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RESUMO

Controles intra e extracelulares impedem a implantacdo e a proliferagédo de
células endometriais ectépicas nas mulheres saudaveis. Anormalidades em
quaisquer desses controles levam a sobrevida dessas células, implantacéo e a
consequente progressdo da Endometriose. Células endometriais com
polimorfismos genéticos respondem a sinais locais e se proliferam néo
sofrendo apoptose. Os produtos dessas células anormais estimulam a invasao
de tecidos e induzem respostas inflamatorias. A doenca € complexa e
relacionada a fatores como o genético, o imunolégico e o ambiental. Este
trabalho analisou seis polimorfismos de seis diferentes genes (p53; Receptor 3
de estrégeno; Receptor de progesterona; GSTM1; GSTT1; CYP1Al). As
frequéncias dos genotipos polimoérficos foram obtidas das mesmas 50
pacientes para todos os genes e analisadas pelo Teste Exato de Fisher ou
Teste G. Os genes foram analisados dois a dois e posteriormente trés a trés.
Resultados significativos foram encontrados para seis pares de genes (p53-
RERB com frequéncia de polimorfismo 5,9 vezes maior no grupo endometriose;
p53-GSTM1 com frequéncia 2,39 vezes maior; p53-CYP1Al com 65,5% das
pacientes com endometriose apresentando os polimorfismos; REB-PROGINS
com frequéncia 3,0 vezes maior; GSTM1-PROGINS e GSTT1-CYP1A1, ambos
com 31,25% das pacientes do grupo endometriose apresentando 0s
polimorfismos). Em 15 situacdes quando os genes foram analisados trés a trés
o p foi menor que 0,05. Os polimorfismos de maior frequéncia foram dos genes
p53, REB e GSTM1 com 20% das pacientes com endometriose apresentando
esses polimorfismos; PROGINS, REB e GSTM1 com 18% e p53, RESB e
PROGINS com 12%. Esses resultados corroboram a ideia de que a presenca
de polimorfismos em mais de um gene relacionado a endometriose pode levar
ao aparecimento e deselvolvimento da doenca. Estudos devem ser
direcionados a esses genes na tentativa de compreender mellhor a relacao
entre eles e o possivel desenvolvimento de novas técnicas de diagndstico
baseada nos marcadores moleculares desses mesmos genes.
Palavras-Chave: Polimorfismo; p53; Receptor B de estrogeno; Receptor de
progesterona; GSTM1; GSTT1; CYP1Al; Endometriose.
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ABSTRACT

In healthy women, a great number of intra and extracellular controls prevent the
attachment and proliferation of ectopic endometrial cells. In endometriosis,
abnormalities in those controls can lead to the survival of endometrial cells and
consequently their attachment to the peritoneal cavity and disease progression.
Endometrial cells with genetic polymorphisms respond to local signals, and they
proliferate instead of undergoing apoptosis. The products of these abnormal
cells stimulate the invasion of tissues and induce an inflammatory response.
The disease has a complex trait and it is related to several factors such as
genetic, immunological and environmental. This study examined six
polymorphisms presented by six different genes (p53; Estrogen Receptor B;
Progesterone receptor; GSTM1; GSTT1, CYP1Al). We obtained the
polymorphic genotype frequencies from the same 50 patients for all genes and
we analyzed them using the Fisher's Exact Test or G Test. First we analyzed
the genes in a group of two and subsequently in a group of three. We found
significant association between polymorphisms in six pairs of genes (p53-Erf
with frequency 5.9 times higher in the experimental group; p53-GSTM1, 2.39
times higher; p53-CYP1A1l with 65.5% of the patients with the polymorphism;
ERB-PROGINS 3.0 times higher in the experimental group; GSTM1-PROGINS
and GSTT1-CYP1A1 both with 31.25% of the patients with the polymorphism).
Positive results were found in 15 situations when genes were analyzed in a
group of three; the most significant result corresponding to the polymorphisms
of the genes p53, ErB e GSTM1 with 20% of the patients carrying these
polymorphisms; PROGINS, ErB e GSTM1 with 18% and p53, Er8 e PROGINS
with 12%. The results support the idea that the presence of polymorphisms in
more than one endometriosis-related gene can lead to the onset of the disease
and its progression. Studies should aim at these genes in order to understand
the relationship among them more clearly and the possibility of developing new
diagnostic techniques based on molecular markers of these genes.

Keywords: Polymorphism; p53; Estrogen Receptor B ; Progesterone receptor;
GSTM1; GSTT1; CYP1Al; Endometriosis.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Sistema Genital Feminino

1.1.1 Definicao e embriologia do sistema genital feminino

O sistema genital feminino caracteriza-se como um agrupamento de
6rgaos com fungéo de reproducdo Y, producéo de células sexuais femininas,
recepgdo dos espermatozoides, nutricdo e desenvolvimento do novo individuo,
além da producao de horménios sexuais. @.

Os orgaos reprodutivos femininos originam-se a partir do ducto
paramesonéfrico. A auséncia de testosterona e de fatores anti-mullerianos leva
ao desenvolvimento do Utero, tubas uterinas e vagina no embrido, através da
transformacao do ducto paramesonéfrico. O tubérculo genital se torna a glande
do clitéris, as dobras urogenitais formam os pequenos labios enquanto as

dobras labioescrotais formam os grandes labios ©.

1.1.2 Anatomia dos 6rgaos genitais femininos

Os principais o6rgdos que formam o sistema genital feminino
compreendem: as gdnadas produtoras de gametas e recebem a denominacéao
de ovario; os sistemas de conducdo dos gametas, representados pelas tubas
uterinas; o Utero, responsavel por abrigar o novo individuo; o érgao copulador

(vagina); 6rgaos eréteis (clitdris), glandulas anexas e o pudendo feminino ¢ 2,

1.1.2.1 O peritdnio na cavidade pélvica

Os principais 6rgados do sistema reprodutor feminino — os ovarios, as
tubas e o Utero — estdo localizados na cavidade peritoneal, entre a bexiga e o
reto. O peritdnio reveste o Utero e sua extensdo forma o ligamento largo do
utero, dividindo assim, a cavidade pélvica em escavagao pelvico-uterina
(anterior) e escavacao reto-uterina (posterior). As tubas uterinas também estéo

envolvidas pelo ligamento largo do Gtero. Os ovérios estédo localizados na parte
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posterior desse ligamento, séo fixados por uma prega chamada de mesovario
@) a qual é formada por uma dobra da membrana peritoneal . Esses 6érgéos
sdo mantidos fixos pelos ligamentos largo e redondo do Utero nessa

conformacéao, de acordo com o mostrado pela figura 1.

%»\ Cavidade Uterina Ligamento
/v" 3 - = . Suspensor
Fimbria —8 Serosa

Muscular
Mucosa

= L e TN
Fundc37 : K Ovirio é““ / /
= - g " Infundibulo

[
Q’/ - .\-(, - ’ / Ampola
S ‘—'/ Tuba Uterina

Ligamento
ool i i Ligamento Ovariano
9 Utero — Corpo —{. Ligamento Redondo
Endométrio
h, ! Miometrio Parede Uterina
-’ = Perimétrio

Cérvix =

Ligamento Largo
Canal Cervical

Abertura do Cérvix

Férix '1a Vagina

Vista Anterior

Figura 1 — Sistema genital feminino mostrando o Utero, as tubas uterinas, 0s ovarios e seus ligamentos de sustentacdo. A
figura mostra a relacdo anatémica entre os principais 6rgdos que formam o sistema genital feminino e sua fixagdo na
cavidade peritoneal®.

1.1.2.2 A anatomia uterina

O Utero € um érgao musculoso e apresenta-se de forma semelhante a
uma pera na posicao invertida . Em média, o (tero apresenta cerca de 7,5 cm
de comprimento, 5,0 cm de largura @ e 2,5 cm de espessura, dependendo do
estado fisiolégico da mulher . O corpo do Gtero se comunica com as tubas
uterinas e estd localizado na parte anteroposterior; o fundo do u(tero
corresponde a sua parte mais superior; o istmo uterino é formado pelo
estreitamento do corpo, estd localizado na parte inferior e se comunica
imediatamente ao corpo do Utero; o colo do Utero € a regido cilindrica onde o
istmo se comunica com a vagina através do Ostio do utero (figura 1). A
estrutura uterina pode variar em tamanho, forma e até posicéo, dependendo de
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aspectos como o estado fisioldgico, a idade, o volume da bexiga e a atividade
retal, além de estados gestacionais *' 2.

O dtero apresenta uma camada interna denominada endométrio e
caracterizada como uma membrana mucosa de epitélio colunar que responde a
estimulos hormonais. O endométrio € revestido por glandulas tubulares e seu
estroma esta repleto de células de defesa (leucécitos e macréfagos). A camada
média — o miométrio — € composta por fibras de musculatura lisa e constitui
mais de cinquenta por cento da parede do Utero, conferindo a maior camada de
musculo liso do corpo humano. A contracdo do miométrio é importante na hora
do parto, auxiliando na liberacéo da crianca *?. Essa camada intermediaria do
Gtero € menos muscular proximo ao colo uterino, e esse Ultimo € praticamente
todo formado por fibras de colageno, o que auxilia na dilatacdo para a
passagem do bebé. A camada mais externa € chamada de perimétrio e é
formada por uma serosa proveniente do periténio visceral &%, O endométrio é
dividido em zona funcional, correspondente a camada mais proxima da
cavidade uterina, e em zona basal, correspondente a regido adjacente ao
miométrio ©.

A luz uterina tem formato triangular, com dois vértices na posicdo
superior que se abrem nas tubas uterinas. Na regido inferior ha uma
comunicacdo com o canal vaginal através do colo uterino, onde existem
glandulas mucosas que auxiliam na protecdo do Utero contra micro-organismos
que porventura estejam no canal vaginal ©.

Os principais ligamentos de sustentacdo uterina correspondem ao
ligamento largo do atero, o ligamento redondo e os ligamentos Utero-sacrais.
Essas estruturas atuam no sentido de estabilizar a posi¢cao uterina e limitar a
sua capacidade de movimentacédo. O ligamento largo fixa as margens laterais
do utero a parede pélvica; o ligamento redondo parte da regido lateral do Utero,
logo abaixo da comunicacdo com o istmo e segue pelos canais inguinais até os
grandes labios. Esse ligamento restringe 0os movimentos na regido posterior,
mantendo assim, o Utero na posicdo antrovertida; os ligamentos Utero-sacrais
ligam as paredes laterais uterinas a face anterior do sacro ®, impedindo
movimentos na regido antero-inferior; o colo do Utero e a parte superior do
canal vaginal sdo sustentados pelo ligamento cervical lateral, que se fixa nas

paredes pélvicas, impedindo movimentos em direcao as regides mais inferiores
17



3% Em condi¢cdes normais, a massa do Gtero pode variar entre 50 e 100 g. A
posicdo normal do utero é de anteflexdo, projetando-se anteriormente sobre
sua base e cobrindo a superficie pdstero-superior da bexiga urinaria. A massa
e o formato do Utero — juntamente com os ligamentos que o sustentam — séo
responsaveis pela manutencdo do o6rgdo nessa mesma posicdo pélvica,
limitando sua capacidade de movimento ©.

O utero € irrigado por ramos da artéria uterina, a qual parte das artérias
iliacas internas e também por ramos das artérias ovarianas, provenientes da
aorta abdominal. A artéria uterina atinge o Utero percorrendo medialmente a
base do ligamento largo, sobe pela margem lateral do uUtero, seguindo o
ligamento largo e se anastomosa com a artéria ovariana. As artérias no utero
estdo interconectadas de tal forma que garantem um fluxo sanguineo
independente de sua posicao e forma, durante a gravidez (figura 2).

No interior do Utero, os ramos da artéria uterina formam as artérias
arqueadas que circulam o miométrio. As artérias radiais e as artérias retas
irrigam o estrato basal, levam o0 suprimento necessario a regeneracdo da
camada funcional do endométrio apés a menstruacéo. As artérias espiraladas
irrigam a zona funcional, elas sofrem profundas alteracdes durante o ciclo
menstrual & & 7 (figura 2). O sistema de veias no Gtero segue o sistema de

artérias e estabelece o retorno sanguineo através da veia iliaca interna ©.

Artéria Reta £l == | it
Perimétrio L) %‘9 , ' Rl
Miométrio — S 8 E

Endométrio . SR

Glandulas Uterinas . |
Cavidade Uterina : _ |

Artéria Espiral : P A |

Artérias Arqueadas
Artéria Radial

Artéria Uterina

Figura 2 — Seccao da parede uterina evidenciando a irrigacdo do endométrio ®
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1.1.2.3 A anatomia do ovario

Os ovarios tém aproximadamente de 2,0 a 3,5 cm de comprimento; 1,0 a
1,5 cm de largura ® e 1,0 cm de espessura ®. A massa do ovario é em geral
entre 6 e 8 g ®. Sdo as gdnadas responsaveis pela producdo dos gametas,
chamados de ovacitos secundarios. Estas estruturas também séo responsaveis
pela producdo de hormbnios que controlam o desenvolvimento de
caracteristicas sexuais secundarias, além de auxiliarem o processo de nidagao
que ocorre no Gtero @,

Estéo localizados na fossa ovariana — regido em forma de depresséo na
parede posterior da pelve ® — préximo ao local de fixacdo do ligamento largo
do Gtero & parede pélvica ¥. Os ovarios estdo fixos pela acdo de dois
ligamentos principais. O ligamento suspensor do ovario se expande de cada
ovario até as paredes da cavidade abdominal, se estende da fascia do musculo
psoas maior a extremidade tubal do ovario. Ja, o ligamento préprio do ovario
fixa o 6rgdo medialmente na margem superior do Utero, logo abaixo da
implantacdo da base da tuba uterina (Fig. 1) ® . Fibras de musculo liso no
interior do ligamento suspensor e do mesovario contraem-se no momento da
ovulacdo para que o ovario se aproxime da abertura das tubas uterinas ©.

O ovéario é envolvido por uma capsula ou tunica albuginea, esta é
circundada por um epitélio cuboide simples continua com o mesovario . Seu
interior € formado pelo cortex — onde as células germinativas desenvolvem-se —
e pela medula — ocupada principalmente por artérias e veias ®. A irrigacédo
ovariana € feita pelas artérias ovarianas que partem da aorta abdominal ao
nivel da primeira vértebra lombar. As veias ovarianas drenam o0 sangue
langcando-o na veia cava inferior, no lado direito do corpo e na veia renal
esquerda ©. Os vasos sanguineos penetram (ou saem) do ovario através de

uma regido especifica chamada de hilo .

1.1.2.4 A anatomia das tubas uterinas

As tubas uterinas associam-se aos ovarios e estendem-se ao longo da

margem superior do ligamento largo, regido conhecida como mesossalpinge ©
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(Fig. 1). A abertura das tubas, na extremidade préxima ao ovario, recebe o
ovocito secundario através do infundibulo que € cercado por fimbrias. Nao ha
contato fisico entre fimbrias e ovario ®. A superficie interna do oviduto é
recoberta por uma membrana mucosa, uma camada muscular e uma serosa @.
A mucosa é ciliada, e juntamente com a contracdo muscular, auxilia na
corrente fluidica responséavel pelo transporte do ovécito ou mesmo do embrido
ao longo da tuba e em direcdo ao ovario. Do infundibulo segue a ampola, que
compreende a maior parte da tuba com cerca de 7,5 a 8,0 cm . Préximo ao
Utero, a ampola forma uma regido mais estreita (denominada istmo) que se
comunica com a parede uterina. A espessura das camadas de musculo liso
que formam essas estruturas aumenta com a proximidade do Gtero ®. O
segmento da tuba que penetra a parede uterina é a parte intramural ©.

Outra funcdo das tubas uterinas € a de servir como um meio rico em
nutrientes (glicoproteinas e lipidios) tanto para o espermatozoide quanto para o
pré-embrido. O epitélio que reveste a superficie interna das tubas também
contém as células peg (desprovidas de cilios) e células secretoras de muco. As
células peg se projetam para o limen das tubas e secretam fluidos que
completam a capacitacdo de espermatozoides, além de fornecerem nutrientes
para 0s gametas e para o zigoto em desenvolvimento ©.

A irrigacdo sanguinea é feita através das artérias uterinas (proveniente
da artéria iliaca interna) e ovarianas (proveniente da aorta abdominal). As veias

que drenam o 6rgédo sdo as correspondentes a essas mesmas artérias ©.

1.1.3 Fisiologia do sistema genital feminino

1.1.3.1 Ovulacao

Os foliculos ovarianos sao ovoécitos em varios estagios de
desenvolvimento . No desenvolvimento do feto feminino, ovogénias sofrem
mitose para produzir mais ovogonias, e estas por meiose formardo ovécitos
primarios. Essas células sdo envolvidas por células epiteliais foliculares,
formando os foliculos primordiais. A maturacdo em foliculo secundario ocorre

com a formacdo do antro, uma regido central preenchida por fluidos, e o

20



consequente aumento do seu tamanho. O foliculo maduro também pode ser
chamado de foliculo de Graaf ou foliculo primordial (Fig. 3). Ele atua como uma
glandula enddcrina ao secretar estrégeno, uma vez que o ovoécito secundario

esta pronto para ser lancado na tuba uterina.

/Teca Externa
T

eca Interna

T “ = Granulosa
Antro

(a) (b)

Figura 3 — Esquema do foliculo ovariano. (a) Estrutura do foliculo ovariano maduro evidenciando suas principais

estruturas. (b) Microscopia de luz do foliculo ovariano maduro 250X (10)

O gameta feminino é protegido pela zona pellcida e pela corona radiata
— formada pela camada de células foliculares que ficaram aderidas ao ovacito
©.10 Apés a ovulacao o foliculo se torna o corpo luteo ou amarelo, responsavel
pela producédo e secrecdo de estrégeno, progesterona, relaxina (amolecimento
nas articulacdes pélvicas) e inibina (retro-inibicdo do FSH). Ele posteriormente
formara o corpo albicans (branco) V.

1.1.3.2 Ciclo menstrual

Na adolescéncia, o hipotadlamo comeca a secretar quantidades maiores
de horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que estimula a hipdfise
anterior a liberar o horménio foliculo-estimuante (FSH) e o hormonio
luteinizante (LH). Assim, na puberdade o ovario € estimulado quando a hipdéfise
secreta (FSH), a primeira reacdo dessa gbnada € o aumento de seu volume e
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tamanho 9. O ciclo menstrual pode ser divido em pelo menos trés fases
principais: a menstrual, a fase pré-ovulatéria ou proliferativa e a fase poés-
ovulatoria ou secretoria. E de forma geral, a menstruacédo é caracterizada pela
eliminacdo da parte superficial do endométrio caso nao haja fertilizacdo, e
ocorre devido as mudancas nos niveis hormonais ©.

Na primeira metade do ciclo ocorre a fase menstrual e a fase pre-
ovulatoria, as duas juntas sdo denominadas de fase folicular, na qual o foliculo
ovariano sofre amadurecimento ‘Y. Nesse periodo ha eliminacédo da camada
superficial do endométrio, juntamente com vasos sanguineos, fluido tecidual,
muco e células epiteliais. O sangramento pode durar até cinco dias, e 0S
produtos da menstruacéo sio eliminados através do canal vaginal . Durante
essa fase, no ovario os foliculos primordiais iniciam seu desenvolvimento, e
atuam na producado de estrégenos, o ovécito aumenta de tamanho, as células
foliculares sofrem mitose originando um epitélio estratificado chamado de
granulosa.

Uma camada de glicoproteinas, a zona pellcida comeca a ser formada
ao redor do ovécito, separando-o da granulosa. As células externas ao foliculo
primordial se organizam em camadas, uma mais externa e fibrosa chamada de
teca externa. A camada mais interna € vascular, formada por células secretoras
e denominada teca interna. A proliferacdo das células foliculares formam
cavidades ou espacos entre as camadas celulares. Os espacos se agrupam
em uma Unica cavidade — o antro — que pressiona o0 ovicito em um dos lados
do foliculo primordial ™. No final dessa etapa, cerca de 20 desses foliculos
primordiais desenvolvem-se em foliculos secundarios que apresentam maior
volume devido a secrecado de fluidos. Apesar de varios foliculos terem iniciado
seu desenvolvimento apenas um atinge os estagios finais, sendo que 0s outros
sofrem morte celular ou atresia . Enquanto o foliculo dominante amadurece, o
estrogénio liberado inibe por feedback negativo a secre¢éo de LH pela hipofise.
Estrégenos também fazem com que a hipdéfise se torne mais sensivel a acao
do GnRH que é liberado em pulsos constantes 9.

Na fase proliferativa um dos foliculos secundarios sofre maturagdo e
torna-se um foliculo de Graaf, o qual contém o ovdcito secundario pronto para
ser liberado na tuba uterina durante a ovulagéo, caracterizada justamente pela
ruptura do foliculo de Graaf. E nesse periodo que ocorre um aumento
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progressivo dos niveis de estrogeno produzido pelos foliculos, promovendo,
assim, o aumento da espessura do endométrio que se prepara para
possivelmente receber um embrido. Na metade do ciclo a hipéfise responde ao
GnRH e libera o LH, que até entdo estava sendo armazenado na glandula.
Esse aumento brusco na concentracdo sanguinea de LH dura cerca de 36
horas, e promove a ruptura da parede folicular. A segunda metade do ciclo é
caracterizada pela ovulacdo e fase pés-ovulatéria, denominada fase Iatea
D Apés a ovulacdo o remanescente do foliculo rompido, é preenchido com
sangue formando um coagulo (e passa a ser chamado de corpo hemorragico).
O coagulo € absorvido aos poucos pelas células foliculares que permaneceram
intactas, e sd8o essas ceélulas, juntamente com as células da teca que
desenvolvem o corpo liteo, através da acéo do LH © 19,

Se ndo houver implantacdo, os niveis de estrégeno e progesterona
provenientes do corpo luteo inibe o horménio liberador de gonadotrofinas no
hipotalamo, inibindo consequentemente a liberacdo de LH, e também de FSH
pela hipofise. Dessa forma, nenhum outro foliculo sera estimulado enquanto o
corpo luteo estiver ativo. O resultado dessa inibicdo por feedback negativo é a
degeneracgdo do corpo luteo (aproximadamente no 24° dia do ciclo) e formacéo
do corpo albicans, responsavel pelo inicio de outro ciclo menstrual, se ndo
houver fertilizacdo. Com a degeneracdo do corpo luteo, a concentracdo de
estrogeno e progesterona decai, 0 que provoca vasoconstricdo do endométrio,
diminuicdo dos niveis de O, e nutrientes disponiveis. Capilares danificados
promovem um fluxo sanguineo que caracteriza a menstruacao, com eliminacao
da camada mais superficial do endométrio e vasos sanguineos. Esse processo
se inicia aproximadamente no 28° dia e dura cerca de cinco dias, ou enquanto
0s niveis de estrégenos estiverem baixos.

Caso haja implantacdo o corpo luteo continua a secretar estrégeno e
progesterona por aproximadamente quatro meses, sendo mantido pela
gonadotrofina coribnica, horménio produzido pela placenta que esta em
formacdo. Assim que a placenta estiver completamente formada, ela passara a
secretar estrogeno e progesterona, o primeiro hormonio para auxiliar na
manutencdo da gravidez e o segundo além de manter a gravidez promovera o

desenvolvimento das glandulas mamaérias para producéo de leite © 9.
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Durante a primeira metade do ciclo menstrual, as células foliculares
liberam progesterona em niveis discretos. Na segunda metade do ciclo, as
células do corpo lateo secretam grande quantidade de progesterona,
aumentando a sua concentragdo no sangue. A progesterona estimula o
aumento do numero de vasos sanguineos e de glandulas no endométrio,
estimula as glandulas uterinas a secretarem mais glicogénio e lipidios,

favorecendo o ambiente uterino para uma possivel implantacdo do embrigo “9.

1.1.3.3 Controle hormonal das func¢des reprodutivas

O desenvolvimento das fungBes sexuais femininas € mantido pelo
hipotalamo, pela hipéfise anterior e pelos ovéarios. Os horménios liberados por
essas estruturas controlam o amadurecimento das células sexuais femininas, o
desenvolvimento das caracteristicas sexuais e as mudancas ocorridas durante
as diferentes fases do ciclo reprodutivo 9.

A partir, aproximadamente, dos 10 anos de idade, o hipotdlamo passa a
secretar quantidades crescentes de hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH). Isso promove a liberacdo de FSH e LH pela hipéfise anterior; essas
substancias atuam na maturacao das células sexuais e reprodutivas, além de
controlarem a producdo e secrecdo dos hormdnios sexuais (estrogeno e
progesterona). O FSH estimula a maturacdo dos foliculos ovarianos, dessa
forma, as células da granulosa produzem quantidades crescentes de
estrogenos e certa quantidade de progesterona. O LH estimula as células da
teca interna a secretar substancias precursoras de estrégenos, como a
testosterona 9.

Em mulheres que ndo estdo gravidas, os ovarios sdo responsaveis pela
producdo do estrogénio. Na puberdade, através do estimulo imputado pela
hipodfise, os ovarios passam a secretar quantidades crescentes de estrogenos.
Eles sdo responsaveis pelo aumento de tamanho do utero, das tubas, dos
ovarios e desenvolvimento da genitalia, estimulam o aumento da espessura do
endométrio e também das caracteristicas sexuais secundarias na mulher (o

desenvolvimento dos seios e das glandulas mamarias, aumento da
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vascularizacéo da pele e aumento da deposicéo de tecido adiposo em regides
especificas como seios, quadril e coxas) 1.

Os ovérios também séo fontes de progesteronas nas mulheres néo
gravidas. Esse horménio promove mudancas no Uutero durante o ciclo
reprodutivo, estimula as glandulas mamarias e auxilia no controle da secrecéo
de gonadotrofinas liberadas pela hipéfise .

Hormoénios sexuais masculinos também afetam o desenvolvimento
feminino. Androgénios produzidos pelas glandulas adrenais estimulam o
crescimento de pelos pubianos. A formacdao tipica do esqueleto feminino, com

caracteristicas como ombros estreitos e quadril avantajado, € atribuida pela

baixa concentracdo de androgénios .

1.2 Definicdo da Endometriose

A endometriose apresenta caracteristicas complexas com fatores
genéticos e ambientais contribuindo para a determinacdo do fendtipo da
doenca ™ 2. Um de seus principais aspectos é a presenca ectépica de tecido
endometrial fora do Gtero. A disfuncéo € benigna, a doenca € crbnica, depende
da liberacéo de estrogenos e esta intimamente relacionada a infertilidade e dor
pélvica ®* 1. Até o presente momento ndo existe uma hipétese especifica para
justificar o crescimento ectépico do tecido endometrial. InUmeras investigacdes
a cerca dessa desordem ginecoldgica tém relacionado a sua ocorréncia com
distdrbios genéticos e imunolégicos .

A doencga prevalece em mulheres que menstruam — ou seja, em
mulheres que ainda estdo na idade reprodutiva; estd associada a aborto
recorrente e infertilidade — aspectos que podem ser explicados pela presenca

(16)

anormal de autoanticorpos Apesar de ser considerada metastasica

benigna, exibe algumas caracteristicas de doenca maligna como, por exemplo,

crescimento agressivo e invasao localizada ™.

Uma caracteristica importante da endometriose é 0 aumento
consideravel de uma série de substancias — o proprio fluido peritoneal, células
imunitarias como macréfagos e linfocitos, células NK (natural killer), células

mesoteliais, autoanticorpos, citocinas, fatores de crescimento, moléculas de
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adesao, enzimas, hormdnios, prostaglandinas, oxigénio reativo, dentre varias
outras. Essa enorme quantidade de células e substancias envolvidas no
aparecimento e desenvolvimento da doenca coloca em evidéncia a

complexidade da mesma *7").

1.3 Historico

As primeiras descricdes da endometriose datam de mais de 1500 a.C.
através de relatos encontrados em documentos egipcios. Os sintomas
descritos sdo 0s mesmos que conhecemos atualmente para a doenca (dor
cronica e alteracdes menstruais) 9.

Por volta de 1600 d.C. na Europa, um médico alem&o publica um livro
com informacdes sobre um mal que acometia mulheres em idade reprodutiva,
causando inflamacdes com lesbes e aderéncias em 0rgaos da cavidade pélvica
(19).

Desde a década de 80 sabia-se que os produtos de células endometriais
e células do sistema imunolégico no fluido peritoneal podiam apresentar efeito
toxico para a funcao reprodutiva. As principais etapas da reproducao afetadas
pela Endometriose correspondem a fase de recepcdo do ovdcito secundario
pelas fimbrias das tubas uterinas; mobilidade e sobrevivéncia de
espermatozoides; interacdo entre gametas feminino e masculino; além de
implantacdo e desenvolvimento do embrido. Alguns desses efeitos téxicos
puderam ser revertidos, ainda naquela década, por tratamento hormonal 9.

Sampson (1927) divulgou a endometriose como é conhecida nos dias
atuais, ao sugerir que a menstruacao retrograda seria a provavel etiologia da

doenca %°.

1.4 Incidéncia

A endometriose € uma condicdo ginecoldgica que acomete cerca de 10
a 15% das mulheres em idade reprodutiva ®» e cerca de 40% das mulheres
que passam por problemas de infertilidade ??. A endometriose também afeta

(23)

de 30-50% das mulheres com sintomas de pré-menopausa “”. Em numero,
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esses dados correspondem cerca de 180 milhdes de mulheres no mundo todo
@Y Em parentes de primeiro grau, o risco de se desenvolver a doenca esta
entre 5 e 8% #Y; é uma doenca progressiva em 40-50% das mulheres afetadas
@ A sua recorréncia é observada com frequéncia ap6és cirurgias ou apés o
término da terapia com medicamentos, principalmente em mulheres com
endometriose moderada a severa %°.

A suscetibilidade da doenca pode variar dentro dos diversos tipos de
grupos étnicos existentes. Os japoneses e outros asiaticos, por exemplo,
apresentam maiores taxas de endometriose do que caucasianos “”. A
endometriose é raramente encontrada nos judeus ortodoxos 2.

Para se ter uma ideia, o custo da doenca para o governo dos Estados
Unidos é de aproximadamente US$ 2.800,00 délares por mulher @9,
Infelizmente ainda ndo existem dados disponiveis para estimar o custo de cada

paciente com endometriose no Brasil.

1.5 Etiologia

A abundéancia de hipéteses para explicar a etiologia da endometriose
mostra a natureza diversificada da doenca ©.

A primeira teoria para explicar o aparecimento da doenga — teoria da
menstruacao retrograda — defende a disseminacgéo e a implantacéo ectdpica de
células endometriais e fragmentos teciduais na cavidade pélvica *. De acordo
com Sampson (1927) ©? a teoria é apoiada em fatores como a presenca tecido
endometrial viavel no fluido peritoneal ©Y e a disposicdo anatdmica dos
implantes endometriais ®?. A falha nessa teoria corresponde ao fato de que
virtualmente todas as mulheres que menstruam apresentam certo grau de

menstruacdo retrégrada .

Tem sido sugerido que todas as mulheres
apresentem certo grau de endometriose Y. Esse fato é discutido, pois nas
mulheres normais, 0s implantes ectopicos ndo se desenvolvem, e sao
eliminados pelas células de defesa do corpo ou por apoptose (processos
comuns no final da menstruacdo, mas alterados em pacientes com

(15)

endometriose) A discussdo entdo passa a ser o que leva ao
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desenvolvimento e progressdo da doenca, e a melhor resposta a esse
questionamento, até o momento, € a alteracdo do sistema imunoldgico.

Os estudos indicam que na endometriose ha uma diferenca entre as
células endometriais eutOpicas e ectopicas, e que ambas apresentam
diferencas quando comparadas com as células endometriais de mulheres
normais. Tanto células endometriais eutdpicas quanto ectdpicas nas pacientes
com endometriose proliferam respondendo a estimulos que deveriam excitar a
apoptose. Além disso, sugere-se que as ceélulas ectopicas tenham uma
vantagem em relacdo a sobrevivéncia por serem capazes de produzir
estroégenos e fatores de crescimento que exercem efeito tanto paracrino quanto
autocrino ©9,

Existem também hipGteses de cunho genético para tentar explicar a
etiologia da endometriose. Certas pesquisas apontam alteracdes
cromossomais, perda de heterozigosidade ou desequilibrios alélicos nas

células endometriais ectépicas ¥

. Estudos e andlises em microarrays com
DNA de células ectopicas endometriais evidenciaram alteracdes nas
expressdes dos genes de enzimas do metabolismo de detoxificacdo, e também
em genes de enzimas envolvidas na progresséo do ciclo celular. Esses dados
sugerem que mulheres com instabilidade genética nas células endometriais
estdo mais suscetiveis a toxinas ambientais que poderiam interferir na
sobrevida das células ectépicas ©7.

As hipbéteses com base imunolégica apontam aspectos relevantes ao
processo inflamatério como: o aumento na producdo de citocinas, nos fatores
de crescimento e de angiogénese. Isso provoca o recrutamento de fibroblastos,
com maior producdo de tecido conjuntivo como resposta homeostética (19,

N&o se pode identificar um Unico fator que possa explicar a origem da
endometriose. Varios fatores se reunem para que a doenca seja caracterizada
como uma anomalia complexa e de inUmeras causas. Em primeiro lugar pode
ser identificado um componente hereditario. Um dado que pode exemplificar
esse fato € a prevaléncia da doenca — seis a nove vezes maior nas mulheres
que séo parentes de primeiro grau, quando comparadas com a populacdo em
geral ®®. A prevaléncia da doenca em irmads de mulheres com endometriose
severa é de 15% 2. QOutros fatores que contribuem para a determinacao da
doenca € a presenca de polimorfismos genéticos, exposi¢cdo a contaminantes
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ambientais, anomalias no sistema imunolégico e anomalias nas células
endometriais.

Algumas pesquisas defendem a teoria da endometriose ser uma
neoplasia, iniciada através de uma sequéncia de mutacdes genéticas V. A
evidéncia para esses fatos sdo as disfungbes apresentadas por alguns
oncogenes, observadas em pacientes com endometriose 9. A patogénese de
neoplasias esta relacionada com a proliferacdo de uma célula progenitora que
sofreu uma sequéncia de eventos mutacionais.

Diferentemente de neoplasias nem todos os genes da endometriose
precisam ser supressores de tumor para que a doencga se estabeleca. Acredita-
se que o0 primeiro passo é a alteracdo de um gene que confere maior
predisposicdo a adesdo e implantacdo de células endometriais presente na
menstruacdo retrograda. Esse gene deve estar relacionado ao citoesqueleto
das células endometriais ou a adeséo celular, como por exemplo, o gene que
regula as metaloproteinases e o gene ICAM1 (do inglés Intercellular Adhesion
Molecule 1), respectivamente.

A segunda etapa estda relacionada com genes que controlam a
proliferacdo das células endometriais como o receptor B de estrogénio (RER) e
0 gene CYP19 (cytochrome P450, family 19). Além disso, o processo também
pode ser influenciado por distirbios em algum oncogene, como o p53, levando
a uma proliferagdo celular incontrolavel, efetivando assim, a progressdo da

doenca @Y.

1.6 Sintomas

Dentre os principais sintomas estdo a dismenorreia; dor pélvica que
pode ser ciclica ou crdnica, variando de paciente para paciente. A dor depende
da severidade das lesbes. A origem da dor é incerta, mas parece estar ligada a
liberacdo de citocinas e prostaglandinas pelas células endometriais ectopicas
(0 que leva ao processo de inflamacdo do local onde estd o implante
endometrial) “?: infertilidade causada principalmente por aderéncias que
prejudicam a conducdo do ovécito secundario ao longo das tubas e Gtero Y

muitas pacientes também apresentam dispareunia, principalmente naquelas
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com lesdes septo vaginal ou no ligamento Utero-sacral; disuria; dor durante

evacuacao; obstrucao intestinal “¥.

1.7 Diagnéstico

Novas terapias baseadas em marcadores genéticos associados a
endometriose sdo importantes para desenvolver um diagnéstico mais rapido e
preciso, e também identificar pacientes que apresentem alto risco de
desenvolver a doenca “?.

Estudos revelam que ha um atraso no diagnostico correto da doenca —
cerca de 8 anos no Reino Unido e cerca de 12 anos nos Estados Unidos — a
partir do aparecimento dos primeiros sintomas “?. Existe muita divergéncia na
literatura cientifica; outro estudo, por exemplo, afirma que tanto nos Estados
Unidos quanto no Reino Unido, o atraso do diagnéstico seja de
aproximadamente 7 anos “?. Uma das causas na demora do diagndstico é a

dificuldade em detectar a patologia no exame pélvico “¥.

Outro ponto
importante é a demora do médico em perceber a necessidade de uma cirurgia,
e ainda ha a questdo da demora na realizacdo da cirurgia, principalmente nos
hospitais ptblicos “°.

O principal método de diagnéstico é feito por laparoscopia combinada
com a confirmacéo histoldgica ¥). Diagnésticos n&o invasivos e promissores
podem ser desenvolvidos em um futuro proximo, uma vez que mulheres com
endometriose apresentam diferentes expressdes de proteinas endometriais
quando comparadas com um grupo controle. A analise bidimensional do fluido
endometrial ou até peritoneal em gel de eletroforese pode evidenciar essas
diferencas nas expressodes de proteinas em mulheres normais e em mulheres
com endometriose “°).

Muitos estudos buscam meétodos diferenciados para se chegar a um
diagnostico preciso da doenca. A analise genética quantitativa € um exemplo;
baseada no principio de que qualquer regido no genoma pode codificar um
gene de importancia. A analise sib-pair (siblings-pair), ou analise dos pares de
irmaos, € uma das mais utilizadas dentro dos métodos quantitativos. O

principio se baseia no fato de parentes afetados herdarem cépias idénticas de
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um alelo que pode estar relacionado a doenca. A técnica procura detectar locos
polimorficos ligados a genes que possam ser causadores da endometriose.
Esses polimorfismos estudados geralmente sdo marcadores moleculares,

como as repeticdes em tandem 7.

Desde a primeira analise genética
quantitativa realizada na endometriose através do método sib-pair “®, varias
regides foram identificadas mas nenhuma ligacdo génica especifica foi
publicada. Grandes pesquisas foram realizadas, por exemplo, um estudo
combinado (Treolar e Kennedy) com 557 familias e 863 sib-pairs relatou que
haveria uma ligagéo génica significante de um loco com outros quatro locos “9,
detalhes ndo foram revelados por questdes da patente comercial. Outro grupo
que encontrou resultado significante foi o da Islandia ©®, relataram um possivel
loco em ligac&o génica na regido 9919, mas ndo houve confirmacéo posterior.
Outro método que pode ser promissor € o Profilling de proteina através
do uso de um espectdmetro de massa especial (SELDI-TOF-MS). A analise de
proteinas endometriais através dessa técnica mostrou que diversas proteinas e
peptideos séo expressos de forma diferente em grupos de paciente e controle.
Isso sugere que uma analise protedmica do endométrio pode ser promissora
no diagnostico da endometriose, 0 que significa métodos menos invasivos para

a paciente V.
1.8 Qualidade de vida

As pacientes com endometriose sdo quase sempre submetidas a um
atraso no diagnéstico, consideravel reducdo na qualidade de vida e perda da
produtividade no trabalho. A severidade da doenca e a dor pélvica crénica sao

as responsaveis por essas consequéncias 9.

1.9 Classificagcdo da Endometriose

Segundo a Sociedade Americana de Fertilidade a endometriose é
classificada em quatro subgrupos principais.
Minima-Leve: estagios | e Il

Moderada-Severa: estagios Il e IV
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Essa classificacdo reflete diferencas morfolégicas e da expressdo de

genes ©?,

1.10 Sistema lmunoldgico e a sua fungdo na endometriose

O conhecimento a cerca da resposta imune relacionada aos processos
inflamatorios observados na endometriose € fundamental para elucidar a
etiologia e a patogenia da doencga. No entanto, ainda néo se sabe ao certo se
esses processos inflamatdrios sado primarios — responsaveis pelo inicio da
doenca e sua consequente progressdo — ou se sao efeitos secundarios como
resposta ao crescimento endometrial na tentativa de restaurar a homeostase
(15).

A deficiéncia imunitaria no que diz respeito a limpeza do fluxo menstrual
retrogrado no ambiente peritoneal permite a implantacdo de células

endometriais ectépicas e consequente desenvolvimento da endometriose ¢,

1.10.1 Leucocitos

O numero de leucdcitos no fluido peritoneal de mulheres com
endometriose € mais elevado quando comparado com grupo controle. Esse
aumento € explicado pela sintese de varias quimiocinas, responsaveis pelo
recrutamento e ativacao de leucécitos. Esse recrutamento e também a ativacao
de leucécitos dentro da cavidade peritoneal pode ser amplificada por uma
variedade de citocinas .

As quimiocinas podem ser sintetizadas no local de inflamacdes por
leucdcitos e por células endoteliais, assim como por células endometriais
ectopicas ®¥. Encontrar multiplas fontes de quimiocinas no (tero, pelve e
cavidade peritoneal em mulheres normais, ndo é surpreendente devido a sua

®9 Nas mulheres com

funcdo ao longo do ciclo reprodutivo feminino
endometriose, 0s niveis de quimiocinas estdo mais elevados quando
comparados com mulheres normais. Dois tipos de quimiocinas principais séo
encontradas em taxas elevadas nas pacientes com endometriose, a

guimiocina-a representada por IL-8 e a quimiocina-B representada pelas
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proteinas quimiotaticas de mondcitos (MCP) ©®. vale ressaltar que alguns
estudos relatam que os niveis de IL-8 presente no fluido peritoneal esta
positivamente correlacionado com a severidade da doenca, e os niveis de MCP
estdo mais elevados tanto fluido peritoneal quanto no sangue periférico 7.

Os niveis de linfécitos, assim como de leucécitos, podem estar
relacionados com a producao de quimiocinas em locais de inflamag&o. Um tipo
especial de quimiocina, denominada RANTES (do inglés regulated on
activation normal T-expressed and secreted) pertence ao grupo das
quimiocinas-B, e também esta elevada no fluido peritoneal de mulheres com
endometriose, além de estar positivamente correlacionada com a severidade

®8 A expressdo do gene RANTES no estroma de implantes

da doenca
endometridticos préximo a macréfagos tem sido relatado e é sugerido que
TNF-a provenientes desses macrofagos sejam os responsaveis pela regulagéo

da sintese de mRNA RANTES ©9,

1.10.2 Linfocitos

O conteudo de linfécitos no endomeétrio normal varia de acordo com o
ciclo menstrual, mas parece néo estar alterado na endometriose ©?.

Tem sido observada em pacientes com endometriose uma redugao na
proliferacdo de linfécitos no sangue periférico em resposta a presenca de
antigenos e células endometriais. Tem sido sugerido que ocorra diminui¢cao da
destruicdo de células endometriais por que os efeitos citotoxicos de linfocitos

do sangue periférico estéo diminuidos nas mulheres com endometriose ©%.
1.10.2.1 Linfécitos T

Os linfécitos T sé@o originados de células pluripotentes no figado e
medula éssea amarela no feto. Essas células migram para o timo onde
completam o seu desenvolvimento em dois grupos principais que séo
caracterizados pela expresséo das glicoproteinas CD4 e CD8, as quais atuam
como receptores do complexo de histocompatibilidade. Os linfocitos T do tipo

CD4 séao divididos em TH1 e TH2. Enquanto TH1 promove a diferenciacdo de
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CDS8 nas células NK (natural killer cells) e ativam mondcitos e macrofagos, TH2
promove a diferenciacdo de linfécitos B que atuam na secrecao de anticorpos
(15).

N&o foram encontradas diferencas significativas nas taxas de linfocitos
CD4 e CD8 no sangue periférico de pacientes, no entanto, no fluido peritoneal,
um aumento nas taxas e concentracdes de CD4 e CD8 foram relatadas. No
endométrio eutdpico o numero total de linfocitos e as taxas de CD4 e CD8 sao
compativeis nas pacientes e no grupo controle. No endométrio ectopico o
namero de linfécitos T encontrados é superior quando comparado ao

endométrio eutépico ©2),

1.10.2.2 Linfocitos B

Os linfécitos B sao precursores de anticorpos, e os do tipo CD5 sao
responsaveis pela producdo de autoanticorpos. Os niveis de CD5 sdo mais
elevados em pessoas que apresentam doencas autoimunes ™. As primeiras
evidéncias de maior reacéo de linfécitos B nas pacientes datam de 1980 ©2. No
mesmo periodo foi relatado a presenca de IgG no endométrio uterino de
mulheres com endometriose, 0 que sugere uma reacdo antigeno-anticorpo ©%.
Outros estudos sugerem que esses dados evidenciam o método pelo qual
ocorre a limpeza de residuos menstruais, pois também sdo encontrados em
mulheres férteis ©*.

Alguns estudos relataram a presenca de anticorpos contra proteinas do
endométrio como a transferrina (glicoproteina plasmética que transporta o ion
ferro), glicoproteina alfa 2 (inibidora de enzimas proteoliticas e
funcéo carreadora de horménios) e anidrases carbdnicas (transporte de Géas
Carbdnico), nas mulheres com endometrioses ©¥. Os estudos recentes aliados
ao conhecimento ja construido na literatura cientifica indicam que anomalias

©9  Certos

imunologicas estdo relacionadas a um possivel defeito genético
estudos demonstraram que mulheres com doencas autoimunes e diversas
formas de falhas reprodutivas como aborto recorrente apresentam altos niveis
de autoanticorpos contra elementos subcelulares, dentre eles anticorpos

antinucleares, anti-DNA e antifosfolipidios ©®. Ha indicacdo de que
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autoanticorpos contra fosfolipios, histonas e nucleotideos sdo os principais
tipos que estdo associados as baixas taxas de gravidez apos a aplicagdo de
técnicas fertilizacdo in vitro. Acredita-se que esses autoanticorpos atuem

principalmente no processo de nidacgéo do embrido €.

1.10.3 Células do tipo Natural Killer

As células NK (natural Killer cells) também estédo alteradas nas mulheres
com endometriose. As células NK sao grandes linfécitos granulares que
fagocitam células que contenham certas moléculas-alvo, células opsonizadas
revestidas por anticorpos ou células anormais. O principal mecanismo usado
para a inativagcdo celular € a citotoxicidade através da acdo de anticorpos. As
células NK apresentam receptores para imunoglobulina G (IgG), e assim,
inativam células que apresentam IgG em sua superficie. Outro mecanismo de
reconhecimento de potenciais alvos das células NK é através de receptores de
ativacado (KAR) e receptores de inibicdo (KIR) NK. Se os receptores de ativacao
estiverem livres as células NK estdo ativas em relacdo a sua citotoxicidade, e
guando os receptores de inativacdo estdo ocupados, ndo ha acdo dessas
células 9.

As células NK de mulheres com endometriose apresentam diminuicdo
em sua citotoxicidade quando comparadas com grupos controle. Foi mostrado
que no peritbnio a citotoxicidade das células NK estd inversamente
correlacionada com a severidade da doenca. Esses fatos sugerem que nessas
mulheres haja uma certa facilitacdo na implantacdo de tecido endometrial
lancado no peritdnio pela menstruacdo retrograda. O numero reduzido de
células NK nas pacientes pode ser restaurada através do tratamento com
agonistas de GnRH, explicado pela consequente diminuicdo dos niveis de
estradiol ©®).

Muitos estudos relatam a diminuicdo da atividade das células NK sobre
as células endometriais de mulheres com endometriose, iSso sugere maior
resisténcia das células endometriais quanto a citdlise estimulada pelas células

NK ©9),
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Pesquisas sobre receptores KIR (killer immunoglobulin-like receptor)
evidenciam uma hiper-expressao nas pacientes com endometriose, com efeitos
mais intensos nos casos mais severos da doenca '?. Todos esses dados
indicam que a alteracdo imunologica na endometriose esta relacionada com
alteragbes das células endometriais. Como as células NK sdo importantes na
eliminagdo de residuos menstruais, deficiéncias nessas células podem

contribuir significativamente para o desenvolvimento da endometriose .

1.10.4 Macréfagos e mondcitos

O nuamero de macrofagos e mondcitos a nivel periférico também esta
alterado nas mulheres com a doenca. No caso dos mondcitos € o estado de
ativacdo dessas células que esta diferente nas pacientes, e ndo o numero de
células. No caso dos macrofagos a alteragdo ocorre tanto no niamero quanto no
seu estado de ativacdo V. O estado de ativacdo dessas células é crucial por
estar relacionado a liberacdo de seus produtos, tais como fatores de
crescimento e citocinas. Esses produtos sdo responsaveis por estimulos a
proliferacdo de células endometriais, a implantacdo dessas células, a
remodelacéo tecidual através da acdo de metaloproteinases, e do aumento da
angiogénese no tecido endometrial ectopico. A diapedese de macrofagos
parece estar diminuida no endométrio de mulheres com endometriose e isso
esta positivamente relacionado com a reducédo dos niveis de apoptose celular
(72)_

Estudos com agentes quimico-luminescentes mostram que em mulheres
com endometriose, 0s mondcitos no sangue periférico estdo em maior estado

ativacional ©®,

Essas células produzem niveis mais elevados de TNF-a e
interleucina IL-6 e IL-8, mas ndo produzem altos niveis de IL-10 quando
comparados com grupo controle ®. Normalmente, macréfagos atingem a
cavidade peritoneal por diapedese e removem hemacias, fragmentos teciduais
danificados, células ou resto de células que sofreram apoptose e também

19 Nas

células endometriais que atingiram o peritbnio via tuba uterina.
mulheres com endometriose 0 numero de macrofagos presentes na cavidade

peritoneal esta significativamente mais elevado, estas células produzem niveis

36



mais altos de TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10, prostaglandinas (estimulam a contracao
de mdusculo liso), PGE2 e PGE2 a do que em mulheres normais. Os
macrofagos nas pacientes com endometriose também sao fonte de citocinas,
fatores de crescimento, moléculas de adesédo, enzimas hidroliticas, radicais de
oxigénio reativos. Os mondcitos, macréfagos e suas secrecdes nas mulheres
com endometriose estimulam a proliferacéo in vitro das células endometriais
eutopicas e ectopicas, além de diminuir os niveis de apoptose dessas células.
O efeito contrario € observado quando as células endometriais sdo co-
cultivadas com mondcitos e macréfagos provenientes de grupo controle. A
fagocitose realizada por macrofagos é essencial para a eliminagdo dos detritos
menstruais na cavidade peritoneal. Essa atividade € garantida por receptores
do tipo scavengers e regulada por citocinas e fatores de crescimento. Esses
receptores também apresentam um importante papel na adesdo celular.
Quando h& macréfagos que ndo apresentam receptores scavengers, eles
podem contribuir para a patogenia da endometriose. A citotoxicidade dos
macrofagos de pacientes com endometriose estava comprometida, e esse fator
deve ser prostaglandina-dependente, uma vez que a citotoxicidade foi
restaurada in vitro quando substancias que inibem a sintese de prostaglandinas

foram adicionadas (por exemplo, indometacina) > ™.

1.10.5 Citocinas

As citocinas sdo moléculas secretadas principalmente através da
ativacdo de leucdcitos na cavidade peritoneal, no sangue, sintetizados por
células endometriais, células residentes e também pelo mesotélio . A
biossintese de uma citocina envolve uma cascata de reac¢des bioquimicas.
Existem dois tipos principais de citocinas, aquelas baseadas na imunidade
celular e relacionadas aos linfécitos T (citocinas tipo 1 ou TH1) e aquelas
baseadas na imunidade humoral, relacionadas ao linfécitos B (citocinas tipo 2
ou TH2). A maioria das citocinas pode apresentar mais de um tipo de alvo e
também mais do que um Unico efeito bioldgico. As diversas fungdes e efeitos

gque uma unica citocina apresentam contra certo tecido alvo pode ser
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amplificada por condicdes fisiolégicas, e com certeza possuem um papel
importante na etiologia e patogénese da endometriose *°.

N&o se sabe afirmar se as altas taxas de citocinas e a consequente
inflamacé&o em pacientes com endometriose é causa ou resultado da doenca. A
maioria dos estudos sobre a relag&o entre citocinas e endometriose descreve a
sintese elevada dessas substancias — tanto tipo 1 quanto tipo 2 — por células
imunitarias e células endometriais quando comparado com niveis em mulheres
normais .

Evidéncias mostram que células endometriais de pacientes com
endometriose produzem citocinas para facilitar alguns processos criticos para o
estabelecimento da doenca. Esses processos sdo caracterizados por adeséo,
invasdo, angiogénese e crescimento. As citocinas que sdo mais estudadas na
endometriose sdo IL-IB, TNF-a e IL-6, os quais sdo potentes mediadores de
processos inflamatdérios. As citocinas apresentam efeitos relevantes que levam
ao estabelecimento e desenvolvimento do estado patolégico, uma vez que
apresentam a capacidade de estimular adesdo de células endometriais no
peritonio in vitro "®. Citocinas e fatores de crescimento derivados de células
imunitarias peritoneal provavelmente regulam o crescimento dos implantes
endometriais. Uma enorme variedade de citocinas apresenta a capacidade de
recrutar e ativar leucécitos no interior da cavidade peritoneal de pacientes com
endometriose, através da acdo de quimiocinas (.

Processos de angiogénese nas lesdes endometridticas podem estar
relacionados com a expressdo da enzima metaloproteinase (MMP), cuja
regulacdo € feita por citocinas. Macréfagos de pacientes com endometriose
tém a capacidade de produzir MMP e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) " Lebovic e colaboradores relataram que IL-IB aumentou a
expressdo de VEGF e IL-6 nas lesdes de pacientes com a doencga, mas nao
perceberam alteracdo no endométrio das pacientes no grupo controle. A IL-IB
aumentou a expressao de IL-8, esta € uma citocina com atividade angiogénica
na presenca de células endometriais tratadas com estradiol ('®.

Um novo tipo citocina descrita na literatura que contribui para
angiogénese € a IL-15, que apresenta também efeito imunomodulador. Essa
citocina apresenta-se elevada no fluido peritoneal de pacientes com
endometriose 9. Paradoxalmente, a quantidade de IL-15 esta inversamente
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correlacionada com a extensdo da doenca e profundidade da invaséo das
lesGes. Essa informacdo sugere que o papel da IL-5 dever ter relevancia no
estabelecimento dos estagios iniciais da endometriose. No caso das MMP
produzido pelos implantes endometriéticos foi encontrado uma relacéo positiva
no que diz respeito & atividade angiogénica e profundidade da invaséo ©.

O fator de inibicdo de migracao de macréfagos (MIF) € outra citocina que
estd em concentracdes elevadas no fluido peritoneal de mulheres com
endometriose e em mulheres com infertilidade idiopatica .

A IL-6 é uma citocina relacionada a regulacéo do crescimento celular e a
regulacdo de células imunocompetentes nas respostas inflamatérias, além de
contribuir para a formacdo de autoanticorpos. Essa substancia também
participa da regulacdo de esteroides produzidos pelo ovario, regulacdo da
maturacéo folicular e da implantacdo do embrido. A funcéo imunolégica da IL-6
€ a de estimular a diferenciacdo de linfécitos B em células produtoras de
anticorpos. Nas doencas autoimunes a IL-6 esta relacionada a estimulacéo de
linfécitos B policlonais. Na endometriose essa interleucina € um importante
fator na cascata de citocinas que se relaciona com a doenga, estando
positivamente correlacionada & severidade da doenca ®. A IL-6 pode ser
suprimida através do tratamento com agonista de GnRH. Laparoscopia,
progesterona e danazol também apresentam efeitos inibitérios sobre IL-6, e
nesse Ultimo caso a inibicdo pode estar relacionada a acdo de supressao de
autoanticorpo apresentada pelo danazol .

Em mulheres normais a IL-6 inibe a proliferacdo de células endometriais
atuando como fator inibidor de crescimento endometrial, no entanto, as células
endometriais ectopicas apresentam resisténcia contra essa agao da IL-6. Essa
citocina tem efeito embriotoxico e impede a implantacdo do blastocisto, e esse
fato explica alguns casos de pacientes com endometriose associada a
infertilidade (",

As concentracdes de IL-8 também estdo elevadas na endometriose
guando comparadas com grupo controle, principalmente na fase severa. Tem
sido relatada a producdo de IL-8 em quantidades mais elevadas por
macréfagos e mondcitos de pacientes com endometriose Y. A IL-8 é
normalmente expressa no endométrio uterino e células mesoteliais, sua
regulacéo é feita pela IL-1 e TNF-a . Essa citocina é um agente angiogénico
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gue induz o aumento de suprimento sanguineo nas lesdes. A IL-8 também
facilita a fixacdo de células endometriais ectdpicas nas regibes peritoneais por
que estimula a adesdo de células endometriais a fibronectina (proteina de
adesdo que auxilia as células a aderirem a matriz e tecidos) e estimula a

atividade de metalproteinases (4.

1.10.6 Resisténcia imunoldgica das células endometriais

Espera-se que taxas elevadas de quimiocinas e citocinas na cavidade
peritoneal possam eliminar as células endometriais ectopicas. Se porventura
ocorre a implantacdo e o consequente desenvolvimento da doenca, isso prova
que essas células apresentam uma forte tolerancia a agdo imunoldgica, e/ou
um defeito nas células com acgdo imunitaria. A primeira explicacédo € sustentada
pelo fato de que estudos histolégicos mostram que células endometriais
ectdpicas sdo capazes de sobreviver mesmo na presenca de linfocitos e
macréfagos com capacidade fagocitaria e também na presenca de leucocitos
viaveis. Quando se compara células endometriais eutdpicas e ectdpicas, ha
maior quantidade de linfocitos T e macréfagos e menor quantidade células NK

nas ectdpicas ©Y.

1.10.7 Efeito da imunossupressao na endometriose

Parece que nos individuos com endometriose o sistema imunolégico
protege o0 organismo contra antigenos externos de forma normal, em
contrapartida, foram relatados com maiores frequéncias alergias, desordens de

origem autoimune e diversos tipos de neoplasia ©°.

1.10.7.1 TNF

O fator de necrose tumoral-a (TNF- a) € um tipo de citocina, produto de
macréfagos ativos, responsavel pela ativacdo da inflamacéo leucocitaria e

produz uma série de outras citocinas pré-inflamatdrias, como as interleucinas 1
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e 6 (IL-1 e IL-6) ®?. Inimeros estudos mostram que os niveis de TNF- a sdo
mais elevados no fluido peritoneal de pacientes com endometriose ©¥.

TNF-a e IL-B aumentam a adeséo de células endometriais a laminina e
fibronectina nas pacientes com endometriose. TNF-a também aumenta a
aderéncia ao coladgeno. Quando comparado com grupo controle, essas
mesmas citocinas aumentam a aderéncia de células endometriais apenas a
fibronectina 2.

Alguns estudos encontraram correlacdo positiva entre aumento da

angiogénese e dos niveis de TNF- a ®.

1.10.7.2 CCL21

O CCL21 (C-C chemokine receptor type 7 ou receptor 7 da quimiocina
C-C) é uma substancia quimica responsavel pelo recrutamento de linfécitos
gue expressam CCR7 e células dendriticas para tecidos linfaticos secundarios
4 cCL21 também estimula a expanséo de células T-ingénuas (células que
respondem a novos patdgenos) e aumenta a secrecao de citocinas Thl, TNF-a
e IFN-gama ®. A resposta Th1 sugere aumento do processo inflamatério visto
em pacientes com endometriose. A expressdao endometrial do CCL21 é
diferente nas diferentes etapas do ciclo menstrual; e os niveis dessa substancia

estdo elevados quando se compara grupo controle e grupo experimental &%,

1.10.7.3 Sistema HLA

Moléculas HLA (Sistema Antigeno Leucocitario Humano) se ligam a
antigenos e o0s apresentam aos linfécitos T e na sequéncia ocorre a sua
diferenciacdo em linfécito T helper (secretor de citocina) ou citotoxico
(fagocitario). Células NK também reconhecem moléculas HLA, o que inibe a
acdo dessas células NK. Quando se compara grupo experimental e grupo
controle, pacientes com endometriose apresentam uma reducdo na ativagcéo
das células T ©®”, além de anormalidade na funcdo das células NK, o que

aumenta com a severidade da doenca. Esses dados servem como evidéncia
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de que certos tipos de HLA devem estar envolvidos nas alteragbes

imunolégicas apresentadas por pacientes com endometriose ©.

1.11.7.4 FasR e FASL

As células endometriais ectdpicas regulam a expressdo das moléculas
HLA classe |, e como resultado ocorre 0 aumento da expresséo do alelo HLA-
B7 (sorotipo HLA-B), o qual inibe a atividade litica de células NK. As células
endometriais ectopicas também aumentam a expressdo de moléculas do
ligante FAS (Fasl - Faz Ligand). Células que expressam o receptor FAS (FasR-
apoptosis antigen 1) sofrem apoptose na presenca de células que expressam
ligante Fasl. Tanto as células NK quanto os linfocitos T expressam Fasl, no
entanto, eles também expressam a proteina FAS. Dessa forma, o ataque por
linfécitos T ou células NK pode ser prejudicado e levar a uma inibicdo da morte
celular mediada por células que expressam quantidades elevadas de Fasl .
Além disso, a expressdo do Fasl pode ser estimulada por fatores produzidos
por macrofagos, encontrados em concentracfes altas no fluido perioneal de
pacientes com endometriose ®®.

O tratamento de células endometriais com IL-8 aumentou a expressao
de Fasl tornando as células menos sensiveis. Foi demonstrado que certas
células endometriais aumentam a expressao de Fasl e se fixam as proteinas da
matriz extracelular, fibronectina, laminina (rede proteica que organiza matriz
extracelular) e colageno tipo IV (presente na lamina basal) . Também foi
relatado que os niveis de Fasl foram mais elevados em células do endométrio
eutopico de mulheres com endometriose em comparacdo com mulheres
normais. A evidéncia de aumento dos niveis de Fasl no sangue periférico e no
fluido peritoneal foi confirmada, além disso, este efeito foi mais intenso em

mulheres com endometriose de moderada a grave > 7,

1.10.7.5 COX

A enzima cicloxigenase (COX) € uma enzima relacionada aos processos

de regulacdo de prostaglandinas, e suas concentragfes estdo elevadas nas
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mulheres com endometriose ®®. Ja foi confirmado em pesquisas cientificas que
dois principais tipos de COX séo sintetizadas por macréfagos de pacientes com
endometriose, principalmente naquelas com as formas mais severas da doenca
®®  Quantidades elevadas de COX-2 sdo apresentadas por tanto células
endometriais eutOpicas quanto ectopicas na endometriose. Certos tipos de
prostaglandinas ativam a aromatase P450, que € a enzima responsavel pela
biossintese de estrégenos e é expressa pelas células endometriais .
Inibidores da COX-2 e inibidores da aromatase reduzem a producéo local de

estrégenos, o que pode auxiliar na regresséo da doenca ©®.

1.10.8 Endometriose e outras doencgas imunes

Existem alteracGes nas acdes de linfocitos-B e aumento da incidéncia de
autoanticorpos em mulheres com endometriose: dano tecidual, ativacdo de
linfécitos B policlonais, anormalidades imunolégicas das células T e B,
preponderancia no sexo feminino, envolvimento de varios 6rgdos, historico
genético-familial, relacdo com fatores ambientais, base genética, niveis
elevados de citocinas, alteracéo dos niveis de apoptose 9.

Para uma doenca ser considerada autoimune ela deve se manifestar em
animais apés a transferéncia de imunoglobulinas especificas do sangue ou de
tecidos afetados de pacientes com a respectiva doenca ®©.

Mulheres com endometriose também apresentam maior frequéncia de
autoanticorpos contra tecidos e Orgaos, por exemplo, anticorpos
antiendometrial, antiendotelial e antiovariano. A producéo de diferentes tipos de
autoanticorpos indica ativacao policlonal de células B e é uma sugestéo de que
a doenca seja autoimune ©¥. Considerando que a endometriose é uma doenca
autoimune ainda é necessario confirmar se os autoanticorpos produzidos em
maior quantidade se relacionam a perda de autotolerancia ou ao aumento da
sensibilidade a novos determinantes antigénicos antes ndo expressos. Se a
primeira explicacdo é verdadeira, a perda da autotolerdncia resulta na
sobrevivéncia de linfécitos T CD4 especificos contra autoantigenos, devido a
perda de supressores de linfocitos T ou exposicdo a hiperestimuladores de

linfécitos B. E, se a segunda explicacdo for verdadeira, o epitopo pode
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representar moléculas alteradas ou antigenos semelhantes aqueles
endometriais. De qualquer forma, em ambos 0S casos a exposicdo a

xenobidticos pode facilitar esses processos .

1.10.9 Uso de imunomoduladores

Sao usados para tratamento de doencas autoimunes; € considerada
uma terapia alternativa em potencial para se tratar endometriose. Uma das
vantagens do uso de imunomoduladores é que esses medicamentos nao sao a
base de horménios, tendo maior probabilidade de ndo causar desequilibrios
hormonais nas pacientes. A atuacdo dessas drogas € aumentar a resposta
imunolégica estimulando acdo de células NK, citocinas e interleucinas.

Exemplo de imunomodulador: Pentoxifilina ®®.

1.11 Acdo das moléculas de adesdo no estabelecimento da

doenca

1.11.1 Adeséao

As moléculas de adesdo apresentam papel muito importante nos
estagios iniciais do desenvolvimento da doenca. Assim que células
endometriais se aderem ao peritdnio ou outras superficies pélvicas, o proximo
passo € a invasao do tecido em suas camadas mais profundas. Estudos in vitro

e in vivo mostram que a endometriose é uma doenca invasiva ©2.

1.11.2 Invasao tecidual

Metaloproteinases (MMP) sdo produzidas por tecido endometrial ©9.
Mulheres com endometriose expressam altos niveis de metaloproteinases
quando comparadas com grupos controle. MMP é regulada por TNF-a e IL-IB
(82)

Estudos mostram que a expressdao de MMP estd diretamente

relacionada com a habilidade do tecido se desenvolver em lesdes ectdpicas.
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Se a expressdo dessas proteinases for bloqueada por tratamento com
progesterona ou com outros inibidores de MMP especificos, o desenvolvimento
da endometriose € suprimido. A adeséo e a invasdo de células endometriais
em outros tecidos podem ser estimulada por TNF- a, pois esses fatores de

necrose tumoral estimulam a expressdo de MMP ©9,

1.11.3 T-plastina

A T-plastina é uma proteina citoplasméatica que regula a formacdo de
actina e consequentemente se relaciona com a mobilidade celular e também
com a manutenc&o do formato celular ®Y. Na fase secretéria do ciclo menstrual
essa proteina esta em concentracdo maior nas mulheres com endometriose
gquando comparadas com grupo controle. Estudos mostram que fibroblastos
que apresentam quantidades excessivas de T-plastina demonstraram ter
mobilidade também excessiva além de uma arquitetura celular alterada *.
Dessa forma, acredita-se que a T-plastina tenha uma papel importante no
desenvolvimento dessas alteragcdes estruturais, as quais podem influenciar na

implantacdo de células endometriais fora do ttero V.

1.11.4 Anexina V

A anexina V € outra proteina expressa durante a fase secretoria do ciclo
menstrual. Essa proteina € calcio-dependente e ligante de fosfolipidios.
Mulheres com endometriose de leve a moderada apresentam niveis elevados
de anexina V quando comparadas com grupo controle. Sua relagdo com a
endometriose ainda é incerta, mas é uma proteina ativa em pacientes com
cancer, onde é expressa exclusivamente na periferia de tumores invasivos
sugerindo importante papel na proliferacdo e mobilidade celular além de poder
invasivo e metastasico ®. Acredita-se que a anexina exerca um importante

papel na fixacdo de células endometriais na parede peritoneal 13,

1.12 Morte celular programada
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Anormalidades nos processos apoptéticos sdo processos importantes
nas doencas autoimunes. As alteracbes na apoptose permitem que o tecido
endometrial tenha mais chance de escapar da morte celular. As células
presentes na menstruacao retrograda sédo lancadas nas tubas e entdo na
cavidade peritoneal apresentam uma populac¢do de células vidveis no sentido
de sofrerem o processo de implantac&o e iniciarem lesdes ectépicas *©.

O processo de apoptose esta diminuido no endométrio eutopico e

ectopico nas mulheres com endometriose .

1.13 Xenobiodticos

Os xenobidticos sdo substancias estranhas a determinado organismo.
Em experimentos com macacos Rhesus, pesquisadores mostraram que
guando esses animais foram tratados com bifenil-policlorados desenvolveram
formas mais agressivas de endometriose, o0 que resultou em lesdes na bexiga,
obstrucdo intestinal e morte. Efeitos semelhantes apareceram em Rhesus que
receberam dosagens de dioxina durante um estudo toxicolégico controlado ©.
Tanto o primeiro composto quimico citado quanto o segundo fazem parte da
familia dos organoclorados. Estas substancias sdo poluentes encontrados no
meio ambiente e considerados imunotéxicos. As evidéncias mostram que o
prejuizo causado ao sistema imunolégico pela radiacéo, bifenil-policlorados e
dioxina, pode facilitar a implantacdo de células endometriais, e posterior
evolucdo da doenca. Certos estudos afirmam ter encontrado maiores taxas de
bifenil-policlorados no sangue periférico de pacientes com endometriose ** 99
Além disso, uma evidéncia muita importante é a de que o pais com mais alta
taxa de endometriose no mundo € a Bélgica, este pais também € o que tem
niveis de poluicdo por dioxina mais alto no mundo ©¥.

Pesquisas apontam que a dioxina estimula a producdo de TNF-q, e
também relatam que anticorpos anti-TNF-a tém a capacidade de anular os
efeitos toxicos da dioxina ®®. Sabe-se que a producédo elevada de TNF-a e
respostas anormais do endométrio a essa mesma citocina sdo uma evidéncia

(73)

da endometriose Tendo esses fatos em mente, € possivel que o

xenobidtico dioxina altere os niveis de TNF-a e também a producéo de outras
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citocinas inflamatérias. A dioxina também est4 relacionada ao desenvolvimento
da endometriose ao estimular a expressdo de metaloproteinases ou mesmo
aumentar a expresséo do citocromo P-450 %),

Polimorfismos genéticos nos genes que codificam enzimas metabdlicas
de detoxificagdo estdo associados ao risco de endometriose. Assim, mulheres
que apresentam redugcdo na atividade nessas enzimas provavelmente tém

maior sensibilidade & dioxina ou outros poluentes ©®,

1.14 Tratamento

Considerando que as células endometriais na endometriose apresentam
resisténcia a apoptose e a destruicdo celular promovida pelo sistema
imunoldgico — além de serem capazes de explorar 0 ambiente peritoneal para a
implantacdo e desenvolvimento — € razoavel direcionar terapias que afetem
esses aspectos da doenca.

Antigamente, o tratamento priméario da endometriose era cirlrgico, com a
intencdo de remover as lesBes. Atualmente, o tratamento primério é feito com
base em compostos que induzem um ambiente hipoestrogénico (semelhante
ao estado fisiolégico de gravidas e lactantes), o que causa regressdo da
doenca, e consequentemente dos sintomas “®. O tratamento da endometriose
consiste basicamente em aliviar os sintomas, principalmente a dor. O
tratamento medicamentoso pode trazer muitos prejuizos devido aos efeitos
colaterais ©®”, e por si s6, ndo é completamente satisfatério. Pesquisas
mostraram que apdés o tratamento com agonistas do GnRH pacientes ainda

mostravam implantes residuais persistentes ©®.

Uma combinacdo de
tratamento medicamentoso e cirurgia parece ser o melhor tratamento até o
momento em relacdo ao desaparecimento da dor pélvica 9, por exemplo,
laparoscopia na endometriose leve a moderada, melhora efetivamente as taxas

de gravidez %,

1.14.1 Tratamento cirdrgico
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O tratamento cirdrgico é recomendado nos casos mais severos da
doenca, quando a paciente apresentam grandes endometriomas, distor¢oes
anatbmicas das estruturas pélvicas ou até adesdes pélvicas. A desvantagem
dos processos cirdrgicos em relacdo a endometriose diz respeito a essa
doenca ser microscopica, assim nem todas as lesdes e implantes devem estar
visiveis a olho nu. Dessa forma o tratamento cirtrgico deve ser acompanhado
por tratamento medicamentoso 9.

A laparoscopia € o método padrdo da terapia cirdrgica, e 0 cirurgido
deve explorar manualmente 0s espacos retroperitoneais, 0s intestinos, e a
tentativa de remover delicadamente as leses profundas. Se a paciente ja teve
filhos, ndo deseja mais engravidar e estiver com dor pélvica crbnica, a cirurgia
radical € a mais indicada. Essa abordagem cirdrgica inclui histerectomia
abdominal (remocao do utero) e ooforectomia bilateral (remocdo dos ovarios)
(97).

O objetivo do tratamento cirdrgico € a remocao das lesdes visiveis, no
entanto, deve-se lembrar de que o tratamento deve ser individualizado. A
endometriose severa deve ser tratada de forma diferente da leve e moderada.
As pacientes que buscam aliviar os sintomas da dor pélvica crénica também
devem ser tratadas de forma diferentes daquelas que buscam restaurar a

fertilidade “V.

1.14.2 Terapia com medicamentos

Atualmente, usa-se terapias que combinam estr6genos e progesterona,
ou terapias de progestogenos, de danazol ou de GnRH. Todos esses agentes
atuam ndo somente no eixo hipotalamico-hipofisario, mas também em niveis
multiplos. Terapias a base de esteroides e aquelas a base de GnRH estimulam
a liberacdo de gonadotrofinas além de suprimir a estereidogénese ovariana. A
inibicdo dos esteroides ovarianos e a inducédo do estado hipoestrogénico é o
mecanismo primario de supressao do crescimento dos implantes endometriais.
Terapias & base de progesterona sdo capazes de bloquear as acdes das

citocinas devido ao seu poder imunossupressor %%,
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O ciclo menstrual normal depende da liberacdo de GnRH em pulsos
regulares pela hipéfise. Os agonistas de GnRH estimulam receptores
hipofisarios fazendo com que haja diminuicdo da secrec¢do de FSH e LH. Como
esse estado permanece constante, e permanece hipoestrogénico, os implantes
endometriais comecam a sofrer regressao (pseudo-menopausa). O uso dessas
drogas é limitado a seis meses devido aos seus efeitos colaterais “°?. O uso
de antagonistas de GnRH também pode ser uma forma de tratamento. Essas
substancias interrompem os receptores de GnRH. Quando ha ligacdo do GnRH
ao seu receptor, esse sofre dimerizacao e inicia uma cascata de eventos que
levam a sintese e secrecao de LH e FSH. Os antagonistas de GnRH impedem
gue isso aconteca, e foi observada a diminuicdo da dor em pacientes tratados
com esse tipo de terapia ©7.

Tratamento com Danazol e analogos de GnRH suprimem os niveis de
autoanticorpos associados com a endometriose ‘%, O padrdo alterado de
apoptose também pode ser revertido através da terapia com analogos de
GnRH 9 O danazol tem a capacidade de produzir um ambiente rico em
androgénios mantendo baixa concentracdo de estrogénio, simulando a
menopausa. A consequéncia € a atrofia dos implantes endometriais ectopicos e
assim diminui os sintomas relacionados a dor pélvica ©®.

Analogos de GnRH e danazol atuam ao nivel das células imunitarias
inibindo os niveis de citocinas. Receptores de GnRH no tecido endometrial
sugere que GnRH-a exerca acao antiproliferativa desse tecido, independente
se o mesmo for ectdpico ou ndo. Por exemplo, o acetato de leuprolide (analogo
ao GnRH) pode inibir a proliferacdo de células endometriais ao nivel do eixo
hipofise-ovério através da inibicdo da producgéo de estradiol e também inibe a
liberacdo de citocinas pelas células imunitarias no tecido endometrial ®. O
tratamento com agonista de GnRH é limitado a no maximo seis meses devido
aos efeitos colaterais sobre o metabolismo 6sseo. Outros efeitos colaterais
dessa terapia séo instabilidade vasomotora, dor de cabeca, calor excessivo e
sintomas psiquiatricos como alteracéo do humor e depresséo ©7.

Experimentos mostram que agonistas de GnRH induzem a apoptose em
cultura de células endometriais, e também no endométrio de pacientes
submetidos ao tratamento com agonistas de GnRH *®. Outros dados mostram

que a droga danazol diminui a proliferacéo de células endometriais ‘°¥. Esses
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resultados sdo promissores e mostram que o0s tratamentos podem ser

combinados com a terapia padrao.

1.14.3 Contraceptivos orais

A observacdo de que havia reducdo dos sintomas da dor cronica da
endometriose nas mulheres que conseguiam engravidar, levantou-se a
hip6tese de que o tratamento da doenca simulando uma gravidez poderia ser
eficiente. O regime de pseudogravidez é mantido pela diminuicdo dos efeitos
dos horménios ovarianos no endométrio. As primeiras combinacfes eram de
estrégenos e progesterona, atualmente, usa-se progestégenos 1%,

Contraceptivos orais diminuem o fluxo menstrual e a formacdo da
decidua uterina nas células endometriais ectopicas, e isso resulta em menor
taxa de proliferacdo dessas células e ao mesmo tempo o aumento da

ocorréncia de apoptose ©7.

1.14.4 Sistema intrauterino liberador Levonorgestrel

Levonorgestrel é um tipo de testosterona (19-nor-testosterona) que induz
decidualizacdo e aciclicidade do endométrio. Essa droga faz com que o
endométrio sofra atrofia e seja inativado, resultando em amenorreia e
consequentemente reduz a dor pélvica associada a endometriose. A terapia
reduz o desenvolvimento da doenca, diminuindo também as possibilidades de
haver recorréncia. Uma Unica intervencdo permite tratamento durante cinco
anos, assim deve ser indicado aquelas pacientes que ndo desejam conceber.
O Unico efeito colateral observado com o0 uso desse procedimento €

sangramento %9,

1.14.5 Tratameno anti-TNF

Mesmo que a maioria das terapias usadas para endometriose sejam
baseadas nos analogos de GnRH, o uso de imunomoduladores para o

tratamento tanto da endometriose quanto da infertilidade tem sido sugerido.
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A Pentoxifilina € uma metilxantina (alcaloide) que age como inibidor de
fosfosdiesterase, usado anteriormente para tratamento de doengas vasculares
e outras anomalias relacionadas a microcirculacdo. O uso dessa droga
associada a endometriose em um determinado estudo mostrou que a taxa de
gravidez em pacientes tratadas com o medicamento aumentou o dobro (ao
redor de 31%) %7, A droga mostrou ser eficiente na regressdo do tecido
endometrial sem resultar em efeito hipoestrogénico, tanto os niveis de estradiol
guanto os de progesterona ndo foram alterados pelo seu uso. Os principais
efeitos colaterais relatados foram sangramento e aumento do tempo de

coagulacdo sanguinea “©.

1.14.6 I[dometacina

O tratamento com Idometacina, um inibidor de cicloxigenases, mostrou-
se eficiente contra a endometriose ao aumentar os efeitos citoliticos de

macréfagos nas células endometriais ectdpicas 2.

1.14.7 Inibidores de Aromatase

Os inibidores de aromatase endometrial podem auxiliar na regressao da
doenca, uma vez que esses inibidores reduzem a producdo local de
estrogenos. A conversdo de esteroides C19 (19 a&tomos de Carbono) em
estrogenos é catalisada pela enzima aromatase P450, a qual € um produto do
gene CYP19. A enzima nao foi detectada no tecido endometrial normal, mas foi
encontrada nas pacientes com endometriose (tanto no endométrio eutdpico
guanto no ectdpico), e acredita-se que essa enzima esteja relacionada com a
capacidade dessas células de realizar a implantacdo nas superficies

endometriais ©7.

1.15 Genética da Endometriose

A tendéncia atual é a busca de estratégias que possam identificar genes

potenciais causadores da doenca. Os dados de incidéncia sobre a
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endometriose s&o consistentes com heranga poligénica ou multifatorial;
acredita-se que varios genes estdo envolvidos ou multiplos alelos existam em
um mesmo locus. Outra evidéncia que apoia a heranca poligénica € o aumento
da severidade da doenca nos casos de endometriose observados em mulheres
da mesma familia ©9.

A anédlise de polimorfismos tem contribuido para o melhor entendimento
da doenca quanto ao seu cunho genético. Esses polimorfismos estédo
relacionados com enzimas que metabolizam drogas, fatores de crescimento e
genes de receptores de horménios ™. N&o existe um gene especifico para se
investigar a endometriose, no entanto, existem algumas associacdes descritas

na literatura.

1.15.1 Galactose-1-fosfato uridil transferase

Esse € um gene de interesse para analises genéticas quantitativas. Um
polimorfismo foi encontrado na galactose-1-fosfato uridil transferase (GALT) na
populacdo americana. Assim como o0 home indica, essa enzima esta associada
ao metabolismo da galactose. Ela funciona como catalisador na formacéao de
UDP-galactose e glicose-1-fosfato a partir de galactose-1-fosfato e UDP-
glicose. Alguns polimorfismos que levam a inatividade da enzima promovem o
desenvolvimento da galactosemia, outras variantes estdo associadas ao cancer
de ovério, menopausa precoce, anormalidades Millerianas. O mesmo grupo
gue investigou sobre polimorfismos relacionados ao hormdnio anti-Mulleriano,
pesquisou sobre essa variante do polimorfismo devido a conhecida relacao
desse horménio com a endometriose %9,

A reducdo da atividade da enzima GALT associada ao polimorfismo
pode ser um dos fatores etioldgicos que leva ao desenvolvimento da
endometriose. O locus do gene GALT (9p21 ou 9p13) esta localizado em uma
regido onde a perda de heterozigozidade foi encontrada nas células
endometriais de mulheres com a doenca 12O polimorfismo nesse gene é
caracterizado pela troca de adenina por guanina no cédon 314 do éxon 10, e
dessa forma o aminoacido aspartato (D) € substituido pelo aminoacido

asparagina (A), por isso a denominacéo do polimorfismo é dada por N314D @V,
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1.15.2 Metabolismo da detoxifixagao

As reacgOes de detoxificacdo da fase | introduzem grupos funcionais que
geralmente forma metabdlitos mais polares que as substancias originais.
As reac0Oes da fase Il sdo chamadas de reacdes de conjugacédo e caracterizam
mais especificadamente a desintoxicacdo, e envolvem interacdes dos grupos
polares funcionais dos metabdlitos da fase |, tornando o composto inativo ndo

mais carcinogénico ou pré-carcinogénico @Y.

1.15.2.1 Receptor aryl-hidrocarboneto

O AhR (Receptor aryl-hidrocarboneto) corresponde a um fator de
transcricdo que regula a diferenciacao celular e a indugéao das fases | e Il de
enzimas metabolizadoras de drogas. Ele regula as enzimas CYP1Al
(Citocromo P450, familia 1, membro Al) e CYP1B1 (Citocromo P450, familia 1,
membro B1) que sdo representantes da fase |. Essas enzimas séo isoformas
que catalisam a conversao de 17-beta-estradiol a 2-hidroxi-estradiol ou 4-
hidroxi-estradiol. Alterac6es na sinalizacdo do AhR podem estar relacionadas
ao risco de endometriose devido as consequentes alteracfes na expressao das
enzimas CYP1Al e CYP1B1 ou aumento da proliferacdo de células
endometriais Y.

Hidrocarbonetos arométicos policiclicos sdo as espécies quimicas mais
comuns que reagem com o AhR. O 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina € um
poluente comum que tem sido apontado como um fator ambiental de risco para
o desenvolvimento da doenca. O AhR apresenta alta afinidade pela dioxina @1,

O AhR tem sua funcéo regulada pelo ARNT (do inglés Aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator), uma proteina translocadora e pelo AhRR (do
inglés Aryl hydrocarbon receptor repressor), que é o repressor do AhR. AhR e
ARNT formam um dimero que se liga a xenobiéticos. AhRR compete com Ahr,
e assim, diminui os produtos dos genes que sao regulados pelo AhR. AhR e
ARNT sao expressos no trato reprodutivo feminino e tém sido relatado que

mudancas na sua expressado trazem condicdes patoldgicas Y. Polimorfismos
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tém sido identificados nas regibes codantes do genes AhR, ARNT e AhRR.
Polimorfismo no codon 185 do gene AhRR esté associado a suscetibilidade e a
severidade da endometriose. A distribuicdo genotipica desse polimorfismo é
significativamente diferente quando se compara pacientes com endometriose e
no mulheres normais °?. Cerca de 10% da populacdo humana apresenta alto
potencial de inibicdo pela exposicdo a determinados xenobidticos, como
resultado de polimorfismos (CYP1A1m1). Esses individuos apresentam maior

risco de desenvolver cancer ou por analogia, endometriose V.

1.15.2.2 GSTs (Glutationa-S-transferases)

Outro polimorfismo relacionado a endometriose € ocasionado por uma
mutacdo nula que ocorre na Glutationa-S-transferase M1 (GSTM1). Essa
enzima esta envolvida na detoxificacdo do poluente dioxina, que € eliminado no
ambiente ap6s a combustdo de produtos organoclorados. As enzimas
pertencentes a familia das GSTs estdo envolvidas na degradacdo do
xenobidtico 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina. A dioxina € uma substancia
carcinbgena e teratbgena, e a mutacdo GSTM1 esta associada ao
desenvolvimento de cancer devido a exposicdo ambiental e a auséncia da
enzima de detoxificacdo *?. A dioxina tem varios efeitos no sistema reprodutivo
humano, inclusive aumentando o risco de desenvolver endometriose.

GSTM1 e GSTT1 (Glutationa-S-Transferase Teta 1) sdo de extrema
importancia na detoxificacdo de produtos do estresse oxidativo e o reparo do
epitélio ovariano. Tanto GSTM1 e GSTT1 apresentam loci polimérficos com
alelos nulos, o que pode ser evidéncia da relacdo desses genes com a
endometriose. Estudos ja mostraram que 86% dos casos de endometrioses (50
pacientes) apresentavam gendétipo homozigoto para alelos nulos, contra 45%

no grupo controle (72 pacientes) 9.

1.15.3 Andlise de microarray

A tecnologia de microarray tem sido utilizada para comparar o

endométrio eutdpico e ectdopico de pacientes. RNA é extraido dos implantes
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endometriais e transcritos reversamente em cDNA, entdo sofrem desnaturacdo
e sdo adicionados ao microarray de DNA. Um grupo utilizando essa técnica
encontrou oito genes hiper-expressos nos implantes endometriais quando
comparados com o endométrio eutopico. Muitos desses genes, como a
vimentina (filamento intermediério relacionado a fixacdo das organelas no
citoplasma) e a B-actina, apresentam funcdes importantes no citoesqueleto @Y.
Outros genes estavam relacionados as func¢des imunitarias. Certas pesquisas
11 tém como foco a comparacdo de perfis de expressdo genética no
endométrio de paciente e grupo controle. Os resultados mostram que a
proteina glicodelina (atividade imunossupressora e reprodutiva) ndo € expressa
na endometriose, ja 0 gene de resposta precoce ao crescimento esta hiper-
expresso. A glicodelina esta relacionada a regulacéo de genes como IL-B, IL-G,
TNF e VEGF. Esse mesmo grupo em estudos posteriores ‘¥ analisaram por
volta de 12 mil genes e demonstraram a alteracdes na expressao de genes de
moléculas de adesdo e proteinas do epitélio endometrial de ja conhecida
relacdo com a endometriose e outras proteinas que ainda nado tinham sido
relacionadas com a patogenia da doenca. Os resultados da pesquisa foram
classificados em trés diferentes grupos. No primeiro grupo estavam 0s genes
hipo-expressos nas pacientes com endometriose durante a janela de
implantacdo do embrido quando comparado com mulheres normais. Nesse
grupo estavam IL-15, N-acetilglucosamina-6-O-sulfotransferase, proteina rica
em prolina, Dickkopf-1 (relacionada ao desenvolvimento embrionério), proteina
G0S2 (relacionada a apoptose). No segundo grupo estdo 0s genes hiper-
expressos nas pacientes com endometriose durante a janela de implantacao do
embrido quando comparado com mulheres normais. Como exemplo de genes
desse grupo temos a semaforina E. E no terceiro grupo estdo proteinas que
durante a janela de implantacdo estdo em baixa concentracdo nas mulheres
normais e estdo em concentragdes ainda menores nas mulheres com
endometriose. O exemplo é a pentraxina 2. A técnica de microarray foi usada
para verificar alteracdes fisiologicas ap0s a exposicdo a interleucinas. A
proteina Tob-1, inibidora do ciclo celular, mostrou diferentes respostas a IL-I13
nas células endometriais quando comparado com o endométrio eutodpico,
corroborando a iédia de que tecido endometrial tenha maior facilidade de
implantacédo ectépica em anomalias imunitarias %,
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1.154 Genes supressores de tumor

Como se pressupde que a endometriose esteja relacionada a alteracdes
em algum dos genes supressores de tumor, € possivel que exista perda de
heterozigosidade de locus, o que foi evidenciado em algumas pacientes com
endometriose. O cromossomo 17 € alvo de estudos por causa dos genes
BRCAL (do inglés breast cancer 1) e TP53 (do inglés tumor protein 53 ou
simplesmente p53). A técnica de FISH (hibridizacdo fluorescente in situ) é
utilizada para identificar aneuploidias, estado genético que pode ser encontrado
nas pacientes com endometriose (monossomia do 17) V.

O gene PTEN (homodlogo da tensina e da fosfatase) localizado no
cromossomo 10923, esta relacionado a diversos tipos de neoplasias, inclusive
tumores endometriais e ovarianos que tém relacdo com a endometriose em
alguns casos. Perda de heterozigose foi relatada para o gene PTEN em alguns
ensaios de carcinomas e a correlagdo foi maior naqueles casos onde a
paciente apresentava tanto carcinoma quanto endometriose. Mutacdes nos
dois genes, p53 e PTEN, podem estar envolvidos na transformacgéo de células
endometriais em células progenitoras malignas @Y.

O p53 € um gene supressor de tumor que participa da regulacdo do ciclo
celular; esta envolvido na inibicdo da proliferacéo celular e como na progressao
de vérios tipos de tumores. A mutacdo do p53 em mulheres com endometriose
€ relatada em pesquisas do mundo inteiro, e muitos autores encontraram
relacdo positiva entre altercdes no p53 e desenvolvimento e progressédo da

endometriose @Y,

1.15.5 Receptor de progesterona e receptor de estrégenos

O polimorfismo PROGINS esta relacionado com a diminuicdo da
resposta a progesterona. O gendtipo heterozigoto A1/A2 ou o A2/A2 esta ligado
a inimeras desordens ginecoldgicas, incluindo a endometriose 2. A relagéo

entre polimorfismo no gene PROGINS e na endometriose € verificada por

alguns trabalhos cientificos que comprovam essa relacdo através de andlises
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estatisticas com resultados significativos. Um estudo chegou a concluséo de
que 17,4% das pacientes com endometriose apresentavam esse tipo de
polimorfismo contra apenas 7,9% do grupo controle @Y,

O Receptor B de estrogénio também esta relacionado a endometriose;
acredita-se que o genotipo polimérfico AG esteja relacionado com o risco de
desenvolvimento da doenca . O estrogénio exerce uma importante funcéo
fisiolégica no organismo humano; esta relacionado principalmente as funcdes
reprodutivas ao regular a producdo de gonadotrofinas, a liberacdo de
horménios pela glandula pituritaria, além de estar também relacionado ao
humor e ao comportamento social do individuo ®. Estudos sobre a relagéo
entre Ref e a endometriose relataram que 72% das pacientes com

endometriose apresentavam o polimorfismo contra 49% do grupo controle V.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a relagcado dos polimorfismos combinados dos genes p53; RES;
PROGINS; GSTM1; GSTT1; CYP1A1l; em pacientes da cidade de Goiania com

endometriose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar as frequéncias dos polimorfismos dos genes p53; RES; PROGINS;
GSTM1; GSTT1 e CYP1A1 tomados dois a dois e verificar se aumentam 0s
riscos de desenvolver a endometriose.

2. Analisar as frequéncias dos polimorfismos dos genes p53; RER; PROGINS;
GSTM1; GSTT1 e CYP1A1 tomados trés a trés e verificar se aumentam 0s
riscos de desenvolver a endometriose.

3. Analisar as frequéncias dos polimorfismos dos genes (p53; RES; PROGINS;
GSTM1; GSTT1; CYP1Al) e verificar se algum genoétipo exerce efeito

protetor contra o risco de desenvolver endometriose.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho refere-se a um levantamento de dados de pacientes
com endometriose do Laboratério Replicon na PUC-GO apresentados
anteriormente na forma de artigo e/ou dissertacdo, na tentativa de comparar as
frequéncias dos polimorfismos de genes e a ocorréncia da doenca.

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 100 pacientes para
analise molecular de DNA para os genes p53, PROGINS, GSTM1, GSTT1,
REB e CYP1Al. As amostras foram divididas em dois grupos de acordo com a
presenca ou ndo da doenca: grupo experimental formado por 54 mulheres
diagnosticadas com endometriose por exame laparoscopico realizado pela
Clinica Fértile Diagnosticos em Goiania; e grupo controle formado por 46
mulheres sem a doenca. O sangue venoso (10 ml) das pacientes foi coletado

no Laboratorio Replicon da Pontificia Universidade Catdlica de Goias (PUC-

Goias).

Gene Autor Técnica Referéncia
GSTM1 Frare PCR 114
GSTT1 Frare PCR 114
CYP1Al1 Souza PCR-RFLP 115

P53 Ribeiro Junior PCR 116
PROGINS Costa PCR 117
RES Silva PCR 118

3.1 Anélise de Dados

Os dados foram agrupados, computados e divididos em grupo controle e
grupo experimental (endometriose). As frequéncias foram analisadas pelo
Teste Exato de Fisher e pelo Teste G com um intervalo de confianca de 95% e
valors de p < 0,05. O Teste Exato de Fisher foi usado para comparar as
frequéncias dos gendtipos de risco (polimorficos) tomando-se os genes dois a

dois. Este teste foi usado por que em algumas situa¢cdes o tamanho da amostra
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estudada era menor que 5. O teste G foi usado para comparar as frequéncias
genotipicas dos genotipos de risco tomando-se 0s genes trés a trés. Este teste
foi usado por causa do numero elevados de graus de liberdade, que
correspondeu a 7. Estes testes estatisticos foram feitos com o auxilio do

software Bioestat versdo 5.0 (Ayres e Ayres, 2007).
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4. RESULTADOS

A prevaléncia dos polimorfismos p53, PROGINS, REB, CYP1Al, GSTM1
e GSTT1, tomados dois a dois nas mulheres com endometriose e nas mulheres
saudaveis, esta demonstrada na tabela 1. Essa tabela mostra as frequéncias
dos polimorfismos que resultaram em valores de P menores que 0,05. Ao
comparar os genes p53 e REB (P=0,0110) observa-se que 53,12% das
pacientes com endometriose apresentavam o polimorfismo, enquanto apenas
9,00% das pacientes do grupo controle apresentaram 0s mesmos. Esse
resultado sugere uma relacéo entre a presenca desses genotipos polimorficos

(Arg/Prol + Prol/Prol + AG) e a presenca da doenca.

Tabela 1 — Distribuicdo dos polimorfismos dos genes estudados entre os
grupos controle e experimental.

Genes Genotipo Polimaorfico p* Ex* Crx*

p53 e REPB Arg/Prol + Prol/Prol + AG 0,0110 53,12%  9,00%
p53 e GSTM1 Arg/Prol + Prol/Prol + GSTM1-nulo 0,0280 56,25% 23,53%
p53 e CYP1Al Arg/Prol + Prol/Prol + W1iml + m1iml 0,0079 31,25%  0,00%
REB e PROGINS AG + A1A2 + A2A2 0,0227 65,00%  0,00%
PROGINS e GSTM1 AlA2 + A2A2 + GSTM1-nulo 0,0283 75,00% 25,00%
GSTT1 e CYP1Al GSTT1 nulo + + Wiml + m1imil 0,0217 31,25% 0,00%

* Teste Exato de Fisher; **Grupo com endometriose; ***Grupo Controle.

Quando as frequéncias dos genes p53 e GSTM1 sdo comparadas,
56,25% das pacientes do grupo experimental apresentaram o0s genotipos
polimorficos (Arg/Prol + Prol/Prol + GSTM1-nulo). No grupo controle apenas
23,53% das pacientes apresentaram esse mesmos genotipos. Esse resultado
demonstra uma relagdo positiva quanto a presenca dos genaotipos polimorficos
e a doencga (P=0,0280).
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A comparagdo entre os polimorfismos dos genes p53 e CYP1Al
(Arg/Prol + Prol/Prol + W1ml + mlml) mostrou que nenhuma paciente do
grupo controle apresentou os dois polimorfismos simultaneamente. Em relacao
ao grupo experimental 31,25% das pacientes apresentaram 0S genotipos
considerados de risco. Esse resultado é estatisticamente significativo uma vez
que o valor de P (0,0079) € menor do que 0,05 e mostra uma relacdo entre a
presenca do genotipo com o aparecimento da endometriose.

Nenhuma paciente do grupo controle apresentou 0s genotipos
polimorficos para os genes REB e PROGINS (AG + AlA2 + A2A2); a
guantidade de pacientes com endometrioses que apresentou os polimorfismos
foi significativa, correspondendo a 65,00% das mulheres do grupo experimental
e com valor de P=0,0227.

O resultado mais expressivo foi em relagdo aos polimorfismos
correspondentes aos genes PROGINS e GSTM1 (A1A2 + A2A2 + GSTM1-nulo).
Apenas 25,00% das pacientes do grupo controle apresentaram os genétipos
polimorficos, enquanto 75,00% das mulheres com endometriose carregavam 0S
polimorfismos desses genes. O resultado é expressivo, com valor de P igual a
0,0283.

Os genes GSTT1 e CYP1Al (GSTT1 nulo + Wiml + m1m1) comparados
resultaram em P=0,0217, um valor significativo e indicativo de relacdo entre
presenca de polimorfismo com o desenvolvimento da doenca. Nesse caso,
31,25% das pacientes do grupo experimental apresentaram o0s genétipos
considerados de risco enquanto nenhuma paciente do grupo controle
carregava ambos os polimorfismos simultaneamente.

A tabela 2 contém os resultados dos genétipos que atuam exercendo um
efeito protetor contra o aparecimento e o desenvolvimento da doenca. Ao se
comparar os genes p53 e REP, observou-se que 87,50% das pacientes do
grupo controle apresentavam os genétipos Arg/Arg + AA + GG e apenas
27,80% das pacientes no grupo controle apresentavam esses mesmos
genotipos. Devido a diferenca significativa (P=0,0074), um maior indice desses
genotipos nas pacientes saudaveis é um indicativo de protecdo contra o
aparecimento da endometriose.

Os genotipos Arg/Arg + A1A1 referente aos genes p53 e PROGINS
também exercem um efeito protetor contra a doenca (P=0,0431). Das
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pacientes do grupo controle 59,38% apresentaram o0 gendtipo com efeito
protetor enquanto 35,30% das pacientes do grupo endometriose apresentaram
0 mesmo genotipo.

Em relacdo aos genotipos homozigotos Arg/Arg + W1W1
correspondentes aos genes p53 e CYP1Al, todas as pacientes do grupo
controle tinham esse gendétipo caracteristico contra 77,78% das pacientes do
grupo experimental (P=0,0302).

Tabela 2 — Genoétipos com efeito protetor contra o aparecimento da
endometriose entre 0s grupos controle e experimental.

Genes Gendétipo Polimorfico p* Ex* Crx*
p53 e REB Arg/Arg + AA + GG 0,0074 87,50% 27,80%
p53 e PROGINS Arg/Arg + A1AL 0,0431 59,38% 35,30%
p53 e CYP1Al Arg/Arg + W1W1 0,0302 100,00% 77,78%
REB e PROGINS AA + GG + A1Al1 0,0009 88,89% 41,18%
REB e GSTM1 AA + GG + GSTM1 0,0009 92,86% 38,46%
REB e GSTT1 AA + GG + GSTT1 0,0003 100,00% 40,00%
REB e CYP1A1 AA + GG + W1w1l 0,0302 100,00% 73,68%
GSTM1 e CYP1Al1 GSTM1 + W1wW1 0,0008 100,00% 69,23%
GSTT1 e CYP1Al GSTT1 + W1W1 0,0095 100,00% 76,47%

* Teste Exato de Fisher; **Grupo com endometriose; ***Grupo Controle.

Os gendtipos AA + GG + Al1lAl correspondes aos genes REB e
PROGINS gquando comparados nos grupos controle e endometriose mostraram
resultado positivo quanto ao efeito protetor contra o aparecimento da doenca
(P=0,0009). 88,89% das pacientes do grupo controle apresentavam esses
genaotipos protetores contra 41,18% das pacientes do grupo experimental.

Os genes REB e GSTM1 (AA + GG + GSTM1) também exercem efeito

protetor contra o desenvolvimento da endometriose. No grupo controle, 92,86%
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das pacientes apresentavam o genétipo enquanto 38,46% das pacientes do
grupo endometriose exibiam esses mesmos genotipos. Esse resultado é
expressivo devido a alta diferenca das frequéncias desses genotipos em
relacdo aos dois grupos estudados (P=0,0009).

Os genes REPB e GSTT1(AA + GG + GSTT1) exercem efeito protetor
contra a endometriose. No grupo controle todas as pacientes apresentaram 0s
dois genes enquanto no grupo experimental apenas 40,00%, o que demonstra
um resultado significativo (P=0,0003).

Todas as pacientes do grupo controle apresentaram 0s genoétipos AA +
GG + Wiw1l (REB e CYP1A1l, respectivamente); 73,68% das pacientes no
grupo endometriose também exibiram as referidas caracteristicas genotipicas.
O resultado € significativo e caracterizou um valor de P=0,0302.

Em relacdo aos genoétipos GSTM1 + WI1W1 referentes aos genes
GSTM1 e CYP1ALl, todas as pacientes do grupo controle apresentaram esses
genaotipos protetores contra a doenca, contra 69,23% das pacientes do grupo
endometriose. Dessa forma, esses genes conferem uma protecdo contra o
aparecimento do disturbio ginecol6gico (P=0,0008).

Os genes GSTT1 e CYP1Al juntos também exercem efeito protetor
contra a endometriose (P=0,0095). Todas as pacientes do grupo controle
apresentavam o genoétipo homozigoto para ambos os genes (GSTT1 + W1W1),
contra 76,47% das pacientes no grupo experimental.

As frequéncias dos genes polimérficos analisados de trés em trés nas
pacientes do grupo controle e do grupo experimental estdo resumidas nas
tabelas 3 e 4. A comparacdo entre os polimorfismos dos genes p53, REB e
PROGINS (Arg/Prol + Prol/Prol + AG + A1A2 + A2A2) mostrou um resultado
significativo com G=0,0118. Nenhuma paciente do grupo controle apresentou
os trés polimorfismos simultaneamente, enquanto 12,00% das pacientes do
grupo endometriose apresentaram os trés polimorfismos ao mesmo tempo. O
resultado indica que de alguma forma esses genétipos se somam ha
determinacao da doenca.

Um resultado significativo (G=0,0035) também foi alcancado em relagéo
aos genes p53, CYP1Al e PROGINS (Arg/Prol + Prol/Prol + W1ml + mim1l +
AlA2 + A2A2), demostrando a relacdo entre a doenca e a presenca simultanea
desses genotipos nas pacientes com endometriose. Nenhuma paciente do
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grupo controle apresentou os trés genétipos ao mesmo tempo e 04,00% das
mulheres com endometriose exibiam os genotipos polimorficos.

Em relacdo aos genes PROGINS, REB e GSTM1 (A1A2 + A2A2 + AG +
GSTM1-nulo) também existe uma relacdo significativa entre a presenca dos
polimorfismos e o0 aparecimento da endometriose (G=0,0067). Nenhuma
paciente do grupo controle apresentou os trés gendétipos ao mesmo tempo e

18,00% das mulheres com endometriose exibiam os gendtipos polimérficos.

Tabela 3 — Genotipos polimorficos tomados trés a trés e comparados entre 0s
grupos controle e experimental.

Genes Genoétipo Polimorfico G* Ex* Crxx

p53, REB e PROGINS Arg/Prol + Prol/Prol + AG + A1A2 + A2A2 0,0118 12,00%  0,00%
p53, CYP1Al e PROGINS Arg/Prol/Prol/Prol + Wim1/mim1l + A1A2/A2A2 0,0035 04,00% 0,00%
PROGINS, REB e GSTM1 A1A2 + A2A2 + AG + GSTM1-nulo 0,0067 18,00% 0,00%
PROGINS, REB e GSTT1 A1A2 + A2A2 + AG + GSTT1-nulo 0,0062 10,00% 0,00%
PROGINS, REB e CYP1A1 A1A2 + A2A2 + AG + W1ml/mim1 0,0166 04,00% 0,00%
p53, REB e GSTM1 Arg/Prol + Prol/Prol + AG + GSTM1-nulo 0,0039 20,00% 0,00%
p53, REB e GSTT1 Arg/Prol + Prol/Prol + AG + GSTT1-nulo 0,0070 14,00% 05,26%

* Teste G; **Grupo com endometriose; ***Grupo Controle.

Os genes PROGINS, REB e GSTT1 quando comparados em relacdo a

presenca dos polimorfismos (A1A2 + A2A2 + AG + GSTT1-nulo) mostrou
resultado significativo (G=0,0062), onde nenhuma paciente do grupo controle
apresentava esses genotipos contra 10,00% das pacientes no grupo
experimental.

Os polimorfismos A1A2 + A2A2 + AG + W1m1l/m1ml, correpondentes
aos genes PROGINS, REB e CYP1Al, também apresentaram resultado
significativo (G=0,0166) quando foram analisados. Nesse caso, 04,00% das
pacientes do grupo endometriose apresentavam o0s genétipos polimorficos e

nenhuma paciente do grupo controle exibiu esses gendtipos simultaneamente.
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Os polimorfismos dos genes p53, RER e GSTM1 (Arg/Prol + Prol/Prol +
AG + GSTM1l-nulo) foram os que mostraram um resultado mais expressivo
(G=0,0039) na nossa analise, uma vez que 20,00% de todas as pacientes do
grupo experimental apresentaram os trés polimorfismos ao mesmo tempo
enquanto nenhuma paciente do grupo controle apresentou esses genotipos.

Os polimorfismos dos genes p53, REB e GSTT1 (Arg/Prol + Prol/Prol +
AG + GSTT1-nulo) também exibiram resultados significativos (G=0,0070),
sendo que 14,00% das pacientes do grupo experimental apresentavam os trés
polimorfismos ao mesmo tempo.

A comparacéo entre os polimorfismos dos genes p53, GSTM1 e GSTT1
(Arg/Prol + Prol/Prol + GSTM1-nulo + GSTT1-nulo) mostrou um resultado
significativo com G=0,0192. Enquanto 02,50% das pacientes do grupo controle
apresentaram os trés polimorfismos simultaneamente, 10,00% das pacientes
do grupo endometriose apresentaram esses trés gendétipos ao mesmo tempo.
O resultado indica que de alguma forma esses genotipos se somam na
determinacao da doenca.

Um resultado significativo (G=0,0008) também foi alcancado em relacdo
aos genes p53, GSTM1 e CYP1Al1l (Arg/Prol + Prol/Prol + GSTM1-nulo +
Wiml + mlml), demostrando a relacdo entre a doenca e a presenca
simultdnea desses genoétipos nas pacientes com endometriose. Nenhuma
paciente do grupo controle apresentou os trés genétipos ao mesmo tempo e
08,00% das mulheres com endometriose exibiram os genétipos polimérficos.

Em relacdo aos genes p53, GSTT1 e CYP1A1l (Arg/Prol + Prol/Prol +
GSTT1-nulo + W1ml + m1im1l) também existe uma relacao significativa entre a
presenca dos polimorfismos e o aparecimento da endometriose (G=0,0059).
Nenhuma paciente do grupo controle apresentou os trés genotipos ao mesmo
tempo e 10,00% das mulheres com endometriose exibiam os gendtipos
polimorficos.

Os genes PROGINS, GSTT1 e CYPl1Al1l quando comparados em
relacdo a presenca dos polimorfismos (A1A2 + A2A2 + GSTT1-nulo + Wiml +
m1lm1) mostrou resultado significativo (G=0,0029), onde nenhuma paciente do
grupo controle apresentava esses genotipos contra 02,00% das pacientes no

grupo experimental.
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Os polimorfismos AG + GSTM1-nulo + GSTT1-nulo, correpondentes aos
genes REB, GSTM1 e GSTT1, também apresentaram resultado significativo
(G=0,0042) quando foram analisados. Nesse caso, 10,00% das pacientes do
grupo endometriose apresentavam os genotipos polimérficos e 05,26% das

pacientes do grupo controle exibiram esses gendtipos simultaneamente.

Tabela 4 — Gendtipos polimorficos tomados trés a trés e comparados entre 0s
grupos controle e experimental.

Genes Genotipo Polimérfico G* E** Cr**
p53, GSTM1 e GSTT1 Arg/Prol + Prol/Prol + GSTM1-nulo + GSTT1-nulo  0,0192 10,00% 02,50%
p53, GSTM1 e CYP1A1l Arg/Prol/Prol/Prol + GSTM1-nulo + Wim1/mim1  0,0008 08,00%  0,00%
p53, GSTT1 e CYP1Al Arg/Prol/Prol/Prol + GSTT1-nulo + Wiml/mim1  0,0059 10,00%  0,00%
PROGINS, GSTT1 e CYP1Al A1A2 + A2A2 + GSTT1-nulo + Wiml/mimi 0,0029 02,00% 0,00%
REB, GSTM1 e GSTT1 AG + GSTM1-nulo + GSTT1-nulo 0,0042 10,00% 05,26%
REB, GSTT1 e CYP1Al AG + GSTT1-nulo + Wiml/mim1l 0,0007 04,00% 0,00%
CYP1Al1, GSTM1 e GSTT1 Wiml/miml+ GSTM1-nulo + GSTT1-nulo 0,0011 02,00% 05,26%
REB, GSTM1 e CYP1Al AG + GSTM1-nulo + Wim1l/mim1l 0,0014 04,00% 0,00%

* Teste G; *Grupo com endometriose; ***Grupo Controle.

Os polimorfismos dos genes REB, GSTT1l e CYP1Al (Arg/Prol +
Prol/Prol + GSTMl-nulo + W1ml + mlml) mostraram um resultado
significativo (G=0,0007) na nossa analise; 04,00% de todas as pacientes do
grupo experimental apresentaram o0s trés polimorfismos ao mesmo tempo
enguanto nenhuma paciente do grupo controle apresentou esses genotipos.

Os polimorfismos dos genes CYP1Al, GSTM1 e GSTT1 (W1ml +
mlml + GSTM1-nulo + GSTT1-nulo) também exibiram resultados significativos
(G=0,0011), sendo que 02,00% das pacientes do grupo experimental

apresentavam os trés polimorfismos ao mesmo tempo.
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A comparacdo entre os polimorfismos dos genes REB, GSTM1 e
CYP1A1 (AG + GSTMl-nulo + W1ml + mlml) mostrou um resultado
significativo com G=0,0014. Enquanto nenhuma paciente do grupo controle
apresentou os trés polimorfismos simultaneamente, 04,00% das pacientes do
grupo endometriose apresentaram esses trés genétipos ao mesmo tempo. O
resultado indica que de alguma forma esses genétipos se somam na

determinacao da doenca.
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5. DISCUSSAO

A maioria das pesquisas cientificas sobre os polimorfismos que podem
estar relacionados com a endometriose sdo baseadas em analises de genes
individuais, comparando a frequéncia dos mesmos entre grupo experimental e
grupo controle. Silva (2010) encontrou resultados compativeis com as anélises
realizadas no presente trabalho ao comparar a associagdo dos polimorfismos
p53 e RER entre pacientes com endometriose e grupo controle ™®. O grupo
encontrou uma associacao positiva com valor de p menores do que 0,0001; Em
nosso trabalho também encontramos uma associacdo estatisticamente
significativa entre os dois polimorfismos, com p = 0,0110 (tabela 1). Um grupo
do Japdo ¥ mostrou resultados positivos estudando os mesmos genes em
cancer endometrial quando os genes foram analisados separadamente — 26%
(17/64) dos pacientes com cancer endometrial tinham REQS alterado; e
anormalidades do p53 foram encontradas principalmente em canceres de grau
Il com frequéncia de 88,9% (8/9) 19, Esses resultados s&o importantes para a
compreensao da endometriose uma vez que ela é considerada uma doenca
com caracteristicas neoplasicas.

Costa (2010) estudou a relacdo entre os polimorfismos dos genes
PROGINS e p53, mas nao encontrou nenhuma relagao positiva entre 0s grupos
endometriose e controle (p = 0,4379). Esse estudo ™" foi compativel com os
resultados das nossas andlises, uma vez que para os genotipos polimérficos
nao foi encontrada uma associacdo estatisticamente significativa onde o valor
de p foi de 0,4389. Outros estudos na literatura dizem respeito apenas ao

PROGINS, como relata Wieser e colaboradores *??

que encontraram a
presenca desse polimorfismo em 17,4% das pacientes com endometriose
contra 7,9% do grupo controle.

Frare, (2011) analisou a relagéo entre os polimorfismos p53 e GSTML1.
Nesse estudo foi observada uma relacéo estatisticamente positiva da presenca
desses polimorfismos no grupo com endometriose, com p = 0,0040 ‘¥ Esse
resultado esta de acordo com o encontrado neste trabalho p = 0,0280 (tabela
1). Estudos sobre esses dois genes separados e a endometriose talvez sejam

0S mais abundantes na literatura, mas ainda escassa. Baranova et. al. (1997)
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mostrou um resultado de 86% (43/50) para GSTM1-nulo contra 45,8% do grupo

@2) Em estudos onde o efeito do polimorfismo é analisado

controle
individualmente também existem diferencas significativas; Hadfield et. al.
(2001) 22 e Baxter et. al. (2001) **® n&o confirmaram o resultado expressivo
de Baranova Y, encontrando 45% e 48% de frequéncia para o gendtipo
GSTML1 nulo, respectivamente.

Um estudo interessante **¥

relaciona os polimorfismos REL e
PROGINS. A pesquisa foi composta por 100 mulheres com diagnéstico de
endometriose confirmado por cirurgia e o grupo controle foi composto por 110
mulheres normais. O grupo usou o X° para comparar as distribuicdes
genotipicas dos grupos e encontrou valores de p < 0,05, sugerindo que 0s
polimorfismos estdo associados a um maior risco de desenvolvimento da
endometriose na populacdo da Coreia. Esse resultado *® est4 de acordo com
nosso estudo, onde encontramos uma associagcdo positiva entre 0s
polimorfismos REB e PROGINS comparando o0s grupos controle e
endometriose, com p = 0,0227 (tabela 1).

Em relacdo a andlise dos polimorfismos p53 e CYP1Al, Souza (2012)
nao encontrou uma associagcdo positiva quando comparou 0S Qrupos
endometriose e controle (p = 0,172) “*. Esse resultado ndo é compativel com
o desse estudo, onde encontramos um valor estatisticamente significativo, com
p = 0,0079 (tabela 1). No entanto, o estudo encontrou uma correlacdo positiva
qguando comparou o gene CYP1Al com o gendtipo A g/Arg do p53, com p =
0,0005; nesse caso o0 resultado estd de acordo com o mostrado nessa
pesquisa, onde também encontramos uma associacdo do CYP1Al com o
genotipo Arg/Arg, p = 0,0302 (tabela 2) - o que mostra um possivel efeito
protetor dos genaotipos Arg/Arg contra o desenvolvimento da doenca.

Outros estudos @24

relacionados a esses dois genes sugerem
associacdo dos mesmos no desenvolvimento do cancer de pulméo. Os autores
encontraram uma correlacdo positiva entre p53 e CYP1Al com o risco de
cancer de pulméo em fumantes, e perceberam também que alteracdes no p53
por si sO seriam capaz de aumentar o risco do aparecimento desse tipo de
cancer %4,

Nossos resultados em relacéo aos polimorfismos RES e CYP1A1 foram
estatisticamente relevantes quando comparado o genétipo (AA + GG) com os
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genatipos do CYP1Al (W1/W1), mostrando um valor de p = 0,0302 (tabela 2) e
evidenciando um efeito protetor do gendtipo homozigoto contra o
desenvolvimento da endometriose. Uma pesquisa encontrada na literatura a
respeito desses dois genes provém de um grupo dos Estados Unidos **® que
realizou estudos com células endometriais. Eles perceberam que uma
alteracdo no gene receptor de estrogeno (ou em sua expressao) leva a uma
diminuicdo consideravel da atividade das enzimas de metabolizacdo, no caso a
CYP1ALl. Esses achados corroboram a ideia de que os dois genes possam
estar associados ao desenvolvimento da endometriose.

Nesse trabalho encontramos uma correlagdo positiva quando
comparamos 0 genétipo presente do GSTM1 com os gendtipos do CYP1Al
(W1W1 e W1l/ml1 + ml/ml), com p = 0,0008 (tabela 2). Dois estudos
importantes 22128 mostraram uma associacéo entre os polimorfismos GSTM1
alelo nulo e CYP1A1lml; Essas publicacbes chegaram a conclusdo — assim
como o presente trabalho — de que os genoétipos selvagens dos genes em
guestdo possam atuar como um efeito protetor em relacdo ao aparecimento e
desenvolvimento da endometriose.

Outra pesquisa na Grécia ?” com os mesmos genes chegaram a um
resultado diferente d o nosso. Nesse trabalho, um grupo de 275 mulheres com
endometriose foi comparado com um grupo de 346 mulheres férteis e sem
diagnéstico de endometriose. De acordo com os resultados desse estudo, 0s
genotipos W1/ml1 ou miml combinados com o0 GSTM1-nulo aumentam o risco
do desenvolvimento da doenca (Odds Ratio = 1,95 com intervalo de confianca
de 95%) 2", Nosso resultado indica que esses dois polimorfismos ndo estdo
associados com a endometriose.

Quando os polimorfismos GSTT1 e CYP1Al foram comparados,
encontramos uma correlacdo positiva, p = 0,0217 (tabela 1). Esse resultado
ndo é compativel com um estudo na india **®, o qual ndo encontrou nenhuma
relacdo entre os polimorfismos dos genes GSTT1 e CYP1Al, mas encontrou
relacdo quando comparou CYP1Al com GSTM1. Os proprios autores sugerem
que a discrepancia entre as diferentes publicagdes ao redor do mundo seja por
guestdes étnicas e também por falhas nos processos de amostragem.

Quando se compara trés ou mais possiveis polimorfismos que possam
estar relacionados a um maior risco de desenvolver endometriose, espera-se
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gue as chances de se encontrar uma correlagcéo positiva sejam maiores. Foi o
que aconteceu nesse trabalho, a maioria das andlises usando trés genes ao
mesmo tempo resultou em uma correlacdo positiva, sugerindo que cada
polimorfismo possa adicionar certo fator de risco no aparecimento da doenca.

O grupo %" analisou os genes CYP1A1, GSTM1 e GSTT1 e concluiram
que o alelo mutante CYP1A1lm1l em uma frequéncia significativamente maior
no grupo experimental do que no grupo controle (20,20% contra 14,30%
respectivamente) e juntamente com o genétipo GSTM1-nulo e GSTT1-nulo
parece ter um efeito moderado em relagcdo ao risco de desenvolvimento da
endometriose. Esse resultado corrobora os nossos achados (tabela 4), mas
contraria um estudo anterior do mesmo grupo onde concluiram que o genotipo
GSTT1-nulo sozinho ou mesmo combinado com GSTM1 ou CYP1A1m1l néo
adicionaria nenhum risco ao aparecimento da doenca *?. O estudo mais
recente desse grupo ?”) esta de acordo com o nosso resultado, representado
por uma relacdo positiva para os polimorfismos (W1lml + mim1l) + (M-nulo) +
(T-nulo), que mostraram uma frequéncia de 2% (G = 0,0011) em comparacao
com 0% do grupo controle (tabela 4).

As discrepancias em relacao a estudos que encontram relacéo positiva e
agueles onde ndao encontram nenhuma relacdo podem ser explicadas de duas
formas: primeiro pelo tamanho das amostras dos grupos experimental e
controle, que podem interferir profundamente no resultado; e segundo pelas
diferencas étnicas entre os grupos estudados.

Pesquisadores do Reino Unido genotiparam 148 mulheres com
endometriose e incluiram 53 mulheres no grupo controle; os resultados
corroboram os do nosso estudo uma vez que chegaram a conclusédo de que os
polimorfismos GSTM1-nulo e GSTT1-nulo ndo tiveram diferencas significativas
guando se compara grupo experimental e controle, por outro lado se incluirem
o polimorfismo CYP1A1ml esses genotipos estdo estatisticamente
relacionados a um pequeno aumento do risco de desenvolver a doenca %9,

Os resultados de um estudo publicado no Jornal de Andrologia da Asia
(130) sugeriu que uma combinacédo dos polimorfismos genéticos nos genes p53,
CYP1Al e GSTM1 esta relacionada ao aparecimento de cancer de pulmao em
pacientes fumantes e também ao céncer de préstata. O trabalho ndo diz
respeito a endometriose, mas como essa doenca é de cunho neoplasico, os
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resultados desse grupo podem ser extrapolados no sentido de ser uma
indicacdo de que esses polimorfismos possam atuar influenciando o risco da
endometriose — como sugere 0S NOSS0S proprios resultados para esse grupo de
genes, G = 0,0008 (tabela 4).

Para exemplificar o quanto os resultados podem ser discrepantes, um
grupo de estudo de Taiwan “3V, trabalhando com os mesmos genes em
relacdo ao cancer de pulméao, ndo encontrou nenhuma relacdo significativa
entre grupo controle e grupo experimental. A explicacdo para as diferencas
pode ser devido ao tamanho da amostra ou pelas diferencas étnicas dos
grupos estudados, sem mencionar o fator ambiental que também pode somar
na determinacao do fenétipo dos individuos em questao.

Um estudo realizado em S&o Paulo ®*? sobre adenocarcinoma
endometrial analisou a possivel relacdo entre os polimorfismos dos genes p53,
PROGINS e REB. O objetivo da pesquisa foi comparar o grau de
desenvolvimento da neoplasia com a expressdo dos genes p53, receptor de
estrogénio e receptor de progesterona; o resultado mostrou que alteracées no
p53 estavam presentes em todos 0s estagios da doenca e alteracdes no RES e
PROGINS em apenas alguns deles. Esses resultados ndo séo suficientes para
predizer o estagio da doenca como era 0 objetivo do grupo, mas € um
indicativo de que anomalias nesses genes estao relacionados com alteracées
endometriais *?. Essa extrapolacdo confere com os resultados obtidos nas
nossas analises, onde encontamos diferencas significativas quando se
compara a frequéncia dos polimorfismos nesses genes entre grupo controle e
grupo com endometriose, G = 0,0118 (tabela 3).

Estudos realizados no México ™*¥ sobre cancer de mama analisou a
atividade dos genes GSTs (GSTM1 e GSTT1) com o0s receptores de
estrogéneo e progesterona. O objetivo do grupo era associar 0os polimorfismos
nulos do GSTM1 e GSTT1 a uma resposta do tratamento quimioterapico e com
a verificacdo da expressdo dos genes REB e PROGINS. O grupo néo
encontrou diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos genes e a
neoplasia 39,
PROGINS, GSTM1 e GSTT1 ou GSTMl-nulo, GSTT1-nulo, e PROGINS

(apéndice 2) sao analisados juntos ndo encontramos diferencas significativas

Comparando esses genes trés a trés, apenas quando

entre grupos controle e experimental (G > 0,05). Em todas as outras
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possibilidades foram encontradas diferencas significativas com G = 0,0067
para as frequéncias dos polimorfismos GSTM1-nulo, RES e PROGINS (tabela
1); G = 0,062 para GSTT1-nulo, RES e PROGINS (tabela 3).

Um grupo de pesquisadores nos Estados Unidos 3% elaborou um
ensaio para analisar os efeitos dos receptores de estrogénio e progesterona na
expressdo do CYP1Al. O objetivo do trabalho era analisar os efeitos dos
produtos desses genes no metabolismo da dioxina, substancia exdgena
reconhecida por influenciar no desenvolvimento da endometriose. Os
resultados do grupo mostram que alteracbes nos genes REB e PROGINS
levam a alteracdes importantes na expressdo do CYP1ALl e consequentemente
no metabolismo da dioxina, o que por sua vez pode influenciar no risco do
estabelecimento da doenca “*¥. O presente estudo encontrou uma correlagéo
positiva na frequéncia dos polimorfismos desses mesmos trés genes,
compativel com os resultados encontrados pelo grupo americano (G = 0,0166
mostrado na tablea 3). Esses dados indicam que a compreensdo dos papéis
gue esses genes exercem no metabolismo de xenobidticos € essencial para
um melhor entendimento de doencas endometriais complexas (como a
endometriose).

Uma pesquisa em Campinas 3> analisou os genes GSTs e p53 de 106
pacientes e 230 controles em relacéo a ocorréncia de mielomas. Os resultados
sugerem que ndo ha correlagdo positiva, mas os autores perceberam que o
polimorfismo do p53 no cédon 72 aliado ao polimorfismo GSTM1-nulo atuam
no sentido da progressao da doenca . No nosso estudo foi encontrada uma
diferenca significativa para esses trés genes (GSTM1-nulo, GSTM1-nulo e p53)
com G =0,0192 (tabela 4).

Estudos sobre cancer de mama revela uma relagdo entre GSTM1, RES
e p53 130 Os resultados desse estudo mostram que o polimorfismo do gene
GSTM1 sozinho nédo exerce um papel fundamental no desenvolvimento da
neoplasia, no entanto, outros polimorfismos como os do p53 e do RES podem
ter efeito aditivo na determinacdo da doenca. Esses resultados podem ser
extrapolados para endometriose **¥, o que estaria de acordo com os dados da
nossa pesquisa onde encontramos diferenca significativa entre as frequéncias
dos gendétipos quando comparados 0s grupos controle e experimental, G =
0,0039 (tabela 3).
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O nosso resultado mais expressivo foi em relacdo aos polimorfismos
(Arg/Prol + Prol/Prol) + (AG) + (GSTM1-nulo) onde a frequéncia de pacientes
com esses genaotipos foi de 20% (10/50), como mostrado na tabela 3. Isso é
uma indicacéo de que quando os polimorfismos dos genes p53, RES e GSTM1
estdo juntos na mesma paciente, ha um aumento significativo no risco para o
aparecimento e desenvolvimento da endometriose (G = 0,0039). Mesmo com
todos esses resultados positivos, os valores de P < 0,05 devem ser analisados
cautelosamente, uma vez que a analise é limitada pelo niamero de individuos
que compreendem cada grupo estudado (endometriose e controle), dentre

outros fatores como etnia, costumes, ambiente e exposi¢ao a xenobioticos.
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6. CONCLUSAO

1. De acordo com a andlise das frequéncias dos polimorfismos dos genes (p53;
RERB; PROGINS; GSTM1; GSTT1; CYP1Al) tomados dois a dois, encontramos

que:

e A frequéncia dos genes polimorficos Arg/Prol + Prol/Prol juntamente com
o polimorfismo AG foi 5,9 vezes maior no grupo endometriose do que no
grupo controle.

e A frequéncia dos genotipos Arg/Prol + Prol/Prol juntamente com o
polimorfismo GSTM1-nulo foi 2,39 vezes maior no grupo endometriose
do que no grupo controle.

e A frequéncia dos genes AG e AlA2/A2A2 foi de 65,5% no grupo
Endometriose enquanto nenhuma paciente do grupo controle
apresentou os genétipos polimorficos.

e A frequéncia dos genes polimorficos GSTM1-nulo e A1/A2 + A2/A2 foi 3
vezes maior no grupo endometriose do que no grupo controle.

e A frequéncia dos genes Arg/Prol + Prol/Prol juntamente com o
polimorfismo W1/m1 + m1/m1l foi de 31,25% no grupo endometriose e
nenhuma paciente do grupo controle apresentou 0s genotipos
polimorficos.

e A frequéncia dos genétipos GSTT1-nulo e W1/ml + ml/ml foi de
31,25% no grupo endometriose e nenhuma paciente do grupo controle
apresentou os genotipos polimorficos.

2. De acordo com a analise das frequéncias dos polimorfismos dos genes (p53;
REB; PROGINS; GSTM1; GSTT1; CYP1Al) tomados trés a trés, encontramos

que:
e A frequéncia dos genotipos polimorficos Arg/Prol ou Prol/Prol + AG + A1A2

ou A2A2 foi de 12% no grupo com endometriose e nenhuma paciente do

grupo controle apresentou os trés polimorfismos juntos.
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A frequéncia dos gendtipos polimorficos Arg/Prol ou Prol/Prol + W1ml +
A1A2 ou A2A2 foi de 4% no grupo com endometriose e nenhuma paciente
do grupo controle apresentou esses genoétipos em conjunto.

A frequéncia dos genotipos A1/A2 ou A2/A2 + AG + GSTM1-nulo foi de 18%
no grupo com endometriose e nenhuma paciente do grupo controle
apresentou esses genotipos juntos.

A frequéncia dos gendtipos A1/A2 ou A2/A2 + AG + GSTT1-nulo foi de 10%
no grupo experimental e nenhuma paciente do grupo controle apresentou
esses genotipos juntos.

A frequéncia dos polimorfismos A1/A2 ou A2/A2 + AG + W1m1l ou m1iml foi
de 4% no grupo com endometriose e nenhuma paciente do grupo controle
apresentou esses genotipos juntos.

A frequéncia dos gendtipos polimorficos Arg/Prol ou Prol/Prol + AG +
GSTM1-nulo foi de 20% no grupo experimental e nenhuma paciente do
grupo controle apresentou esses genotipos juntos.

A frequéncia dos gendtipos polimorficos Arg/Prol ou Prol/Prol + AG +
GSTT1-nulo foi 2,66 vezes maior no grupo experimental do que no grupo
controle.

A frequéncia dos gendtipos polimorficos Arg/Prol ou Prol/Prol + GSTM1-
nulo + GSTT1-nulo foi 4 vezes maior no grupo experimental do que no
grupo controle.

A frequéncia dos polimorfismos Arg/Prol ou Prol/Prol + GSTM1-nulo +
W1iml ou mlml foi de 8% e nenhuma paciente do grupo controle
apresentou esses genaotipos juntos.

A frequéncia dos polimorfismos Arg/Prol ou Prol/Prol + GSTT1-nulo +
W1iml ou mlml foi de 10% e nenhuma paciente do grupo controle
apresentou esses genaotipos juntos.

A frequéncia dos polimorfismos A1A2 ou A1A2 + GSTT1-nulo + W1m1l ou
mlml e nenhuma paciente do grupo controle apresentou esses genotipos
juntos.

A frequéncia dos gendtipos polimorficos AG + GSTM1-nulo + GSTT1-nulo

foi 1,9 vezes maior no grupo experimental do que no grupo controle.
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A frequéncia dos polimorfismos AG + GSTT1-nulo + W1ml ou m1ml foi 4%
e nenhuma paciente do grupo controle apresentou esses genaotipos juntos.
A frequéncia dos polimorfismos W1ml + miml + GSTM1-nulo + GSTT1-
nulo foi de 2% e nenhuma paciente do grupo controle apresentou esses
genaotipos juntos.

A frequéncia dos polimorfismos AG + GSTM1-nulo + Wiml + m1m1 foi de
4% e nenhuma paciente do grupo controle apresentou esses genotipos

juntos.

3. De acordo com a analise das frequéncias dos polimorfismos dos genes (p53;
REB; PROGINS; GSTM1; GSTT1; CYP1lAl) encontramos que alguns

genaotipos exercem efeito protetor contra o risco de desenvolver endometriose:

Quando o gene p53 e o0 gene PROGINS foram comparados, a frequéncia
dos gendtipos Arg/Arg + A1Al foi 1,68 vezes maior no grupo controle do
gue no grupo endometriose.

Quando o gene GSTML1 e o gene RER foram comparados, a frequéncia dos
gendtipos GSTM1-presente + AA ou GG foi 2,42 vezes maior no grupo
controle do que no grupo endometriose.

Quando o gene GSTTL1 e o gene REB foram comparados, a frequéncia dos
genotipos GSTT1-presente + AA ou GG foi 2,5 vezes maior no grupo
controle do que no grupo endometriose.

Quando o gene RER e o gene CYP1A1 foram comparados, a frequéncia dos
gendtipos AA ou GG + W1W1 foi 1,36 vezes maior no grupo controle do
gue no grupo endometriose.

Quando o gene GSTML1 e o gene CYP1Al foram comparados, a frequéncia
dos gendtipos GSTT1-presente + W1W1 foi 1,44 vezes maior no grupo

controle do que no grupo endometriose.
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7. PERSPECTIVAS

Avancos na Medicina Clinica e Biologia Molecular possibilitaram o
desenvolvimento de novas terapias e tratamentos para doengas complexas.
Ensaios gendmicos automatizados e em larga escala através do uso de
repetic6es de nucleotideos em tandem com marcadores fluorescentes tém sido
utilizados nos estudos de ligacdo génica. Essas andlises levaram a
identificacdo de l6cus suscetiveis no desenvolvimento de doengas complexas,

como é o caso da diabete e também da endometriose @2,

Abordagens
semelhantes podem ser usadas na tentativa de identificar regibes do genoma
com maior propensdo de sofrer alteracbes que possam levar ao
desenvolvimento da endometriose.

Os proximos estudos devem focar na analise de fun¢des bioquimicas
dos produtos de genes que possam estar relacionados a endometriose, 0 que
podera trazer maior entendimento da etiologia e fisiopatologia da doenca ®?.

Identificar a heranga genética e as diferengas funcionais nas vias de
apoptose em grupos experimentais com a doenca e compara-los com grupos
controle; também é uma alternativa para elaborar planos de a¢éo no intuito de
melhorar diagndstico e tratamento.

Tomando como base os dados encontrados na literatura, tratamentos
devem visar o controle dos efeitos do TNF-a na sintese de quimiocinas, na
atividade das metaloproteinases, e também nos efeitos da angiogénese e
estimulos a proliferacdo das células endometriais. Essa hipbtese para novos
tratamentos é evidenciada pela capacidade de inibicdo da progressdo da
doenca apresentada por uma proteina soltvel receptora de TNF em um

experimento com roedores ),
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ANEXO |

Todos os polimorfismos dos genes analisados dois a dois através do Teste

Exato de Fisher.

Genes Polimorfismo *P Diferenca  Efeito Protetor
p53 e REP Arg/Prol + Prol/Prol + AG 0,0110 S Sim
p53 e PROGINS Arg/Prol + Prol/Prol + A1/A2 + A2/A2 00,4389 NS Sim
p53 e GSTM1 Arg/Prol + Prol/Prol + GSTM1-nulo  0,0280 S N&o
p53 e GSTT1 Arg/Prol + Prol/Prol + GSTT1-nulo  0,4870 NS Nao
053 e CYP1A1 Arg/Prol + Prol/Prol + W1/m1 + 0,0079 S sim

ml/ml

REB e PROGINS AG + A1/A2 + A2/A2 0,0227 S Sim
REB e GSTM1 AG + GSTM1-nulo 0,1433 NS Sim
REB e GSTT1 AG + GSTT1-nulo 0,1224 NS Sim
REB e CYP1Al1 AG + W1/ml+ml/ml 0,5227 NS Sim
PROGINS e GSTM1 AL/A2 + A2/A2 + GSTM1-nulo 0,0283 S Nao
PROGINS e GSTT1 A1/A2 + A2/A2 + GSTT1-nulo 0,0567 NS N&o
PROGINS e CYP1A1l  A1/A2 + A2/A2 + W1/m1+ml/m1  0,1713 NS Nao
GSTM1 e GSTT1 GSTM1-nulo + GSTT1-nulo 0,4534 NS Nao
GSTM1 e CYP1Al1 GSTM1-nulo + W1/m1 + m1/m1 0,2955 NS Sim
GSTT1l e CYP1Al GSTT1-nulo + W1/m1 + m1/m1 0,0217 S Sim

* Teste Exato de Fisher; S = Significativa; NS = N&o-significativa.
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ANEXO I

Todos os polimorfismos dos genes analisados trés a trés através do Teste G.

Genes Polimorfismo *G Diferenca

p53, RELB e PROGINS Arg/Prol + Prol/Prol + AG + A1/A2 + A2/A2 0,0118 S

p53, GSTM1 e PROGINS Arg/Prol + Prol/Prol + GSTM1-nulo + AL/A2 + A2/A2 0,1904 NS

p53, GSTT1 e PROGINS Arg/Prol + Prol/Prol + GSTT1-nulo + A1/A2 + A2/A2 0,3108 NS
p53, CYP1Al e PROGINS Arg/Prol + Prol/Prol + W1/m1 + m1/m1 + AL/A2 + A2/A2  0,0035 S
PROGINS, REB e GSTM1 AL/A2 + A2/A2 + AG + GSTM1-nulo 0,0067 S
PROGINS, REB e GSTT1 AL/A2 + A2/A2 + AG + GSTT1-nulo 0,0062 S
PROGINS, REB e CYP1Al AL/A2 + A2/A2 + AG + W1/m1 + m1l/m1l 0,0166 S
p53, REB e GSTM1 Arg/Prol + Prol/Prol + AG + GSTM1-nulo 0,0039 S
p53, REB e GSTT1 Arg/Prol + Prol/Prol + AG + GSTT1-nulo 0,0070 S

p53, REB e CYP1Al Arg/Prol + Prol/Prol + AG + + W1/m1 + m1/m1 1,0000 NS
p53, GSTM1 e GSTT1 Arg/Prol + Prol/Prol + GSTM1-nulo + GSTT1-nulo 0,0192 S
p53, GSTM1 e CYP1Al Arg/Prol + Prol/Prol + GSTM1-nulo + W1/m1 + m1/m1 0,0008 S
p53, GSTT1 e CYP1Al Arg/Prol + Prol/Prol + GSTT1-nulo + W1/m1 + m1/m1 0,0059 S

PROGINS, GSTM1 e GSTT1 AL/A2 + A2/A2 + GSTM1-nulo + GSTT1-nulo 0,0963 NS
PROGINS, GSTT1 e CYP1Al AL/A2 + A2/A2 + GSTT1-nulo + W1/m1 + m1/m1 0,0029 S
REB, GSTM1 e GSTT1 AG + GSTM1-nulo + GSTT1-nulo 0,0042 S
REB, GSTT1 e CYP1Al AG + GSTM1-nulo + W1/m1 + m1/m1 0,0007 S
CYP1Al, GSTM1 e GSTT1 W1/m1 + ml/m1 + GSTM1-nulo + GSTT1-nulo 0,0011 S

PROGINS, GSTM1 e CYP1A1l AL/A2 + A2/A2 + GSTM1-nulo + W1/m1 + m1/m1l 1,0000 NS
REB, GSTM1 e CYP1A1 AG + GSTM1-nulo + W1/m1 + m1/m1 0,0014 S

* Teste G; S = Significativa; NS = Nao-significativa.
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