).

Diversos genes envolvidos na detoxificagdo de xenobidticos t€ém sido estudados
quanto a sua relacdo com a endometriose, pois a exposi¢cao ambiental, principalmente a
dioxina, parece estar envolvida na etiologia da doen¢a (Hadfield et al., 2001; Arvanitis
et al., 2003; Falconer et al., 2007; Montgomery et al., 2008). As enzimas CYPs estdo
envolvidas na fase I do processo de biotransformacao e a mais estudada ¢ a CYP1Al. O
polimorfismo de restrigdo Mspl ¢ resultado da transicdo de uma timina para uma

citosina (T = C) e promove o aumento da sua expressdao (Arvanitis et al., 2001). As

26



variantes genéticas na regulacdo, expressao e atividade dos genes de fases I e II podem
influenciar a suscetibilidade a certos tipos de doengas (Rossit ez al., 2000).

Um fato que auxilia na explicagdo da persisténcia das lesdes endometrioticas
fora da cavidade uterina € a resisténcia a apoptose, causada pela desregulacao de
moléculas pré-apoptoticas menos expressas, como a proteina p53, e moléculas anti-
apoptdticas mais expressas, como Bcl-2 (Dentillo, 2007). Estudos sugerem que ha uma
baixa suscetibilidade a endometriose quando a arginina esta presente em homozigose no
gene TP53 (Arg/Arg). J& quando a prolina esta presente, seja em homozigose ou
heterozigose, existe maior suscetibilidade ao desenvolvimento da endometriose. Outros
ainda demonstraram que o alelo prolina (homozigose ou heterozigose) estava presente

nas formas mais severas da doenca, enquanto outros ndo demonstraram associacao e

sugeriram fatores ambientais e varios genes estavam relacionados com a doenga

(Ribeiro Juanior, 2009).

1.2. Biotransformacao de Xenobioticos

Os individuos estdo expostos diariamente a uma variedade de xenobidticos
(compostos estranhos ao organismo) que podem ser absorvido pelos pulmdes, pela pele
ou por ingestdo. Sdo de origem natural ou sintética e incluem farmacos, aditivos
alimentares, pesticidas, toxinas, substancias quimicas de uso industrial e poluentes
ambientais. Podem tanto ser inofensivos quanto provocarem respostas biologicas de
natureza farmacoldgica ou toxica. (Sipes & Gandolfi, 1991; Parkinson, 2001; Franco e
Franco, 2003).

A eliminacdo desses compostos ocorre pela urina, bile, fezes, ar expirado e
transpiragcdo e, quando ndo sdo volateis, sua eliminagdo depende da solubilidade da
molécula em meio aquoso. Portanto, xenobiodticos mais hidrossoluveis podem ser
eliminados de forma inalterada. No entanto, moléculas lipofilicas dependem
essencialmente de processos de biotransformacgao para que possam ser eliminadas, visto
que tendem a permanecer e se acumular no organismo ja que os meios usuais de
eliminacdo (urina e fezes) sdo aquosos. Entdo esses compostos lipofilicos sdo
transformados fisico-quimicamente e adquirem caracteristicas hidrofilicas com o intuito
de facilitar sua excrecdo. Caso contrario a acumulacdo causaria danos ao material

genético e poderia comprometer o organismo. De modo geral, a modificagdo quimica
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dos xenobidticos lipofilicos facilita a sua eliminacdo e por esse fato a biotransformacao
¢ considerada um processo de desintoxicacao (Kalant, 1991; Rocha, 2004).

A biotransformacao ¢ a mudanga quimica pela qual o xenobiotico € submetido
no organismo, por reagdes quimicas, sob a acdo de enzimas especificas e/ou
inespecificas (Meyer, 1996). O processo de metabolizagdo de compostos xenobidticos
representa um mecanismo de protecdo das células (Hayes e Pulford, 1995). Essas
enzimas atuam nas diferentes fases do processo bioquimico e sdo determinadas
geneticamente (Korolkovas e Burckhalter, 1988; Nora e Fraser, 1985; Lehninger et al.,
1995). Sao encontradas em praticamente todos os orgdos, como rins, pulmdes, pele,
cérebro, intestino delgado, coracdo, testiculos e placenta, mas suas atividades se
concentram, principalmente, no figado. (Watkins, 1992). Podem ainda ser encontradas
no reticulo endoplasmatico (microssomos), na fragao soltvel do citoplasma (citosol) e,
em pequenas quantidades na mitocondria, no ntcleo e nos lisossomos (Rocha, 2004).

O efeito biolégico do xenobidtico também pode ser alterado no processo de
biotransformagdo (Vermeulen, 1996; Parkinson, 2001). Diversos sdo os farmacos que
inicialmente precisam ser biotransformados para que possam exercer seu efeito
terapéutico, assim como alguns xenobioticos apresentam efeitos toxicos somente apos o
processo de transformagdo. Esse processo pode ainda gerar metabolitos intermedidrios
muito reativos que podem se ligar a proteinas e acidos nucleicos causando
citotoxicidade e genotoxicidade, ao contrario das moléculas as quais o organismo foi
inicialmente exposto (Omura, 1999). No entanto, em sua maioria, a biotransformacao
resulta na diminui¢ao do efeito terapéutico ou do efeito toxico dos xenobioticos (Rocha,
2004).

A velocidade da reagdo depende da concentracdo de citocromo P450, da
propor¢ao das isoformas, da afinidade pelo substrato e da competi¢do entre substratos
endogenos e exogenos. A velocidade também ¢ afetada por outros fatores como
genéticos (polimorfismos), fisioldgicos (doengas, idade, sexo) e ambientais (poluentes e
substancias quimicas industriais) ou pelo uso concomitante de outras drogas. Tais
fatores podem promover a inibi¢do ou a inducao da velocidade de biotransformagao

(Franco e Franco, 2003).
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1.2.1 Fases da Biotransformacao

As reagoes de biotransformacao catalisadas pelas enzimas podem ser agrupadas
em duas fases que sdo sequenciais: fase I e fase 1. A fase I envolve as enzimas
microssomais ¢ inclui as reagdes de oxidacao, redugao ou de hidrolise. Essas reagoes
introduzem ou expdem um grupo funcional quimicamente reativo (-OH, -NH2, -SH ou
—COOH) na molécula do xenobidtico. Elas podem ativar, inativar ou inalterar as
atividades de certo compostos. Tais reacdes que, geralmente, promovem um discreto
aumento da hidrossolubilidade em relacdo a molécula original, fornecem os grupos
funcionais que possibilitam as reagdes de fase II de conjugagdo a um composto
endogeno. Os metabdlitos conjugados sdo soluveis em agua e encontrados na urina e
nas fezes (Gandolfi e Sipes, 1991; Gibson e Skett, 1994; Parkinson, 2001).

As reagdes de fase II podem ou ser precedidas pelas reagdes de fase I e sdo
caracterizadas por reagdes de conjugagdo com o intuito de inativar o produto da fase I,
caso ele ainda ndo tenha sido inativado (Kalant, 1991). Caso o composto apresente
grupos funcionais adequados a conjugacao pode acontecer sem que ocorra a fase [. Em
casos excepcionais, os produtos da fase II podem ser substratos para as reagdes
catalisadas pelas enzimas de fase I. A fase II inclui glicuronidagdo, sulfatagao,
acetilacdo, metilagao, conjugacdo com glutationa, aminoacidos e acidos graxos (Sipes e
Gandolfi, 1991; Gibson e Skett, 1994; Parkinson, 2001). Nessas reacdes, o metabolito
oriundo da fase I ou o xenobiotico ¢ ligado de forma covalente a uma macromolécula
(exemplo: 4cido glicurdnico, glutationa, sulfatos inorganicos e aminodcidos), por meio
da glutationa S-transferase (GSTs) e UDP-glucuroniltransferases (NATs) que
funcionam como enzimas inativadoras dos produtos da fase I, gerando um conjugado
hidrossoluvel passivel de ser eliminado pelas vias renal e biliar (Sipes e Gandolfi, 1991,
Gibson e Skett, 1994).

O sistema citocromo P450 (CYP: cy= cytochrome e P= pico de absorbancia) ¢ o
sistema enzimatico mais importante que participa das reagdes de fase I e estd presente
nas membranas do reticulo endoplasmatico ou fragdo microssomal das células de
diversos tecidos, principalmente figado, rins e intestino. Algumas enzimas de
conjugacdo (fase II) sdo soltveis e encontradas livres na fragdo citosélica. Outras
também sdo encontradas na fragdo microssomal como as UDP-glucuronosiltransferases

(Gibson e Skett, 1994; Parkinson, 2001).
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Das enzimas GSTs as mais estudadas sdo as GSTT1 e GSTM1. O gene GSTM1
possui polimorfismo, com dois alelos funcionais ativos, que apresentam a mesma
eficiéncia metabodlica, e um alelo inativo que ndo ¢ capaz de sintetizar seu produto
proteico devido a grande dele¢do no gene. Individuos homozigoticos para o alelo
GSTMI1 nulo sdo tidos como grupo de risco, principalmente se expostos a elevados
niveis de carcindgenos e compostos quimicos, pois apresentam defeito enzimatico em

seus sistema de detoxifica¢do (Baranova et al., 1987).

1.2.2 Citocromos P450

Os citocromos P450 compdem uma familia de hemeproteinas (apresenta o
grupamento prostético heme em sua estrutura) que sdo encontradas em todo o reino
biolégico, procarioto e eucarioto, e possuem papel fundamental no processo de
transformacdo oxidativa de moléculas endogenas e xenobioticos (Gotardo, 2006). Estao
presentes na membrana do reticulo endoplasmatico de plantas, fungos e animais e na
membrana interna das mitocondrias de células animais (Williams et al., 2000).

O sistema enzimatico citocromo P450 ¢ composto por:

v" Citocromo P450: é o principal componente do sistema enzimatico oxidativo.
Essa denominagdao foi criada por Omura e Sato, no ano de 1964, e faz
correspondéncia ao pico de absor¢do espectrofotométrica no comprimento de
onda de 450nm pelo complexo formado com o monoxido de carbono. Todos os
citocromos descritos até entdo apresentam como grupo prostético o heme ou
ferroprotoporfirina IX sendo considerada uma hemeproteina.

v" NADPH-citocromo P450 redutase ou NADPH-citocromo C redutase: enzima
intermediaria, flavoproteina, que contem quantidades equimolares de flavina
mononnucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD). Existe ainda
outro grupo enzimdtico, NADH-citocromo b5 redutase, que acompanha o
citocromo P450 e funciona como um doador adicional de elétrons. O citocromo
b5 transfere elétrons do NADH e tem como funcao estimular a atividade dos
CYPs. As enzimas necessitam de um agente redutor, a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) e o oxigénio molecular. Uma molécula de

oxigénio ¢ consumida por uma molécula de substrato. Um atomo de oxigénio
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aparece no produto e o outro aparece sob a forma de dgua (Oga ef al.,, 1988;

Sipes e Gandolfi, 1991; Oga, 1996; Parkinson, 2001; Montellano, 2004).

Esse sistema enzimatico estd envolvido em diversos processos que sao
importantes alvos de estudo na medicina como: 1) inativa¢ao ou ativagao de agentes
terapéuticos; 2) conversao de produtos quimicos em moléculas muito reativas capazes
de gerar dano celular indesejado, morte ou mutagdes; 3) producdo de hormonios
esteroides; 4) metabolismo de acidos graxos e seus derivados (Masters e Okita, 1980).
Apresenta uma variedade de substratos como vitaminas, esterdides, acidos graxos,
prostaglandinas, aminas e xenobioticos em geral (drogas, carcindgenos ambientais,
antioxidantes, solventes, anestésicos, corantes, pesticidas, produtos derivados de
petroleo, alcoois dentre outros) (Conforti, 2004).

Klingeberg descobriu o citocromo P450 monooxigenase, no ano de 1958, em
microssomos do figado de ratos (Omura, 1999). E uma hemeproteina que, ligada ao
monoéxido de carbono, produz um unico pico de absorcdo Otica em 450nm. Tal
propriedade diferencia a hemeproteina das demais proteinas conhecidas. Em 1963,
descobriu-se sua funcdo sobre as reagdes de oxidacdo de diversas drogas nos
microssomos do figado (Estabrook, Cooper e Rosenthal, 1963).

O surgimento das formas primarias de CYP ocorreu antes mesmo da divergéncia
entre procariotos e eucariotos e possivelmente sua fungao era de metabolizar compostos
enddgenos e ndo xenobiodticos. As CYPs comprovadamente capazes de metabolizar
xenobidticos surgiram ha aproximadamente 500 milhdes de anos. A teoria sugerida para
o aparecimento das primeiras CYPs foi a coevolugdo de animais e plantas, uma pressao
seletiva em prol das enzimas com propriedades de metabolizagdo de toxinas produzidas
pelas plantas, estas consumidas pelos animais (Costa, 2011).

Nos mamiferos estdo presentes em todas as células, exceto nos globulos
vermelhos maduros e nas células musculares esqueléticas, ¢ sdo as principais
representantes das monooxigenases (Masters e Okita, 1980). Sdo capazes de catalisar
uma diversidade de reagdes de oxidagdo de muitos compostos de estruturas diferentes
como a hidroxilacdo de carbonos saturados, a oxida¢ao de heteroatomos, as reagoes de
desalquilacdo e oxidagdo de aromaticos, dentre outras. Os citocromos P450 utilizam
dois elétrons (fornecidos por enzimas redox) para ativar o oxigé€nio molecular e

transferir um Gnico atomo de oxigénio ao substrato (Montellano, 2004; Denisov, 2005).
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As diversas enzimas da familia do citocromo P450 apresentam em comum a
absorbancia maxima de 450nm do complexo formado pelo heme em sua forma reduzida
(Fet+?) e o monoxido de carbono (Omura e Sato, 1964). Quanto a nomenclatura, as
enzimas CYP estdo agrupadas em familia, subfamilia e isoforma de acordo com as
semelhancas sequenciais, com a homologia dos genes correspondentes. Dessa forma, o
nimero arabico ap6s o prefixo CYP ¢ designado para a familia e a letra a seguir indica a
subfamilia (exemplo: CYPIA). O numero seguinte indica a isoenzima especifica
(CYPI1AL1). Esse sistema de nomenclatura ¢ utilizado universalmente. A sequéncia de
proteinas entre membros de uma mesma familia apresenta homologia de 40%, enquanto
que numa subfamilia a identidade € de 55% (Nebert et al., 1991; Scott, 1999).

De uma forma geral, as enzimas citocromo P450 microssomais hepaticas de
cada familia pertencem a uma unica subfamilia. A excecdo ¢ a familia CYP2 que
contém 5 subfamilias (CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D e CYP2E). Em humanos, sido
conhecidas até o momento 57 isoformas de P450 e em 12 as funcoes sdo desconhecidas,
15 sdo responsaveis pelo metabolismo de xenobidticos e as demais atuam no
metabolismo de compostos endogenos. A maioria dos xenobidticos ¢ metabolizada
pelos genes das familias CYPI, CYP2 e CYP3 e os mais importantes na producdo de
metabolitos secundérios capazes de induzir dano ao DNA sdao CYPIAI, CYPIA2,
CYPIBI, CYP2EI e CYP3A44. A tabela 1 apresenta os diversos citocromos € suas
principais fungdes (Nelson et al., 2004; Seliskar, Rozman, 2007; Costa, 2011).

Tabela 1. Citocromos P450 em humanos e suas principais fungdes

Citocromos P450 Principal func¢éo

CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2A13, | Metabolismo de xenobioticos
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2CI8,
CYPAC19, CYP3D6, CYP2E1, CYP2FI1,
CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7

CYP2A7, CYP2S1, CYP2WI1, CYP3A43, | Fun¢des desconhecidas
CYP4A22, CYP4F11, CYP4F22, CYP4V2,
CYP4X1, CYP4Z1, CYP20, CYP27C1

CYP11A1, CYP11B1, CYP11B2, CYP17, | Sintese do hormonio esterdide
CYP19, CYP21A2
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CYP7A1, CYP7BI, CYP8BI, CYP27Al, | Sintese da bile

CYP39

CYP46, CYP51 Biosintese do colesterol

CYPIBI Metabolismo do andrégeno, metabolismo do
acido retindico

CYP26A1, CYP26BI1, CYP26C1 Metabolismo do acido retindico

CYP2R1 Hidroxilagdo do carbono 25 (C-25) da
vitamina D3

CYP24 Hidroxilagdo do carbono 24 (C-24) da 1,25-
diidroxi-vitamina D3

CYP27B1 Hidroxilagdo do carbono 24 (C-24) da 25-
hidroxi-vitamina D3

CYP4A1l1, CYP4B1 Hidroxilagao de 4cido graxo saturado

CYP2U1 Hidroxilagdo de cadeia longa de acido graxo

CYP2J2 Epoxidacdo do acido araquidonico

CYP5A1 Sintese do tromboxano

CYP4F8, CYP8A1 Sintese de prostaglandinas

CYP4F12, CYP4F2, CYP4F3 Metabolismo de leucocitos

Fonte: Seliskar, Rozman, 2007

Essa classificagdo ndo ¢ absoluta, visto que uma mesma molécula pode ser substrato para as diversas
isoenzimas citocromo P450 e ainda, cada isoforma de CYP aceita uma série de substratos com ampla
diversidade de estruturas quimicas. Assim, CYPs envolvidos no metabolismo de xenobidticos também

podem participar da transformagdo de substratos endégenos (Parkinson, 2001).

Variaveis como o 6rgdo, a idade, a saude, o sexo, o estresse € a exposi¢ao as
substancias quimicas determinam os tipos e a quantidade de citocromo P450 (Gandolfi
e Sipes, 1991; Gibson e Skett, 1994). O aumento na atividade dessas enzimas pode ser

resultado de (1) duplicagdo génica que promove a super expressdo de uma enzima
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citocromo P450; (2) a indugdo da sintese de citocromo P450 (aumento da transcri¢ao ou
estabilizacio de RNA mensageiro) por exposicdo a fatores ambientais como os
xenobiodticos ou ainda (3) estabilizacdo da enzima (apoproteina) ja existente por
exposi¢ao a um xenobidtico. Ja a diminuicdo na atividade das enzimas pode ser devido
a (1) uma mutagdo capaz de bloquear a sintese de uma enzima CYP ou levar a sintese
de uma enzima inativa ou cataliticamente comprometida; (2) uma exposi¢do a algum
fator ambiental (doencas infecciosas, ou xenobidticos) que suprime a expressdo da
enzima citocromo P450 ou (3) exposi¢do a um xenobidtico capaz de inibir ou inativar a

enzima CYP pré-existente (Parkinson, 2001).

1.2.3 Polimorfismo genético no gene CYPIA1

O CYPIAI esta localizado no cromossomo 15q22-q24 e apresenta sete exons. A
isoenzima CYP1A1 ¢é capaz de metabolizar mais de vinte substratos. Sua fun¢do ¢ a
detoxificagdo de xenobioticos nos seres humanos como os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs), em produtos fenolicos e epoxidos, aminas heterociclicas e aminas
aromaticas (Gonzalez et al., 1998; Lewis, 1996; Scott, 1999; Parkinson, 2001; Costa,
2011).

O gene CYPIAI é amplamente expresso em tecidos extra-hepaticos e ¢ um dos
trés membros da familia CYPI1. A indugdo da expressdo do gene ocorre pela ligagao do
composto indutor ao receptor. Isto ativa a transcri¢do de outros genes responsaveis por
codificar proteinas envolvidas na metaboliza¢do de xenobioticos (Hawajiri et al., 1993).

Na literatura hé a descricdo de dois polimorfismos associados ao gene CYPIA. O
polimorfismo ml (CYPIAIml), ou CYPIAI*2A4, apresenta uma transi¢do de
nucleotideos, T = C, que acontece no exon 7 com 1194 pb, na regido 3’ ndo
codificadora. Essa mudanga cria um novo sitio de clivagem para Mspl e leva a um
aumento da atividade catalitica da enzima que pode conferir uma suscetibilidade
aumentada ao cancer. Isto se deve ao fato de haver uma maior ativagao de pro-
carcinogenos na fase I da biotransformagdo (Goto et al., 1996; Fontana et al.,, 1998;
Honma et al., 2009). No polimorfismo m2 (CYP1A41*2B) ha a transi¢ao de A = G que
acarreta na substitui¢do de um aminoacido valina por isoleucina no cédon 462 que afeta
a regido de ligagdo heme da enzima (Miyoshi e Noguchi, 2003; Slattery et al., 2004; Li
et al., 2005).
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Existe uma grande variabilidade na capacidade de ativar ou inativar compostos
com potencial genotoxico ou carcinogénico e isso €, provavelmente, influenciado pelos
polimorfismos dos genes que codificam as enzimas de metabolizagdo (Lang e Pelkonen,
1999; Canalle et al., 2004). O polimorfismo ¢ capaz de determinar a eficiéncia ou
deficiéncia do metabolismo das drogas e outros compostos (Ingelman-Sundberg, 2004).
Dessa forma, dependendo do tipo de reagao mediada pelas enzimas, os polimorfismos
podem conferir vantagens ou desvantagens na suscetibilidade a certas patologias (Daly

etal., 1993).

1.3 O gene TP53 (Tumor Protein 53)

A proteina codificada pelo gene TP53 foi descoberta em 1979 por dois grupos de
pesquisadores. Um deles era liderado por David Lane da Universidade de Dundee, no
Reino Unido, e o outro por Arnold Levine da Universidade de Princeton, nos Estados
Unidos da América (Lane e Crawford, 1979; Linzer e Levine 1979). Eles identificaram
a proteina p53 que formava um complexo com o antigeno T do virus simio 40 (SV-40)
em células hospedeiras (Lane e Crawford, 1979). Inicialmente, acreditava-se que era
uma proteina codificada por um oncogene devido ao fato de o antigeno T ser uma
oncoproteina viral e da descoberta de grandes concentracdes de pS3 em células tumorais
ou transformadas (Crawford et al., 1984). Porém, essa hiper-expressao era resultados de
algumas formas mutantes do gene (Linzer e Levine, 1979).

Em 1989, demonstrou-se que o tipo selvagem de 7P353 era capaz de inibir a
transformac¢do maligna de células e o crescimento de linhagens defeituosas através da
acdo de sua proteina p53. A partir de entdo o gene passou a ser considerado como
supressor tumoral (Finlay, Hinds e Levine, 1989; Baker ef al., 1990).

Os genes supressores de tumor sdo genes que codificam proteinas capazes de
regular negativamente o crescimento e a sobrevivéncia celular, o que diminui a
proliferacdo maligna de células (Donehower, 2005). O gene 7P53 ¢ um dos supressores
tumorais mais estudados e estd situado no braco curto do cromossomo 17 (regido
p13.1), possui peso molecular de 20Kb e ¢ constituido por 11 éxons, no qual o primeiro
¢ ndo codificante. O seu produto de transcricdo ¢ a fosfoproteina nuclear p53 de 53
quilodaltons (kDa) e 393 aminodcidos. Os éxons 2, 4, 5, 7 e 8 sdo os responsaveis pela

codificagdo de 5 grupos de sequéncias de aminoacidos (dominios) da proteina. Cada
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dominio da proteina tem uma funcdo especifica (May e May, 1999; Ortega, 2002;
Sutcliffe e Brehm, 2004; Levine et al., 2006; Bojesen e Nordestgaard, 2008).

O gene TP53 faz parte de uma familia de genes altamente conservados que
apresenta outros dois membros: 7P63 ¢ TP73. Os trés regulam grupos similares de
genes, € suas proteinas sdo estruturalmente semelhantes, apresentam dominios de
transativagdo, ligagdo ao DNA (65% de identidade com a p53) e tetramerizagdo,
entretanto apenas o P53 ¢ um supressor tumoral (Yang et al., 2002; Gallo et al., 2005;
Oliveira, 2005).

Mutagdes no gene TP53 sdo uma das alteracdes genéticas mais comumente
encontradas numa variedade de canceres (Hollstein et al., 1994). A mutacdo, por
alteracdo na sequéncia, prolonga a meia-vida da proteina e gera uma hiperexpressao
nuclear. No entanto, devido a alteracdao na estrutura, ela ndo ¢ mais capaz de regular a

proliferagao celular (Smith ez al., 2003).

1.3.1 O polimorfismo Arg/Pro do codon 72 do gene TP53

Os polimorfismos genéticos sao uma forma de alteracdo genética mutacional e
sua frequéncia na populacdo ¢ acima de 1%. Um deles ¢ o Polimorfismo de
Nucleotideos Unicos (SNP = single nucleotide polymorphism) que ¢ uma substitui¢do
de um tunico nucleotideo na sequéncia de DNA. Essas variagoes tém capacidade de criar
ou destruir sitios de reconhecimento de enzimas de restri¢do (Ferreira e Rocha, 2004;
Lima et al., 2006; Bojesen e Nordestgaard, 2008). Em sua maioria, os SNP ndo estdo
associados a um fenotipo caracteristico. Algumas alteragdes ocorrem em sequéncias nao
codificantes do gene e, geralmente, ndo afetam suas fungdes. Ja as que ocorrem nas
sequéncias codificantes podem alterar o produto de transcri¢ao. Assim, a manifestagao,
em alguns casos, pode ser uma suscetibilidade ao cancer uma vez que as proteinas
apresentardo atividades irregulares capazes de desregular a homeostase celular (Lodish
et al., 2002; Lima et al., 2006).

O gene TP53 possui varios polimorfismos diferentes e suas sequéncias
nucleotidicas estdo descritas no banco de dados da Agéncia Internacional de Pesquisa
do Cancer (IARC — International Agency Research on Cancer) em Lyon, na Franga

(Petitjean et al., 2007).
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O SNP do cédon 72 é muito estudado visto que a alteragdo ocorre na sequéncia
codificante do gene e, estd associada a vulnerabilidade a certos canceres (Gallo et al.,
2005; Savage et al., 2006). O codon 72 do éxon 4 tem capacidade de codificar o
aminodcido arginina (pS3Arg) ou prolina (p53Pro) (Bhattacharya et al., 2002; Lattuada
et al., 2004). A simples troca de uma base purica por uma pirimidica (CGC para CCC)
no codon resulta em alteracdo estrutural da proteina p53. O cdédon CGC codifica
arginina ¢ o CCC a prolina (Thomas et al., 1999; Tada et al., 2001). Os dois alelos,
pS3Arg e p53Pro, dio origem a trés genotipos diferentes em humanos: os homozigotos
pS3ArgArg e p53ProPro e o heterozigoto p53ArgPro. Essas variagdes tém demonstrado
possuir diferencas funcionais que alteram a conformagdo da proteina. Tais alteracdes
podem ser visualizadas nos diferentes padroes de migragdo de eletroforese além das
propriedades bioquimicas e bioldgicas diferentes (Harris et al., 1986; Matlashewski et
al., 1987; Thomas et al., 1999; Lattuada et al., 2004). A presenca do residuo Arg72 ou
Pro72 ¢ de fundamental importancia para a ligagdo das proteinas da familia ASSP ao
DNA que estdo relacionadas com o crescimento celular e a apoptose durante a
oncogénese em tumores (Bergamaschi et al., 2006).

Esse polimorfismo ocorre numa sequéncia rica em residuos de prolina
(aminodacidos 61 a 94) e apresenta um dominio de ligagdo SH3 essencial no processo de
apoptose mediado pela p53, porém nao participa do bloqueio do ciclo celular (Walker e
Levine, 1996; Sakamuro ef al., 1997). Estudos destacam que a forma Arg72 possui um
potencial indutor de apoptose superior ao Pro72, cerca de 15 vezes (Dumont et al.,
2003; Sullivan et al., 2004). Acredita-se que um dos fatores seja a maior capacidade da
variante Arg72 se localizar na mitocondria com a consequente liberag@o do citocromo C
no citosol (Dumont et al., 2003). A variante Pro72, por sua vez, tem maior eficacia na
inducdo do bloqueio do ciclo celular na fase G1 e na ativagao dos mecanismos de reparo
p53-dependentes (Thomas et al, 1999; Dumont et al, 2003; Siddique et al, 2006;
Orsted et al., 2007; Bojesen e Nordestgaard, 2008).

As variantes polimorficas do cédon 72 possuem distribuicao €tnica e geografica
distintas. A frequéncia do p53Pro ¢ de aproximadamente 60-70% em afro-descendentes
e de 10-35% em caucasianos. E possivel que o p53Pro seja o alelo mais antigo e sua
frequéncia estd relacionada a exposicdo aos raios ultravioleta (Dumont et al., 2003;
Levine et al., 2006; Murphy, 2006; Bojesen e Nordestgaard, 2008). Ja a frequéncia do

alelo p53Arg em caucasianos ¢ de 70%, aproximadamente (Donehower et al., 2005).
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1.3.2 A proteina pS3

A proteina p53 ¢ um fator de transcri¢cdo, ou seja, liga-se a regiao reguladora do
gene (fundamental para a indugdo da transcricdo pela RNA polimerase) e promove um
efeito inibidor sobre a proliferagdo celular (Kern et al., 1991; Farmer et al., 1992; Lane,
1992). Estd envolvida na regulacdo do ciclo celular, no reparo do DNA lesado e na
apoptose (Soussi e Beroud, 2001). E denominada de “guardid do genoma”, pois sua
regulacdo tem efeitos anti-proliferativos que permitem a preservacao da informacao
genética. (Lane, 1992; Cadwell e Zambetti, 2001). Pelo fato de ser um fator de
transcricdo sequéncia-especifico a proteina tem capacidade de regular todos esses
processos pela interagdo com sequéncias conservadas, geralmente presentes na regiao
promotora de seus genes alvo, e da ligagdo direta a sequéncias ndo especificas no DNA
(Sengupta e Harris, 2005).

Essa proteina apresenta 393 aminodcidos que estdo distribuidos em 5 regides
com fungdes distintas denominadas de dominios funcionais. O dominio inicial é
formado pela extremidade amino-terminal (N-terminal, aminoacidos de 1 a 62) e
contém o dominio de transativacao (aminoacidos de 20 a 60). Logo em seguida, ha um
dominio rico em residuos de prolina (aminoacidos 63 a 97) e a por¢dao central
(aminoacidos 102 a 292). Na extremidade carboxi-terminal (C-terminal) estdo os
dominios de tetrameriza¢do (aminodcidos 323 a 356), o que confere a configuracio
espacial da proteina, e de regulagdo (aminoacidos 363 a 393) (Achatz, 2008).

Os dominios apresentam fungdes especificas e dessa forma cada um atua num
determinado momento da atividade da p53. O dominio de transativagdo ¢ o responsavel
pela ativacdo especifica de certos genes e apresenta um sitio de ligacdo a proteina
HDM?2 (forma humana da proteina MDM?2 - Murine Double minute 2 protein). O
dominio central é o que se liga a sequéncias especificas do DNA. E considerado o
principal dominio da proteina e alvo de 97% das mutacdes de p53 mapeadas em
tumores humanos (Olivier et al., 2002) o que impede a ligagao da p53 ao DNA (Bullock
et al., 2001). O dominio de tetramerizacao ¢ o responsavel pela formacao dos tetrdmeros
de p53, ou seja, a forma ativa (selvagem ou wild-type) da molécula. O dominio
regulatorio tem a fung@o de se ligar ao dominio central de ligagdo ao DNA, regulacao
negativa deste dominio, e impedir a interagdo da proteina com os promotores de genes.

Esse dominio tem capacidade de se ligar ao DNA de forma independente de
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especificidade de sequéncia (Foord et al., 1991; Ozéren e El-Deiry, 2000; van Oijen et
al., 2000; Silva, 2003; Oliveira, 2005; Smith et al., 2007; Madhumalar et al., 2008;
Sauer et al., 2008).

A proteina p53 estd expressa de forma latente numa grande variedade de células
e tecidos, como uma proteina reguladora. Possui vida média curta, cerca de 5 a 20
minutos, ¢ por isso ela ndo se acumula no nucleo exceto quando ¢ estabilizada em
resposta ao estresse. Entdo, quando ndo hé sinais de estresse celular a p53 se encontra
na forma inativa, porém ¢ rapidamente ativada e se acumula diante de ameacas. A
ativagdo ¢ feita pela fosforilagdo e ambas as regides N- e C-terminal apresentam
multiplos sitios de fosforilacdo ativados por quinases (Pluquet e Hainaut, 2001;
Guimaraes e Hainaut, 2002; Silva, 2003; Achatz, 2008).

Diversos sao os sinais de estresse celular que desencadeiam a estabilizagdo e o
acimulo da p53 por meio de modificagdes pos-traducionais como: danos ao DNA
(estresse genotdxico), hipdxia, excesso de sinais de crescimento e de oncogenes
(estresse oncogénico). Assim, permite-se que o DNA seja reparado pela parada da
progressdo do ciclo celular nos pontos de checagem (checkpoints) (Sutcliffe ¢ Brehm,
2004; Oliveira, 2005; Levine et al., 2006).

A quantidade de p53 nas células ¢ determinada pela taxa relativa entre produgao
e degradacdo e, a proteina HDM2 ¢ o principal regulador. Esta proteina ¢ a forma
humana do gene MDM2 (murine Double minute 2 protein). Quando ha excesso de p53
ela se liga a regido regulatéria da MDM2 estimulando sua transcri¢do. Apos a tradugao,
a HDM2 se liga a regido N-terminal da p53 e forma o complexo p53/HDM2 que torna
possivel a passagem da p53 do nucleo para o citoplasma. Neste, hd a adi¢dao de grupos
ubiquitina que levam a degradagdo da p53 pelos proteassomos (processo de proteolise).
Dessa forma, diminui a concentracdo de p53 e, consequentemente, da transcricao de
HDM?2 finalizando o feedback. Diante das ameacgas, o acimulo de p53 ocorre devido a
uma maior estabilidade adquirida pela menor interacdo entre a proteina ¢ a HDM2
(Momand ¢ Wu e Dasgupta, 2000; Alarcon-Vargas e Ronai, 2002; Slee et al., 2004,
Ferreira e Costa, 2004; Achatz, 2008).
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1.3.3 A p53 e o controle do ciclo celular e da apoptose

A proteina p53 regula o crescimento e a proliferagdo das células por meio do
controle do ciclo celular para a promocgao de reparos do DNA lesado. Quando o reparo
celular ndo ¢ possivel a proteina induz a apoptose (Attardi, 2005). A via a ser seguida
pela célula depende de alguns fatores: da natureza e do tamanho do estresse sofrido por
ela, do tecido em que ela se encontra e a sua diferenciagdo celular e ainda da capacidade
da mesma em restaurar o seu DNA lesado. Assim, ¢ possivel garantir a manutenc¢ao da
integridade gendmica e o controle da proliferagdo celular (Ferreira e Oren e Rotter,
1999; Klumb et al., 2002; Rocha, 2004; Achatz, 2008).

Para que a proteina possa desempenhar sua fun¢do regulatéria, as moléculas
devem se associar para a formagdo dos tetrameros. E a partir da fosforilagdo que a
proteina se torna ativa e tem capacidade de regular o ciclo celular ou induzir a morte

programada da célula (Silva, 2003).

1.3.3.1 O ciclo celular

O ciclo celular compreende uma sequéncia ordenada de fases (ou gaps) em que
ocorre a sintese de RNA e proteina. Entre essas fases existem os pontos de checagem
(checkpoint). Sdo mecanismos de controle de qualidade que asseguram que cada evento
do ciclo celular ¢ corretamente terminado antes do proéximo evento ser iniciado
(Kaufmann e Paules, 1996; Ferreira e Rocha, 2004).

A progressdo do ciclo ¢ controlada, em parte, por enzimas denominadas de
ciclinas e de quinases dependentes de ciclinas - CDK - (cyclin-dependent kinase) que se
combinam e atuam em fases especificas (Ferreira ¢ Rocha, 2004). Os niveis de ciclina
se alteram nas diferentes fases do ciclo dependendo do momento certo da sua ligagao
com as CDKs. Estas sdao responsaveis pela fosforilagdo de substratos fundamentais para
a progressao do ciclo, de uma fase a outra. As CDKs sao controladas pelas inibidoras de
CDKs (CDKIs — Cyclin-Dependent Kinase Inhibitors) que sdo divididas em duas
familias, de acordo com seu mecanismo de a¢do, homologia e CDK alvo: 1) CIP/KIP:
proteinas p21, p27 e p57; 2) INK4: proteinas p15, p16, p18 e p19 (O’ Neill, 2000).

A célula em GO encontra-se diferenciada e em quiescéncia. Quando existe

estimulo mitogénico a célula passa para a fase Gl em que sintetiza proteinas,
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fundamentais para a sintese de DNA, e aumenta sua massa para a divisdo celular. O
ponto de restricdo (R), ainda em G1, ¢ o0 momento em que a célula se compromete a
entrar na fase seguinte (fase S — Sintese) e prosseguir com a divisao. Na fase S ocorre a
duplicagdo do DNA e ¢ seguida pela fase G2. Nesta, a célula produz proteinas
necessarias para a reorganizacdo da cromatina e para a mitose (M). Por fim, na fase
mitotica o DNA que foi duplicado ¢ dividido equitativamente entre as células filhas
(Ferreira e Rocha, 2004).

Existem trés pontos de checagem bésicos nas células eucariotas. O primeiro
ocorre antes da replicagdo na fase S, na transi¢ao G1/S. O segundo checkpoint acontece
na fase G2 para verificar a qualidade do DNA que foi replicado e, o terceiro ocorre
durante a mitose. Se qualquer dano ao DNA for detectado, a pS3 se torna estavel e para
o ciclo celular em G1 e/ou G2/M para que o reparo necessario seja realizado ou para
que a célula entre em apoptose, em resposta a danos mais extensos € nao passiveis de

reparagdo (Vogelstein et al., 2000; Achatz, 2008).

1.3.3.2 p53 e o bloqueio do ciclo celular

Frente a algum dano a integridade da informagdo genética a p53 ¢ ativada por
fosforilagdo em sua por¢ao N-terminal. Dessa forma, a p53 ndo ¢ capaz de se ligar ao
DNA de forma especifica. Isso ¢ resultado da ligagdo da extremidade C-terminal da
proteina com o dominio central, ou seja, o bloqueio desse dominio. Dessa maneira a p53
se liga a0 DNA de maneira mais eficaz e pode cumprir seu papel de fator de transcricdo
(Oliveira, 2005).

Diversos sdo os genes regulados pela p53 que estdo envolvidos no bloqueio do
ciclo celular, na apoptose € no reparo do DNA. O gene WAF1 (fragmento 1 ativador de
p53 do tipo selvagem) ¢ ativado pela p53 e codifica a proteina p21 (uma CDKI) um
inibidor universal da atividade das CDKs que atua na fase G1 (Sabah et al., 2007). A
p21 se liga e inativa a ciclina E/CDK2 que por sua vez fica incapacitada de fosforilar as
proteinas da familia do retinoblastoma (pRB). Hipofosforilada a pRB se liga ao fator de
transcricdo E2F (fator de transcricdo - fator de alongamento 2) fundamental para a
expressao de genes da fase S do ciclo celular. Assim, ocorre o bloqueio do ciclo (Harper

et al., 1993; Ferreira e Rocha, 2004; Sancar ef al., 2004).
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A p53 também atua na fase G2 através da transcri¢do do gene GADDA45 (Gene
que induz a corre¢do de lesdo do DNA) que codifica uma proteina similar a p21. Esta

inibe a sintese de DNA pela ligagao ao PCNA (Smith ef al., 2000; Zhan, 2005).

1.3.3.3 p53 e apoptose

Quando o dano gendomico ndo ¢ passivel de reparo a célula sofre apoptose,
prevenindo a geracdo de tumores, que pode ser mediada pela p53. O gene p53
desencadeia uma cascata de sinais que culmina com a morte celular programada
(Granja, 2005).

A inducdo da apoptose pode ser realizada por duas vias diferentes: extrinseca
(citoplasmatica) ou intrinseca (mitocondrial). A p53 possui envolvimento na via
extrinseca, no entanto a morte celular ¢ desenvolvida preferencialmente pela via
intrinseca (Grivicich, et al., 2007; Batista, 2008).

Hé uma familia de cisteinas proteases da qual as caspases (cysteine-dependent
aspartate-specific proteases) pertencem. As caspases sao capazes de reconhecer e clivar
substratos que apresentem residuos de aspartato. Das 14 caspases humanas conhecidas,
6 participam da apoptose (caspases -3, -6, -7, -8, -9, -10). Um dos substratos ¢ a
proteina HDM2 que se liga a p53 e a mantém no citoplasma. Quando clivada pelas
caspases a HDM2 libera a p53 e esta se transloca para o nucleo onde ativa a transcrigao
de genes pro-apoptéticos (Grivicich, et al., 2007).

Uma outra familia é constituida por proteinas indutoras e repressoras da
apoptose, a Bcl2, cuja transcri¢ao ¢ regulada pela p53. A proteina Bax é pré-apoptodtica
e a Bcl-2 ¢ antiapoptotica. A Bax causa a permeabilizagdo da membrana mitocondrial
externa com a consequente liberagdo de citocromo ¢ € o inicio dos eventos apoptdticos
(Miyashita e Reed, 1995). O equilibrio entre a BAX e a BCL-2 pode ser modificado

pela p53 de forma a favorecer a morte celular (Sabah et al., 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

Ocorreu nas ultimas décadas um aumento significativo no niimero de pacientes
inférteis com endometriose. Tal constatagdo pode representar apenas o aumento na
prevaléncia da patologia na populacdo feminina ou, simplesmente, a melhora da
investigacao diagnostica do casal infértil, sobretudo com o desenvolvimento da
videolaparoscopia como instrumento diagnéstico fundamental desta patologia. E uma
das patologias mais encontradas na clinica ginecoldgica (Abrao, 2000).

De acordo com a literatura, a incidéncia da endometriose em mulheres com
infertilidade varia de 6 a 58% (Hasson, 1976; Wheeler, 1989), ¢ 30 a 50% das mulheres
com endometriose sao inférteis (Fedelle ef al., 1992; Thomas, 1993). Além disso, afeta
mulheres na idade reprodutiva, ou seja, uma fase importante de relacdes pessoais e
profissionais. A ocorréncia da endometriose compromete a qualidade fisica e emocional
devido aos sintomas debilitantes da doenca (Valadares, 2006).

O tempo médio estimado para que se tenha o diagnostico ¢ em torno de 8 a 12
anos devido as limitagdes de investigacao diagnostica. A laparoscopia ¢ considerada o
padrdo ouro no diagnéstico da endometriose, porém é um procedimento invasivo. E
necessario encontrar formas diagnosticas ndo cirurgicas que possam ser empregadas no
prognostico da doenga (Pugsley e Ballard, 2007).

O numero de estudos de mapeamento de genes relacionados com a doenga tem
aumentado nos ultimos anos. Polimorfismos nos genes TP53, GSTM1, GSTTI, CYPIAI
e no receptor de progesterona (PROGINS) foram correlacionados com a endometriose e
com o grau de severidade da doenca (Carvalho et al., 2004; Nakata, 2004; Hsieh e Lin,
2006; Ribeiro Junior, 2009; Silva, 2010; Frare, 2011).

Este estudo visa comparar dois grupos de pacientes sendo um de portadoras de
endometriose, férteis e inférteis, e outro de mulheres que ndo apresentam queixa quanto
a patologia, o grupo controle. A avaliagdo serd realizada quanto a frequéncia dos
polimorfismos dos genes CYPIAImI e TP53 para analisar se ha diferenga significante

entre os dois grupos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o polimorfismo dos genes 7P53 e CYPIAImI no grupo de mulheres

com diagndstico de endometriose e no grupo controle.

3.2 Objetivos especificos

- Analisar a frequéncia dos gendtipos (Arg/Arg, Arg/Pro, Pro/Pro) do
polimorfismo do 7P53 e do CYPIAImI (wl/wl, wl/ml, ml/ml) nas pacientes com
endometriose € no grupo controle;

- Analisar a frequéncia da associagdo entre os polimorfismos dos genes 7P53 e
CYPIAIml nos grupos endometriose e controle;

- Pesquisar a correlagdo entre cor da pele, tabagismo, etilismo, uso de
contraceptivos e pratica de atividade fisica com os diferentes genotipos do polimorfismo

do gene CYPIAIm].
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

O grupo de estudo foi composto por 21 amostras de biopsia de endométrio de
pacientes com endometriose. Elas foram divididas em dois grupos com 07 e 14
pacientes em que havia queixa de infertilidade e ndo havia queixa de infertilidade,
respectivamente. As amostras foram enviadas ao laboratorio congeladas em tubo
eppendorf com tampao PBS. O grupo controle foi composto por 30 amostras sanguineas
de mulheres que ndo apresentavam a clinica da doenca. Foram coletados 15 mL de
sangue venoso dessas pacientes. Inicialmente, havia 40 amostras de bidpsia de
endométrio. Devido as adversidades de extragdo de DNA ou das amostras apresentarem
resultado para apenas um gene (CYPIAImI ou TP53) o grupo amostral foi reduzido
para 21 amostras.

A pesquisa foi analisada e aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Pontificia Universidade Catélica de Goids. Todas as pacientes que participaram do
estudo responderam a um questionario sobre os habitos sociais (anexo I) e assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido (anexos II e I1I).

4.2 Extracio de DNA genomico

A extracdo do DNA foi realizada a partir de amostras de biopsia de endométrio
utilizando o Kit de extragdo Ilustra Genomic Blood (GE Healthcare, USA) conforme
especificagdes do protocolo fornecido pelo fabricante. A integridade do DNA foi
verificada por eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio
(5pg/mL) e visualizada no Sistema de Video Foto Documentacdo VDS® (/mage Master
VD® - Amersham Pharmacia Biotech, USA). As amostras foram mantidas a

temperatura de -20°C até a amplificagcdo por PCR.

4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para genotipagem do 7P53

Os polimorfismos do gene 7P53 foram analisados a partir do DNA gendmico

por duas reagdes de PCR com o uso de dois primers para genotipagem dos alelos
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pS3Arg e p53Pro, em volume de 25ul. As tabelas II, IIT e IV apresentam os diferentes
primers ¢ as diferentes condigdes de termociclagem, respectivamente, utilizados na
amplificacdo que permitiram diferenciar as duas variantes polimorficas de acordo com o
tamanho do produto amplificado. Os protocolos de amplificagdo estdo resumidos nas

tabelas V e VL.

Tabela II: Sequéncia dos primers analisados nas amostras de DNA.

Primer Sequéncia (5" - 3") Tamanho do produto
P53 ARG F-5° CTG GTG CAG GGG CCA CGC -3’ 141 pb
R-5" CGT GCA AGT CAC AGA CTT -3’
P53 PRO F-5> GCC AGA GGC TGC TCC CCC -3’ 177 pb
R-5 ATC TAC AGT CCC CCT TGC CG -3’

pb: pares de base (Fonte: Storey et al.,1998).

Tabela III: Protocolo de Termociclagem para amplificagdo do primer pS3ARG.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao inicial ~ 94°C 5 1
Desnaturacao 94°C 1
Anelamento 54°C 1 35
Extensdo 72°C 1
Extensao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C o0

Posteriormente, o produto obtido em cada reagcdo foi submetido a eletroforese
em gel de agarose a 2% em um campo elétrico de 10V/cm e, em seguida, corado com
brometo de etidio (Spg/mL). O registro visual do gel foi realizado com o auxilio do
aparelho Sistema de Video Foto Documentacdo VDS® (I/mage Master VD® -
Amercham Pharmacia Biotech, USA).

A avalia¢do do gel permite que seja visualizada a presenga/auséncia de bandas
para os alelos p53Arg e pS3Pro e, portanto, que seja determinada a genotipagem de cada

paciente em Pro/Pro, Arg/Arg ou Pro/Arg.
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Tabela IV: Protocolo de Termociclagem para amplificagdo do primer pS3PRO.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturagdo inicial ~ 94°C 5 1
Desnaturacao 94°C 1
Anelamento 54°C 1 35
Extensao 70°C 1
Extensdo final 70°C 7 1
Armazenamento 4°C o0

Tabela V: Protocolo para a amplificagdo de pS3ARG.

Reagentes [ ] reagentes Volume para 1 amostra
Tampao (10x) 1X 2,5 ul

MgCl, (50mM) 1,5 mM 2,0 ul

dNTPs 1,25 mM de cada 2,0 ul

Taq polimerase 5 U/pl 2,0 U/ul 0,2 ul

Primer sense 0,02 mM 0,5 ul

Primer antisense 0,02 mM 0,5 ul

H,O Mili Q - 15,3 ul

DNA amostra 200 ng/uL 2,0 ul

Volume final 25,0 ul

Tabela VI: Protocolo para a amplificacdo de pS3PRO.

Reagentes [ ] reagentes Volume para 1 amostra
Tampao (10x) 1X 2,5 ul

MgCl, (50mM) 1,5 mM 2,0 ul

dNTPs 1,25 mM de cada 2,0 ul

Taq polimerase 5 U/ul 2,0 U/ul 0,2 ul

Primer sense 0,02 mM 0,5 ul

Primer antisense 0,02 mM 0,5 ul

H,O Mili Q - 15,3

DNA amostra 200 ng/uL 2,0 ul

Volume final 25,0 ul
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4.4 Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR) para a amplificacdo do gene CYPIAI

As amostras de DNA foram submetidas a PCR para amplificagdo do gene
CYPIAI com a posterior digestdo enzimatica. Os primers utilizados estdo resumidos na
tabela VII e as condigdes de termociclagem e os protocolos de amplificacdo estdo

explicitados nas tabelas VIII e IX, respectivamente.

Tabela VII: Sequéncia nucleotidica dos primers CYP1AI.

Primer Sequéncia (5" -3") Tamanho do produto

CYP1A1 F: TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT 340 pb
R: CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCT

Fonte: Mota et al, 2010.

Tabela VIII: Protocolo de Termociclagem para amplificacdo dos primers CYP1A1.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 5 1
Desnaturacao 94°C 1
Anelamento 56°C 1 30
Extensao 72°C 1,5
Extensao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C o0

Tabela IX: Protocolo para a amplificagdo do gene CYPIAI.

Reagentes [] reagentes Volume para 1 amostra

Tampao (5x) 1X 5,0 ul
MgCl, (25mM) 1,5 mM 1,5 ul
dNTPs 1,25 mM de cada 4,0 pl
Taq polimerase 5 U/pl 2,5 U/ul 0,2 ul
Primer sense 0,02 mM 0,5 ul
Primer antisense 0,02 mM 0,5 ul
H,O Mili Q - 10,3 pl
DNA amostra 200 ng/uL 3,0 ul

Volume final 25,0 ul

48



Novamente, o produto obtido da reagdo em cadeia da polimerase foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 2%, em um campo elétrico de 10 V/cm, corado com
brometo de etidio (5pug/mL) e o registro visual do gel feito com o auxilio do aparelho de
Video Documentagdo VDS® (Image Master VD® - Amersham Pharmacia Biotech,
USA).

4.5 Polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricio (RFLP)

A técnica PCR-RFLP foi empregada para detec¢do do polimorfismo
CYPIAIml. Os fragmentos amplificados através da PCR foram avaliados por meio da
digestdo enzimatica com a enzima de restri¢do Mspl pronta para uso (Fermentas, CN).

O protocolo para o procedimento da digestdo enzimatica estd descrito na tabela X.

Tabela X: Reagentes utilizados no processo de restricdo enzimatica e as concentragdes
utilizadas.

Reagentes Volume para 1 amostra
Tampao da enzima 40uL

Enzima de restricao Mspl 1,0 uL

Agua MiliQ 10,0 uL

PCR 15,0 uL

Volume total 30, 0 uL

A mistura dos reagentes utilizados para a digestdo enzimdtica permaneceu a
37°C durante 12 horas para a andlise do polimorfismo CYPI/AIml. Os produtos da
reacdo foram avaliados em gel de agarose 2% e corados com brometo de etideo. O
fragmento para o alelo selvagem ml(wl/wl) foi de 340 pb, o heterozigoto (wl/ml)
apresentou fragmentos de 340pb, 200pb e 140pb, e homozigoto mutante (m1/ml) de
200pb e 140pb (tabela XI).
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Tabela XI: Sequéncia de clivagem e tamanho dos fragmentos esperados.

Enzima de Sequéncia de Tamanho do produto
restri¢ao reconhecimento
Mspl 5 -C*CGG -3’ 340 pb (Homozigoto selvagem)
3" -GGC*C -5’ 140 pb e 200 pb (Homozigoto mutante)

140 pb, 200 pb e 340 pb (Heterozigoto)

*Sitio de clivagem

4.6 Analise dos resultados

As idades entre os grupos caso e controle foram comparadas pelo teste de Mann-
Whitney. O teste qui-quadrado (x*) foi utilizado para comparar a distribuigdo dos
diferentes gendtipos nos grupos caso e controle. Os calculos de probabilidade de
associacdo entre as caracteristicas analisadas foram realizados pelo Teste Exato de
Fisher e pelo teste Qui-quadrado quando o primeiro nao pode ser empregado. O Odds
Ratio (OR) e seus intervalos de confianca (IC 95%) foram calculados com a finalidade
de avaliar a intensidade da associacdo entre os grupos endometriose e controle. Valores
de p menores que 0,05 foram considerados significantes. O software utilizado para a

realizacdo dos testes estatisticos foi o Bioestat versdo 5.0 (Ayres e Ayres, 2007).
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5. RESULTADOS

Os pacientes estudados foram divididos em dois grupos (1) grupo endometriose
composto por pacientes que apresentam endometriose € (2) grupo controle composto
por pacientes que nao apresentam a clinica da doenca. O grupo endometriose foi ainda
dividido em dois outros subgrupos (a) um subgrupo com queixa de infertilidade e (b)
subgrupo sem queixa de infertilidade. O grupo analisado foi composto por 63 pacientes
das quais 21 (33%) compdem o grupo caso e 42 (67%) compdem o grupo controle.

Do total de amostras analisadas, o grupo endometriose (n=21) apresentou média
de idade de 30,5 anos (DP= +/- 3,2). O grupo controle apresentou idade média de 30,2
anos e (DP= +/- 3,0). Logo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as
idades dos grupos caso e controle (p=0,38) de acordo com o Teste de Mann Whitney.

As frequéncias dos genotipos wl/wl, wl/ml e m1/ml, do gene CYP1AIml, nos
grupos endometriose e controle, foram avaliadas e os resultados estdo expressos na
tabela XII. A presenga do gendtipo wl/w1 foi encontrada em 57% (n=12) das pacientes
com endometriose ¢ em 86% (n=36) das pacientes do grupo controle. O gendtipo
wl/ml foi encontrado em 38% (n=8) no grupo endometriose e em 14% (n=6) no grupo
controle. J& o genotipo m1/m1 foi encontrado em 5% (n=1) no grupo endometriose e em
nenhuma paciente do grupo controle. A frequéncia do genotipo wl/ml (38%) foi
aproximadamente o triplo no grupo endometriose se comparado com o grupo controle

(14%), sendo estatisticamente significativa (p=0,02).

Tabela XII: Frequéncia dos gendtipos wl/wl, wl/ml+ml/ml do gene CYPIAImI entre os

grupos endometriose e controle.

Variavel Endometriose Controle

% N % N *p
wl/wl 57 12 86 36
wl/ml+ml/ml 43 9 14 6 0,02
Total 100 21 100 42

*P valor do teste de Fisher.

A frequéncia dos genotipos do CYP1A1ml foi comparada com a classificacdo da

endometriose em Grau I/Il (n=11) e Grau III/IV (n=10) (tabela XIII). Verificou-se que
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54,5% (n=6) das pacientes apresentam genétipo wl/wl, 45,5% (n=5) apresentam
geno6tipo wl/ml+ml/ml. Quanto ao Grau III/IV, o gendtipo wl/wl foi de 60% (n=6), o
wl/ml+mlml foi de 40% (n=4). Logo, ndo houve uma diferenca estatisticamente
significativa entre o polimorfismo do gene CYPIAl com a severidade da doenga

(p=0,58).

Tabela XIII: Distribuigdo genotipica do CYPIAIml entre os Graus I/Il e III/IV no grupo

endometriose.

Grupo Grau I/11 Grau III/IV

Variaveis % N % N *Pp OR Min Max
wl/wl 54,5 6 60 6

wl/ml + ml/ml 45,5 5 40 4 0,58 0,8 0,14 4,6
Total 100 11 100 10

*Valor de P do teste Exato de Fisher.

As pacientes com endometriose foram divididas em dois grupos denominados de
fértil e infértil (tabela XIV) e correlacionadas com o gene CYPIAImi. Nas pacientes
férteis (n=7) a frequéncia do genodtipo homozigoto selvagem wl/wl foi de 57% (n=4)
enquanto os gendtipos wl/ml+ml/m1 foi de 43% (n=3%). No grupo infértil (n=14), o
genodtipo wl/wl foi de 57% (n=8) e os gendtipos wl/ml+ml/ml foi de 43% (n=6).

Como os dados sao homogéneos, nao foi possivel efetuar o calculo do OR.

Tabela XIV: Distribuicdo genotipica do polimorfismo do CYPIAIml entre as pacientes férteis

e inférteis no grupo endometriose.

Grupo Fértil Infértil

Variaveis % N % N *Pp OR Min Max
wl/wl 57 4 57 8

wl/ml + ml/ml 43 3 43 6 0,68 - - -
Total 100 7 100 14

*Valor de P do teste Exato de Fisher.
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A tabela XV mostra a distribui¢do genotipica do gene CYPIAIml das pacientes
quanto a pratica de atividade fisica. No grupo endometriose 64% (n=9) praticam
atividade fisica e apresentam gendtipo wl/wl, enquanto que as que ndo praticam
representam 43% (n=3). Das que apresentam os genotipos wl/ml+ml/ml, 36% (n=5)
fazem alguma atividade fisica enquanto que 57% (n=4) ndo praticam nenhuma atividade
e apresentam o mesmo genotipo. Assim, ndo houve diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos (p=0,32).

Tabela XV: Distribuicdo genotipica do CYPIAIml entre pacientes que fazem ou nao atividade

fisica no grupo endometriose.

Variavel Atividade Fisica Sem Atividade Fisica

% N % N *Pp
wl/wl 64 9 43 3
wl/ml+ml/ml 36 5 57 4 0,32
Total 100 14 100 0

*P valor do teste de Fisher.

A tabela XVI explicita a correlagdo multipla entre o polimorfismo do gene
CYPIAImI em pacientes com endometriose e que fazem uso de anticoncepcional. Em
pacientes com endometriose e que fazem uso de anticoncepcional, o gendtipo
homozigoto selvagem (wl/w1) foi de 100% (n=4), enquanto que para as que nao fazem
uso foi de 47% (n=8). Para os genotipos wl/ml+ml/ml a frequéncia das que ndo fazem
uso de anticoncepcional foi de 53% (n=9). A avaliacdo ndo foi estatisticamente

significativa (p=0,08).

Tabela XVI: Distribuicdo genotipica do CYPIAIml na correlagdo multipla entre o uso de

anticoncepcional, ou ndo, o polimorfismo do gene e a endometriose.

Variavel Uso Nao uso

% N % N *Pp
wl/wl 100 4 47 8
wl/ml+ml/ml 0 0 53 9 0,08
Total 100 4 100 17

*P valor do teste de Fisher.
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Quanto ao tabagismo, os céalculos ndo foram realizados, pois nenhuma das
pacientes do grupo endometriose relatou este habito. A tabela XVII apresenta a
correlagdo entre as frequéncias genotipicas do gene CYPIAIml e o etilismo. As que
possuem o héabito de consumir bebidas alcoolicas e apresentam o genotipo homozigoto
selvagem (wl/wl) correspondem a 67% (n=2) das pacientes com endometriose,
enquanto que as que ndo fazem uso a frequéncia foi de 56% (n=10). Para os genotipos
wl/ml+ml/ml a frequéncia no grupo endometriose etilista foi de 33% (n=1) contra

44% (n=8) no grupo ndo etilista. A avaliacdo ndo foi estatisticamente significativa

(p=0,6).

Tabela XVII: Distribuicdo genotipica do CYPIAIml quanto ao etilismo ou ndo no grupo

endometriose.
Variavel Etilismo Nao etilismo

% N % N *P
wl/wl 67 2 56 10
wl/ml+ml/ml 33 1 44 8 0,6
Total 100 3 100 18

*P valor do teste de Fisher.

A tabela XIII apresenta a frequéncia genotipica relacionada com a etnia. No
grupo endometriose, os individuos que se declararam brancos e apresentam o gendtipo
homozigoto selvagem w1/w1 correspondem a 53% (n=9), enquanto que os que possuem
genotipos wl/ml+ml/ml correspondem a 47% (n=8). No grupo controle, as pacientes
brancas com o gendtipo homozigoto selvagem sdao 84% (n=27). J4 as pacientes brancas
que possuem genotipos wl/ml+ml/ml perfazem 16% (n=5). A frequéncia do genotipo
wl/ml+ml/ml, nas pacientes brancas, no grupo endometriose ¢ aproximadamente 3
vezes a do grupo controle, sendo estatisticamente significativa (p=0,02). Quanto as
pacientes que se declararam ndo brancas, o gen6tipo wl/w1 foi de 75% (n=3) e o grupo
controle foi de 80% (n=4). Para os gendtipos wl/ml+ml/ml, 25% (n=1) das pacientes
s30 ndo brancas e no grupo controle correspondem a 20% (n=1), sendo estatisticamente

nao significativa (p=0,72).
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Tabela XIII: Distribui¢ao genotipica do CYPIAIml entre pacientes brancas e ndo brancas nos

diferentes grupos estudados.

Grupos Endometriose Controle
Etnia Branca Branca
Variaveis % N % N *Pp OR Min Max
wl/wl 53 9 84 27
wl/ml+ml/ml 47 8 16 5 0,02 0,21 0,05 0,80
Total 100 17 100 32

Nao branca Nao branca
wl/wl 75 3 80 4
wl/ml+ml/ml 25 1 20 1 0,72 0,75 - -
Total 100 4 100 5

*Valor de P do teste Exato de Fisher.

As frequéncias genotipicas do gene 7P53 (tabela XIX) em pacientes com
endometriose para a variante Arg/Arg foi de 38% (n=8). Para o gendtipo Arg/Pro foi de
52% (n=11) e para Pro/Pro foi de 10% (n=2). Quanto ao grupo controle, o gendtipo
homozigoto Arg/Arg corresponde a 57% (n=24) das pacientes. O heterozigoto Arg/Pro
foi de 43% (n=18) e nenhuma paciente do grupo controle apresentou a variante
homozigoética Pro/Pro. A avaliagdo ndo foi estatisticamente significativa (p=0,07).

As frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene CYPIAIml foi
correlacionada com o polimorfismo do gene 7TP53 (tabela XX). Quanto a variante
Arg/Arg, 33% (n=3) das pacientes com endometriose apresentaram o gendtipo wl/wl
enquanto que 67% (n=6) apresentaram os genodtipos wl/ml+ml/ml. O grupo controle
apresentou 96% (n=23) do genotipo wl/wl e 4% (n=1) os gendtipos wl/ml+ml/ml,
sendo a correlagdo estatisticamente significante (p=0,0005). Quanto as variantes
Arg/Pro+Pro/Pro, 75% (n=9) das pacientes do grupo endometriose apresentaram o
genotipo wl/wl e 25% (n=3) os genotipos wl/ml+ml/ml. J& o grupo controle, 72%
(n=13) apresentaram o gendtipo wl/wl enquanto que 28% (n=5) apresentaram os

genotipos wl/ml+ml/ml. Essa correlagdo ndo foi estatisticamente significante (p=0,6).
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Tabela XIX: Frequéncia dos genotipos Arg/Arg, Arg/Pro e Pro/Pro do gene 7TP53 entre os

grupos endometriose e controle.

Variavel Endometriose Controle

% N % N *Pp
Arg/Arg 38 8 57 24
Arg/Pro 52 11 43 18 0,07
Pro/Pro 10 2 0 0
Total 100 21 100 42

*P valor do teste y°

Tabela XX: Frequéncia genotipica do CYPIAIml entre o grupo endometriose € 0 grupo

controle correlacionada com o gene 7P53.

Arg/Arg

Genotipo Endometriose Controle

% N % N *P
wl/wl 33 3 96 23
wl/ml+ml/ml 67 6 04 01 0,0005
Total 100 9 100 24

Arg/Pro+Pro/Pro

Genotipo Endometriose Controle

% N % N *p
wl/wl 75 9 72 13
wl/ml+ml/ml 25 3 28 5 0,6041
Total 100 12 100 18

*Valor de P do teste Exato de Fisher.

A frequéncia genotipica do gene 7P53 foi ainda correlacionada com os graus de
severidade da endometriose. (tabela XXI). O homozigoto selvagem (Arg/Arg)
representou 36% (n=4) das pacientes com endometriose de graus I/Il, enquanto que a
frequéncia nos graus III/IV foi de 40% (n=4). As pacientes com graus I/Il e genotipos

Arg/Pro+Pro/Pro foram 64% (n=7) enquanto que as que apresentam graus III/IV e
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genoétipos Arg/Pro+Pro/Pro foram 60% (n=6). A diferenca ndo foi estatisticamente

significativa (p=0,61).

Tabela XXI: Distribuicdo genotipica do gene 7P53 entre os Graus I/Il e III/IV no grupo

endometriose.

Grupo Grau I/I1 Grau lII/IV

Variaveis % N % N *Pp OR Min Max
Arg/Arg 36 4 40 4

Arg/Pro+Pro/Pro 64 7 60 6 0.61 0,86 0,15 4,9
Total 100,0 11 100,0 10

*Valor de P do teste Exato de Fisher.

O gene TP53 foi avaliado nas pacientes com endometriose tanto em sangue
periférico quanto nas amostras de bidpsia. A tabela XXII apresenta os resultados quanto
a variacdo genotipica em ambas as amostras. Em sangue periférico, 33% (n=7) das
pacientes apresentaram gendtipo Arg/Arg. Em biopsia de endométrio a frequéncia para
o gendtipo homozigoto selvagem foi de 38% (n=8). Ja para os genotipos
Arg/Pro+Pro/Pro a frequéncia em sangue periférico foi de 67% (n=14) enquanto que em

biopsia foi de 62% (n=13). A diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p=0,5).

Tabela XXII: Frequéncia genotipica do gene TP53 entre amostras de bidpsia e sangue

periférico no grupo endometriose.

Variavel Sangue Periférico Biopsia de endométrio

% N % N *P
Arg/Arg 33 7 38 8
Arg/Pro+Pro/Pro 67 14 62 13 0,5
Total 100 21 100 21

*Valor de P do teste Exato de Fisher.
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6. DISCUSSAO

A endometriose ¢ uma condi¢do complexa poligénica e multifatorial, ou seja, €
causada pela interagdo de diversos genes e de fatores ambientais (Moura et al., 1999). E
caracterizada pela presenga de tecido endometrial (glandula e estroma), funcionante e
sensivel, fora da cavidade uterina (Giordano, 1998). A hipotese diagnostica ¢ baseada,
inicialmente, na historia clinica da paciente e em procedimentos como ultrassonografia
transvaginal e ressonancia magnética (Farquhar, 2007). O diagndstico ¢ realizado por
videolaparoscopia, no entanto algumas lesdes podem ndo ser detectadas e a patologia
pode ser confundida com outras condi¢cdes (Barlow e Kennedy, 2005). Assim, a
identificacao de genes relacionados com a endometriose pode auxiliar no diagndstico,
pois define quais as vias que influenciam no processo (Santos et al., 2010).

E crescente o numero de estudos quanto a possiveis genes candidatos
relacionados com a endometriose. Esses genes sdo escolhidos baseados em mecanismos
bioldgicos que possivelmente contribuem para a doenga. Montgomery e colaboradores
(2008) realizaram uma revisao na literatura em busca desses genes candidatos. A
maioria deles esta relacionada com as vias de desintoxicagdo, vias de esteroides sexuais
e vias de sinalizacao de citocinas, moléculas de adesdo e enzimas do ciclo celular.

Um estudo sobre a associacdo dos polimorfismos do gene CYPIAI e GSTMI1
com a endometriose mostrou que a presenga dos genotipos selvagens desses genes
exercem efeito protetor quanto ao desenvolvimento da doenga, com reducdo de 38 e
22%, respectivamente (Arvanitis et al., 2003; Hadfield et al, 2001). Outro estudo
demonstrou que os polimorfismos wl/ml e m1/ml estdo mais frequentes nas pacientes
com quadro clinico mais severo da patologia (Souza, 2011). Em outros estudos nao foi
encontrada nenhuma relagdo entre a patologia e o polimorfismo do gene CYP1A41 (Babu
et al., 2005; Guo, 2006; Hadfield et al., 2001).

No presente estudo os gendtipos com presenca de alelo mutante, wl/ml e
ml/ml, do gene CYPIAI, apresentaram-se com uma frequéncia trés vezes superior no
grupo endometriose quando comparada com o grupo controle. Observa-se, portanto, que
o alelo mutante estd aumentado nas pacientes que apresentam a patologia seja em
homozigose ou heretozigose. Além disso, 0os mesmos gendtipos estiveram presentes

com maior frequéncia na endometriose de graus I e II.
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Estudos indicam a correlagdo entre a patologia e a etnia da paciente. O trabalho
de Missmer e colaboradores (2004) mostrou que mulheres afro-americanas
apresentaram menor incidéncia de endometriose quando comparadas com mulheres
asiaticas e caucasianas. No entanto, foi discutido que tal resultado era consequéncia do
mal diagndstico realizado nas minorias raciais. J& Mengert (1966) descreveu que a
menor incidéncia da doenca em mulheres negras devia-se ao precoce inicio da vida
sexual e a maior quantidade de gestacdes em relagdo as mulheres brancas. Acrescentou
ainda que a mudanca nos habitos, e a melhora da situacdo econdmica, dessas mulheres
resultariam no aumento da taxa de endometriose demonstrando que a doenca ndo tem
relacdo com a etnia.

Neste estudo, o genotipo heterozigoto e o homozigoto mutante (wl/ml e
ml/ml), gene CYPIAI, foi aproximadamente trés vezes maior nas pacientes brancas
com endometriose em relagdo as pacientes brancas sem a doenga. Nao tivemos um
nimero amostral significativo de pacientes de outras etnias com endometriose, o que
nos leva a também a considerar hipdtese do problema no diagnostico e/ou frequéncia
maior de partos, citado por outros autores. Além disso, deve-se considerar também que
as amostras de endométrio foram coletadas numa clinica particular na cidade de
Goiania.

Vessey e colaboradores (1993) mostraram que o uso de pilula anticoncepcional
mascara os sintomas da endometriose, pois a doenga ¢ suprimida durante o uso do
medicamento e quando o mesmo ¢ suspendido a doenca se manifesta novamente. Frare
(2011) encontrou diferenga significativa no uso de pilulas e o gene GSTM1, no grupo
que afirmou fazer uso do medicamento.

Costa (2010) analisou o polimorfismo do gene receptor PROGINS em pacientes
com endometriose e sem clinica e no grupo controle quanto ao uso de contraceptivos.
Observou-se que havia maior frequéncia de genotipo polimorfico para PROGINS nas
pacientes que fazem uso do contraceptivo. O fato sugere que a endometriose ndo se
desenvolvia devido ao uso da pilula e que esta atuaria como fator de prote¢ao. No nosso
estudo ndo houve relagdo significativa entre o uso de contraceptivo e o polimorfismo do
gene CYPIAI.

Um estudo do tipo caso-controle foi realizado por Dhillo e Holt (2003) com o
intuito de analisar a associag@o entre a endometriose ovariana cistica (endometrioma) e

a atividade fisica. O grupo foi composto por 77 pacientes com endometriose e 735
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controles com idades que variavam de 18 a 39 anos. Foi observada uma diminuicao
significativa (70%) do risco de endometriose relacionada com atividade fisica recente,
frequente, regular e de alta intensidade.

Petta e colaboradores (2002) afirmaram que o sistema imunoldgico da paciente
melhora quando ela desempenha alguma atividade fisica. Assim, aumenta sua
capacidade de suportar a dor. E se hd a melhor no sistema imunoldgico o organismo tem
maior facilidade em eliminar as células endometriais presentes em locais inadequados
(codgulos ectdpicos). Além disso, a pratica de atividade fisica regular tem capacidade de
inibir o estrogeno e a doenga ¢ estrogeno dependente. No nosso estudo ndo foi
encontrada uma relagdo significativa entre a pratica de atividade fisica e o polimorfismo
genético do gene CYPIAI.

Estudos tém abordado questdes de exposicao a fumaca de cigarro e a reproducao
quanto a atraso no tempo de concepgao, efeitos no ovario e menopausa precoce, falhas
de implantacao, restri¢do de crescimento fetal e retardo de crescimento, anormalidades
de placenta, baixa fecundidade, anomalias congénitas e efeitos sobre a reproducdo
masculina (Talbot e Riveles, 2005).

De acordo com Hediger e colaboradores (2005), o consumo de alcool e cafeina
esta associado a um maior risco de desenvolvimento de endometriose, enquanto o
habito de fumar teria efeito protetor. No entanto, a interpretagdo desses resultados ¢
limitada, pois as variaveis sao inumeras como os diferentes periodos de tempo antes do
diagnostico, intervalo de tempo de referéncia para o grupo controle. Na nossa avaliacdo
quanto ao polimorfismo do gene CYPIAI e o etilismo ndo houve relagdo significativa.
Em relagdo ao fumo, os calculos ndo foram realizados visto que nenhuma das pacientes
do grupo endometriose apresentou esse habito.

Pesquisadores japoneses descreveram a associagdo entre a prolina e a
endometriose e ainda sugeriram o fator protetor do genoétipo homozigoto arginina contra
a doenca. A mesma associagdo foi relatada na populacao chinesa, no entanto ndo foi a
mesma num estudo na populacao italiana. Porém, outros dois estudos nesta populagao
encontraram incidéncia aumentada da variante prolina nas formas mais graves da
doenca (Bianco, 2011). A frequéncia dos genotipos Arg/Arg, Arg/Pro e Pro/Pro, do
gene TP53 foi estudada, entre os grupos endometriose e controle. Nao foi observada
uma associagdo significativa entre o polimorfismo desse gene e o desenvolvimento da

patologia.
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Foi estudada a associacdo do polimorfismo do cédon 72 do gene TP53 com o
polimorfismo do gene CYPIAI entre os grupos endometriose e controle. No grupo
endometriose homozigoto para a variante arginina a presenga do alelo mutante,
heterozigose ou homozigose, foi aproximadamente 17 vezes superior quando
comparado ao grupo controle. A distribui¢do genotipica do gene 7P53 associada aos
graus da doenga ndo foi significante. O gene foi também avaliado e comparado em
amostras de sangue periférico e tecido patoldgico (bidpsia de endométrio de paciente
com endometriose). A variagdo genotipica entre as diferentes amostras ndo foi
estatisticamente significativa.

Ribeiro Junior e colaboradores (2009) avaliaram o polimorfismo do gene 7P53
no cddon 72 em dois grupos de pacientes com endometriose, um fértil e outro infértil.
Quanto a distribuicdo do polimorfismo nos grupos nao houve uma diferenca
significativa (p=0,1). Entretanto, houve diferenga estatisticamente significativa entre
pacientes com genotipo homozigoto ou heterozigoto para prolina e dor intensa. A
presenca desse alelo esta relacionada a pacientes com infertilidade e com quadro clinico
mais grave da endometriose. O estudo concluiu que esse polimorfismo pode ser
utilizado com um marcador molecular para a patologia associado a sintomas agravados
e infertilidade.

Apesar do reduzido tamanho amostral desse estudo, o alelo mutate m1, do gene
CYPIAI, comportou-se como um gene candidato para a avaliacdo de pacientes com

endometriose independentemente da severidade da doenga.
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7. CONCLUSAO

v' Os grupos estudados (endometriose e controle) apresentaram idades homogéneas
sendo essa diferenga estatisticamente ndo significativa. No entanto, essa
homogeneidade foi favoravel, pois promoveu uma uniformidade nos grupos de
estudo proporcionando melhor embasamento de resultados.

v' Os gendtipos wl/ml+ml/ml apresentaram uma frequéncia maior no grupo
endometriose quando comparado com o grupo controle, o que indica a presencga
aumentada do alelo mutante m1, do gene CYPIAIml, no grupo com endometriose,
tanto em homozigose quanto em heterozigose.

v" O alelo mutante esteve presente (genotipos wl/ml e m1/ml) com maior frequéncia
na endometriose de graus I e II, e apesar de ndo ter sido estatisticamente
significante, a diferenca foi pequena quando comparada com a endometriose de
graus III e IV, provavelmente devido ao reduzido tamanho amostral.

v" Nio foi encontrada significancia estatistica entre a distribuigdo genotipica do gene
CYPIAIm]l e a fertilidade/infertilidade.

v' Nio houve significAncia estatistica entre a pratica de atividade fisica e as
frequéncias genotipicas do gene CYPIAImlI no grupo com endometriose. O
desempenho dessa atividade ndo ¢ cofator, juntamente com o genotipo, para o
desenvolvimento da patologia.

v Resultados estatisticamente significativos ndo foram encontrados diante da relagéo
entre a patologia e o uso ou nao de anticoncepcionais e o etilismo.

v A presenga do alelo mutante m1, gene CYPIAI, foi aproximadamente trés vezes
maior nas pacientes com endometriose que se declararam brancas quando
comparadas com pacientes brancas sem a patologia.

v' A presenca do alelo mutante para o gene CYPIAImI, tanto em homozigose quanto
em heterozigose, foi aproximadamente dezessete vezes maior em pacientes com
endometriose e genotipo Arg/Arg, para o gene 7P53, quando comparadas com o
grupo que ndo apresenta queixa sobre a doenga, levando a possibilidade de o
CYPI1A1I ser um melhor marcador diagnostico que 7P53.

v A associagdo entre a presenga dos alelos ml e Pro, dos genes CYPIAIml e TP53,

respectivamente, ndo foi significativa para direcionar a severidade da endometriose.
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v Nio foi encontrada significancia estatistica quanto a variagdo genotipica do TP53

entre as amostras de sangue periférico e o tecido patologico (bidpsia de endométrio).
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ANEXOS

Anexo I:

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Vocé estd sendo convidada para participar, como voluntaria, 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 estd em duas vias. Uma delas € sua e a
outra ¢ do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé€ ndo sera penalizado de
forma alguma. Em caso de davida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa
da Pontificia Universidade Catdlica 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 Responsavel: Dra. Katia Karina Verolli de Oliveira Moura

Telefones para contatos: 39467-1385 e 3946-1442

Eu abaixo qualificado, apo6s 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 Catélica de Goias.

DECLARQO assumir, por espontanea vontade, livre de qualquer coacdo, a
responsabilidade pela participacdo voluntiria 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, € que o mesmo serd utilizados em
exames correlacionados mantendo o objetivo de complementar o meu diagnoéstico 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 nio 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,
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sem qualquer prejuizo a minha pessoa e que serd mantido o total sigilo dos resultados,
que serdo entregues apenas a mim ou responsavel.

Igualmente, tenho pleno conhecimento de que o material serd utilizado apenas e tdo
somente para fins de pesquisa, além de autorizar, pelo presente, que os testes € os
resultados sejam utilizados em estudos cientificos, ressalvando o sigilo quanto ao meu
nome, reservando-me o direito de conhecer ou nao os resultados da referida pesquisa.

O risco que me submeto ao coletar sangue venoso periférico ¢ de hematomas e que caso
ocorra o mesmo sera atendido pelo médico responsavel pela coleta no mesmo Hospital.
Os beneficios desta pesquisa sera a criagdo de marcadores moleculares para diagnostico
precoce com utilizacdo de sangue periférico com vantagens as cirurgicas 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 II:

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: Analise 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 os possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento
a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢do de meu

acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data:

Pesquisador:

Nome do sujeito ou responsavel:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

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

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

Observacoes complementares:

89



Anexo III:

QUESTIONARIO: Anilise 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:
-Duracao:
-Periodo do ciclo:
ciclo todo ( ); dor do meio do ciclo ( ); dor pré-menstrual ( )
-Infertilidade:
ndo (grupo II) ( ); sim (grupo I) ( ) primaria ( ) secundaria ( )
-Hébitos 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:
nao () 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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