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RESUMO

Endometriose € uma enfermidade que afeta entre 10 e 15% das mulheres em
idade reprodutiva. Caracterizada pela presenca de tecidos semelhante a do
endométrio, idénticos aos da cavidade uterina fora do Utero. Apesar de algumas
definicbes especificarem que o tecido ectépico funcional é sensivel a acdo de
horménios e seus mecanismos etiopatogénicos provavelmente envolvem anomalias
imunoldgicas. O grau do comprometimento da endometriose € baseado no sistema
proposto pela American Society for Reproductive Medicine (1985), com base nos
achados de laparoscopia. Observa-se nos ultimos 10 anos a crescente tendéncia em
se utilizar um conjunto de marcadores para detectar alteracdes induzidas por
xenobidticos. Inimeros polimorfismos genéticos tém sido citados para o gene
CYP1Al. O gene codifica enzimas da fase | envolvidas na desintoxicacdo no
metabolismo de xenobidticos, codifica uma isoenzima que catalisa a oxidacdo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) em produtos fendlicos e epdéxidos.
Mapeado no e localizado no brago longo do cromossomo 15 (15922-24). O objetivo
do estudo foi analisar frequéncia o polimorfismo do gene Mspl CYP1A1ml1l com a
endometriose. Foram analisadas 52 amostras de sangue periférico de mulheres
com endometriose comprovadas por laparoscopia (FERTILE) com idades 25 a 35
anos mulheres e 42 amostras de mulheres sem endometriose com idades 25 a 57
anos (grupo controle). A analise molecular por meio da técnica da PCR (polymerase
chain reaction). Constatou-se uma associacao estatisticamente significativa (P= 0,
039) entre a endometriose e o alelo polimérfico m1 nas mulheres com endometriose
(32,70%) quando comparadas ao grupo controle 14,29%. Concluiu-se que o
polimorfismo m1 correlaciona-se com a endometriose e que os polimorfismos W1/m1l
e ml/ml estdo mais freqlientes nas pacientes com infertilidade e com quadro clinico
mais severo da endometriose.

Palavras-chave: Endometriose; Gene CYP1AL; Polimorfismo Mspl; Infertilidade.
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ABSTRACT

Endometriosis is a disease that affects between 10 and 15% of women of
reproductive age. Characterized by the presence of tissue resembling the endometrium
similar to the uterine cavity outside the uterus, although some definitions specify that the
ectopic tissue functional and sensitive to the action of hormones and their etiopathogenic
mechanisms probably involve immunological abnormalities. The degree of involvement of
endometriosis is based on the system proposed by the American Society for Reproductive
Medicine (1985), based on the findings of laparoscopy. It is observed in the last 10 years, an
increasing tendency to use a set of markers to detect changes induced by
xenobiotics. Several genetic polymorphisms have been cited for the CYP1Al gene,
indicating a lack of functional protein that can cause an increase or a decrease in metabolic
activity. The CYP1Al1l gene encode the phase | enzymes involved in detoxification of
estrogen metabolism, encodes an isoenzyme that catalyzes the oxidation of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs) in phenolic compounds and epoxides. Mapped and located
on the long arm of chromosome 15 (15g22-24). The aim of this study was to analyze the
gene polymorphism frequency Mspl CYP1A1ml with endometriosis. We analyzed 52
samples of peripheral blood of with endometriosis documented by laparoscopy (FERTILE)
aged 25 to 35 women and 42 samples from women without endometriosis aged 25 to 57
years (control group). Molecular analysis by PCR (polymerase chain reaction). There was a
statistically significant association (P = 0.039) between endometriosis and CYP1Alml
polymorphic allele in women with endometriosis (32.70%) and compared with the control
group 14,29%. We conclude that the gene polymorphism CYP1Alml correlates with
endometriosis and polymorphisms are
W1/ml and m1l/m1l more frequent in patients with infertilit and with more severe clinical

picture of endometriosis.

Keywords: Endometriosis; Gene CYP1A1, Mspl Polymorphism;infertility.
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1. INTRODUCAO

A endometriose é uma enfermidade que afeta a populagédo feminina na idade
reprodutiva. Esta patologia é caracterizada pela presenca de tecidos de estrutura
semelhante a do endomeétrio, (glandulas endometriais e ou estromas) idénticos aos
da cavidade uterina fora do utero e sensivel a acdo de hormonios. A endometriose
afeta entre 10 e 15% das mulheres em idade reprodutiva e seus mecanismo
etiopatogénicos provavelmente envolvem anomalias imunologicas (Figura 01)
(Abrao, 2007; Podgaec et al, 2007; Guo & Wang, 2006).

Locais mais comuns dos
focos de ENDOMETRIOSE

NORMAL ENDOMETRIOSE

Figura 01 - Locais mais comuns dos focos de endometriose (Fonte: brnoticias. 2010)

O local mais comum de encontro da endometriose é na pelve, podendo ser
encontrada em outros locais como: no sistema nervoso central, térax, trato urinario,
trato gastrintestinal, extremidades e tecido celular cutaneo, no saco de Douglas (que
fica atras do (tero), no septo reto-vaginal (tecido entre a vagina e o reto), trompas,
ovarios, bexiga e ligamentos do figado, baco, intestino, coracéo, etc. Tendo como
principais sintomas: dismenorréia, dispareunia, dor pélvica e a infertilidade
(Podgaec et al, 2007; Abréo, 2000).
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Esta patologia pode ser diagnosticada com o estudo histopatolégico, porém a
laparoscopia o padrdo ouro para diagnosticar a endometriose (Abrdo, 2007).
Existem diversas teorias para explicar a origem da endometriose, a mais aceita € a
de Sampson (1927).

Os primeiros estudos a respeito da endometriose foram realizados no século
passado por Sampson em 1927, a explicacdo para a compreensédo da patogénese
desta doenca foi através da teoria do transporte celular, de onde se deu o inicio a
uma série de publicacbes de Sampson. Com base na sua experiéncia clinica,
Sampson prop6s que o sangue menstrual sai a partir da regurgitacdo menstrual
retrograda das trompas para a cavidade peritoneal, contendo células endometriais
viaveis que podem ser transplantadas nos sitios ectopicos. Além do transporte direto
da disseminacéo transtubaria, também pode ocorrer por disseminacdo do tecido
endometrial através do sangue ou dos canais linfaticos para outros 6rgdos ou de
cicatrizagdo cirargicas (Bankowaki, 2006; Kistner, 1983).

Ainda que seja uma das doencas ginecoldgicas mais habituais, desconhece-
Se a causa exata e a patogénese da endometriose. A patogénese tem sido discutida
ha muito tempo, sendo duas as principais teorias que procuram explicar sua
fisiopatologia: 1%) o desenvolvimento in situ por metaplasia celémica; e 2%) o
desenvolvimento por disseminacdo do endométrio pelas tubas uterinas
(menstruacéo retrograda) e pelas vias linfaticas ou vasculares (Kistner, 1983).

Segundo Cotran (2000), séo varias as teorias para a definicdo da patogenia
da endometriose, porém, nenhuma delas consegue explicar todas as diferentes
localizacBes dos focos de endometriose. Na teoria da Implantacdo intra-operatoria
esta aparecimento da endometriose nas cicatrizes de histerectomias e episotomia
podendo ocorrer a implantacéo de fragmento durante a cirurgia.

Na teoria Mulleriana a endometriose se origina através da transformacéao de
restos embrionarios, baseado em estudos histolégicos e na localizacdo das lesbes
nas regides anatomicamente adjacentes aos ductos de Wolff ou de Muller (Russel,
1899).

A teoria da Disseminacéo Linfatica e Hematdégena advém da ocorréncia de
endometriose em sitios distantes, como pulmdes e rins. Esse conceito é sustentado
pela observacdo de endometriose pulmonar ocorrente exclusivamente em mulheres

submetidas a cirurgia uterina. A presenca de endometriose em linfonodos é
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compativel com disseminacéao linfatica semelhante. A teoria da Metaplasia Celémica
descreve que a endometriose procede do revestimento da cavidade peritoneal
(metaplasia celémica do epitélio), tendo em vista o potencial desse tecido nas
mulheres (Cotran, 2000).

A teoria da metaplasia celdbmica baseia-se nos estudos da embriogénese.
Russell em 1899 descreveu que o aparecimento de glandulas no ovario pode ser de
origem dos restos celulares dos condutos de Muller. No inicio do século, Robert
Mayer (1919) apresentou a teoria da metaplasia celbmica, assegurando que as
células peritoneais sdo embriologicamente derivadas do epitélio celémico, as quais
sao totipotenciais e retém a capacidade de produzir tecido endometrial quando
devidamente estimuladas. Esses estimulos podem ser hormonais, inflamatorios ou
de outra natureza nao conhecida (Kistner, 1983).

A capacidade do tecido mesenquinal celdmico embriogénico contribui para a
formacao de diversos tecidos do trato genital feminino e do peritonio. Localizadas
em sitios extra-uterinos, as células desses tecidos retém algumas de suas primitivas
multipotencialidades, sofrendo metaplasia em determinadas circunstancias ou diante
de determinados estimulos desenvolvendo a endometriose. De acordo com o0s
autores nenhuma das duas teorias explica completamente a origem da
endometriose, acreditam que pode ocorrer uma combinacdo dos eventos na
formacdo da endometriose extra-pélvica. Os mecanismos podem ser verdadeiros e
inseparaveis, com o tecido endometrial estimulando a replicacéo celular (metaplasia)
ao ser transportado de alguma maneira (transporte direto ou pelos vasos linfaticos e
vasculares) para um tecido susceptivel (Steck & Helwig, 1965).

Um dos motivos da teoria da Implantacdo Menstrual Retrograda € a
ocorréncia da menstruacao retrograda emitida através das trompas uterinas em 90%
das mulheres e que a endometriose € uma doenca nao cancerosa, devido o tecido
semelhante ao endométrio se desenvolver fora da cavidade uterina, mas pode
ocorrer em qualquer parte do corpo, ou seja, de glandulas e estromas endometriais
que sao encontrados em varios outros locais, mas sobre tudo no miométrio e
estruturas da cavidade pélvica (Faria, 1999).

A endometriose interna ou adenomiose ocorre principalmente entre mulheres
que ja engravidaram. Os sintomas mais comuns sdo dismenorréia, ou seja,

menstruacdo dolorosa e hemorragia genital anormal fluxo menstrual abundante ou
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hemorragia intermenstrual. A interna, determinada como adenomiose, sendo
distinguida pelo crescimento do tecido endometrial benigno no miométrio. A externa
divide-se em: a) endometriose pélvica, conceituada como a presenca de implantes
de tecido endometrial em todos os locais anatomicamente proximos do U(tero
(exemplo: trompas e ovarios, peritbnio local); e b) endometriose extra-pélvica,
referida aos implantes endometridticos encontrados em locais remotos, como no
sistema nervoso central, térax, trato urinario, trato gastrintestinal, extremidades e
tecido celular cutaneo (Figura 02) (Faria, 1999; Jubanyik & Comite, 1997).

Localizagao da Endometrigses
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Figura 02: Localizacdo da Endometriose dentro da pelve e do abdémen (Fonte: Ramos, 2010)

A endometriose incisional esta relacionada com procedimentos cirargicos que
transgridem a cavidade uterina, permitindo o tecido endometrial ser transplantado
para as cicatrizes cirargicas. O tecido endometrial dos estagios iniciais da gravidez é
transplantado com mais facilidade do que o endométrio de uma gravidez a termo,

provavelmente devido a menor capacidade de implantacdo da decidua do final da
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gestacdo. Uma ocorréncia maior de endometriomas foi diagnosticada apos
histerotomias realizadas na primeira metade da gestacao (Rani et al, 1991; Gordon
& Krishna, 1989).

O sistema de classificacdo da endometriose baseia no tamanho na
profundidade dos implantes peritoneais e ovarianos, na presenca, na extensdo e no
tipo de aderéncias anexais, e grau da obliteracdo do fundo do saco. A endometriose
e classificada em trés graus: leve, moderado e grave. Na leve o0s ovarios
apresentam implantes em superficie, sem a presenca de endometriose e retracdes
ou cicatrizes, assim como aderéncias pré-ovarianas (Donadio, 2001).

A endometriose € classificada pela Sociedade Americana de Fertilidade
(American Fertility Society, 1985) como, minima apresentando presenc¢a de manchas
peritoneais; leve apresentando manchas peritoneais extensas e ou aderéncias;
moderada apresentando presenca de endometriomas profundos e severa com a
obliteracéo do fundo de saco posterior.

A frequéncia da endometriose tem sido citada os indices de 5% a 36%.
Acredita-se que a recente incidéncia alcance 10% das mulheres em idade
reprodutiva. Sendo considerada como a terceira principal causa de hospitalizagbes
ginecologicas e a principal indicagdo de histerectomias nos Estados Unidos
(Eskenazi & Warner, 1997).

1.2 — Habitos sociais e dados geograficos

1.2.1 - Idade

Ha consenso de que a idade nao ressalta relacdo com a gravidade na doenca
da endometriose, partindo-se do principio que os estrogénios tém importancia maior
no desenvolvimento dessa doenca, fica clara a percepcdo de que o periodo
reprodutivo da mulher € de particular interesse. Observou-se que a patologia em
mulheres varia de 12 a 80 anos, com uma idade média de diagndstico em torno de
28 anos de idade (Pritts & Taylor, 2003; Eskenazi & Warner, 1997).

Estudo com 244 pacientes feito no HC-FMUSP no periodo de 1992 a 1999
mostrou que a idade média era entre 30 e 34 anos, sendo que o inicio das
sintomatologias se deu ha mais de 05 anos antes do diagndstico em 36,41% dessas
pacientes (Abréao, 2000).
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Segundo as pesquisas de Hadfield e colaboradores (2001) a idade no periodo
da andlise, indicando que o tempo médio de 11,7 anos nos Estados Unidos e de 7,9
anos no Reino Unido entre o comec¢o dos sintomas e do diagnostico de
endometriose, podendo assim prever uma possibilidade de diagnosticar a doenca

mais precoce nesses casos.

1.2.2 — Etnia

Varios estudos véem buscando comprovar a participacdo da raca como fator
de risco para a endometriose. O que se tem observado é uma grande polémica entre
as mais diversas pesquisas, Kirshon et al (1989) e Houston, Noller & Melton (1988)

afirmaram néo perceber diferenca na incidéncia entre as diversas racas.

1.2.3 — Estado civil

O estado civil é outro aspecto bastante polémico como parametro de
incidéncia para a endometriose. E de se imaginar, entretanto, que as pacientes
casadas ou em vida consensual (com vida conjugal estavel) venham mais a procura
do servico médico devido a queixa de infertilidade, do que mulheres sem vida
conjugal estavel. Embora haja trabalhos que recuse este entendimento (Parazzini et
al, 1989).

1.2.4 — Fumo

De acordo com Cramer e colaboradores (1986), uma mulher que fuma mais
de vinte cigarros por dia tem uma propensdo de apresentar niveis séricos de
estrogénio reduzidos, o que serviria deste modo como agente protetor da
endometriose, 0 0s estudos apontaram que as mulheres que iniciaram o habito do
tabagismo antes dos dezessete anos, fumando vinte cigarros por dia, como tendo
um risco significativamente menor de apresentar endometriose quando comparadas
com as nao fumantes. Por outro lado, Parazzini e colaboradores (1989) em suas
pesquisas, ndo encontraram diferenca entre fumantes e ndo fumantes quanto a

incidéncia de endometriose ovariana.
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1.2.5 — Escolaridade

A respeito a escolaridade, estudos europeus apontam a existéncia de uma
maior incidéncia de endometriose de 30% em mulheres que possuem o segundo
grau e de 27% com o nivel superior. Em outros trabalhos indicam valores
semelhantes, mesmo quando estas pesquisas foram realizadas em instituicoes
publicas, de onde o grau de escolaridade entre as pacientes com endometriose é
mais baixo, fazendo com que seja uma grande possibilidade de que o fator de

estresse seja 0 agente causal da doenca (Abrao, 2000).

1.2.6 — Atividades fisicas

A realizacdo regular de exercicios fisicos parece benévola para diminuir os
indices de endometriose, quando praticados precocemente. A reducdo de estradiol,
devido a liberacdo de beta-endorfinas que inibem o GnRH (Horménio de liberacéo
das gonadotrofinas) e conseqiientemente o eixo hipotalamo-hipofise-ovariano, e a
melhoria causada no sistema imunolégico pela atividade fisica, parecem esclarecer
a menor incidéncia dessa doengca em mulheres que praticam exercicios fisicos de
modo regular (Velebil et al, 1995).

A pratica de atividades fisicas diarias beneficia o sistema imunologico e por
isso, o corpo elimina com facilidade os focos endometriéticos. Outro fator importante
relacionado a atividade fisica é a reducdo da secrecdo do estrogénio, o que pode
favorecer a desenvolvimento da doenca (Lorencatto et al., 2002).

1.3 — Genética

O risco de a mulher ter endometriose € sete vezes maior em familiares
de primeiro grau de mulheres com endometriose, a maior ocorréncia da doenca em
parentes de primeiro grau em mulheres é de 4,3 a 6,9 % com a doenca e de 0,6 a
2,0 % em mulheres que ndo possuem a doenca e parece nao existir nenhuma
associacdo com as mutacdes genéticas, embora alguns autores fizessem mencdes
a polimorfismos especificos (Arvanits et al, 2001, Kennedy et al, 1995).

De acordo com Guo e colaboradores (2004) a origem da endometriose foi

baseada em estudos familiares, os quais tiveram uma maior ocorréncia da doencga
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em parentes de primeiro grau em mulheres com a doenca. No entanto, a imensa
quantidade de alteracdes moleculares e celulares detectadas da a entender de uma
origem poligénica da doenca. O autor relata que o aparecimento do fendtipo pode
ser devido as interacdes entre os produtos da expressdo de determinados alelos
envolvidos de genes especificos. Ainda que provavelmente o sitio peritoneal de
mulheres susceptiveis a endometriose favoreca as modificacbes da integridade
gendmica das células endometriais que resultam do efluente menstrual e deste

modo, originando o aparecimento das lesdes.

1.4 — Antecedentes familiares

Os trabalhos apontam a frequéncia de familiares de primeiro ou de segundo
grau em portadoras de endometriose, podendo haver a influéncia em relacdo ao
aumento da incidéncia em algumas pacientes. E que quanto identificar um fator
familiar ou mesmo genético que predisponha a mulher a ter endometriose € algo
dificil pelas préprias limitacdes de diagndsticos (Velebil et al, 1995).

Kennedy e colaboradores (1995) analisaram um grupo de 230 mulheres
portadoras de endometriose, o resultado encontrado desde estudo ressaltou que 19
casos foram de mae e filha portadoras da doencga, e 16 pares de irmas e um caso de
irmas gémeas portadoras de endometriose. Seja por fatores genéticos ou por
habitos de vida semelhantes, ainda que ndo apresente uma interacdo mendeliana
clara, a grande maioria dos pesquisadores acredita que o componente familiar seja

de origem poligénica e multifatorial (Gianetto & Feyles, 2003).

1.5 — Diagnostico de Endometriose

O diagnéstico histoloégico € fundamentado na identificagdo de glandulas
endometriais de caracteristicas separadas por estroma endometrial dentro de tecido
conectivo fibroso ou de musculo esquelético, nas areas de endometriose cronica
ativa com fibrose e nas areas de hemorragia focal, e do mesmo modo no tecido
endometrial ectépico responde aos estimulos hormonais. Nas hemorragias dentro do
foco resultam em processo inflamatorio com infiltracdo de histidcitos e macrofagos

carregados de pigmentos de hemossiderina (Coeman et al, 2005; Seydel, 1996).
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Tabela | — Diagndsticos para identificacdo de estromas ou glandulas endometriais.
Método Diagnéstico Ano

Cistoscopia aponta de 65 a 72% dos casos devido
Cistoscopia  as suas caracteristicas macroscopicas da lesdo  Brosens,
gue variam ao longo do ciclo menstrual. 1994

O exame feito através da Colposcopia ajuda no
Colposcopia  diagnéstico nos casos de endometriose cervical Giordano,
ou vaginal. 1998
Nessa metodologia € fundamental que seja feita a
visualizacdo total da pelve, especialmente da
Laparoscopia superficie ovariana, da fossa ovarica, do fundo de Abrao, 2007
saco de Douglas e dos ligamentos Utero-sacros.
Considerado o método padréo.
A ressonancia magnética € usada para a
avaliacdo da endometriose, a qual proporciona Patterson &
Ressonadncia imagens caracteristicas em decorréncia do ferro  Winburn,
magnética nos  depositos  de hemossiderina  dos 1999
endometriomas.

O ultra-som, incluindo o ultra-som bidimensional
Ultra-som padréo e o ultra-som endoluminal-retal, tem sido Dwivedi et
empregado para avaliacdo da endométriose de al, 2002
cicatriz abdominal e perineal.
A tomografia computadorizada pode ser util em
Tomografia  revelar a extensdo da doenca, na massa solida ou  Dwivedi et
computorizada mista, bem circunscrita e nas imagens com al, 2002
caracteristicas de hemorragia subaguda ou
hemorragia crbnica no seu interior.

1.6 — Sintomas e Endometriose

Os sintomas alteram muito e dependem muitas vezes da localizacao
anatbmica da doenca. Existem pacientes que tém sintoma como a depressao,
ansiedade, alteracdes de humor, alteracdes no apetite, e as manifestacdes comuns
gue sdo chamados de sindrome pré-menstrual e do climatério. A intensidade dos
sintomas ndo parece depender do estagio clinico da doenga, € comum encontrar
mulheres com endometriose minima com sintomas graves, com a doenca avancada
e completamente assintomatica. E que a endometriose é manifestada numa clinica

variada, como dores pélvicas e abdominais, dismenorréia, dispareunia,
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irregularidade menstrual e infertilidade. A dimensdo da doenca pode n&o estar
relacionada com a sintomatologia necessariamente, ou seja, pacientes com
endometriose severa podem-se apresentar completamente assintomaticas,
enquanto mulheres com graus minimos da doenca podem ter dores e outros
sintomas severos (Harrison & Barry, 2000).

Segundo Berek (2005) os principais sintomas da endometriose sao dor e
infertilidade. De acordo ainda com o0 autor 0os sintomas sugestivos de endometriose
sao colicas fortes, dores durante as relacfes sexuais, alteracdes urinarias (dor ao
urinar ou presengca de sangue na urina) e alteragfes intestinais na época da

menstruacao (dor para evacuar, presenca de sangue nas fezes e intestino solto).

1.7 — Morfologia

A morfologia macroscopica das lesbes € bastante variavel. Diversos
formatos e varias coloracdes caracterizam o aspecto da endometriose. Os implantes
podem ser polipdides, com invasdo do tecido conectivo sub-peritoneal, cisticos, ou
apresentar lesdes fibroticas e inflamatérias. A coloracdo das lesbes pode variar de
acordo com a fase evolutiva da doenca, em geral observam-se lesdes de cor
vermelha, amarela, marrom ou preta (Abréo et al, 2003).

Os focos de endométrio estdo quase sempre relacionados com a influéncia
dos hormoénios ovarianos e com frequéncia que sofrem as alteracbes menstruais
cisticas e de sangramento periodico. Esse sangramento provoca uma formacao de
nddulos nas superficies serosas ou logo abaixo no local do comprometimento, de
aspecto vermelho-azulado a amarelo-acastanhado. Os ovarios com endometriose
podem tornar-se acentuadamente deformados por grandes espacos cisticos (3 a 5
cm de diametro) repletos de resquicios de sangue. O diagnostico histolégico da
endometriose é direto, no entanto pode ser dificultoso nos casos de longa duracdo
em gue o tecido endometrial que é encoberto pela resposta fibro-obliterativa (Rubin
& Farber, 2002).

O termo endometrioma (Figura 03) é usado para os implantes endometriéticos
gue formam uma massa tumoral. Sendo identificados como massas cisticas de
paredes espessas, lisas e escuras que, quando incisados, liberam liquido denso

acastanhado semelhante ao chocolate (Duleba, 1997; Kistner, 1983).
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Figura 03: Conteudo achocolatado do endometrioma (Fonte: Kondo, W. 2010)

As varias teorias talvez sejam pelo fato da dificuldade de uma relacéo direta
entre os sintomas e as presencas da doenca dificultam o diagnostico em paciente
assintomatica, e a elaboracdo de um perfil da paciente com endometriose. Em
algumas situacbes os achados histopatologicos da endometriose esta sujeito na
duracéo da doenca e da profundidade da penetragéo das lesdes. A endometriose na
parede abdominal estd na maioria das vezes localizada na pele, no tecido celular
subcuténeo ou aderido ao tecido anterior dos retos abdominais. Os implantes podem
mudar de aparéncia durante o ciclo menstrual, tornando-se mais macios e
congestos, sangrando em alguns casos. Os endometriomas sao os resultados de
reproduzidos sangramentos ciclicos dentro de implantes profundos, dando a
aparéncia de “cistos de chocolate” (Coeman et al, 2005; Satataloff et al, 1989).

A endometriose pode ser apresentada em trés diferentes formas: a primeira
delas € a endometriose ovariana, que se caracteriza pela formacdo de cistos nos
ovarios (endometriomas). Essa multiplicidade pode estar associada a infertilidade,

entretanto, a causa da dor € muito importante. As outras formas de apresentacéo
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sdo a endometriose superficial, em que ocorre uma invasao de até 0,5 cm de
profundidade no peritbnio de 6rgdos como bexiga, intestino, colo uterino; e a
profunda, que infiltra 0,5 cm ou mais o0 peritbnio desses 6rgaos. Nesse ultimo
estagio os sintomas sdo mais exuberantes e o0s tratamentos cirdrgicos mais
complexos (Rubin & Farber, 2002).

1.8 — Infertilidade

Na mulher a reducdo da fertilidade pode estar ligada em aderéncias
desenvolvida entre os ovarios e as trompas, ou devido a substancias produzidas
pelos implantes de endometriose, 0 que impede a ovulacdo normal, a fertilizacéo e a
implantacdo. Do mesmo modo com a deformidade da anatomia pélvica ou com as
alteragcbes no desenvolvimento do ovécito e do embrido, ou uma reducdo de
receptividade do endométrio. J& em mulheres que possuem ferimentos leves e que
mesmo fazendo um tratamento meédico ndo conseguem alterar a fertilidade,
mantendo assim, a sua fertilidade baixa. Assim, s6 pode ser melhorada através
de um tratamento cirdrgico nas lesfes (Barros, 2000).

Segundo Bankowski (2006), a conseqiiéncia da endometriose com respeito a
fertilidade pode ser devido a uma alteracdo ambiental, afetando a ligacao entre o
espermatozoide e o oOvulo. Nos casos da doenca jA avancada nas aderéncias
pélvicas, nas aderéncias tubarias ou nas aderéncias ovarianas, pode haver uma
interferéncia no transporte do gameta ou embrido. De acordo ainda com o autor 0s
achados clinicos comuns apés exame fisico incluem nodularidade dos ligamentos
uterossacros, os quais freqientemente encontram-se aumentados e dolorosos, ou
dor anexal, edema doloroso, septo reto vaginal e dor & mobilizagcéo do utero.

A endometriose tem sido associada de alguma forma com a infertilidade,
tornando-se comum em mulheres com endometriose. Estudos indicam que a
endometriose (Figura 04) atinge aproximadamente 5% da populacdo feminina
universal, enquanto que em mulheres inférteis a prevaléncia poderia chegar a
valores maiores que 30%. Mais que isso, diversos trabalhos na maioria
demonstraram que a taxa de fecundidade mensal de pacientes com endometriose
pode estar reduzida a metade quando comparadas as mulheres que ndo possuem a
doenca (Witz & Burns, 2002).
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Figura 04: Endometriose em ligamento Gtero-sacro esquerdo e em regido retro cervical
Fonte: Kondo, 2010.

A precisa relagdo causa-efeito entre a endometriose e a infertilidade ainda
nao é evidente e muitas teorias vém tentando obter uma melhor compreensdo da
coexisténcia dessa doenca e de como aborda-la de modo benéfico para as
mulheres. Na maioria das vezes se atribui a distorcdes da anatomia pélvica e o
mecanismo de infertilidade em casos de endometriose severa, entretanto isso ainda
ndo explicaria a infertilidade em estagios mais precoces da doenca (Witz & Burns,
2002).

Donnez & Nisolle (1997) sugerem que os endometriomas sdo originados
através de uma metaplasia mesotelial, no entanto os endometriomas também
resultariam numa invaginacdo do cortex ovariano. Em ambas as teorias, tanto a de
implantacdo ou da metaplasia, os foliculos ovarianos estdo presentes na base dos

pseudocisto endometridticos (Figura 05).
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Figura 05: Foto de Endometriomas (endometriose nos ovarios). Fonte: Kondo, W. 2010.

1.9 - Agentes Xenobibticos

De acordo com OMS (Organizacdo Mundial de Saude), os biomarcadores
podem ser subdivididos em trés categorias. Marcadores de exposicdo, efeitos e
suscetibilidade:
1° - Biomarcador de exposicdo sdo reconhecidos quando uma presenca a
substancia exogena, de seu metabdlito ou de um produto da interacdo entre um
agente xenobidtico e uma molécula-alvo (ou célula), que possa ser medida num
compartimento de um organismo.
2° - Biomarcadores de efeito sdo classificados como qualquer alteracdo de medida
bioquimica, fisioldgica, comportamental num organismo que, dependendo de sua
amplitude, pode ser reconhecida como dano a saude ou do mesmo modo na
doenca.
3° - Biomarcadores de suscetibilidade sé@o definidos como indicadores de resposta
relacionados a uma determinada habilidade inata ou adquirida do organismo que

pode resultar em alteragdo na suscetibilidade do individuo a uma dada substancia.
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Podem-se incluir nesta categoria fatores genéticos e alteracbes na expressédo de
receptores. Esta subdivisdo € algumas vezes ambigua, mas serve para agrupar
biomarcadores (Hemmink, 2001).

Os genes e as proteinas relacionados com a metabolizacdo e com a
detoxificagdo de xenobidticos sdo frequentemente utilizados em estudos de
marcadores potenciais de suscetibilidade para desenvolvimento de varias doencgas,
inclusive a do cancer, nas quais a etiologia esta relacionada a exposicao ambiental.
Os genes que codificam para enzimas de ativacdo (reacdo de fase 1) ou
detoxificacdo (reacdo de fase Il) de xenobioticos sdo alvos potenciais para estudos
de suscetibilidade genética (Wilkinson & Clapper, 1997).

1.10 - Genes de metabolizacao

Sao muitos os estudos que apontam a detoxificagdo celular feita através de
enzimas que estdo relacionadas com a protecéo celular. Revelam que a inativacéo
de xenobidticos e das toxinas enddgenas possibilitam a preservacédo da integridade
celular, como também da inibicdo dos eventos de citotoxicidade provocados por
estas substancias e que podem ser a origem de algumas doencas (Wilkinson &
Clapper, 1997).

Fundamentado em suas propriedades funcionais, as enzimas de detoxificacao
sao classificadas em 2 grupos. As enzimas de fase | sdo as enzimas que ativam o
xenobiotico, tornando-o mais eletrofilico e desta forma mais reativo. Ja as enzimas
de fase Il exercem a funcdo de ativacao feita pelas enzimas de fase I, inibindo a
formacao de produtos eletrofilico, além de catalisarem a converséo do eletrofilico em
conjugados inativos, tornando-os mais hidrossoluveis e facilitando sua excrecdo da
célula (Wilkinson & Clapper, 1997).

O exemplo mais conhecido entre as enzimas de fase I, ou enzimas de
ativacdo sdo as enzimas da superfamilia do Citocromo P450 (CYPs) que sao
enzimas oxidativas. Os CYPs inserem um atomo de oxigénio no xenobiético para
torna-lo altamente eletrofilico. Enquanto que entre as enzimas de fase Il temos como
mais estudados os genes da superfamilia das glutationa-S-transferase (GSTS)
(Cascorbi, 2006).
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1.10.1 - Glutationa S-transferase - genes GSTM1 e GSTT1

Os polimorfismos de enzimas que promovem conjugacdo na fase Il do
metabolismo, como N-acetil-transferases (NATs) e Glutationa-S-transferases
(GSTs), e seu papel na suscetibilidade a diversas neoplasias tem sido
extensivamente pesquisado (Cascorbi, 2006)

Entre as enzimas de faze Il, as Glutationa S-transferases (GSTs) exercem
um papel fundamental no metabolismo celular, assim como na modificagdo de
compostos eletrofilico reativos, tanto pela conjugacdo com moléculas enddgenas,
como as glutationas, como por ligacdo nao covalente com varios agentes
xenobidticos presentes, um exemplo esta na fumaca do cigarro e na dieta alimentar,
impedindo a ligacdo destes com o DNA (Hayes et al, 2005).

A maior concentracdo das GSTs foi observada no figado, no entanto, pode
ser encontrada também em outros 0Orgdos, como nos pulmdes e no intestino
delgado. As GSTs humanas foram agrupadas com base em seu ponto isoelétrico e
na sequéncia de aminoacidos, em alfa (basicas), mu (proximas ao pH neutro) e teta
(acidas), cada uma contendo produtos de diferentes locos génicos (Hayes et al,
2005).

As enzimas Glutationas-Stransferases estdo envolvidas no metabolismo de
xenobidticos incluindo carcinGbgenos ambientais, nas espécies reativas de oxigénio e
nos agentes terapéuticos. As GSTs sdo de uma superfamilia de enddgenos e de
exdgenos que formam através da conjugacdo da Glutationa enddgena com
compostos eletrofilico (Hayes et al, 2005).

O gene GSTML1 esta localizado no locus 1pl13.1, e o GSTT1, localizado no
l6cus 22g11.2, estes descrevem o0s polimorfismos de presenca/auséncia, com que
resulta na falta das proteinas ativas. Estes polimorfismos apresentam variacdo de
frequéncias conforme a populagédo e grupo étnico estudado (Pemble et al, 1994).
Estudos mostram que a enzima GSTM1 ativa é responsavel pela detoxificacdo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e solventes como o benzeno, enquanto que
a GSTT1 detoxifica pequenos hidrocarbonetos reativos, como o Oxido de etileno
(Strange & Fryer, 1999).

As enzimas codificadas por esses genes realizam um importante passo na

detoxificagdo de xenobidticos, torna-se claro que a auséncia de sua atividade pode
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levar a um aumento na toxicidade e na suscetibilidade ao desenvolvimento de
tumores malignos. Diversos estudos detectaram uma frequéncia elevada do
genotipo nulo para estes dois genes em individuos portadores de diferentes

neoplasias (Cascorbi, 2006).

1.10.2 - Gene P53

O gene p53 possui uma importante funcdo reguladora do ciclo celular e
mapeado no brago curto do cromossomo 17, a razdo da designacédo p53 se deve a
codificacdo da proteina nuclear. As mutacdes no gene p53 sdo eventos genéticos
freqientemente observados em varios tipos de cancer em humanos e relacionados
com o agente ambiental envolvido (Greenblatt et al., 1994).

O processo da génese tumoral estd fortemente associado a reproducédo
celular, e com 0s mecanismos que regem o ciclo celular. Para que a cada ciclo duas
células-filhas idénticas sejam geradas, € necessario que ocorra duplicacdo e
subsequiente segregacdo dos cromossomos e demais componentes da célula. Os
cromossomos séo replicados numa fase conhecida como S (sintese) e segregados
para as células-filhas na fase M (mitose) do ciclo celular. Esse processo ocorre de
forma continua, passando de G1-S-G2-M. O controle do ciclo celular é feito
basicamente por intermédio de proteinas que atuam nas fases G1 e G2, acionando
mecanismos de reparo ou interrompendo o processo de divisdo celular quando
detecta mutacOes no material genético (Harris, 1981).

Grande parte dos genes supressores tumorais sintetiza proteinas com funcao
na regulacdo do ciclo celular, as quais, quando ausentes ou ineficientes, podem
contribuir para a evolucdo de clones de células tumorais. O gene p53 é uma das
proteinas que controla o ciclo celular, durante a fase G1, retardando o processo de
divisdo para que ocorra o reparo ou mesmo impedindo a divisdo celular através de
apoptose (morte celular). Por outro lado, muta¢des no gene p53 induzem a formacao
de proteinas alteradas que ndo conseguem interromper o processo de divisdo
celular e, sem tempo suficiente para que ocorra o reparo do DNA, a célula carrega o
dano para as divisbes subsequentes possibilitando a formacéo dos tumores (Harris,
1981).

As classes de lesdes do DNA incluem basicamente nas perdas ou nas
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delecdes, na substituicdo da pares de bases, nas inser¢cdes, nas amplificagdes, nas
duplicacdes, inversdes e translocacdes. Nao ficou claro se tais alteracbes sao causa
ou consequéncia de cancer. Mesmo porque a historia natural da doenca parece
envolver ndo uma, mas varias mutacdes genéticas. Onde a prevaléncia de
mutacbes do gene p53 nos tecidos neoplasicos varia de acordo com o sitio
anatdémico do tumor, de 0%, em tumores de testiculos e da hipdfise, a mais de 50%,
nos tumores de pulméo e colon (Greenblatt et al., 1994).

A associacdo entre endometriose e cancer estd baseada na informacéao
adquirida através de estudos cromossémicos. Indicando que as regides que abrigam
0S oncogenes provavelmente ganham materiais, do mesmo modo que 0S genes
supressores tumorais localizados em regides tenham perdas cromossémicas. Estas
alteracdes foram descritas em regides onde ha perdas de seqtiéncias de DNA, como
nas regides 1p, 5p, 6q e 22q. Entre os genes com possivel desencadeamento de
malignidade, estdo os supressores tumorais PTEN e TP53 e 0s proto-oncongenes
Bcl-2 e c-myc. Entretanto os estudos experimentais frequentemente nao se
correlacionam com os dados clinicos. Habitualmente as alteracbes na funcéo
ovulatéria, tanto na fase folicular quanto na deficiéncia da fase lutea, na LUF
(sindrome de luteinizagdo do foliculo ndo roto), na anovulagcdo, na
hiperprolactinemia, tem sido freqientemente encontrado em algumas pacientes com

endometriose (Vigano et al, 2006).

1.10.3 - Citocromo P450 (CYP)

O termo Citocromo P450 é especifico utilizado para denominar uma familia de
enzimas que tem a terminologia 450 em sua nomenclatura. As enzimas P450 podem
metabolizar uma série de substratos. A superfamilia de genes do citocromo P450
codifica humerosas enzimas que catalisam uma variedade de reacdes quimicas e
metaboliza um grande namero de substratos exdégenos e enddgenos, como lipideos
e esterbides (Cascorbi, 2006).

As enzimas citocromo P450 (CYP) constituem uma superfamilia de proteinas
que podem ser encontradas desde as bactérias até ao homem, e estdo envolvidas
no metabolismo de uma grande variedade de compostos. Desde a sua origem ha

mais de 3,5 mil milhdes de anos, a familia dos genes CYP diversificou-se para
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acomodar o metabolismo de um numero crescente de toxinas ambientais,
compostos da dieta e drogas (Nelson, 1996).

O sistema biolégico de metabolizacdo € encontrado em procariotos e
eucariotos. Todos os genes desta superfamilia evoluiram a partir de um ancestral
comum, ha cerca de dois bilhdes e meio de anos, calcula-se que no genoma
humano existam em torno de 60 a 100 genes codificadores de enzimas P450, sendo
gue muitos deles estejam envolvidos na codificagdo de enzimas que metabolizam
compostos exdgenos. Estéo incluidos os substratos para CYP450, as vitaminas, 0s
esterdides, 0s acidos graxos, as prostaglandinas, as aminas e 0s xenobidticos de
um modo geral, tais como as drogas, 0s carcindgenos ambientais, os antioxidantes,
0s solventes, 0s anestésicos, 0s corantes, as pesticidas, produtos derivados do
petréleo, os alcoois (Conforti, 2004).

O sistema de classificagdo € baseado na percentagem de homologia entre a
sequéncia dos CYPs facilita a construcdo de uma arvore filogenética para esta
superfamilia de enzimas. O gene ancestral CYP devera ter aparecido ha cerca de
3500 milhdes de anos nas espécies procariotas, na altura em que a atmosfera
sofreu alteracbes e tera comecado a haver oxigénio disponivel para as
transformacdes cataliticas mediadas pelos CYPs. O gene ancestral (Tabela 2) deve
ter sofrido duplicacdo ha cerca de 1360 milhdes de anos, o que deu origem a
evolucéo dos CYPs (Lewis & Sheridan, 2001).

Tabela Il — A evolucédo dos CYPs tempo milhdes de anos.

Tempo Divergéncias na superfamilia CYP

2000 CYPs eucariotas e procariotas

1000 Distancia evolutiva microssomais e mitocondriais

800 As familias CYP3 e CYP4 separaram-se dos outros CYPs microssomais
650 Divergéncia entre CYP3 e CYP4

550 As familias CYP1 e CYP2 divergiram da CYP17 e CYP21

470 Divergéncia entre CYP1 e CYP2

450 Divergéncia entre CYP17 e CYP21

370 Divergéncia da subfamilia CYP2D da familia CYP2

300 A subfamilia CYP2D expande-se

250 Divergéncia da familia CYP2

230 Divergéncia das subfamilias CYP2A e CYP2B, CYP2C e YP2E
120 Divergéncia entre CYP1A1 e CYP1A2

80 Especializacao das familias e subfamilias CYP

Fonte: Lewis e Sheridan, 2001.
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A expressao citocromo P450 é designado para um agrupamento de proteinas
gue contém um grupo heme e que difere ligeiramente umas das outras pelos seus
pesos moleculares, devido a apresentacdo de ligacdo com o monoéxido de carbono
(CO), as propriedades eletroforéticas e imunologicas e pelas atividades cataliticas
para as diferentes drogas. O genoma humano contém em torno de 50 diferentes
genes P450, subdivididos em 10 subfamilias (Kalant et al, 1991).

De todas as familias da fase | a do citocromo P450 é a mais importante
devido ao nivel do elevado niumero de xenobidticos que detoxifica, na versatilidade
catalitica que apresentam. O papel destas enzimas é relevante para o metabolismo
oxidativo, peroxidativo e redutor de numerosos e diversos compostos endégenos e
exodgenos (Nelson, 1996).

Os metabolitos ativados nesta fase podem, em certos casos, ser mais toxicos
gue o substrato original, podendo ser depois conjugados com uma molécula
enddgena, como o acido glucurdnico, a glutationa ou o sulfato, nas chamadas
reacoes de fase Il ou de conjugacéo (Adashi et al, 1996).

Em 1987 um novo sistema de nomenclatura foi proposto pela primeira vez, no
entanto diversas atualizagbes foram publicadas a medida que surgiram novas
formas desta enzima. Na nova nomenclatura um nimero apoés a letra denota cada
isoenzima individual, e assim um gene individual designa-se, por exemplo, como
CYP1ALl. Para ser considerado um novo membro individual, uma seqténcia deve
diferir de uma para outra mais que 3%. No caso dos genes a notacdo CYP
apresenta-se em italico (CYP), enquanto para as proteinas, mMRNA e cDNAs a sigla
nao é apresentada em italico e todas as letras sdo mailsculas, qualquer que seja a
espécie (Nelson, 1996).

De acordo com Nelson (1996) os metabdlitos resultantes deste processo sao
geralmente menos ativos que o composto inicial ou mesmo inativos, embora possa
também acontecer o caso dos produtos finais apresentarem uma atividade
farmacoldgica realcada. Porém, o metabolismo de xenobiéticos pode produzir
produtos reativos e toxicos que podem ser responsaveis por varias formas de
toxicidade, incluindo a iniciacdo e progressao de tumores.

O sistema citocromo P450(CYP), tem como constituicdo: colecdo de
isoenzimas, agrupadas por familia, subfamilia e gene responsavel pela sua

transcricdo. Familias: primeiro numeral ardbico CYP1Al, subfamilias: letras
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alfabéticas, gene: ultimo numeral ardbico. Se a semelhanca em aminoacidos e sua
sequéncia sdo de pelo menos 40%, a enzima pertence a mesma familia. Se a
sequéncia é 55 - 99% homologa, a enzima pertence a mesma subfamilia (Adashi et
al, 1996).

Sua nomenclatura atualmente é baseada a partir da homologia estrutural.
Exemplo: CYP1Al
CYP — Simbolo do Citocromo P450;

CYP1 - Familia do gene; > 40% identidade;
CYP1A — Subfamilia do gene; > 55% identidade;
CYP1A1l — Membro individual da subfamilia.

Nestas enzimas estdo envolvidas no metabolismo de xenobidticos e dos
acidos graxos. Existem altos indices de expressdo de CYPs nos tecidos hepaticos,
mas todos os tecidos expressam essas enzimas em nivel tecido-especifico. A
aromatase compreende duas proteinas: P450arom e NADPH citocromo P450
redutase. O Citocromo P450 catalisa uma série de reacdes que formam o anel
fendlico A que caracteriza os estrogénios; a NADPH citocromo P450 redutase é uma
flavoproteina presente na maioria das células responsavel pela reducdo da NADPH
para a forma microssoma do citocromo P450 (Adashi et al, 1996).

SO recentemente foi resolvida uma estrutura de um cristal de CYP de
mamiferos, o CYP2C5 de coelho. A denominacdo destas isoenzimas P450 esti
dividida em trés familias, sendo elas a CYP1, CYP2 e CYP3 com base em sua
relagdo evolutiva, similaridade de sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos. As
frequéncias das variantes alélicas da superfamilia CYP diferem entre as etnias
(Shastry, 2006).

Na atividade catalitica e 0 modo de inducéo da enzima CYP1A1 parecem ser
altamente conservados, confirmando sua importante funcgéo fisioldgica. O padréo da
atividade e da capacidade indutora, relacionados com a formagdo dos metabdlitos
de PAHs (Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos), € de grande importancia na
estimativa do risco de desenvolver cancer. Esta enzima € expressada
principalmente no pulmao, linfocitos e na placenta (Anttilla et al., 1991).

O CYP1Al é um gene chave do metabolismo de carcindgenos, tornando-se
um biomarcador de suscetibilidade ao cancer, principalmente em tumores ligados ao

habito tabagista. Localizado no cromossomo 15 (15g22-24, (Figura 06) s varios



41

padrées de polimorfismos de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP). A de
restricdo (RFLP). A enzima de restricdo Mspl, originado pela mutacdo T—C na
regido ndo codificante trés”, resultando no alelo polimérfico denominado CYP1Al
(Walker, 1996).
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Figura 06: Cromossomo: 15q; Localizacdo: 22-24 . Fonte: NCBI

Entre os PAHs (hidrocarbonetos aromaticos policiclicos) metabolizados por
esta enzima, encontra-se 0 benzo(a)pireno, um potente carcinbgeno presente na
fumaca do cigarro, que é transformado em benzopireno diol epoxido (BPED), um
composto altamente reativo, capaz de formar ligacdes covalentes com o DNA. Este
gene é altamente polimorfico, no entanto um grande numero de trabalhos foca em
duas variantes alélicas principais. O CYP1Al é considerado um gene chave no
metabolismo de carcindgenos, tornando um biomarcador de suscetibilidade ao
cancer, principalmente naqueles tumores ligados ao habito tabagista, devido a
isoenzima que catalisa a oxidagdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAHSs) em produtos fendlicos e epoxidos (Cascorbi, 2006).

A expressdo do gene CYP1lAl é também induzida por compostos
encontrados em plantas da familia das cruciferas (repolho e broécolis) e pela luz
ultravioleta nas células da pele e do figado. A indugcdo da expressdo deste gene
acontece na via ligacdo do composto indutor ao receptor, que ativa a transcrigéo de
outros genes que codificam proteinas envolvidas na metabolizacdo de xenobibticos
(McDonnel et al, 1992; Rannug et al., 1995; Hawaijiri et al., 1993).

Os membros das subfamilias CYP1, CYP2 e CYP3 estdo mais envolvidos
com o metabolismo de xenobibticos e participam da fase |, chamada também de
ativacdo. O gene CYP1Al pertence a subfamilia CYP1 da grande familia do
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citocromo P450 e codifica para a enzima Aril Hidrocarbono Hidroxilase (AHH). Esta
enzima catalisa o primeiro passo no metabolismo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, tal como aqueles encontrados na fumaca do cigarro, transformando-os
em carcinégenos (Hatagima, 2002; Autrup, 2000).

Cascorbi (2006) aponta este gene altamente polimorfico, uma mutacdo
pontual timina/citosina no sitio de restricdo da Mspl do CYP1Al tem mostrado uma
associacdo de uma forma mais induzivel de CYP1Al. Os niveis elevados das
enzimas correspondentes resultariam numa capacidade aumentada de ativar
hidrocarbonetos policiclicos arométicos, produzindo intermediarios eletrofilico
altamente reativos que poderiam levar ao dano no DNA (Walker, 1996).

Previamente mostrou-se a presenca de transceptores da P450 em implantes
endometridticos pélvicos e fragmentos endometriais ectdpicos de pacientes com
endometriose enquanto que no endométrio de mulheres sem a doenga ou em suas
bidpsias peritoneais néo foi encontrado aromatase (Kitawaki et al, 1999).

De acordo com Ackerman e colaboradores (1981), nas mulheres em idade
reprodutiva a biossintese dos estrégenos acontece no ovario, enquanto que depois
da menopausa a produgcdo estrogénica ocorre especialmente da converséo
periférica de andrégenos, pela acdo do CYP em tecidos extra glandulares como a
pele e o tecido adiposo, este Ultimo ao contrario do ovario, ndo é mediado por AMPc
(Adenosina monofosfato ciclico, molécula importante na transducéo de sinal em uma
célula). Nao é um tipo de mensageiro secundario celular e sim por citosinas como
as interleucinas 6 a 11 e um fator de necrose tumoral e dos glicocorticéides ocorre
neste caso do gene CYP 19.

O principal mecanismo de formacdo estrogénica nas mulheres apos a
menopausa parece ser a aromatizacdo extragonadal e extra-hepatica da
androstenediona. A fracdo de converséo no plasma de androstenediona em estroma
(E1) aumenta com a obesidade, de acordo com a idade e as doencas hepéaticas.
Esta fracdo de conversdo mostra uma relagéo positiva com peso corporal excessivo
em ambas as mulheres, na pré e ap0s a menopausa, e pode aumentar em cerca de
10 vezes a morbidade de mulheres obesas climatéricas (Ackerman et al, 1981).

Analises em mulheres com endometriose moderada ou grave comprovaram a
expressdo e o0 aumento da atividade do CYP em implantes peritoneais, nos

implantes ovarianos e no endométrio tépico. Observou-se um aumento na
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concentracéo local do estrogénio nestes tecidos, enquanto que nas mulheres sem
endometriose, adenomiose e miomatose, notou que o endométrio ndo tem niveis
detectaveis, justificando uma provavel producédo da aromatase no local para manter
a permanéncia do foco de endometriose (Kitawaki et al, 1999).

Da mesma forma polimorfismos génicos de CYP 19 e de CYP 17 (genes para
(codificacdo da aromatase) foram encontrados em altos niveis em implantes de
mulheres com endometriose e endometriomas, sugerindo que este efeito dos
metabdlitos de estrogénio e sua producéo in loco possam explicar a permanéncia de
endometriose em mulheres climatéricas (Takayama et al, 1998).

A chave para o desenvolvimento de endometriose pode ser a resposta
inflamatoria endometrial acentuada, capaz inclusive de estimular sua progressao. A
prostaglandina E2 (PGE2) encontrada no estroma de endometriose, € considerada
como principal indutor da transcricdo da aromatase e de sua atividade estimuladora
exercida através do promotor Il do gene CYP 19. Além de que o préprio estrogeno
aumenta a producdo de PGE2 atraves de um estimulo exercido sobre a
ciclooxigenase do tipo 2 (COX2) (Noble et al, 1997).

Foram observadas também taxas de recorréncia de dor pélvica de até 75%
em 05 anos, em pacientes submetidas a tratamento clinico exclusivo com anélogos
do GnRH (Horménio liberador de gonadotrofina). Tal fato pode ser explicado pela
producdo extra-glandular de estradiol e pela retomada da esteroidogénese ovariana
apos o término do tratamento. Acredita-se que esta retroalimentacdo positiva
possibilita a criacdo de um ciclo vicioso, de uma sucessiva producéo local de PGE2
e estrogeno, favorecendo as caracteristicas inflamatérias e intensa atividade celular
da endometriose (Takayama et al, 1998).

Em 1998, o uso bem sucedido de uma droga inibidora de aromatase, no
tratamento de mulher de 57 anos, com endometriose grave recorrente em cupula
vaginal, foi o primeiro relato de sucesso deste tratamento para eliminagéo da dor e
dos focos remanescentes de endometriose respondidos por outros tratamentos,
sugerindo que o bloqueio local da atividade da aromatase possa bloquear a
producao local de estradiol (Takayama et al, 1998).

Ultimamente observa-se nos trabalhos de pesquisa cientifica uma tendéncia
em se utilizar um conjunto de marcadores para detectar alteracdes induzidas por

xenobidticos sobre 0s organismos.
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2 - JUSTIFICATIVA

A exposicdo da mulher a substancias toxicas como: didéxidos de carbono
(CO2), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, exposicdo a pesticidas e outros
elementos que favorecem o aparecimento da endometriose, pois, essas substancias
se alojam nos tecidos e na corrente sanguinea, alterando o sistema imune dos
individuos (Rier & Foster, 2002; Petta, 2002).

O aumento de casos expressivos no numero de pacientes inférteis,
portadoras de endometriose nos ultimos dez anos. Essa comprovacdo pode
significar o acréscimo desta doenca na populacdo feminina ou, simplesmente, a
melhora da investigacdo diagnostica do casal infértil, especialmente com o
desenvolvimento da videolaparoscopia como instrumento diagnaostico principal desta
patologia (Abréo, 2007).

Dados oficiais ressaltam a existéncia de 5 milhdes de mulheres portadoras de
endometriose no Brasil (ABEND, 2009). A infertilidade afeta entre 30% a 50% das
mulheres com endometriose € infértil (Abréo, 2007).

Considerando que o sistema génico polimorfico CYP1ALl seja responsavel
pelas reagcbes de metabolismo xenobidtico, capaz de influenciar
significativamente na susceptibilidade aos carcinGgenos e consequientemente ao
desenvolvimento de cancer, torna-se necessario a realizacdo de estudos deste
biomarcador de susceptibilidade em amostras de portadoras de endometriose,
com alteragbes genéticas. O polimorfismo, CYP1Al foi correlacionado com a
endometriose e com o grau de severidade da doenca (Yao et al, 2006; Nakata et al,
2004; Carvalho et al, 2004).

O estudo visa analisar dois grupos de pacientes portadoras de endometriose
com e sem infertilidade e se existe alteracGes significativas nestes dois grupos, o0s
resultados poderéo contribuir para um novo diagnostico correlacionado infertilidade

com a endometriose.
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3 - OBJETIVOS

- Analisar o polimorfismo Mspl do gene CYP1A1lml no grupo caso/controle com
diagnoéstico de endometriose, no qual em um deles foi detectada a infertilidade e no

outro nao.

3.1 - Objetivos Especificos

- Analisar a frequéncia e as manifestacoes relacionadas com o polimorfismo do gene
CYP1A1m1,

- Analisar a frequéncia e as manifestagdes relacionadas ao marcador CYP 1A1mi1;

- Comparar as freqiéncias com aquelas observadas em um grupo que nhao

apresenta a doenca (controle);

- Analisar a frequéncia e as manifestacdes relacionadas com o polimorfismo do gene

CYP1A1lml comparando com as frequéncias do polimorfismo do gene p53 ;

- Verificar a possibilidade do gene CYP1A1lml como marcador molecular para

diagnéstico de infertilidade correlacionado com endometriose.
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4 — MATERIAL E METODO

Para realizacdo deste estudo, foram coletadas 94 amostras de 10 ml de
sangue periférico das quais foram feitas analises genética moleculares. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUC Goias (CEP). Todas as
pacientes participantes da pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (ANEXO 1); Consentimento da participacdo da pessoa como sujeito
(ANEXO II) e responderam um questionério (ANEXO III).

As 94 amostras foram divididas em dois grupos: grupo | com 52 amostras de
pacientes com endometriose, comprovadas por laparoscopia (ANEXO IV). O grupo |
foi subdividido em 02 subgrupos (A e B), no grupo A pacientes (24) com queixa de
infertilidade e com a intencdo de engravidar. No segundo grupo B as pacientes (28)
com endometriose e sem a intencdo de engravidar. E o grupo Il, o grupo controle
que consistiu de 42 mulheres sem sinais clinicos de endometriose.

ApOs a laparoscopia as pacientes com endometriose foram classificadas de
acordo com o grau da endometriose (ANEXO V):

s Estadio | (minimo) /Estadio Il (leve)

s Estadio Il (moderado) Estadio IV (severo)

4.1- Extracoes de DNA gendmico

A extracdo de DNA sanglineo foi realizada utilizando-se o conjunto de
reagentes “Wizard Genomic DNA Purification” (Promega®), seguindo-se as
instrucdes do fabricante. A integridade do DNA foi visualizado através do gel de
agarose a 2% (ANEXO VI).

4.2- Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica que possibilita a sintese enzimatica “in vitro” de varias
copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase.
Esta reacdo se baseia no pareamento e extensdo enzimatica de um par de
oligonucleotideos (moléculas de DNA fita simples), usados como iniciadores que
delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificacéo.
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Estes iniciadores sdo sintetizados artificialmente, de maneira que suas
sequéncias de nucleotideos sao complementares as sequéncias especificas que
flanqueiam a regido alvo. Um ciclo de PCR envolve trés etapas: desnaturacao,
pareamento e extensdo (Mullis, 1990).

A desnaturacdo consiste na separacdo das fitas duplas de DNA, através de
elevacéo da temperatura para 92°C a 95°C. Na etapa de pareamento, a temperatura
€ rapidamente reduzida para cerca de 55° C, dependendo do tamanho e da
sequéncia do iniciador utilizado, o que ira permitir a hibridacdo DNA-DNA de cada
iniciador com as sequéncias complementares que flanqueiam a regidao alvo. Em
seguida, a temperatura é elevada para 72° C para que a enzima DNA polimerase
atue na extensao, adicionando nucleotideos, utilizando como molde a seqiéncia -
alvo, de maneira que se realize uma coépia dessa sequéncia (Mullis, 1990).

Foram realizadas PCRs especificas para detectar variantes alélicas do
polimorfismo do gene CYP 1A1ml com um volume final de 25uL (Tabela Ill). O
produto obtido foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%, e campo
elétrico de 10 V/cm. Em seguida foi corado com brometo de etidio (5pug/mL) e

visualizado no sistema de Video Documentacdo VDS® (Amesham Biosciencs USA).

Tabela Ill- Reagentes utilizados no processo da PCR do gene CYP1Al e suas
respectivas concentragoes.

Reagentes Concentracao Volume p/ 1 amostra
Tampéao (5x) 1X 5,0uL

dNTPs (100mM) 0,2mM 2,0 uL

Taq DNA polimerase (54/mL) 1,25 pL/25mL 0,2 pL

MgCI2 (7.5mM) 1,5mM 1,5 pL

Agua MiliQ 12,3 uL
Primer sense (1mM) 0,02mM 0,5 uL

Primer antisense (1mM) 0,02mM 0,5 yL

DNA 3,0 uL
Volume total 25 L

Todos os reagentes foram adicionados em um Unico microtubo de 1,5 mi
(mistura de reacao) para garantir a homogeneidade das reac¢des. O volume de cada

reagente utilizado foi multiplicado pelo nimero de amostras que foram utilizadas na
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reacdo. Em cada microtubo de 0,5 ml foi pipetado 3,0 pL do DNA gendmico
previamente aquecido e 22 pL da mistura de reagdo, somando um volume total de
25uL. Os microtubos foram levados ao termociclador (Mastercycler Gradient -
Eppendorf) e submetidos ao programa: 1 ciclo: 94°C por 5 minutos; 30 ciclos: 94°C
por 1 minuto, 56°C por 1 minuto, 72°C por 1,5minutos; 1 ciclo: 72°C por 2 minutos;
Apds o término da reagdo de PCR, o produto da PCR foi guardado em freezer (4°C)
até sua utilizacdo. Os testes foram realizados em duplicata, com controle interno de
DNA do gene ZFX/Y.

4.3 - Digestdo Enzimatica

Os iniciadores CYP1Al Sense e Antisense originam um produto de
amplificacdo de 340 pb referente ao gendtipo homozigoto selvagem (W1/W1), o qual
nao sofre acdo da enzima de restricdo Mspl, originando uma banda néo clivada. O
genotipo homozigoto mutante (m1/ml1) possui um sitio para a enzima de restricdo
Mspl, que cliva o produto de amplificacéo, gerando duas bandas de 200 pb e 140 pb
e 0 genotipo heterozigoto (W1/m1l) corresponde as 3 bandas de 340, 200 e 140 pb
(Tabela IV), Carstensen et al., (1993).

Tabela IV — Iniciadores e condi¢cdes de amplificacdo para o gene CYP1Al e o ZFXly.

Gene CYP 1A1 Iniciadores (5" — 37) Tamanho do fragmento
Sense '5'CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCTZ 340 pb
Antisense 5TAG GAG TCT TGT CTC ATG GCCT3 140pb e 200pb
ZFXIY

Sense ACC RCT GTACTG ACT GTG ATT ACAC 495 pb
Antisense GCA CYT CTT TGG TAT CYG AGA AAGT

Pares de bases: W1/W1= T/T, 340 pb; W1/ml= T/C, 200 pb e ml/ml= C/C, 140 pb (Fonte:
CARSTENSEN et al., 1993).

Reagentes utilizados no processo da digestdo enzimatica Mspl (CYP 1A1m1)
e suas respectivas concentracoes. (Tabela V). Os reagentes foram misturados em um
anico microtubo de 1,5 mL. Para cada microtubo de 0,5 mL foi pipetado 15 pl do
produto da PCR e 15 p L da mistura de reacdo, somando um volume total de 30 pL.
A reacdo permaneceu a 37°C durante 12 horas. Os fragmentos clivados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% e corados com brometo de etideo

para a visualizacao da corrida.
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Tabela V - Reagentes utilizados no processo da digestdo enzimatica Mspl (CYP
1A1m1) e suas respectivas concentragoes.

Reagentes Concentracao Volume p/ 1 amostra
Tampao da enzima 4,0 uL 4,0 uL

Enzima de restricdo Mspl 1,0 uL 1,0 uL

Agua MiliQ 10,0 pL 10,0 uL

PCR 15,0 yL 15,0 pL

Volume total 30, OuL

Os iniciadores CYP1Al1 Sense e Antisense originam um produto de
amplificacdo no processo da digestdo enzimatica Mspl (CYP 1A1ml).

Tabela VI — Iniciadores e condi¢des de amplificacdo para o gene CYP1A1m1.

Enzima de Iniciadores (5" — 3) Condicdes de reacdo
Restricdo

Mspl 5'CAG TGA AGA GGT GTAGCC GCTZ

(3801T—» C) 5TAG GAG TCT TGT CTC ATG GCCT3 37°C por 12 horas.

pb: pares de bases: W1/W1=T/T; W1/m1=T/C e m1/m1= C/C (Fonte: Carstensen et al., 1993).

Foram realizadas PCRs especificas para detectar variantes alélicas do
polimorfismo no cédon 72 do gene p53; com um volume final de 25uL. O produto
obtido foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%, e campo elétrico de 10
V/cm. Em seguida foi corado com brometo de etidio (5pug/mL) e visualizado no
sistema de Video Documentacdo VDS® (Amesham Biosciencs USA).

Os iniciadores da p53-PRO (Tabela VII) Sense e Antisense originam um
produto de amplificacdo de 177pb, referente ao genoétipo (Pro) quando homozigoto
(Pro/Pro), com controle interno de DNA do gene ZFX/Y. Tamanho esperado do
fragmento para a amplificacdo da regido que contém o polimorfismo no cédon 72 do
gene p53, (Ribeiro Junior, 2009).

Tabela VIl — Iniciadores e condi¢cdes de amplificacdo do primers p53-PRO e tamanho
esperado do fragmento.

Primer p53-PRO Iniciadores (5’ — 3) Tamanho do fragmento
Sense 5'GCC AGA GGC TGC TCC CCCZ 177 pb
Antisense 5'ATC TCA AGT CCC CCT TGC CG

ZFXIY

Sense 5'ACC RCT GTA CTG ACT GTG ATT ACAC3 495pb
Antisense 5'GCA CYT CTT TGG TAT CYG AGA AAGT3

Fonte: Ribeiro Junior, 2009



50

Reagentes utilizados no processo da PCR do polimorfismo no cédon 72 do

p53-PRO e suas respectivas concentracoes. (Tabela VII).

Tabela VIl - Reagentes utilizados no processo da PCR do polimorfismo no cédon 72
do p53-PRO e suas respectivas concentragoes.

Reagentes Concentracgéo Volume p/ 1 amostra
Tampaéo (10x) 1X 2,5uL

dNTPs 1,25mM de cada 0,5 pL de cada = 2,0 uL
Taq DNA polimerase (5U/mL) 2,5 U/uL 0,2 pL

MgCI2 (50mM) 2,0mM 2,0 uL

Agua MiliQ 15,3 pL

Primer sense 0,02mM 0,5 puL

Primer antisense 0,02mM 0,5 puL

DNA 200ng/ pL 2,0 uL

Volume total 25 uL

Fonte: Ribeiro Jinior, 2009

Todos os reagentes (Tabela VIII) foram adicionados em um Unico microtubo
de 1,5 ml (mistura de reacdo) para garantir a homogeneidade das reacdes. O
volume de cada reagente utilizado foi multiplicado pelo nimero de amostras que
foram utilizadas na reacdo. Em cada microtubo de 0,5 ml foi pipetado 2,0 uL do DNA
gendmico previamente aquecido e 23 pL da mistura de reacédo, somando um volume
total de 25uL. Os microtubos foram levados ao termociclador (Mastercycler Gradient
- Eppendorf) e submetidos ao programa: 1 ciclo: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos: 94°C
por 1 minuto, 57°C por 1 minuto, 72°C por 1minuto; 1 ciclo: 72°C por 7 minutos;
ApoOs o término da reacéo de PCR, o produto da PCR foi guardado em freezer (4°C)
até sua utilizacéo, os testes foram realizados em duplicata (Ribeiro Junior, 2009).

Os iniciadores da p53-ARG (Tabela 1X) Sense e Antisense originam um
produto de amplificacdo referente ao gendtipo (Arg) de 141pb, quando homozigoto
(Arg/Arg). Tamanho esperado do fragmento para a amplificacdo da regido que

contém o polimorfismo no codon 72 do gene p53, (Ribeiro Junior, 2009).

Tabela IX — Iniciadores e condi¢cbes de amplificacdo do primers p53-ARG e tamanho
esperado do fragmento.

Primer p53-ARG Iniciadores (5’ — 3’) Tamanho do fragmento
Sense CTG GTG CAG GGG CCA CGC 141 pb
Antisense CTG GC AGT CAC AGACTT

Fonte: Ribeiro Jinior, 2009
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Reagentes utilizados no processo da PCR do polimorfismo no cédon 72 do

p53-ARG e suas respectivas concentracoes. (Tabela X).

Tabela X - Reagentes utilizados no processo da PCR do polimorfismo no cédon 72
do p53-ARG e suas respectivas concentracoes.

Reagentes Concentracgéo Volume p/ 1 amostra
Tampao (10X) 1X 2,5uL

MgCI2 (50 mM) 1,5 mM 15uL

dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 uL de cada = 2,0 uL
Taqg polimerase 5 U/uL 2,5 U/uL 0,2 uL

Primer sense 0,02 mM 0,5uL

Primer antisense 0,02 mM 0,5uL

H20 Mili Q 15,8 L

DNA amostra 200 ng/ uL 2,0 uL

Volume final 25,0 yL

Fonte: Ribeiro Jinior, 2009

Todos os reagentes (Tabela X) foram adicionados em um Unico microtubo de
1,5 ml (mistura de reacao) para garantir a homogeneidade das reacdes. O volume
de cada reagente utilizado foi multiplicado pelo nimero de amostras que foram
utilizadas na reacdo. Em cada microtubo de 0,5 ml foi pipetado 2,0 uL do DNA
gendmico previamente aquecido e 23 pL da mistura de reagédo, somando um volume
total de 25uL. Os microtubos foram levados ao termociclador (Mastercycler Gradient
- Eppendorf) e submetidos ao programa: 1 ciclo: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos: 94°C
por 1 minuto, 59°C por 1 minuto, 70°C por 1minuto; 1 ciclo: 70°C por 1 minuto. Apés
o término da reacdo de PCR, o produto da PCR foi guardado em freezer (4°C) até

sua utilizacao (Ribeiro Janior, 2009).

4.4 — Analise Estatistica

As comparacdes entre os dados das pacientes estudadas foram analisados
empregando os calculos estatisticos da média e do desvio padrdo e o teste Mann
Whitney para identificacdo da diferenca entre as médias dos grupos. Para analise
estatistica das frequiéncias estudadas utilizou o teste do qui-quadrado (), o teste do
qui-quadrado foi aplicado com o objetivo de verificar se 0os genadtipos observados se

distribuiam igualmente em pacientes e controles. O uso de pilula anticoncepcional,
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a classificacdo da endometriose Graul/Graull ou Grau lll/Grau IV, atividade fisica, o
uso do tabaco, bebida alcodlica e com o gene P53. Os resultados obtidos foram
analisados utilizando os programas da Bio Start ® 5.0 (Sociedade Civil Mamiraua /
MCT - CNPq). As diferencas foram consideradas significantes quando a
probabilidade de igualdade era menor que 5 % (p<0,05).
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5 - RESULTADOS

Das 94 amostras de sangue periférico estudadas, 52 amostras pertencem ao
grupo de pacientes com endometriose e 42 amostras do grupo controle, pacientes
sem clinica de endometriose. A faixa etaria das pacientes do grupo com
endometriose esté entre 25 e 35 anos, sendo a média de 30,23 anos com o desvio
padrdo de 2,92. O grupo controle (sem endometriose) esta entre 19 e 57 anos, com
a média de 37,38 anos com o desvio padrao de 11,36. A média do grupo controle é
guase quatro vezes (3,89) maior do grupo das pacientes com endometriose, sendo

essa diferencga significante, p = 0, 0004 (Tabela XI).

Tabela XI: Comparacdo das variaveis das médias idades das pacientes com
endometriose e grupo controle (sem endometriose).

Grupos n X DP p
Endometriose 52 30,23 2,92
0,0004
Controle 42 37,38 11,36

O valor do teste U Mann Whitney, p<0,05.

As 94 amostras de DNA extraidos foram submetidas a analise do
polimorfismo do gene CYP1A1m1 pela técnica de PCR e digestao enzimatica.

400pb
300pb
200pb
100pb

40 pb

Figura 07: Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio, evidenciando as bandas relativas ao primer CYP
1A1 para a deteccdo do polimorfismo CYP1A1 T — C detectado pela enzima Mspl, onde M = marcador de peso
molecular (100pb invitrogen). Linha 1: homozigoto para o alelo selvagem (W1I/W1). Linha 2: heterozigoto
(W1l/m1). Linha 3: homozigoto para o alelo selvagem. Linha 4: homozigoto para o alelo mutante (m1/m1).
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As frequéncias genotipicas do gene CYP1A1lml nas pacientes (tabela XlI)
com endometriose (n = 52) para o genétipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de
67,31% (35/52), 28,84 % (15/52) do gendtipo heterozigoto (W1/ml) e 3,85% (2/52)
do gendtipo mutante (ml/ml). As frequéncias genotipicas do gene CYP1Al nas
pacientes do grupo controle (n=42) para o genétipo W1/W1 foi de 85,71% (36/42),
do genotipo heterozigoto (W1/m1l) foi de 14,29% (06/42) e 0,0% (0/42) com gendtipo
homozigoto mutante (m1/m1). As frequéncias dos genotipos polimérficos W1/ml e
m1/m1l foi maior nas pacientes com endometriose comparado com grupo controle

(Figura 07), sendo essa diferenca insignificante, p = 0, 087.

Tabela Xl - Distribuicdo das frequiéncias genotipicas para o gene CYP1A1m1l caso
(endometriose) X grupo controle

Gendtipo  Endometriose (n) %  Controle (n) % X2 GL p
W1W1 (35) 67,31 (36) 85,71
W1/ml (15) 28,84 (06) 14,29
4,862 2 0,087
m1/m1 (02) 3,85 00
Total (52) 100 (42) 100

Valor do P< 0,05.

As frequiéncias alélicas W1 do polimorfismo do gene CYP1A1lml nas
pacientes (tabela Xlll) com endometriose (n = 104) para o alelo homozigoto
selvagem foi de 67,30% (70/104) e de 32,70 % (34/104) para o alelo mutante
(ml1l) As frequéncias nas pacientes do grupo controle (n=84) para o alelo
homozigoto selvagem (W1) 85,71% (72/84) e para o alelo m1 (mutante) foi de
14,29% (12/84). As frequéncias dos alelos mutantes (ml1) foi maior nas
pacientes com endometriose comparado com grupo controle, sendo essa

diferenca significante, p= 0,006.

Tabela XIIl - Distribuicdo das frequéncias alélicas para o gene CYP1A1ml caso
(endometriose) X grupo controle

Alelos Endometriose (n) %  Controle (n) % X2 GL p
w1 (70) 67,30 (72) 85,71
m1 (34) 32,70 (12) 14,29 8,519 1 0,006
Total (104) 100 (84) 100

Valor do P< 0,05

As frequéncias dos gendtipos CYP1A1ml (tabela XIV) comparando com a
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classificacdo da endometriose dos Graul/ll e Grau Ill/IV verificou-se que para as
pacientes com o gendtipo W1/W1 foi de 68,19% (15/22), para o genotipo W1/m1 foi
de 31,81% (07/22) e para o gendtipo m1l/ml foi de 0,0% (0,0/22). Para o Grau
/Grau IV as pacientes com o genétipo W1/W1 foi de foi de 66,67% (20/30), de
26,66% (08/30) para o genétipo W1/ml e para o gendtipo ml/ml foi de 6,67%
(02/30). As frequéncias dos gendétipos polimérficos W1/m1l e m1/m1 é maior nas
pacientes com endometriose de acordo com a classificacdo no Grau Ill ou Grau IV

comparando com as pacientes do Graul/Graull, ndo significante, p = 0,452.

Tabela XIV — Distribuicdo da freqiéncia dos genotipos do gene CYPlalml
comparando com a classificacdo da endometriose (Grau I/Grau Il / ou Grau lll/Grau

V).
Grupos Gendtipos
Endometriose ~ W1/W1(n)% W21/m1(n)%  ml/m1(n)% X2 GL p
Graul/ll (n=22) (15)68,19 (07)31,81 00

Graull/IV(n=30)  (20)66,67 (08) 26,66 (02) 6,67 1,588 2 0,452
Valor do P< 0,05.

As frequéncias alélicas do gene CYP1A1ml (tabela XV) comparando com a
classificacdo da endometriose Graul/ll e Grau llI/IV verificou-se que para as
pacientes com os alelos W1/W1 foi de 68,19% (30/44), para os alelos W1/m1 foi de
31,81% (14/44) e para os alelos m1/m1 foi de 0,0% (0,0/44). Para o Grau lll /Grau IV
as pacientes com os alelos W1/W1 foi de foi de 66,67% (40/60), de 26,66% (16/60)
para os alelos W1/ml e para os alelos m1/ml foi de 6,67% (04/60). As frequéncias
dos alelos polimérficos W1/m1 e ml/ml sdo mais freqlentes nas pacientes com
endometriose de acordo com a classificagao no Grau lll ou Grau IV comparando com
as pacientes do Graul/Graull, ndo significante, p = 0,204

Tabela XV — Distribuicdo da frequéncia dos alelos do gene CYPlalml comparando
com a classificacdo da endometriose (Grau I/Grau Il / ou Grau lll/Grau V).

Grupos »
: Genotipos
Endometriose
W1W1(n)%  W1/m1(n)% m1/m1(n)% X2 GL p
Graul/ll (n=44) (30) 68,19 (14) 31,81 00
Graull/IV(n=60)  (40) 66,67  (16)26,66 (04)6,67 3176 2 0,204

Valor do P< 0,05.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene CYP1Alml nas
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pacientes férteis (tabela XVI) com o gendtipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi
79,16% (19/52), para o genotipo do heterozigoto (W1/m1) foi de 16,67% (04/52) e do
homozigoto mutante (m1/m1) foi de 4,17% (01/52). As frequiéncias genotipicas nas
pacientes inférteis com endometriose para o0 gendtipo homozigoto selvagem
(W1/W1) foi de 55,56% (15/27), de 40,74% (11/27) com o gendtipo W1/ml e de
3,70% (01/27) com genoétipo homozigoto mutante ml/ml. As frequéncias
genotipicas nas pacientes sem endometriose para o genotipo homozigoto selvagem
(W1/W1) foi de 85,72% (36/42), de 14,28% (06/42) com o gendtipo W1/ml e de 0%
(0/42) com gendtipo homozigoto mutante (m1/m1). As freqiiéncias genotipicas entre
as pacientes inférteis foi maior comparado com as pacientes férteis, diferenca

significante, p= 0,053.

Tabela XVI - Frequéncia genotipica do gene CYP1Alml entre 0s casos
(endometriose) (pacientes férteis e ndo férteis) comparando com o grupo controle.
Genodtipo Férteis (N)%  Inférteis(n) %  Controle (n) % X2 GL p

WLW1  (19) 79,16  (15) 55,56 (36) 85,72

W1/ml  (04) 16,67  (11) 40,74 (06) 14,28 9,306 4 0,053
mi/ml  (01) 4,17 (01) 3,70 (00) 00

Total (24) 100 (27) 100 (42) 100

Valor do P< 0,05.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene CYP1Alml nas
pacientes férteis com endometriose que fazem uso anticoncepcional (tabela XVII)
para o gendtipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 92,85% (13/14), para o
gendtipo do heterozigoto (W1/ml) foi de 7,15% (01/14) e do homozigoto mutante
(m1/m1l) foi de 0% (0/14). As frequiéncias nas pacientes sem com endometriose que
fazem uso anticoncepcional para o genotipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de
88,89% (14/15), para o gendtipo do heterozigoto (W1/m1l) foi de 7,15% (01/15) e do
homozigoto mutante (m1/m1) foi de 0% (0/15). Diferenca insignificante, p= 0,367

As frequéncias genotipicas nas pacientes férteis com endometriose que nao
faz 0 uso do anticoncepcional (tabela XVII) com o gendtipo homozigoto selvagem
(W1/W1) foi de 60% (06/10), de 40% (04/10) com o gendtipo W1/ml e de 0% (0/10)
com gendtipo homozigoto mutante (ml/ml). As frequéncias genotipicas nas
pacientes sem endometriose com o genotipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de
81,48% (22/27), de 18,52% (05/27) com o gendtipo W1/ml e de 0% (0/27) com

gendtipo homozigoto mutante (ml1/ml). As frequéncias genotipicas heterozigotas



57

nas pacientes sem endometriose (grupo controle) que ndo usam o anticoncepcional
foi maior comparado com as pacientes com endometriose que ndo fazem o uso, no

entanto, a diferenca foi insignificante, p= 0,357.

Tabela XVII - Frequéncia genotipica do gene CYP1Alml entre 0s casos
(endometriose) (pacientes férteis) e o uso de anticoncepcional comparando com o
grupo controle.

Genoétipo  Férteis (n) %  Controle (n) % X2 GL p
W1i/w1 (13)92,85 (14) 88,89
W1/m1 (00) 00 (01) 11,12 2,005 2 0,367
m1/ml (01) 7,15 (00) 00
Total (14) 100 (15) 100

N&o uso

W1/W1 (06) 60 (22) 81,48
W1/m1 (04) 40 (05) 18,52 1,829 1 0,357
m1/mi (00) 00 (00) 00
Total (10) 100 (27) 100

Valor do P< 0,05.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene CYP1Alml nas
pacientes férteis que praticam atividade fisica (tabela XVIII) com o gendtipo
homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 82,36% (14/17), para o0 genotipo do
heterozigoto (W1/m1) foi de 11,76% (02/17) e do homozigoto mutante (m1/m1) foi de
5,88% (01/17). Nas pacientes inférteis com endometriose para o0 gendtipo
homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 60% (09/15), de 33,34% (05/15) com o
genadtipo W1/ml e de 6,66% (01/15) com gendtipo homozigoto mutante (m1/m1l). As
frequéncias genotipicas nas pacientes sem endometriose com 0 genétipo
homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 88,89% (24/27), de 11,11% (03/27) com o
genotipo W1/ml e de 0% (0/27) com gendtipo homozigoto mutante (m1/m1l). Nao
houve diferenca significante, p= 0,329.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene CYP1Alml nas
pacientes férteis que nao praticam atividade fisica (tabela XVIII) com o gendétipo
homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 82,36% (14/17), para 0 genotipo do
heterozigoto (W1/m1) foi de 11,76% (02/17) e do homozigoto mutante (m1/m1) foi de
5,88% (01/17). Nas pacientes inférteis com endometriose para 0 gendtipo
homozigoto selvagem (W1/W1 foi de 60% (09/15), de 33,34% (05/15) com o
genadtipo W1/ml e de 6,66% (01/15) com gendtipo homozigoto mutante (m1/m1l). As
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frequéncias genotipicas nas pacientes sem endometriose com 0 genétipo
homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 80% (12/15), de 20% (03/15) com o gendétipo
W1/ml e de 0% (0/15) com gendtipo homozigoto mutante (m1/m1). Nao significante,
com o p= 0,159.

Tabela XVIII - Frequéncia genotipica do gene CYP1A1lml entre 0s casos

(endometriose) (pacientes férteis e ndo férteis) que praticam atividade fisica
comparando com 0 grupo controle.

Genétipo  Férteis ()% Inférteis (n)%  Controle ()% X2 GL p
W1/W1 (14)82,36 (09)60,00 (24)88,89
W1/m1 (02)11,76 (05)33,34 (03)11,11 2220 9 0,329
m1/m1 (01)05,88  (01)06,66 (00)00
Total (017)100 (15)100 (27)100

Que nao praticam atividade fisica
W1/W1 (05) 71,42  (06) 55,56 (12) 80
W1/m1 (02) 28,57 (07) 40,74 (03) 20 3,668 2 0,159
m1/m1 (00) 00 (00) 00 (00) 00
Total (07) 100 (13) 100 (15) 100

Valor do P< 0,05.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene CYP1Alml nas
pacientes férteis e o tabagismo (tabela XIX) com o gendtipo homozigoto selvagem
(W1/W1) foi de 100 (01/01), para o gendtipo do heterozigoto (W1l/ml) e do
homozigoto mutante (m1/ml) foi de 0% (0/01). Nas pacientes inférteis com
endometriose para o genétipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 100% (02/02),
de 0% (0/02) com o gendtipo W1/ml e para o gendtipo homozigoto mutante
(ml/ml). As frequéncias genotipicas nas pacientes sem endometriose com o
genaotipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 100% (03/03), de 0% (0/02) para o
gendtipo W1/ml e gendtipo homozigoto mutante (ml1l/ml). As frequéncias
genotipicas entre as pacientes sem endometriose foi maior comparado com as
pacientes férteis e inférteis com endometriose, porém, ndo houve ha como analisar
esta diferenca devido o pequeno numero de fumantes.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene CYP1lAlml nas
pacientes férteis e 0 ndo uso do tabaco (tabela XIX) com o gendtipo homozigoto
selvagem (W1/W1) foi de 78,26% (18/23), para o genotipo do heterozigoto (W1/m1l)
foi de 17,39% (04/23) e do homozigoto mutante (m1/m1l) foi de 4,35% (01/23). Nas
pacientes inférteis com endometriose para o genétipo homozigoto selvagem W1/W1
foi de 50% (13/26), de 46,15% (12/26) com o gendtipo W1/ml e 3,85% (01/26) para
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0 genadtipo homozigoto mutante (m1/m1l). As freqliéncias genotipicas nas pacientes
sem endometriose com o0 genotipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 84,61%
(33/39), de 15,39% (06/39) com o genodtipo W1/ml e de 0% (0/39) com gendtipo
homozigoto mutante (m1/m1l). Diferenca significante, com o p= 0,025.

Tabela XIX - Frequéncia genotipica do gene CYP1Alml entre 0S casos

(endometriose) (pacientes férteis e nao férteis) e o tabagismo comparando com o
grupo controle.

Geno6tipo  Férteis (n)% Inférteis (N)%  Controle (n)% X2 GL p
wW1/w1i (01)100 (02)100 (03)100
W1/m1 (00)00 (00)00 (00) 00 0 0 0
m1/m1 (00)00 (00)00 (00) 00
Total (01)100 (02)100 (03)100

Nao uso de tabaco
W1/ w1l (18)78,26 (13)50,00 (33)84,61

Wiml  (04)17.39  (12)4615  (06)15,39 7330 2 0,025
ml/ml  (01)0435  (01)03.85  (00)00
Total (23)100 (26)100 (39)100

Valor do P< 0,05.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene CYP1Alml nas
pacientes férteis tém habito de beber (tabela XX) com o gendtipo homozigoto
selvagem (W1/W1) foi de 100% (04/04), para o gendétipo do heterozigoto (W1/ml) e
o homozigoto mutante (m1/ml) foi de 0% (0/04). Nas pacientes inférteis com
endometriose para o gendtipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 100% (01/01),
de 0% (0/01) com o gendtipo W1/ml e para o gendtipo homozigoto mutante
(m1/m1). As frequéncias genotipicas nas pacientes sem endometriose com o0
gendtipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 76,93% (10/13), de 23,07% (03/13)
com o genodtipo W1/ml e de 0% (0/13) com gendtipo homozigoto mutante (m1/m1).
N&o significante, com o p= 0,838.

As freqUéncias genotipicas (tabela XX) do polimorfismo do gene CYP1A1ml
nas pacientes férteis que ndo tem hébito de beber com o gendtipo homozigoto
selvagem (W1/W1) foi de 75% (15/20), para o genétipo do heterozigoto (W1/m1l) foi
de 20% (04/20) e do homozigoto mutante (m1/m1) foi de 5% (01/20). Nas pacientes
inférteis com endometriose para o genétipo homozigoto selvagem W1/W1 foi de
51,85% (14/27), de 44,45% (12/27) com o genétipo W1/ml e de 3,70% (01/15) com
genaotipo homozigoto mutante (m1/ml). As freqliéncias genotipicas nas pacientes
sem endometriose com o0 genotipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 89,65%
(26/29), de 10,35% (03/29) com o gendtipo W1/ml e de 0% (0/29) com gendtipo
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homozigoto mutante (m1/m1). Significante, p= 0,0009.

Tabela XX

- Frequéncia genotipica do gene CYP1Alml entre 0s casos
(endometriose) (pacientes férteis e ndo férteis) e o etilismo comparando com o grupo

controle.
Genoétipo  Férteis (n) % Inférteis (n) % Controle (n) % X2 GL p
wW1/w1i (04)100 (01)100 (10)76,93
W1/m1l (00)00 (00)00 (03)23,07 1,435 4 0,838
m1/m1 (00)00 (00)00 (00)00
Total (04)100 (01)100 (13)100
N&o uso de éalcool
W1/W1 (15)75,00 (14)51,85 (26)89,65
W1/m1 (04)20,00 (12)44,45 (03)10,35 17,039 6 0,009
m1/m1l (01)05,00 (01)03,70 (00) 00
Total (20)100 (27)100 (29)100

Valor do P<0,05.

As frequéncias genotipicas (tabela XXI) do gene da p53 em pacientes com
endometriose para a variante Arg/Arg de 36,54% (19/52). Ja para 0 genotipo
Arg/Pro, de 57,69% (30/52) e para o gendtipo Pro/Pro foi de 5,77% (03/52). As
freqiiéncias genotipicas no grupo controle para a variante Arg/Arg de 57,14%
(24/42), para o gendtipo Arg/Pro 42,86% (06/42) e de 0,05 para o gendtipo Pro/Pro.
As frequéncias dos genotipos Pro foi maior entre as pacientes com endometriose

comparado com as do grupo controle, insignificante com o p = 0,061.

Tabela XXI — Distribuicdo das freqiiéncias genotipicas para o gene da p53 caso
(endometriose) X grupo controle

Geno6tipo  Endometriose (n) % Controle (n) % X2 GL P
Arg/Arg (19)36,54 (24)57,14

Arg/Pro (30)57,69 (18)42,86 5 581 2 0,061
Pro/Pro (03)05,77 00

Total (52)100 (42)100

valor do p<0,05.

As freqléncias alélicas do gene da p53 nas pacientes (tabela XXIl) com
endometriose (n = 104) para o alelo Arg 36,54% (38/104) e de 63,46 % (66/104)
para o alelo Pro. As frequéncias do grupo controle (n=84) para o alelo Arg 57,14%
(48/84) e para o alelo Pro de 42,86% (36/84). As frequéncias dos alelos Pro foi maior
entre as pacientes com endometriose comparado com grupo controle, diferenca
significante, p= 0,007.
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Tabela XXII - Distribuicdo das frequiéncias alélicas para p53 caso (endometriose) X
grupo controle

Gendtipo Endometriose (n) % Controle (n) % X2 GL P
Arg (38) 36,54 (48) 57,14
7,949 1 0,007
Pro (66) 63,46 (36) 42,86
Total (104) 100 (84)100

valor do p<0,05.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene CYP1lAlml nas
pacientes férteis correlacionado com o gene p53 (Arg/Arg) (tabela XXIII) com o
genadtipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 76,93% (10/13), 23,07% (03/13) para
0 gendtipo do heterozigoto (W1/m1l) e para o homozigoto mutante (m1/m1l) foi de 0%
(0/13). Nas pacientes inférteis com endometriose para o genotipo homozigoto
selvagem (W1/W1) foi de 28,58% (02/07), de 71,42% (05/07) com o gendtipo W1/m1l
e de 0% (0/07) para o gendtipo homozigoto mutante (ml/ml). As freqliiéncias
genotipicas nas pacientes sem endometriose com o genoétipo homozigoto selvagem
(W1/W1) foi de 95,84% (23/24), de 4,16% (01/24) com o gendtipo W1/ml e de 0%
(0/24) com gendtipo homozigoto mutante (m1/m1). Significante, com o p= 0,0005.

Tabela XXIIl - Freqiéncia genotipica do gene CYP1A1lml entre os casos (pacientes
férteis e nao férteis com endometriose), grupo controle (sem endometriose)
correlacionando com o gene p53.

Arg/Arg
Gendtipo Férteis (n)% Inférteis (N)%  Controle (n) % X2 GL p
W1W1 (10)76,93  (02)28,58 (23) 95,84
wil/ml (03)23,07 (05)71,42 (01) 04,16 15,147 2 0,0005
m1/m1 (00)00 (00)00 (00) 00
Total (13)100 (07)100 (24) 100
Arg/Pro + Pro/Pro
W1i/w1 (11)91,67  (12)60,00 (13)72,23
W1/m1 (00)00 (07)35,00 (05)27,77 6,373 4 0,172
ml/ml (01)08,33  (01)05,00 (00)00
Total (12)100 (20)100 (18)100

Valor do p<0,05.

As frequéncias genotipicas (Tabela XXIll) do polimorfismo do gene

CYP1A1lml nas pacientes férteis correlacionado com o gene p53 (Arg/Arg) com o
genadtipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 91,67% (11/12), 0% (0/12) para o
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gendtipo do heterozigoto (W1/ml) e para o homozigoto mutante (m1/m1l) foi de
8,33% (01/12). Nas pacientes inférteis (Tabela XXIII) com endometriose para o
genaotipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 60% (12/20), de 35% (07/20) com o
genotipo W1/ml e de 5% (01/20) para o gendtipo homozigoto mutante (m1/m1). As
frequéncias genotipicas nas pacientes sem endometriose com 0 genétipo
homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 72,23% (13/18), de 27,77% (05/18) com o
genotipo W1/ml e de 0% (0/18) com gendtipo homozigoto mutante (m1/m1l). Nao
significante, com o p=0,172.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene CYP1Alml nas
pacientes férteis correlacionado em mulheres de cor branca (tabela XXIV) com o
genaotipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 86,36% (19/22), para o gendtipo do
heterozigoto (W1/m1l) foi de 09,09% (02/22) e do homozigoto mutante (m1/m1) foi
de4,55% (01/22). Nas pacientes inférteis com endometriose para o genoétipo
homozigoto selvagem W1/W1 foi de 65,22% (15/23), de 30,44% (07/23) com o
genadtipo W1/ml e de 3,34% (01/23) com gendtipo homozigoto mutante (m1/m1l). As
freqiéncias genotipicas nas pacientes sem endometriose com 0 genotipo
homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 84,35% (27/32), de 15,62% (05/32) com o
gendtipo W1/ml e de 0% (0/32) com gendtipo homozigoto mutante (m1/m1). Nao
significante, p= 0,262.

Tabela XXIV —Freqiiéncia genotipica do gene CYP1A1m1l entre os casos (pacientes
férteis e nao férteis com endometriose), grupo controle (sem endometriose)
correlacionando com a cor da paciente.

Cor Branca

Genotipo  Férteis ()%  Inférteis (N)%  Controle (n)% X2 GL p

W1Ww1 (19) 86,36 (15) 65,22 (27) 84,38
W1/m1 (02) 09,09  (07) 30,44 (05) 15,62 5256 4 0,262
ml/m1 (01) 04,55  (01) 04,34 (00) 00
Total (22) 100 (23) 100 (32) 100
Cor Na&o branca
W1W1 (00) 00 (03) 75,00 (04) 80,00
W1/ml (01)100 (01) 25,00 (01) 20,00 2,619 2 0,269
m1/m1 (00) 00 (00) 00 (00) 00
Total (01)100 (04) 100 (05) 100

Valor do p<0,05
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As frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene CYP1lAlml nas
pacientes férteis correlacionada em mulheres de cor ndo branca (tabela XXIV) com o
genotipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de 0% (/01), para o gendtipo do
heterozigoto (W1/m1l) foi de 100% (01/01) e do homozigoto mutante (m1/m1l) foi de
0% (0/01). Nas pacientes inférteis com endometriose para o gendétipo homozigoto
selvagem W1/W1 foi de 75% (03/04), de 25% (01/04) com o gendtipo W1/ml1 e 0%
(0/04) para o genotipo homozigoto mutante (m1/m1). As freqiiéncias genotipicas nas
pacientes sem endometriose com o genotipo homozigoto selvagem (W1/W1) foi de
80% (04/05), de 20% (01/05) com o gendtipo W1/m1 e de 0% (0/05) com gendtipo
homozigoto mutante (m1/m1). N&o significante, com o p= 0,269.

As frequéncias alélicas do polimorfismo do gene CYP1A1lm1l nas pacientes
férteis correlacionada em mulheres de cor branca (tabela XXV) com o alelo
selvagem (/W1) foi de 86,36 (38/44), para o alelo mutante (m1) 13,64% (06/44). Nas
pacientes inférteis com endometriose para o alelo selvagem (/W1) foi de 65,22%
(30/46), de 34,78% (16/46) com o alelo mutante (m1). As frequiéncias alélicas nas
pacientes sem endometriose com o alelo selvagem (/W1) foi de 84,38% (54/64), de

15,62% (10/64) para o alelo mutante (m1). Significante, com o p= 0,019.

Tabela XXV — Frequéncia alélica do gene CYP1A1ml entre os casos (pacientes
férteis e nao férteis com endometriose), grupo controle (sem endometriose)
correlacionando quanto a cor da paciente.

Cor Branca
Gendtipo Férteis (n)% Inférteis (N)% Controle (N)% X2 GL p
w1 (38)86,36  (30)65,22 (54)84,38
m1 (06)13,64  (16)34,78 (10)15,62 7,876 2 0,019
Total (44)100 (46)100 (64)100

Cor Nao branca
w1 (00)00 (06)75,00 (08)80,00
m1 (02)100 (02)25,00  (02)20,00 5,238 2 0,072
Total (02)100 (08)100 (10)100

Valor do p<0,05.

As frequéncias alélicas do polimorfismo do gene CYP1A1lml nas pacientes
férteis correlacionada em mulheres de cor ndo branca (tabela XXV) com o alelo
selvagem (W1) foi de 0% (0/02), para o alelo mutante (m1) foi de 100% (02/02). Nas

pacientes inférteis com endometriose o alelo selvagem (W1) foi de 75% (06/08), de



64

25% (02/08) para o alelo mutante (m1). As freqiiéncias genotipicas nas pacientes
sem endometriose com o alelo selvagem (W1) foi de 80% (08/10), de 20% (02/10)
para o alelo mutante (m1). N&o significante, com o p=0,072.

Para reavaliar os resultados obtidos neste estudo foi feito o teste de
sensibilidade o qual obteve 70% nas pacientes com endometriose e 37% de
especificidade. O valor preditivo positivo foi de 36% e o valor preditivo negativo foi
de 42%. Indicando que o gene CYP1A1ml é um biomarcador importante e pode

auxiliar nos estudos em mulheres com pré-disposicao a doenca de endometriose.
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6 — DISCUSSAO

A infertilidade é um dos principais sintomas associados com a endometriose e
quase metade das mulheres com endometriose sao inférteis (Guo & Wang, 2006).
Neste trabalho foram estudados os genoétipos de CYP1A1m1 (polimorfismo T — C),
em 52 amostras de pacientes com endometriose e em 42 sem endometriose
(controle).

Este estudo analisou pacientes com idades entre 25 e 35 anos com
endometriose, o qual mostrou que a idade média das pacientes com risco maior de
infertilidade foi de 30,23 anos. Esses resultados vao de encontro com os de Moura et
al (1999) o qual relatou que a idade média em que se tem o diagndstico da
endometriose é de 31 anos. Outro autor Pritts et al (2003) relatou que a idade média
em que se tem o diagnoéstico da endometriose é de 28 anos. A andlise das pacientes
sem endometriose (grupo controle) revelou uma média de idade (37,38) sendo esta
diferenca aproximadamente quatro (04) vezes maior em relagdo ao grupo pacientes
com endometriose, significativo, porém estas pacientes ndo possuem sintomas de
endometriose.

A andlise dos dados deste trabalho revelou diferencas significativas entre a
endometriose e o alelo polimérfico m1 nas mulheres com endometriose, sendo duas
delas homozigotas mutantes quando comparadas ao grupo controle. Nakata e
colaboradores (2004) analisaram 25 pacientes com diagndéstico de endometriose e
25 sem a doenca (grupo controle). A frequiéncia obtida entre os dois grupos indicou
auséncia de associacdo do alelo polimérfico CYP1A1ml com a endometriose,
observou a frequiéncia alélica superior nas mulheres com endometriose quando
confrontada ao grupo controle. Duas pacientes com a doenca foram homozigotas
para o alelo m1, no entanto essa diferenca néo foi significante. Em contraste com
Babu et al (2005) num estudo com 310 mulheres indianas com endometriose e 215
controles foram analisadas e ndo encontraram associagcéo entre a endometriose e o
polimorfismo do gene CYP1ALl.

O estudo revelou que os gendtipos estudados (ml) nado foi significativo
qgquando comparados com a classificacdo da endometriose. Nao houve diferencas
entre as pacientes com grau I/ll quando comparadas com os graus llI/IV. No entanto
as frequéncias genotipicas ml foram mais freqientes nas pacientes que

corresponderam a severidade da doenca, estes dados vdo ao encontro com a
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classificacdo da endometriose nos graus lll/IV, resultados estes que também estédo
presentes em mulheres férteis com endometriose com 0S mesmos graus
receptivamente. O que sugere que, esse polimorfismo pode, também, influenciar a
sua progressao para a forma grave.

As combinacdes genotipicas do gene estudado com o do cédon 72 do gene
p53, a existéncia de uma correlacdo entre os polimorfismos dos genes e a
endometriose. As frequéncias dos genotipos Pro foi maior entre as pacientes com
endometriose comparado com as do grupo controle. Os dados revelaram a
frequéncia dos gendtipos Arg/Arg, a analise estatistica ndo revelou diferenca
significativa para ambos o0s genes, quando comparados aos genétipos selvagens.
Corroborando com Ribeiro Junior (2009) que analisou 38 mulheres diagnosticadas
com endometriose e o polimorfismo p53, ndo encontrou diferenca significativa entre
o polimorfismo p53 no codon 72 e a endometriose, de acordo com o pesquisador a
arginina atuaria como fator de protecdo para endometriose e a presenca do alelo
prolina, seja em heterozigose (PRO/ARG) ou homozigoze (PRO/PRO), seria
responsavel pela suscetibilidade do desenvolvimento da endometriose. Quando
comparado as frequéncias do alelo Pro notou-se houve um significancia maior entre
pacientes e 0 grupo controle.

Quanto aos fatores de risco dos alelos do gene CYP1Al sédo mais frequentes
nas portadoras de endometriose que usa anticoncepcional. Foi observada diferenca
significativa na comparacdo entre portadoras de endometriose em relacdo ao
controle. Estes resultados podem estar relacionados ao fato dos anticoncepcionais
bloguearem a producéo de estrogénio. Segundo Hatagima (2002) o estrogénio é um
horménio esteroide, reconhecido como regulador do crescimento, da diferenciacéo e
do metabolismo, de interferir com o funcionamento normal do sistema endocrino, de
alguma forma, afetar a sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacao
dos hormdnios no organismo, 0s quais Sdo0 responsaveis, pela reproducéo,
desenvolvimento e podem estar envolvidos na indugcéo dos canceres de mama e na
endometriose. Em contrapartida Ramos-Vara & Miller (2006) ressaltam que o uso de
anticoncepcionais orais continuo podem acarretar diminuicdo na fertilidade mesmo
gue depois de interrompido o tratamento.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que nao houve

diferencas estatisticas entre os genotipos estudados e a pratica de atividades fisicas
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com o risco da endometriose. Estes dados corroboram com os encontrados por
Cramer et al (1986) quando analisou a relagcdo entre endometriose a pratica de
atividades fisicas, o autor constatou uma reducdo no risco de endometriose em
mulheres que praticavam atividades fisicas, a melhora se mostrou aquelas mulheres
com alta frequéncia de atividade fisica no periodo que antecederam o estudo.
Segundo o autor a atividade fisica regular parece estar relacionada a baixos niveis
de estrogénios e, consequentemente, pode reduzir o risco de desenvolvimento
dessa doenca.

Os resultados das analises do gene CYP1A1m1l ndo mostraram significancia
entre o consumo de bebidas alcoodlicas e endometriose. Estes achados devem ser
confirmados para um melhor esclarecimento da importancia deste gene candidato a
endometriose, devido ao pequeno tamanho da amostra disponivel para esta analise
(05 amostras de pacientes com endometriose). Recentemente foi reportado por
Ribeiro Janior, (2009) que o consumo comedido de alcool aumenta os niveis de
estrogeno, contribuindo para o desenvolvimento da endometriose e tem relacionado
o consumo de bebidas alcodlicas com a causa anovulatéria com aumento da
infertilidade e devido a endometriose.

Este estudo ndo mostra o risco do polimorfismo do gene CYP1Al em
pacientes com endometriose em relagdo ao tabagismo, o tamanho da amostra do
estudo ndo foram considerados, devido os fumantes serem representados por um
namero significativamente reduzido de mulheres (em torno de 4% do namero total)
provavelmente fazendo com que esses dados sejam insuficientes para fornecer
informagdes consistentes sobre a relagdo do tabaco com a endometriose. Mesmo
assim, os resultados aqui apresentados estdo de acordo com Parazzini et al. (1989)
gue nao observou nenhuma diferenca significativa entre fumantes e nao-fumantes,
guanto a incidéncia de endometriose ovariana, segundo o autor o fumo é
apresentado em alguns trabalhos como um protetor para a mulher, o seu efeito
sobre o meio hormonal causa uma diminuicdo dos niveis de estrogeno, e assim 0s
fumantes tenham menores niveis de estrogenio, servindo como um agente protetor
da endometriose. Portanto, apesar dos resultados aqui obtidos ndo terem
demonstrado a influéncia do polimorfismo estudado entre fumantes, ndo sendo
possivel destacar o papel desse polimorfismo para o risco da doenca. Uma vez que

o gene CYP 1Al possui uma atividade catalitica importante sobre inUmeras PHAS,
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incluindo o benzo(a)pireno encontrado na fumaca do tabaco (Cascorbi, 2006).

As analises deste trabalho ndo revelaram diferencas quanto a cor da pele das
pacientes, talvez seja devido ao pequeno numero de amostras de mulheres
analisadas. Quem sabe ampliando o numero de amostras possa fornecer uma
melhor compreensdo da relacdo entre a populacdo-especifica. As diferencas das
frequéncias dos gendtipos e das variantes alélicas m1, nos dados desta analise é
qgue a significancia se deveu ao baixo numero de amostras referidas quanto da cor

nao branca.
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7- CONCLUSAO

- O trabalho confirmou a importancia do estudo polimorfico do gene CYP1A1ml

correlacionados com a endometriose.

- Constatou uma associacdo significativa entre a endometriose e os alelos

polimdrficos do geneCYP1A1m1 nas mulheres com endometriose.

- Nao houve diferencas entre as pacientes nos grau I/ll e nos graulll/lV quando
comparadas com os alelos polimoérficos do gene CYP1A1m1.

- Foi observada uma correlagéo entre os polimorfismos dos genes estudados: do

cédon 72 do gene p53 e 0 gene CYP1A1m1 com a endometriose.

- O gene CYP1A1ml nao obteve significancia correlacionada quanto ao uso de

anticoncepcional com a endometriose.

- Nao houve diferencas entre os gendtipos W1/m1l e m1l/ml quanto a préatica de
atividades fisicas com a susceptibilidade a endometriose.

- O gene CYP1A1m1 ndo mostrou significancia em relagcdo ao consumo de bebidas

alcodlicas e a endometriose.

- Os dados obtidos demonstram que o tabaco n&do exerceu influéncia entre as
pacientes fumantes com a susceptibilidade a endometriose.

- Nao houve diferenca quanto a cor das pacientes entre o polimorfismo ml e a

endometriose.

- Conclui-se que os polimorfismos W1/m1 e m1l/ml estdo mais freqiientes no grupo
das pacientes com infertilidade as quais estdo também com o diagnostico mais
severo de acordo com o quadro clinico da doenca.

- Os resultados aqui encontrados poderdo contribuir para um novo prognéstico e

ajudar no diagnostico em mulheres inférteis com endometriose.
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ANEXO |

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA E PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntaria, de uma pesquisa
cientifica. Apos ser esclarecida sobre as informagfes 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 nao
sera penalizado de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Catolica de Goias pelo telefone 3946-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Analise do polimorfismo Mspl do gene CYP1lAlml
(citocromo P450) e sua possivel associacdo com a infertilidade em portadoras
de endometriose.

Coordenador Responsavel: Dra. Katia Karina Verolli de Oliveira Moura

Telefones para contatos: 39467-1385 e 3946-1442

Eu abaixo qualificado, ap0s ser esclarecida verbalmente e depois de ler o resumo do
projeto intitulado: Andlise do polimorfismo  Mspl do gene CYP1A1m1l (citocromo
P450) e sua possivel associacdo com a infertilidade em portadoras de

endometriose realizado pelo Nucleo de Pesquisa Replicon da Pontificia

Universidade Catolica de Goias.

DECLARO assumir, por espontanea vontade, livre de qualquer coacéo, a
responsabilidade pela participacdo voluntaria e gratuita, no grupo de pacientes

integrantes da pesquisa. Estou ciente que o trabalho consiste na analise molecular
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de amostras de sangue, e resposta de um questionario, 0os quais serao utilizados no

objetivo de complementar o meu diagndstico e de pesquisa.

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

apenas a mim ou responsavel.

Do mesmo modo, tenho pleno conhecimento de que o material seré utilizado apenas
e tdo somente para fins de pesquisa, aléem de autorizar, pelo presente, que os testes
e os resultados sejam utilizados em estudos cientificos, ressalvando o sigilo quanto
ao meu nome, reservando-me o direito de conhecer ou néo os resultados da referida

pesquisa.

* Nome do pesquisador:

* Assinatura do paciente:

« Data: / /
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ANEXO I

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

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEIT O

Eu, , RG
n° ,CPF n° ,prontuario n°
, matricula n° , abaixo assinado, concordo

em participar no projeto: Analise do polimorfismo Mspl do gene CYP1A1m1 (citocromo
P450) e sua possivel associacdo com a infertilidade em portadoras de endometriose,
como sujeito. Fui devidamente informada e esclarecida pelo pesquisador sobre a
pesquisa, 0os procedimentos envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagcdo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupgéo de meu acompanhamento / assisténcia / tratamento.

Local e data:

Pesquisador:

Nome do sujeito ou responsavel:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclar  ecimentos sobre a

pesquisa e aceite do sujeito em participar

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):
Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:

ObservagOes complementares:



ANEXO I

QUESTIONARIO:

-Nome:

-Data de nascimento: / / . — Cor de pele:
-Endereco:

-Telefones:

-Queixa principal:

- Demais sintomas:

- Duragéo:

- Periodo do ciclo: ciclo todo ( ); dor do meio do ciclo ( ); dor pré-menstrual ( )
- Habitos de vida:

-> Atividade fisica: leve ( ) moderada ( ) intensa( )
- Fumo () A&lcool ( )
- Uso de Anticoncepcional ou contraceptivo: ndo ( ) sim( ).

Ha quanto tempo................

Qual esquema.....................

YV V V

Ocorre melhora da dor com ACO: ndo ( ); sim e parcial ( ); melhora completa ( ).

Ritmo sexual: () vezes por semana.

- Paridade: gesta ( ) para ( ) aborto ( ) cesariana( ) ldade dos filhos:

-Filhos ( ) ndo

-Deseja engravidar ( ) sim ( ) ndo

-Tentativas: 1ano( ) 2anos( ) maisde 2anos( )
Pesquisador:

- RESULTADO ANATOMO-PATOLOGICO:
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ANEXO IV

Tabela IX. Descricédo laparoscopica dos locais afetados pela endometriose

Peritonio
Endometriose <lcm 1-3cm >3 cm
Superficial 1 2 4
Profunda 2 4 6
Ovaério
D superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20
E superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20
Obliteracéo do fundo-de-saco

Parcial:4 Completa: 40
Ovério
Aderéncias <1/3 1/3-2/3 >2/3
D discretas 1 2 4
Intensas 4 8 16
E discretas 1 2 4
Intensas 4 8 16
Trompa
D discretas 1 2 4
Intensas 4 8 16
E discretas 1 2 4
Intensas 4 8 16

Estadio | (minimo ) — 1 a 5 pontos, Estadio Il (leve) — 6 a 15 pontos, Estadio Il
(moderado) — 16 a 40 pontos, Estadio IV (severo) - > 40 pontos

(FONTE: Giordano 1998).
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ANEXO V

Tabela XVIII — Classificagéo laparoscopica da endometriose

Endometriose leve

-LesOes recentes, dispersas (implantes ndo associados a cicatrizes ou retragdes do
peritdnio) no fundo-de-saco anterior, posterior ou no periténio pélvico

-Raros implantes na superficie do ovario, sem endometrioma, sem cicatriz
superficial ou retracéao

- Sem aderéncias periovarianas

- Sem aderéncias peritubaricas

Endometriose moderada

-Endometriose envolvendo um ou ambos 0s ovarios com grandes lesfes
superficiais, com cicatriz e retragcao ou pequenos endometriomas

- Aderéncias periovarianas minimas associadas a les6es ovarianas

- Aderéncias peritubaricas minimas associadas a leses ovarianas

- Implantacdes superficiais no fundo-de-saco anterior ou posterior, ou ambos, com

cicatriz e retracdo. Algumas aderéncias, porém sem invasédo de sigmoide

Endometriose severa

-Endometriose envolvendo um ou ambos os ovarios com endometriomas maiores
que 2 x 2cm

-Um ou ambos os ovarios envolvidos inferiormente por aderéncias associadas a
endometriose, com ou sem aderéncias tubaricas aos ovarios

-Uma ou ambas as trompas as envolvidas inferiormente ou obstruidas por
endometriose, associadas com aderéncias ou lesfes

-Obliteracdo do fundo-de-saco de Douglas por aderéncias ou les6es associadas
com endometriose

-Espessamento dos ligamentos uterossacros e lesdes do fundo-de-saco de Douglas
por endometriose invasora com obliteracdo deste

-Acometimento significativo do intestino ou das vias urinérias.

(Fonte: Giordano, 1998).



ANEXO VI

Foto do gel do DNA das amostras das pacientes sem endometriose.

72 73 74 75 76 78 79 80 82 84 85 86 88 89 90 91 92 93 94

Gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo
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Association of Mspl polymorphism of the gene  CYP1A1m1 (Cytochrome P450)
in women with endometriosis

Souza S R“%; Frare A B '?; Silva C C R"?%; Costa, R I**?; Silva F S K% Janior CL R %>
Bordin, B M**%, Moura K K VvV O%#%*

'pontificia Universidade Catélica de Goias, Departamento de Biologia, Nucleo de
Pesquisas Replicon. * Programa de Pés-Graduacgdo Stricto Sensu, Mestrado em
Genética — MGene, Goania, Goias, Brasil * Departamento de Biomedicina —
Pontificia Universidade Catélica de Goias ; * Profe. Dra.- Pontificia Universidade
Catolica de Goias.’Centro de Medicina Fetal e Reproducdo Humana — FERTILE, Goiania,

Goias, Brasil

ABSTRACT

Endometriosis is a disease that affects 10 to 15% women of reproductive age.
It is characterized by the presence of endometrial-like tissue outside the uterus.
Some definitions claim that the functional ectopic tissue is sensitive to the action of
hormones. The severity of endometriosis is based on a system proposed by the
American Society for Reproductive  Medicine (1985), according to the
findings of laparoscopy. Large numbers of genetic polymorphisms have been
reported for CYP1Al, gene is responsible for enzymes involved in detoxification
stage | on the metabolism of xenobiotics, it encodes an isoenzyme which catalyzes
the oxidation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) on phenolic compounds
and epoxides. The gene is located on the 15q22-24. The aim of this study was to
analyze the frequency of Mspl polymorphism and its relation to endometriosis. We
analyzed 52 samples of peripheral blood of women with endometriosis confirmed
by laparoscopy and 42 samples from women without endometriosis (control group).
In the first group women were between 25 and 35 years old and in the second they
were between 25 and 57 years old. Molecular analysis was performed by PCR
(polymerase chain reaction) There was a significant association (= 0.039) between
the polymorphic allele m1 and endometriosis (32.70%) compared to the control group
(14.29%). Conclusion we that m1 polymorphism is correlated to endometriosis and
polymorphisms W1/m1 and ml/mlare more frequent in patients with infertility and
severe endometriosis.
KEYWORDS: Endometriosis, Gene CYP1A, Mspl polymorphism, Infertility.
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INTRODUCTION

Endometriosis isa disease that affects women of reproductive age.
This pathology is characterized by the presence of endometrial-like tissue
(endometrial or stromal glands) identical to the uterine cavity, outside the uterus
and they are also sensitive to the action of hormones. Endometriosis affects 10
to 15% of women of reproductive age [1; 2; 3].

The most common type of endometriosis is the pelvic one, and it can be
found in other places such as central nervous system, thorax, urinary tract,
gastrointestinal tract, extremities and skin tissue, in the pouch of Douglas (behind
the uterus), the rectovaginal septum (the tissue between the vagina and the rectum)
fallopian tubes, ovaries, bladder and ligaments, liver, spleen, intestine, heart, etc.
The main symptoms are dysmenorrhea, dyspareunia, pelvic pain and infertility [2; 4].

The first studies on endometriosis have been conducted in the last century by
Sampsonin 1927. Based on his clinical experience, Sampson proposed
the retrograde menstrual regurgitation of the tubes into the peritoneal
cavity, when viable endometrial cells can be transplanted into ectopic sites. In
addition to this direct transport of cells, it can also happen by the blood, lymph
channels or surgical wound healing [5; 6].

This pathology can be diagnosed by histopathology, but laparoscopy is the
gold standard in order to confirm the diagnosis of endometriosis [1].

Endometriosis is classified by the American Fertility Society [7] as: minimum
if it has peritoneal spots; mild if it has extensive peritoneal spots or adhesions;
moderate if the disease is characterized by deep endometriomas; and severe if it
shows posterior Cul-de-Sac obliteration.

The Endometriosis classification system is based on the size, depth of ovarian
and peritoneal implants; on the presence, extent and type of adhesions; and on the
degree of Cul-de-Sac obliteration. Endometriosis is classified into three main
grades: mild, moderate and severe. In the light type of endometriosis the
ovaries have surface implants Without the presence of endometriosis or scar tissue,
as well as pre-ovarian adhesions [8].

The risk to develop endometriosis for women is seven times higher if they
have first degree relatives with endometriosis. The occurrence of endometriosis

in first degree relatives is 4.3 to 6.9% and from 0.6 to 2.0% in women who do not
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have the disease. In this case it seems to have no association with gene mutations
although some authors mention some specific polymorphisms [9; 10].

There are many studies indicating that the cell detoxification is
made by enzymes related to cell protection. They show that the inactivation of such
xenobiotics and endogenous toxins enable the preservation of cellular integrity,
inhibiting at the same time cytotoxic events caused by these substances which could
be the source of some diseases like endometriosis [11].

Based on their functional properties, detoxification enzymes are classified into
two groups. The phase | enzymes activate the xenobiotic in a more electrophilic
state, thus it becomes more reactive. The phase Il enzymes are responsible for
the activation function performed by the phase | enzymes and then inhibits the
formation of electrophilic products. In addition they catalyze the conversion
of electrophilic chemicals into inactive conjugates, making them more soluble and
then facilitating their excretion [11].

The best known example of phase | enzymes, or activation enzymes are the
superfamily of cytochrome P450 (CYPs) which are classified as oxidative enzymes.
The most studied genes of phase Il enzymes are the superfamily Glutathione-S-
transferase (GST) [12].

The CYP1Al is a very important gene to the metabolism of carcinogens. It is
located on the long armof chromosome 15 (15922-24), and there are
several patterns of restoction fragment length polymorphism (RFLP). The restriction
enzyme Mspl is produced by a T—C in the non-coding region 3', resulting in
a polymorphic allele named m1 [13].

It can be used as a cancer biomarker especiallyin tumors related
to smoking habit because of the isoenzyme that catalyzes the oxidation of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) into phenolic products and epoxides. This fact
suggests that the gene is highly polymorphic, due to a punctual mutation thymine /
cytosine in the restriction site of Mspl. High levels of this enzyme would result in a
high capacity to activate polycyclic aromatic hydrocarbons, producing highly reactive

electrophilic intermediates that could lead to DNA damage [12].

MATERIALS AND METHODS

For this study, 94 samples of 10 ml peripheral blood were collected in order to
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perform molecular analysis and genetics. The samples were divided into two groups:
52 with group | samples from patients with confirmed endometriosis by laparoscopy.
This group was subdivided into 02 subgroups (A and B). The patients in the
subgroup A (24) were complaining of infertility and they had the intention of
becoming pregnant. In the group B the Subgroup patients (28) have endometriosis
but no intention of becoming pregnant. And a second group (control) consisting of 42
women without any clinical signs of endometriosis. The project was approved by the
Research Ethics Committee (REC) in PUC Goiéas (Brazil).

After the laparoscopy, patients with endometriosis were classified according
tothe degree of endometriosis: Stage | (minimum)/Stage Il (mild) / Stage
[l (moderate) / Stage IV (severe).

DNA extraction from blood was performed using the reagent kit “Wizard
Genomic DNA Purification” (Promega®), following the manufacturer's instructions.
The integrity of the DNA was visualized by agarose gel 2%.

PCR-RFLP was carried out in order to detect specific allelic polymorphism of
CYP1A1lml gene, with a final volume of 25ul (Table 1). The product obtained
underwent electrophoresis on agarose gel 2% and electric field of 10 V/cm. It was
then stained with ethidium bromide (5ug/mL) and analyzed in the VDS® system
(Amersham Biosciencs USA). The tests were performed in duplicate [14].

The PCR-RFLP with CYP1A1l results in an amplification product 340 pb
referring to the wild genotype (W1/W1), which is not affected by the restriction
enzyme Mspl, yielding a single band. The homozygous mutant genotype (ml/ml)
has a site for the restriction enzyme Mspl. It cleaves the amplified products forming
two bands of 200 bpand 140 bp andthe heterozygous genotype (W1/ml)
corresponds to three bands of 340, 200 e 140 pb [14].

The study data were analyzed using the statistical calculations of the average,
standard deviation and the Mann Whitney testin order to identify differences
between groups. For analysis of the frequencies we used the chi-square test. The
results were analyzed using the statistical program Start ® 5.0 (Sociedade Civil
Mamiraua/MCT— CNPq). Differences were considered

significant when the probability was less than 5% (p<0,05).
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RESULTS

The age of patients (Table I) with endometriosis was between 25 and 35 years
old, the average was 30,23 years and the standard deviation 2,92. In the control
group age was between 19 and 57 years, with the average 37,38 years and the
standard deviation 11,36. The control group age average was almost four
times (3,89) higher than the group of patients with endometriosis. The difference

is significant, p= 0,0004.

Table I: Comparison of average age in patients with endometriosis and control group
(no endometriosis).

Group n X SD p
Endometriosis 52 30,23 2,92

0,0004
Control 42 37,38 11,36

The test value U Mann Whitney, p<0.05.

The genotype frequency of CYP1A1lml in patients with endometriosis
(Table Il) for the homozygous wild-type (W1/W1) was 67,31% (35/52), 28,84%
(15/52) for the heterozygous genotype (W1/ml) and 3,85% (2/52) for the mutant
genotype (m1l/ml). The genotype frequencies of the CYP1A1l gene in patients in the
control group for W1/W1 was 85,71% (36/42), the heterozygous genotype (W1/ml)
was 14,29% (06/42) and 0,0% (0/42) for the mutant homozygous (m1/ml). The
frequencies of polymorphic genotypes W21/m1 and ml/ml were higher
in patients with endometriosis compared to controls. The difference insignificant,
p=0,087.

Table Il - Distribution of genotype frequencies for the gene YP1Almlcomparing
endometriosis and control group
Genotype Endometriosis (n) % Control (n) % X2 DF p
W1/W1 (35) 67,31 (36) 85,71
wW1/m1 (15) 28,84 (06) 14,29
4,862 2 0,087
m1/mi (02) 3,85 00
Total (52) 100 (42)100

Value P< 0,05.
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The allele frequencies W1 of the CYP1A1m1 gene in patients (Table Ill) with
endometriosis for the homozygous wild allele was 67,30% (70/104) and 32,70%
(34/104) for the mutant allele (m1). The frequenciesin the control group for
the homozygous wild-type (W1) was 85,71% (72/84) and for the m1l allele (mutant)
was 14,29% (12/84). The frequencies of mutant alleles (m1) were higher
in women with  endometriosis compared to control group. The difference

is significant, p = 0,006.

Table Il - Distribution of allele frequencies for the gene CYP1A1m1 comparing
endometriosis and control group

Allele Endometriosis ()%  Control (n)% X2 DF p
w1 (70) 67,30 (72) 85,71

m1l (34) 32,70 (12) 14,29 8,519 1 0,006
Total (104) 100 (84) 100

Value P< 0,05.

The genotype frequencies of CYP1A1m1 (Table IV) when compared to the
endometriosis type | / 1l showed for this class of the disease that 68,19% (15/22) of
the patients were W1/W1, 31,81% (07/22) were W1 / m1l and 0.0% (0.0 / 22) was
genotype ml/ml. For class lll / IV patients with genotype W1/W1 were 66,67%
(20/30) 26,66% (08/30) for the genotype W1/ml and 6,67% (02/30) is m1/m1l. The
frequencies of polymorphic genotypes m1/m1 W1/m1 and are higher in patients with
endometriosis according to the class Ill or IV patients compared to class | / I, thus

the difference is not Significant, p = 0,452.

Table IV - Frequency distribution of genotypes CYPlalmlcomparing gene to types
of endometriosis (Class | / Class Il / or Class Il / Class 1V)
Endometriosis Genotype

Group WIWI(n)% W1/mi(n)% ml/mi(n)%  X° DF p
Class Il (n=22)  (15)68,19  (07)31,81 00
Class lll/IV (n=30) (20)66,67  (08) 26,66  (02) 6,67 1,588 2 0,452
Value P< 0,05.
The allelic frequencies of CYP1Alml (Table V) when compared to the

endometriosis type | / 1l showed that for this class of the disease 68,19% (30/44) of
the patients were W1/W1 31,81% (14/44) were W1/ml and 0.0% (0/44) was
genotype ml/ml frequencies of CYP1Alml (Table V) when compared to the
endometriosis type | /1l showed that for this class of the disease 68,19% (30/44) of



92

the patients were W1/W1 31,81% (14/44) were W1/m1 and 0,0 (0.44) was genotype
m1l/m1l. For class Il / IV patients with alleles W1/W1 were 66,67% (40/60), 26,66%
(16/60) for W1/m1l and 6,67% (04/60) for m1/m1l. The frequencies of polymorphic
alleles W1/mland ml/mlare more frequent in patients with endometriosis
according to the class Ill or IV compared to patients class | / I, thus the difference is
not significant, p = 0,204.

Table V — Frequency distribution of alleles comparing gene CYP1Alml to types of
endometriosis (Class I/ Class Il or Class Il / Class V)

Endometriosis Genotype

group W1W1(n)%  W1/ml(n)%  ml/m1l(n)% X* DF p
Class I/ll (n=44)  (30)68,19  (14)31,81 00

Class IlI/IV (n=60) (40) 66,67 (16)26,66 (04)6,67 3,176 2 0,204
Value P< 0,05.

The genotype frequencies of polymorphism in CYP1A1lml1l gene from fertile
patients (Table VI) for homozygous wild-type (W1/W1) were 79,16% (19/52), for
heterozygote genotype (W1/m1l) were 16,67% (04/52) and for homozygous mutant
(ml/ml) were 4,17% (01/52). The genotype frequencies in infertile patients with
endometriosis for the homozygous wild-type (W1/W1) were 55,56% (15/27), 40,74%
(11/27) for genotype W1/ml and 3,70% (01/27) for homozygous mutant m1/ml.
The genotype frequencies in patients without endometriosis for homozygous wild-
type (W1/W1) were 85,72% (36/42), 14,28% (06/42) for genotype W1/ml and
0% (0/42) for homozygous mutant (m1/ml). The genotype frequencies among
the infertile patients were higher compared to fertile patients. The difference is

significant, p = 0,05.

Table VI - Frequency CYP1A1m1 gene genotype among cases (endometriosis) (fertile and
infertile patients) compared with the control group.

Genotype Fertile (n)% Infertile ()% Control (N)% X2 DF p
W1/w1l (19) 79,16 (15) 55,56 (36) 85,72

W1/ml (04) 16,67 (11) 40,74 (06) 14,28 9.306 4 0,05
m1/ml (01) 4,17 (01) 3,70 (00) 00

Total (24) 100 (27) 100 (42) 100

Value p < 0,05.
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In order to reassess the results of this study was done a sensibility test which
obtained 70% in patients with endometriosis and specificity value of 37%. The
positive predictive value was 36% and the negative predictive value was 42%, thus
indicating that the gene CYP1Alml is an important biomarker and it may help

studies about pre-disposition to endometriosis.

DISCUSSION

This study analyzed patients aging from 25 and 35 years with endometriosis.
The average age of patients at higher risk of infertility was 30.23 years. These
results are in accordance with [15], who reported that the average age at which a
diagnosis of endometriosis is established is around 31 years. Also [16] reported
that the average age for the diagnosis of endometriosis is 28 years. The analysis
of patients without endometriosis (control group) revealed an average age of 37.38
years and this difference is approximately four (04) times higher compared to
group patients with endometriosis, whereasthe average age o0 patients
with endometriosis and significantly lower 25-30.

The data found in this study revealed significant differences between
endometriosis and polymorphism of m1l allele in women with endometriosis, two of
them being homozygous mutants compared to controls. Nakata and colleagues [17]
analyzed 25 patients with endometriosis and 25 without the disease (control
group). The frequency obtained between the two groups indicated no association of
the polymorphic allele CYP1A1m1 with  endometriosis. The observed allele
frequency was higher in women with endometriosis when confronted to the control
group. Two patients with  the  disease were homozygous forthe allele m1,
however this difference was not significant. In contrast toin a study of 310 Indian
women with endometriosis and 215 controls were analyzed and no association
between endometriosis and polymorphisms of the CYP1A1 gene was found [18].

The study also revealed that the genotypes (m1) were not significant when
compared to the different degrees of the disease. There were no differences between
patients with class 1/1l compared to class Il /IV. However, the ml genotype
frequencies were more frequent in patients with severe endometriosis.

These results also are presentin fertile women with endometriosis in the same



94

degrees. This suggests that this polymorphism may also influence its progression

to a severe form.

CONCLUSION

Our study confirmedthe importance of the knowledge about
the polymorphic CYP1A1m1 and its correlation to endometriosis. As a result was
found a significant association between endometriosis and the polymorphic alleles
of CYP1A1lml genein women with endometriosis. No differences were found
between patients inclass | /Iland class Ill/IV compared to the polymorphic
alleles of the gene CYP1Alml. Regarding this we conclude that the
polymorphisms W1/m1 and m1/ml1 are more frequentin the group of patients with
infertility which are also more severe. The results of this study can contribute to the
diagnosis and prognosis of the disease in.

Acknowledgements

SR de Souza and KKVO Moura acknowledge the contribution of this work for
executable rights. Pontificia Universidade Catoélica de Goias, Goiania, Brazil (PUC-
GO/PROPE/Mgene). We are grateful to the Centro de Medicina Fetal e Reproducéao
Humana - FETILE and the Departamento de Biologia, Nlcleo de Pesquisas
Replicon (PUC-GO), Goiania, Goias, Brazil, which enabled us to conduct this
research and support.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] - Abrédo MS; Podgaec S; Dias Jr JA. Endometriose, a mulher moderna e o Brasil.
Prat Hosp. 50:73-77; 2007.

[2] - Podgaec S; M S Abrao; Dias Jr JALV; Rizzo, R M. de Oliveira, CE
Baracat.Endometriose: uma doenca inflamatoria, com uma componente de
resposta imuneTh2. Hum Reprod. 22 (5): 1373-9; 2007.

[3] - Guo SW; Wang, Y. Sources of heterogeneities in estimating the prevalence of
endometriosis in infertile and previously fertile women. Fertil Steril; 86:1584-1595;
2006.



95

[4] - Abrdo, MS. Endometriose, uma visdo contemporanea. Editora Revinter; la
edicao: 257-35; 2000.

[5] - Bankowski, BJ. Manual de Ginecologia e Obstetricia do Johns Hopkins. 2. Ed.
Porto Alegre: Artmed, 2006.

[6] - Kistner, RW. Tratado de Ginecologia Segunda Edicdo, Ediciones Toray |,
Barcelona , p.830 - 1983.

[7] - American Fertility Society (Revised American Fertility Society Classification of
Endometriosis. Fertil Steril; 43:351-2; 1985.

[8] - Donadio, Nilson. Consenso Brasileiro em Videoendoscopia Ginecologica. Sao
Paulo: Artes Médicas — 2001.

[9] - Arvanits DA; Goumenou AG; Matalliokis | M; Komantakis EE; Spandidos D A.
Low penetrance genes are associated with increased susceptibility to endometriosis.
Fertil Steril.76:1202-1206; 2001.

[10] - Kennedy S; Mardon H; Barlow D. Familial endometriosis. J Assist Reprod
Genet. 12:32-4 - 1995.

[11] - Wilkinson, J.; Clapper, ML. Detoxification enzymes and chemo prevention.
Proceeding Society Experimental Biological Medicine, 216: 192-200; 1997.

[12] - Cascorbi, I. Genetic basis of toxic reactions to drugs and chemicals. Toxicology
Letters, 162: 16-28, 2006

[13] - Walker, CL. Cancer susceptibility genes and molecular carcinogenesis.
American Association for Cancer Research Special Conference: Cancer
Susceptibility Genes and Molecular Carcinogenesis. Molecular Medicine Today,
2:364-365, 1996.

[14] - Carstensen, U; Alexandrie, AK; Hogstedt, B; Rannug, A; Bratt, I; Hagmar, L. B-
and T- lymphocyte micronulei in chimney sweeps with respect to genetic
polymorphism for CYP1Al and GSTT1 (class Mu). Mutation Research, 289:187-195,
1993.

[15] - Moura, MD; Negreiros TP; Nogueira, AA; Ferriani, R Al; Sala, M M; Reis, RM.
Avaliacdo do Tratamento Clinico da Endometriose. RBGO . 21 (2): 85-90, 1999

[16] - Pritts EA, MD; Taylor RN; PhD, MD. An evidence-based evaluation of
endometriosis associated infertility. Endocrinol. Metab. Clin. N. Am. 32:653-667;
2003.

[17] - Nakata, LC; Bertollo, EMC; Dos Santos, I; Oliani, AH; Vaz, DCM; Oliveira, GH;
Bertelli ,ECP. Biomarcadores de Susceptibilidade a Endometriosis. RBGO, V.26,
N°4, 2004.



96

[18] - Babu, K; Reddy, NG; Deendayal, M; Shivaji, S; GSTM1, GSTT1 and CYP1Al
detoxification gene polymorphisms and their relationship with advanced stages of
endometriosis in South Indian women. Pharmacogenet Genomics. 5(3): 167-172;
2005.



