el
Cg{mésllniﬂéa UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
DE GOIAS MESTRADO EM GENETICA

ANALISE DO POLIMORFISMO DO GENE P53 EM PACIENTES COM
CLINICA DE ENDOMETRIOSE ASSOCIADO A INFERTILIDADE

CIRCONCISTO LAURENTINO RIBEIRO JUNIOR

Dissertacéo apresentada a0 Programa de
P6s-Graduagdo Stricto Sensu em Genética
da Universidade Catdlica de Goids como
requisito parcial a obtencdo do Titulo de

Mestre em Genética.

ORIENTADORA: ProfaDr2K atia Karina Verolli de Oliveira Moura

Goiania, GO
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



) - 1

UNIVERSIDADE UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
E!,!:g!!ca MESTRADO EM GENETICA

ANALISE DO POLIMORFISMO DO GENE P53 EM PACIENTES COM
CLINICA DE ENDOMETRIOSE ASSOCIADO A INFERTILIDADE

CIRCONCISTO LAURENTINO RIBEIRO JUNIOR

ORIENTADORA: ProfaDr2K atia Karina Verolli de Oliveira Moura

Goiania, GO
2009



Dedico este trabalho ao Meu Deus pela
capacitacdo, aos meus pais pelo exemplo de
vida e luta, e & minha familia (Fabiana, Ana

Beatriz e Felipe) pelo apoio incondicional.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer imensamente a todos os professores e colegas de mestrado
pelo privilégio da convivéncia e pel os preciosos ensinamentos ministrados.

Ao Dr. Rui Gilberto Ferreira da Clinica Fértile pela parceria nas cirurgias de
videol aparoscopia e pela troca de experiéncias de sempre.

A colega Jds T. Arruda e a todos do laboratério que me auxiliaram muito com a
parte prética da pesguisa e pelo auxilio durante toda confeccdo do trabal ho.

E de forma especial gostaria de agradecer muitissimo a Prof2 Dr2 Kétia Karina
Verolli de Oliveira Moura, minha orientadora, que com sua extrema competéncia e
sabedoria me conduziu durante este periodo importantissimo da minha formacéo académica

com grande brilhantismo.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS. ... Vil
LISTADE TABELAS . ... e X
LISTA DE ABREVIACOES........ooiieicecteeeeeeee et X
RESUMO . ... e Xii
ABSTRACT .t Xiii
1-ENDOMETRIOSE..... .o eeees 14
1.1-INTRODUGAO. ......ooiceieiieteceeeeeeeee ettt en e, 14
3 I I T 1 0 o~ T J R 14
1.0.2— HISEOMCO....eeeiiiiiiiieeiee ettt 14
1.2-REVISAO LITERARIA. ......cootiiiiiiiitteeieie e 15
2 e =t 0T 1= 0 1] (o o - T 15
L1.2.0.0- 1AAAE.... e 16
1.2.1.2- Antecedentes obstétricos e ginecolOgiCoS..........ccceeeeeveevveeeeninnnns 16
1.2.1.3- FUMO...oiii e 17
1.2.1.4- AtiVIdade fISICA.........uveeeeeiiiiiiiii e 18
1.2.1.5- Antecedentes familiares...........ccovevviiiiiiiieiiie e 18
e 1 T0] o =Y (oo =] o - VA 19
1.2.2.1- Origem MUNEeriana............ccoveeuuuuiiiiiiiie e 19
1.2.2.2- Metaplasia CelOMICA..........cceeeeeiieiiiieeeee e e 19
1.2.2.3- MenstruaGao retrOgrada...........ueeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeieiiiiiens e e e e e e e e 20
1.2.2.4- Disseminacao lINfAtiCa..........ueiiiiiieeie e 20
1.2.2.5- Disseminacao hematogeniCa..............ceverurrurmuniiiiieiieeeeeeeseeeeieenennns 20

1.2.2.6- TEON@ iatrOgENICA. ......cvvvvririiiiiiiiee e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eaaees 20



1.2.2.7- TEONA COMPOSTA. ....cciiiieeeeiiiiiiiees e e e e e e e e e e ee et e e e e e e e eaaees 21

1.2.2.8- Fatores endOCrin0S € ParacriNOS...........uuuuuuiieseereeeeeeeereereeesrnnnnnnns 21
1.2.2.9- Alteracdes do sistema imunolOgiCo...........cceeeeeeeiieeeeeeiiiieieiiiiiinnnns 21
1.2.2.10- FatOres geNELICOS. ... cciiiiieeeeeeeieeieeeeeeete s e e e e e e e e e e aeeeeeeeaeeneenes 22

1.2.3- Endometriose — DiagNOSLICO.........euvuuriniiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25

1.2.3.1- DiagnOStiCO ClINICO.......ccceeeeiieeeeeeieie e 25

1.2.3.2- Diagnostico laboratorial..............coovvvviiiiiiiiiiiiieie e, 27
IZRCRC TN BIF=To g [ 1S3 i oTo I oTo] g Ta g F=Te =T o ¢ IS 28
1.2.4— Endometriose — ClasSifiCaCa0.............cccvvvererriiiiiiiiii e ee e 40
1.2.5—- Endometriose e infertilidade.............cccccoiiiiiiiini e 40
1.2.6- Endometriose € tratamento..........c.uvvveeeiiiiiiiiie e 43
1.2.6.1- Tratamento expectante e SiNtOMALICO..........cceeveirieeeeeeeriiireeiiieennns 43
1.2.6.2- Tratamento CIrlUrgiCO.........ccevvevrrrerreiiiiieeneeeeeeeaaeeeeee e 43
1.2.6.3- Tratamento clinico complementar............cccccvvviiiiiiiiiieeeeeee e 45
1.2.6.4- RECOIMENCIAS. ....ceiiieeeiiiieeieii bttt e e e e e e e e e e e e e 46
L 2.7-P53 ettt ettt 47
1.2.7.1- ProteiNa P53 .ot a7
1.2.7.2- Proteina p53. FUNGAO. .......cocuuiiiie et 49
1.2.7.3- Controle da expressao de P53.........ooiiieiiiiiiimiiiiiaaeee e ee e eeeeeeeeens 50
1.2.7.4- Perda da funcd@o da proteina p53..........ccvveiiiiiieeeeiiiiiiiiesiiieneee 51
1.2.7.5- Heterozigozidade de p53.........ooeiiiiiiiiiiiiiieeee e 52
1.2.7.6- PolimorfisSmo de P53......ceeieiiiiiiiie e 53
1.2.7.7- A proteina p53 € @ endomMEetrioSe..........ccovccmvviiiiiiiiiiiiieeiee e 53



2.1- OBIETIVO GERAL......cooiiii 55

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS........oivieiieveeeeeeeee e enen e, 55
3- METODOLOGIA. .......ovveeeieieeeeeeeeseeeeeee et ss st nes s s 56
31— CaASUISTICA. ...cevvriie e e eeeei e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeens 56
3.2- ANAlISE MOIECUIAT.........cceiiiii e 58
3.3— ANAliSe eStatiStiCa........cccvvviiii e 60
A— RESULTADOS......cooiiieieteteee e ettt ses et n s 61
B DISCUSSAOD......c.ciitiiitiietectete ettt ettt sttt en e 69
B CONCLUSAO. ......cciieiiiicteeee ettt 73
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........c.ccootiiiieeiceeieeeee e 74

ANEXOS ... 83



LISTA DE FIGURAS

Figura 01: Cistos endometriGticos caracteristicos presenca de ecos de baixa amplitude e

homogéneos. (Fonte: Abr&o, 2000). Pagina 29

Figura 02: Doppler. Endometriomas com hipervascularizagdo (setas) na periferia do

nodulo - preenchendo os cistos pode ser observada (setas). (Fonte: Abrdo 2000). Pagina 31

Figura 03: Ressonancia Magnética — Endometrioma ovariano bilateral (setas). (Fonte:
Abrdo, 2000). Pagina 33

Figura 04: Lesdes enrugadas pretas. Foram descritas uma figura difusa de fibrose como
“cléssico” e“tipico”. (Fonte: Martin et al.,2007). Pégina 35

Figura 05: Peguenos pdlipos rosa e pontos brancos. As lesbes avermelhadas apresentam
400 micras de didmetro. (Fonte: Martin et al., 2007). Pagina 36

Figura 06: Agrupamento de endometriose vermelha no corno tubério. (Fonte: Martin et
al., 2007).
Pagina 36

Figura 07: Quando é&reas cicatriciais brancas sdo associadas com pdlipos vermelhos

geralmente € endometriose. (Fonte: Martin et al., 2007). Pagina 37

Figura 08: Pdlipos claros e vesiculas pode ser endometriose. Estas lesbes sd0 notadas
lateralmente atuba direita. (Fonte: Martin et al., 2007). Pagina 37

Figura 09: Endometriose em fundo ligamento Utero-sacro. (Fonte: Martin et al., 2007).

P4gina 38

Figura 10: Endometrioma ovariano. Sangramento “achocolatado”. (Fonte: Martin et al.,

2007). Pagina 39
Vil



Figura 11: Desenho esquematico da proteina p53, mostrando a localizacdo de regides
distintas com diferentes funcbes. Cada dominio € responsavel por uma determinada funcéo

da proteina p53 (Fonte: Oliveira, 2005). Pagina 48

Figura 12: Foto do gel de agarose a 2% corado com Brometo de etidio, evidenciando as
bandas referentes a cada primer utilizado na andlise do polimorfismo do codon 72 do
gene p53. Linha 1. heterozigoze PRO/PRO; linha 2: heterozigoze PRO/ARG; linha 3:
homozigoze ARG/ARG. Marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen). Pagina 59

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela |. Sequéncia dos primers analisados nas amostras de DNA em pacientes com
endometriose, com ou sem infertilidade. Goiania, 2008. Pagina 59.

Tabela 11 — Frequéncia dos aelos ARGININA E PROLINA e os grupos do estudo
(pacientes com endometriose): | (inférteis) ell (férteis). Goiania, 2008. Pagina 61.

Tabela Il - POR QUEIXA —Diferenca entre as queixas das pacientes com endometriose:
(DOR/SANGRAMENTO, INFERTILIDADE + DOR/SANGRAMENTO ou
INFERTILIDADE) com os alelos avaliados. Goiania, 2008. Pagina 62.

TabelalV - POR INTENSIDADE DE DOR PELVICA — Diferenca entre aintensidade da
dor pélvica(LEVE/MODERADA ou INTENSA) com algumas variaveis em pacientes com
endometriose. Goiania, 2008. Pagina 63.

Tabela V- POR CLASSIFICACAO- Diferenca entre a classificacio das pacientes com
endometriose (GRAU 1/1l) ou (GRAU IIl ou IV) com as variaveis pesquisadas. Goiania,
2008. Pagina 65.

Tabela VI- POR TRATAMENTO CLINICO ASSOCIADO - Diferenca entre a prescricio
de tratamento clinico posterior acirurgia e os aelos estudados em grupo de pacientes com

endometriose com ou sem infertilidade. Goiania, 2008. Pagina 66

Tabela VIl — Correlagdo entre as variaveis estudadas e 0s grupos de pacientes com

endometriose avaliadas:. | (inférteis) ell (férteis). Goiania, 2008.Pagina 67

Tabela VI — Classificacdo | aparoscopi ca da endometriose. Pagina 84.

Tabela | X. Descricdo |aparoscopica dos locais af etados pela endometriose . Pagina 85.



LISTA DE ABREVIACOES

a.C.- Antesde Cristo

ACHO- Anticoncepcional hormonal oral

AM P-D- Acetato de medroxiprogesterona de deposito
AT- Ataxiatelangiectasica

c-Abl- Recurrent splicing variant without

CCC- Citosing, citosina, citosina

CGC- Citosina, guanina, citosina

C-terminal- Carboxi-terminal

CYPs- Citocromo p450

d.C.- Depoisde Cristo

17p- Brago curto do cromossomo 17

DNA- Acido desoxirribonucléico

DNA-PK - Proteinas cinases ativadas por fita dupla de &cido desoxirribonuclé co
EDTA- Acido etilenodiamino tetra-acético

GnRH- Horménio liberador de gonadotrofina
GSTM1- Glutationa S-transferase M1

GSTs- Glutationa S-transferase

GSTT1- Glutationa S-transferase theta 1

HAT - Histona acetil-transferase

HC-FM USP- Hospita das Clinicas da Faculdade de Medicina de S&o Paulo
HDM 2- Gene Humano double minute 2

Kb- Kilobase



L H- Horménio Luteinizante

L UF- Sindrome da |uteinizac&o do foliculo ndo-roto
M DM 2- Gene Murino double minute

M spl- Polimorfismo do gene receptor de estrogénio
N-ter minal— Amino-terminal

P53- Proteina p53

p53- Gene p53

pb- Pares de base

PCR- Reacdo em cadeia de polimerase

% - Porcentagem

PRO/72 — Alélo prolinano cédon 72

PROGINS- Gene dos receptores de progesterona
p13.2- braco curto regido 1 banda 3, sub-banda 2
P21- proteina p21

RNAs- Acidos ribonucléicos

SNPs- Polimorfismo de nucleotideos unicos

(T— C) — Transicéo de uma Timina para uma citosina

Waf1- Inibidora de cinases dependentes de ciclinas



RESUMO

A endometriose é conceituada como a presenca de tecido endometrial ectépico, com
histologia e funcdo semelhante a0 endométrio normalmente situado. No entanto, a
explicagdo para a implantacdo do tecido endometrial em determinadas mulheres ainda é
desconhecida. O grau do comprometimento da endometriose baseia-se num sistema de
pontos proposta pela American Fertility Society (1978), hoje denominada American
Society for Reproductive Medicine com base nos achados de laparoscopica. A intencéo
deste estudo foi determinar a freqiéncia do polimorfismo do p53, cédon 72, em dois
grupos de pacientes com endometriose e outros sintomas da doenga. O estudo incluiu 38
amostras de sangue periférico de mulheres submetidas a videolaparoscopia com
diagnostico confirmado de endometriose. As pacientes foram divididas em dois grupos de
19 mulheres cada, um com infertilidade e o outro n&o. O polimorfismo foi avaliado por
PCR. Os dados foram submetidos a andlise estatistica sendo usado o teste de qui-quadrado
e Odds Ratio. Dos pacientes que sO tiveram dor e/ou sangramento sem infertilidade,
09(47,3 %) eram arginina homozigoto e 10(52,6%) eram prolina homozigoto ou
heterozigoto. Das pacientes que apresentaram infertilidade associado a dor e/ou
sangramento 12(100%) era prolina homozigoto ou heterozigoto. Das pacientes que
queixavam apenas de infertilidade, 05 (71,4%) eram arginina homozigoto e 02 (28,6%)
prolina homozigoto ou heterozigoto. Correlacionando intensidade da dor, 04(23,5%) com
aelo prolina (homozigoto ou heterozigoto) informaram dor leve e€/ou moderada e
20(95,5%) dor intensas. Todas essas diferencas foram estatisticamente significativas
(p=0,003). Em intensidade da dor relacionado com a classificagdo laparoscopica foi
encontrado o seguinte: 08(50%) pacientes que tiveram dor leve e/ou moderada tiveram
classificacdo | ou Il e 08(36,4%) foram incluidos na classificacéo 111 ou V. Das pacientes
com dor intensa, 08(36,4%) foram incluidas na classificacdo | ou Il e 14 (63,6%) em Il ou
IV. Conclui-se que a presenca do aelo prolina (homozigoto ou heterozigoto) estd mais
relacionado com pacientes com endometriose e com quadro clinico mais severo da doenca.

Palavras chaves. p53, endometriose, polimorfismo do cédon 72.

Xii



ABSTRACT

Endometriosis it is considered as the presence of ectopic endometrial tissue, with similar
histology and function to the endometrium usually located. However, the explanation for
the implantation of the endometrial tissue in certain women is still unknown. The
determination of the degree of compromising of the endometriosis is based on a system of
points proposed by American Fertility Society finds of the laparoscopy. Endometriosisis a
disease that occurs mainly in women in reproductive age. The disease can be related with
infertility in 30% to 40% of the cases. The possible mechanisms as the endometriosis as
cause of the infertility are: (a) interference with the sexual function (dyspareunia, reduction
of the frequency of sexua intercourse). (b) Interference with the ovulation: (anovulation;
deficient luteal phase and luteinization phase. The aim of this study was to determine the
frequency of p53 polymorphism codon 72, in two groups of patients with endometriosis
and other symptoms of the disease. The study included 38 peripheral blood samples from
women submitted to videolaparoscopy that confirmed endometriosis. The patients were
divided into two groups of 19 women each, one with infertility and the other not. The
polymorphism was evaluated by PCR. The data were submitted to statistical analysis using
the chi-square and odds ratio tests. Of the patients who only had pain and/or bleeding
without infertility, 09 (47.3%) were arginine homozygous and 10 (52.6%) were proline
homozygote or heterozygote. Of those who presented with infertility associated with pain
and/or bleeding, 12 (100%) were proline homozygous or heterozygous, and in those with
only complaint of infertility, 05 (71.4%) were arginine homozygous and 02 (28.6%)
proline homozygous or heterozygous). In correlating pain intensity, 04 (23.5%) women
with the proline alele (homozygous or heterozygous) reported slight or moderate pain and
20 (95.5%) intense pain. All these differences were statistically significant (p= 0.003). In
relating pain intensity to laparoscopic classification, the following was found: 08 (50%)
patients who showed dlight or moderate pain had a classification | or |1 and 08 (50%) I11 or
V. Of those with intense pelvic pain, 08 (36.4%) were included in classification | or 11 and
14 (63.6%) in 111 or 1V. The proline alele (homozygous or heterozygous) is linked more to
patients with infertility and with a more severe clinical picture.

Key words. p53, endometriosis, codon 72 polymorphism.
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1- ENDOMETRIOSE

1.1- INTRODUCAO
1.1.1 - Definicao
A endometriose é definida pelo aparecimento de focos ectopicos, extra-uterinos de
tecido endometrial com caracteristicas glandulares e/ou estromais idénticos aos da
cavidade. E uma patologia de diagndstico histoldgico, devendo o mesmo confirmar as
suspeitas clinicas e os achados macroscopi cos encontrados em cirurgias (Abréo, 2000).
Esta doenca pode afetar varios 0rgaos (peritdnio pélvico, trompas, ovarios, tecido
subcuténeo, mucosa nasal, trato urinério, pulmdes, musculatura diafragmética, figado,
baco, intestinos, coragéo, etc.), sendo por isso mesmo denominada atualmente de multi-

sistémica (Ranney, 1980).

1.1.2—Historico

A primeira descricdo dos sintomas caracteristicos da endometriose bem como o
tratamento para as ateragGes menstruais provocados pela doenca teria ocorrido em 1600
a.C. através do Papiro Egipcio de Ebers (Nakata et al., 2004) e 1835 d.C. Cruveilhier faz
referéncia alesdes cisticas de anexos, Utero e vagina (Baranovaet al.,1987).

Em 1860 d.C. Carl Von Rokitansky, na Alemanha, segundo a maioria dos estudos,
fez a primeira descricdo patolégica de um caso de endometriose quando deparou com a
presenca de tecido semelhante ao endométrio, ectopico, em pecas de necropsia (Giordano,
1998).

Sampson em 1927 apds outros estudos sobre a doenga descreveu a endometriose da

forma como € conhecida atualmente e sugeriu a menstruacéo retrégrada como provével
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etiologia apos observar sangue saindo pelas tubas uterinas e no lUmen das trompas de
mul heres operadas durante a menstruacéo.

Essa teoria ainda é bastante utilizada para explicar a origem da doenca. Ela propoe
que as células endometriais viaveis, uma vez descamadas ap0s a menstruagéo, acancariam
por refluxo, via tubas uterinas, a cavidade peritoneal, com conseqlente implantacdo e
crescimento local, umavez que macréfagos peritoneai s de pacientes com endometriose néo
apresentam capacidade de digerir eficientemente o refluxo menstrual (Chaco et al.,1987).

Mas narealidade € uma doenca que gera muitas incertezas quanto a sua etiologia, na
medida em que existem diferentes teorias, embora nenhuma delas permita explicar todos
0s casos e todas as localizagdes. O encontro de focos ectdpicos seria consequéncia de

multiplos fatores causais (Hame, 1984).

1.2- REVISAO LITERARIA
1.2.1 — Epidemiologia

E uma sindrome ginecoldgica relativamente comum na populagio geral, podendo
afetar 18% das mulheres em idade reprodutiva, produzindo, em muitas destas, sintomas
debilitantes como dismenorréia, dor pélvica crénica, dispareunia e reducdo da fertilidade
(Strathy et al., 1982). Entretanto, quando considerado somente as pacientes com dor
pélvica e com infertilidade, a incidéncia de endometriose sobe para 87% (Ozawa et al.,
1982).

Um estudo importante sobre a epidemiologia da endometriose foi realizado por
Mathias et al (1996), em que enviaram 5263 guestionarios para mulheres com idade entre
18 e 50 anos e foram obtidos os seguintes resultados. 14,7% das entrevistadas eram
portadoras de dor pélvica cronica e destas, 61% ndo tinha causa definida e 45%

informaram diminuic¢éo da capacidade de trabalho em fungdo da dor.
15



Outro estudo que complementa os resultados obtidos no primeiro é o realizado por
Velebil et al. (1995) que relata que a endometriose € a terceira principal causa de

internacdo relacionada a disturbios do aparelho reprodutor em mulheres entre 15 e 44 anos.

1.2.1.1- Idade

A doenca esta relacionada ao periodo reprodutivo da mulher, uma vez que o
estrogénio se faz necessario para o desenvolvimento da doenca. Em casos raros a doenca
pode ser identificada em mulheres fora deste periodo. Moen et al. (1997) estimaram que
2% das mulheres entre 40 e 42 anos apresentavam esta patol ogia.

JaReese et al. (1996) fizeram um acompanhamento 67 pacientes entre 11 e 19 anos
com dor pélvica cronica, sem melhora com tratamento clinico e que foram submetidas a
laparoscopia. Neste estudo, foram encontrados 73% de achados compativeis com
endometriose, sendo em sua maioria no estadio | segundo a classificagdo da American
Society of Reprodutive Medicine revisada em 1986. Vale ressaltar que ndo existem dados
que indiquem relacdo entre idade da paciente e gravidade da doenga. Segundo um estudo
realizado no ambulatério de ginecologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S0 Paulo, no periodo compreendido entre 1992 a 1999,
foram avaliadas 244 pacientes entre 17 e 60 anos com diagnostico definitivo de
endometriose e aidade que mais se repetiu entre as pacientes foi de 32 anos (Abré&o, 2000).

Segundo Hadfield et al. (1996), o tempo médio entre o inicio dos sintomas e 0

aparecimento da doenca € de 11,7 anos nos Estados Unidos e 7,9 anos no Reino Unido.

1.2.1.2 - Antecedentes obstétricos e ginecol 6gicos
Em relagcdo aos antecedentes obstétricos é observado que a protecdo progestacional

fisiolégica que ocorre durante a gestagcdo faz com que a incidéncia da doenca seja maior
16



em pacientes nuligestas. Pacientes multiparas apresentam menor incidéncia, permanecendo
em niveis de 3% a 4% segundo trabalho realizado por Sangi-Hagypeykar e Poindexter em
1995, que ao realizar laqueadura tubaria laparoscopica em 3.384 mulheres multiparas,
encontraram somente 126 (3,7%) casos de endometriose.

Na avaiacdo da infertilidade, estima-se que em 30% a 50% das situagdes exista
correlacdo entre esterilidade e endometriose, porém sem uma explicacéo bem estabelecida.
S80 necessarias, quando se avalia esta relacéo, as mulheres assintomaticas, serem usuérias
de contraceptivos ou mesmo ndo possuir vida sexual. Um trabal ho realizado por Dmowski
et al. (1997) dividiu pacientes em dois grupos. 357 pacientes com dor pélvica e
endometriose e 336 pacientes com infertilidade e endometriose e concluiram gque existem
diferencas demograficas e epidemioldgicas nestes dois grupos na medida em que o
primeiro se compde de pacientes mais jovens, com menor grau de instrucdo, com histéria
familiar da doenca, mais sintométicas e maior tempo entre o inicio dos sintomas e a época
do diagnostico, refletindo a provavel progressdo da doenca (Abr&o, 2000).

Em razéo da maior exposi¢do da paciente a0 estrogénio, é comum encontrar maior
guantidade de casos de endometriose entre as mulheres que tiveram puberdade precoce
(desenvolvimento de caracteres sexuai s secundarios entre 8,5 e 13 anos), entre as nuliparas
e entre aguelas com menopausa tardia (apos 55 anos). Nos estudos de Parazzini et al.
(1989), foram relatados o efeito protetor encontrado nas pacientes com menarca acima dos
15 anos. No trabaho de Matorras et al. (1995), as pacientes estudadas que apresentavam
endometriose tendiam a apresentar ciclos menstruais com intervalos maiores (acima de 35

dias) e com maior duracdo (acimade 6 dias).

1.2.1.3- Fumo

Mulheres tabagistas com consumo acima de 20 cigarros por dia apresentam niveis de
17



estrogénio circulante menor e, por consequiéncia, uma menor incidéncia de endometriose.
Este resultado, porém, ndo foi encontrado em todos os estudos, havendo diferencas entre os
trabalhos. Por exemplo, segundo Cramer et al. (1986), mulheres tabagistas que haviam
iniciado o habito antes dos 17 anos e que fumavam pelo menos 20 cigarros ao dia
possuiam uma menor incidéncia de desenvolver endometriose quando comparadas a
mulheres sem esse perfil de habito. Ja no trabalho de Parazzini et al. (1989), essa diferenca

nao foi encontrada.

1.2.1.4 - Atividadefisica

A atividade fisica teria um efeito protetor dependendo da época de inicio e da
freqliéncia por reduzir os nivels de estrogénio circulante nas praticantes. Teria também um
beneficio adicional, na medida em que melhora a imunidade das pacientes que a praticam

de formaregular (Cramer et al., 1986).

1.2.1.5 - Antecedentes familiares

A histéria familiar da endometriose apesar dos resultados conflitantes pode ser
explicada por fatores genéticos e também pela exposicéo das mulheres a estilos de vida
semelhantes (Velehil et al., 1995). Um estudo que confirma a positividade da histéria
familiar na génese da endometriose foi realizado por Moen e Magnus (1995), em que
foram entrevistadas 515 pacientes com endometriose confirmada por cirurgia e 149
pacientes, com pelve normal documentadas, através de cirurgia de esterilizacdo tubaria
laparoscopica. Os autores encontraram uma tendéncia estatisticamente confirmada de
maior frequéncia de manifestagcbes sugestivas de endometriose naguelas pacientes com
histéria familiar. Este estudo relatou ainda a existéncia de oito gémeas monozigéticas, das

quais, seis (75%) tiveram endometriose documentada cirurgicamente.
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A epidemiologia da endometriose € chela de dados conflitantes, mas de uma forma
geral, € possivel que o estresse da vida moderna com a consequiente repercussao no sistema
imunol 6gico, a precocidade da menarca, a reducéo da paridade e a postergacdo da primeira
gestacdo estggam envolvidas no surgimento da doenca. De todo modo, fica implicito a
necessi dade de mais estudos epidemiol 0gicos que possam elucidar essas duvidas, dentre as
muitas que pairam sobre a endometriose, desde sua fisiopatologia até seu tratamento

(Abrzo, 2000).

1.2.2 — Etiopatogenia

Com relacdo a todas as teorias propostas para 0 surgimento da endometriose
podemos agrupé-las em seis etiologias:
1.2.2.1- Origem Milleriana

Transformagdo de restos embrionarios em que a endometriose se originaria da
transformagdo dos restos do sistema de Wolff e Miuller, baseando-se em estudos
histol 6gicos e locaizagdo das lesbes em regides anatomicamente proximas aos ductos de

Wolff ou de Mller (Russel, 1899).

1.2.2.2 - Metaplasia celdmica

O epitélio celdmico se transformaria em glandulas e estromas endometriais (Meyer,
1919). Baseia-se no fato de serem 6rgdos genitais, entre eles 0 endométrio e o peritdnio,
oriundo embriologicamente do endotélio celdmico, tendo estes a capacidade de se
diferenciarem de elementos millerianos como o endométrio, a partir de estimulos
hormonais exagerados. Acredita-se que essa sgja uma provavel causa da endometriose do

septo retovagiana (Donnez, 1989).
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1.2.2.3 - Menstruacao retr ograda

E uma das teorias mais citadas e aceitas para explicar a origem da endometriose,
propondo que implantes ectopicos sdo desenvolvidos a partir de um fragmento de
endométrio que, em funcdo do fluxo menstrua retrogrado extravasam através das tubas
uterinas para a cavidade peritonea e ai se aderem (Sampson, 1921). Apesar de que em
cirurgias laparoscopicas € comum o encontro de sangue na cavidade peritoneal, teoria
ndo explica o porqué nem todas as mulheres que apresentam a menstruacéo retrograda
desenvolvem endometriose e nem a presenca de focos da doenca em regides localizadas

fora da cavidade pélvica (Braun et al., 1992).

1.2.2.4 - Disseminacéo linfatica

A partir do encontro de tecido endometrial na parede de vasos linfaticos e em
linfonodos da regido pélvica foi postulado essa teoria para explicar o encontro de focos de
endometriose em locais como a parede pélvica e a regido inguinal. Teoria descrita por

Halban et al. (1925) .

1.2.2.5 - Disseminacao hematogénica

De modo semelhante a teoria da disseminagdo linfatica, o encontro de focos de
tecido endometrial viavel na parede de vasos sanguineos, bem como o fato de que os vasos
no periodo menstrual sGo mais permeaveis, essa teoria tenta postular o encontro da
endometriose em locais distantes, como pulmao, vulva, pulméo e bago. Teoria descrita por
Sampson (1927).
1.2.2.6 — Teoriaiatrogénica

E uma teoria ndo aceita universalmente, em que se encontram focos de endometriose
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em cicatrizes de cesariana e episiotomias, tavez justificada pelo uso de material

“contaminado” por tecido endometrial. Teoriadescrita por Greenhill (1942).

1.2.2.7 — Teoria composta

Essa teoria se baseia no reconhecimento de que nenhuma das explicacdes
encontradas para o surgimento da doenca é suficiente para explicar os diversos locais em
gue a mesma pode ser encontrada. Dessa forma, a endometriose ndo seria explicada por

apenas umateoria, mas pelo conjunto de todas. Teoria descrita por Javert (1949).

1.2.2.8 - Fatores endécrinos e par acrinos

Basela-se no fato de que endometriose sgfa uma doenca dependente de estrogénio.
Essa teoria tenta explicar por que fatores como a primeira gestacéo tardia, menarca
precoce, baixa paridade estariam relacionadas a uma maior incidéncia da doenca (Metzger

e Haney,1989).

1.2.2.9 - Alteragdes no sistema imunol égico

Existem evidéncias que sugerem que a endometriose estgja intimamente associada a
ateracOes do sistema imunoldgico. A elevagdo das células B e adiminuicdo das células T
reativas em pacientes com endometriose sugerem a possibilidade de uma reacdo antigeno-
anticorpo anormais nestas paci entes.

AlteracGes na imunidade humoral e celular interfeririam no processo de fertilizagéo
e implantacdo. Em mulheres com endometriose, 0 percentual de linfécitos no sangue
periférico € normal, mas sua producdo de interleucina-l esta aumentada. No entanto, €
encontrado um aumento de macréfagos peritoneais em nlmero, concentracéo e atividade

funcional, implicando em um aumento da secrecdo de citocinas, prostaglandinas,
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capacidade fagocitaria, enzimas, fatores de crescimento, entre outros. Isto € demonstrado
pelo aumento nos niveis de emissdo de quimiluminescéncia (uma técnica laboratorial para
detectar a presenca destas substancias em nivel celular). A presenca de um maior nimero
de macrofagos peritoneais — mondcitos intravasculares que migram para a cavidade
peritoneal — principalmente os ativados maduros e grandes, com maior capacidade
fagocitéria, pode interferir no processo reprodutivo de vérias maneiras: pela fagocitose de
espermatozdéides; diminuicdo da sua mobilidade; impedimento da capacitacéo de oocitos e
pela diminuicdo da sobrevivéncia dos embrides. Também se encontram uma maior
citotoxidade dos linfocitos periféricos e macrofagos peritoneais em pacientes inférteis
comparada com pacientes férteis. Curiosamente esta citotoxidade encontra-se diminuida

em pacientes com endometriose severa quando comparada aleve (Abreu, 2005).

1.2.2.10 - Fator es genéticos

Multiplos estudos tém demonstrado uma tendéncia familiar ou racial na ocorréncia
da endometriose (Velebil et al., 1995).

O estresse oxidativo tem sido apontado como fator potencial envolvido na
fisiopatologia de endometriose. A producdo de espécies reativas de oxigénio pelo fluido
peritoneal parece estar aumentada em mulheres com a doencga e a expressdo alterada de
enzimas envolvidas na defesa contra o estresse oxidativo também ja foi observada no
endométrio de mulheres com esta condi¢do. A producdo excessiva de espécies redtivas de
oxigénio pode também ser resultado da exposicdo a compostos ambientais que rompem o
balanco entre pré-oxidantes e antioxidantes (Nakata et al., 2004).

E possivel que polimorfismos genéticos em enzimas envolvidas na producio e
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eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, bem como naquelas que participam da
ativacdo e detoxificagcdo de compostos exdégenos (xenobidticos), modulem os niveis de
biomarcadores de dano oxidativo (Hong et al., 2002).

A maquinaria de metabolizagcdo xenobidtica possui dois tipos de enzimas: as de
metabolismo oxidativo mediado, ou de fase I, e as enzimas conjugadas, ou de fase II.
Muitos compostos sdo convertidos a metabdlitos altamente reativos pelas enzimas
oxidativas de fase I, principalmente enzimas da superfamilia do citocromo P450 (CY Ps).
Em contraposicdo, as reacOes de fase Il envolvem a conjugacdo com um substrato
endégeno, por meio da glutationa S-transferase (GSTs), UDP-glucoroniltransferases
(NATs), que agem como enzimas inativadoras dos produtos de fase I, tornando os
metabdlitos hidrofilicos e passiveis de excressdo (Rossit et al., 2000).

Dentre as enzimas GSTs mais conhecidas estdo as GSTT1 e GSTM1. O gene
GSTM1 é polimorfico na populagdo humana, com dois aelos funcionais ativos que
apresentam a mesma eficiéncia metabdlica e um alelo com atividade nula. Este Ultimo ndo
sintetiza seu produto protéico devido a grande delegdo no gene. Homozigotos para o aelo
GSTM1 nulo so considerados grupo de risco, principamente se expostos a elevados
nivels de carcinégenos e compostos quimicos, devido ao defeito enzimatico em seu
sistema de detoxificagdo (Baranova et al., 1987). Assim como o gene GSTM1, o GSTT1
também € polimorfico na populagdo humana, podendo apresentar fendtipo nulo por
delegéo.

Em relagdo as CYPs, uma das mais extensivamente estuda € a CYP1A1. Um
polimorfismo de restricdo Mspl, com transicdo de umatimina para citosina (T—C), parece
promover aumento de sua expressao (Arvanitis et al., 2001). Desse modo, diferencas
genéticas na regulacdo, expressdo e atividade dos genes de fases | e Il pode ser o fator

crucia na susceptibilidade a certos tipos de doencas (Rossit et al., 2000). Realmente,
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polimorfismos em genes do biometabolismo tém sido identificados em inUmeras
popul agdes e relacionados com neoplasias de pulmao, fibrose cistica, bronquite cronica e
endometriose (Linhares et al., 2005).

Alguns autores ja demonstraram que 0s receptores de estrogénio estdo presentes de
forma exagerada em implantes de endometriose. Também foram descritos defeitos nos
receptores de progesterona (Bergqvist et al., 1995; Nisole et al., 1997). E a anormalidade
do efeito progestacional no endomeétrio topico e no ectopico estaria relacionada com as
alteracbes promovidas pela doenca. A maior secrecéo de colagenases, bem como a menor
expressao de seus fatores inibidores, a secrecéo de peptideos angiogénicos, o controle do
ciclo celular e ametabolizacéo dos estrogénios nas células endometriais sdo, como se sabe,
regulados pela progesterona. Alteraces de sua funcdo podem, portanto, facilitar o
surgimento da doenca porque num sentido amplo, deixam de antagonizar os efeitos
proliferativos dos estrogénios (Nakata et al., 2004). As acOes bioldgicas da progesterona
s80 mediadas por duas isoformas de seu receptor, respectivamente A e B. Em seres
humanos os dois RNASs transcritos sdo gerados a partir de um Unico gene, no entanto, em
regibes promotoras diferentes. Estruturalmente as proteinas diferem apenas quanto a
presenca de 164 aminoacidos naregido N-terminal do receptor B (Carvalho et al., 2004).

No endométrio os dois tipos de receptor de progesterona S80 expressos e sua
concentragdo varia de acordo com a fase do ciclo menstrual. Entretanto parece que os
efeitos anti-proliferativos da progesterona sobre o endométrio sdo mediados
principamente pelaisoforma A. A ativagdo daisoforma B, na auséncia de receptor tipo A
leva & proliferacdo do epitélio. Portanto, havendo a predominancia da isoforma B (Mulac-
Jerevic et al., 2000), ndo ha adequada acdo da progesterona, levando-se a crer, desse modo,
que talvez esta ateracdo estgja relacionada com a génese da endometriose (Nakata et al.,

2004).
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Recentemente, varios polimorfismos do receptor de progesterona tém sido descritos.
Dentre eles destaca-se 0 polimorfismo PROGINS que consiste em uma insercéo de Alu de
306 pb no intron G entre o exon 7 e 8 do gene do receptor de progesterona humano
(Donaldson et al., 2002). Rowe et al. (1995) observaram alteraces fenotipicas decorrentes
dos polimorfismos do gene desse receptor, tanto por recombinacdo ou por ateragcdo no
splicing do transcrito primario. O polimorfismo PROGINS tem sido estudado em
associacdo com doencas que tenham relagdo com niveis de estrogénio (estrogénio-
dependentes) (Kurz et al., 2001; De Vivo et al., 2003). Wieser et al. (2002) estudaram a
freqliéncia dessa mutagdo em mulheres com endometriose; encontraram-na em 28% dos
casos e em apenas 14% das sadias. Todos os dados indicam que uma mutacdo no gene do
receptor da progesterona, seja qualquer uma das mencionadas acima, contribui para o
surgimento de doencas em tecidos horménios dependente, inclusive na endometriose
(Giordano, 1988).

A endometriose € uma doenca de origem multifatorial com componente
poligénico presente. Existe um risco definido de que possa ocorrer degeneracdo maligna e
em razdo disso, tém sido estudadas possiveis rel agdes entre variagdes genéticas de p53, em
particular do cédon 72. Neste codon, a substituicdo de um nucleotideo resulta na presenca
de arginina (Arg) ou prolina (Pro) na segqiiéncia do aminoacido. A mudanca de aminoécido
afeta propriedades bioquimicas e funcionais de p53. A variante prolina é um ativador
transcricional mais forte, enquanto a variante arginina € um maior indutor de apoptose

(Ammendolaet al., 2008).

1.2.3 - Endometriose — Diagnéstico

1.2.3.1 - Diagnéstico clinico
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O diagnostico da endometriose ndo é tdo simples, ja que muitas vezes é
assintomética e outras vezes se manifesta através de sintomas inespecificos que néo
orientam quanto a sua presenca e desse modo dificultando o diagndstico precoce e
oportuno e por consequéncia, a terapéutica de forma répida (Mclaren, 1996). Suspeita-se
de endometriose naguelas pacientes com queixa de infertilidade, dor pélvica ciclica,
especi almente exacerbada durante a menstruacdo (dismenorréia) e a dispareunia profunda.

A endometriose € uma doenca de manifestacbes clinicas variadas. Algumas
manifestacdes sdo mais frequientemente descritas (Giordano, 1998).

Dismenorréa — descrita como sintoma classico da endometriose, é secundaria e
progressiva (se agrava progressivamente) (Giordano, 1998).

Dispareunia — sintoma bastante comum, ocorrendo principalmente quando ha
comprometimento do fundo-de-saco de Douglas e do septo retovagina e quando existe
uma retroversao fixa, do Utero, associada (Giordano, 1998).

Dor a defecagdo — ocorre quando a endometriose se localiza no reto ou em suas
proximidades, sendo mais intensa durante a menstruacéo (Giordano, 1998).

Formacao tumoral — pode ser a queixa principal da paciente, principalmente no
caso de umaleséo da parede abdominal ou do perineo (Giordano, 1998).

Dor abdominal — a endometriose geralmente forma aderéncias entre Orgaos
pélvicos, produzindo dor crbnica no abdome inferior e na pelve, as vezes referida as
virilhas, quadris e coxas (Giordano, 1998).

Disturbios menstruais — observam menorragia, hipermenorragia em pacientes com
endometriose pélvica, geramente significando funcdo ovariana dterada devido a
comprometimento ovariano bilateral (Giordano, 1998).

Queixas urinarias — Cerca de 1 a 11% das pacientes com endometriose podem

apresentar envolvimento ureteral e da bexiga. Em um estudo realizado na Clinica
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Ginecoldgica do HC-FMUSP com 244 casos foi observado os seguintes sintomas em
pacientes com endometriose: dislria, polacitria, infecgdes urindrias de repeticao,
hematuria e urgéncia miccional (Abrdo, 2000).

Infertilidade — Alguns estudos classicos relatam que 6% a 58% das pacientes com
infertilidade apresentam endometriose e que 30% a 50% das mulheres com endometriose
sdo inférteis (Giordano, 1998).

A endometriose s6 pode ser confirmada por meio de observagéo direta através da
laparoscopia ou de uma laparotomia, associada a bidpsia das areas de endométrio ectopico

(Giordano, 1998).

1.2.3.2 — Diagnéstico laboratorial

Além da clinica, do exame fisico minucioso (podendo incluir toque vagina €/ou
retal), o uso de marcadores séricos tem importante papel preditivo da doenca e é de valor
no seu mango clinico. O Cal25(Antigeno associado ao cancé 125)
O glicoproteina, normamente produzida pelo epitélio das serosas, trompas de fadpio,
endométrio e endocérvix. N&o é encontrado no ovario normal; entretanto niveis elevados
sd0 encontrados no cancer de ovario, sendo usado como marcador tumoral. Sua dosagem
também pode ser detectada em outras condigdes: endometriose, gestacdo, pacientes
saudaveis, cancer de CA-125 é uma endométrio, e outras neoplasias (Abréo et al., 1997).

O CA-125circulante originario do epitélio celdmico pode estar aumentado no sangue
periférico. O CA-125 é citado como uUnico marcador tumoral de importancia no
diagnostico de endometriose nos estagios Il e 1V, especialmente quando as amostras de
sangue foram coletadas durante os trés primeiros dias da menstruagdo. O grau de elevacéo

do CA 125 varia com a severidade da doenca, sendo positiva em 8%, dos estégios I, e
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88,6% dos estagios IV. O nivel no liquido peritoneal € descrito como um indicador mais
sensivel que o0 nivel sérico, tendo valores superiores nos estégios inicias.
Os nivels séricos correlacionam com a evolucdo e caem com o tratamento clinico e
cirdrgico. E comum encontrar valores de CA 125 acima de 100 U/ml na endometriose

(Abréo et al., 1997).

As indicacbes diagndsticas e terapéuticas em pacientes com endometriose pélvica
podem ser corroboradas pela determinacdo do Ca-125 I, preditivo dos estadios I11 e IV da
doenca e dos anticorpos anticardiolipinas IgM (aCL) para caracterizar endometriose
inicial. Um valor do Ca-125 Il > 33 Ul/ml é preditivo de endometriose em mais de 70%
dos casos e acima de 100 Ul/ml é preditivo em 100% dos casos. A determinacédo
combinada de aCL (IgM) > 10MPL e proteina-C reativa (PCR) > 3 microgramas/ml ¢é
preditivo de endometriose em 98% dos casos. Quando aterados de forma isolada, tem
valor preditivo de 73% e 78%, respectivamente. A determinacdo deve ser feita entre os

diasla3dociclo (Abréo et al., 1997).

A Alfa 2 — PEG (PP14) e outros marcadores endometriais aparecem no fluido
peritonea na fase IUtea. Ocorrem a formagdo de anticorpos contra histonas, citoplasma

glandular da camada funcional do endométrio e outros antigenos (Braun et al., 1992).

1.2.3.3 - Diagnéstico por imagem
A —Ecografia

A ecografiatem sido de muita utilidade no diagndstico e segmento de pacientes com
endometriose. E isso se deve, sobretudo, apds o advento da ecografia transvaginal que apés
0 aparecimento de transdutores de dta resolucdo tém se constituido num método

complementar de baixo custo e por isso mesmo acessivel a grande parte da popul agéo.
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Os transdutores transvaginais podem ser aproximados as estruturas pélvicas e com
isso permite 0 uso de freqliéncias mais elevadas garantindo melhor qualidade na avaliagcéo
da textura dos tecidos, bem como da densidade do contetido dos cistos (Fleischer et al.,
1996).

Os ovarios se congtituem em importante sitio de localizagdo para implantes
endometriais, juntamente com o folheto posterior do ligamento largo (Kurjak e Kupesic,
1994). Com relacdo as dteracOes causadas pela endometriose nos ovarios o0s cistos
endometridides sdo os mais encontrados (Figura 1). Isso porque nas formas iniciais da
doenca com comprometimento minimo ou leve a ecografia pouco acrescenta. Estes cistos
endometridides ndo representam um cisto verdadeiramente do ovario, mas sim um
pseudocisto que repousa sobre o cortex ovariano e que, apés um pequeno foco de
hemorragia superficial na regido da fosseta ovariana, uma aderéncia débil do ovéario ao

periténio é formada sequiestrando uma quantidade variavel de tecido endometrial.
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Figura 01: Cistos endometriéticos caracteristicos presenca de ecos de baixa amplitude e
homogéneos. (Fonte: Abréo, 2000).

Posteriormente ocorre uma grande inversdo da superficie cortical ovariana

formando-se um pseudocisto, que em uma fase final sofre apenas de distensdo. Os cistos
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endometrioticos de grandes proporcdes podem também ser resultado de um envolvimento
secundario de cistos ovarianos funcionais pelo processo de endometriose (Abréo, 2000).

E importante que o médico ecografista atente para o diagndstico diferencial entre os
cistos endometridticos e outros cistos, uma vez gque o tratamento do primeiro se da por
cirurgia. A ecografia apresenta uma ata sensibilidade e especificidade (83% e 89%,
respectivamente). E essa especificidade se compara ao da ressonancia magnética (Abréo,
2000).

A descricéo caracteristica do aspecto ecogréafico dos cistos endometri6ticos seria, na
maioria das vezes dada como imagem hipoecoica, homogénea, de contornos regulares e
limites precisos, com ecos de baixa ecogenicidade (Kupfer et al. 1992).

As dteracbes que com mais frequéncia fazem diagnéstico diferencial com cistos
endometrioticos seriam: corpo IUteo hemorrégico, cistos dermoides, cistoadenomas e
cistoadenocarcinomas de ovéario (Abréo, 2000).

A endometriose localizada em tecidos extra-ovarianos apresenta limitagdes, porém,
com a melhoria dos equipamentos é possivel em alguns casos localizar a presenca de
nodul agdes em parede abdominal, reto, sigmdide, bexiga, vagina e colo uterino. E possivel
ainda se observar ateragcdes que possam ser consequéncia da doenga, tais como dilatagdo
da tuba uterina motivada por obstrucéo ou aderéncias e a presenca de liquido em cavidade
pélvica (Abréo, 2000),

E possivel se fazer segmento ecografico de pacientes portadoras de endometriose
onde se busca observar:

o Dimensdes dos endometriomas, indicando a progressao ou regressao da doenca.
o M odificacfes ecotexturais dos cistos.
o Ocorréncia de materia sélido ecogénico no interior do cisto podendo indicar novos

sangramentos.
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o Progressiva liquefacéo deste material pela observacdo de perda de sua ecogenicidade,
por vezes formando imagens “rendilhadas”.

o Alguns cistos podem se tornar completamente anecdicos durante sua evolucao.

o Em alguns casos pode se verificar a presenca de nivel liquido/liquido pela deposicéo
do sedimento em planos mais inferiores.

Na terapéutica de cistos endometridticos recorrentes ou quando o tratamento
cirdrgico ndo é desgado, a aspiracdo orientada pela ecografia representa uma alternativa
terapéutica. A técnica é simples, realizada com a paciente sob leve sedagcdo. Seu contetido
espesso pode causar dificuldade na aspiragdo, porém com irrigagdo de solugdo salina e
aspiracdo intermitente pode-se conseguir esvazia-lo. A despeito das taxas de recidiva em
torno de 53%, a aspiragdo constitui aternativa tergpéutica quando a cirurgia € indesgjada
ou contra-indicada (Abréo, 2000),

O uso do doppler colorido e pulssdo no estudo da endometriose é
relativamente recente e ainda estdo sendo redlizados estudos com a intencdo de

caracterizar aimportancia desse método no estudo da endometriose (Figura 2).

Figura 02: Doppler. Endometri (setas) na periferia do nodulo -
preenchendo os cistos pode ser observada (setas). (Fonte: Abrao 2000).
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O doppler € um método complementar a ecografia em escalas de cinzas, e visa
detectar e analisar o fluxo de sangue em determinado vaso . Utiliza um feixe de ultra-som
auxiliar, que ao incidir sobre as particulas em movimento (heméacias), retorna ao aparelho
com certa variacdo de frequéncia (efeito doppler). O aparelho de ultra-som pode medir esta
variacdo de freguiéncia e transformas estes dados em curvas espectrais, onde sdo avaliados
parametros como velocidade do fluxo sanguineo e indices matematicos semi-quantitativos
gue analisam a resisténcia do leito vascular ao fluxo: sdo os indices de resisténcia, de
pulsatilidade e a relacdo sistole/diastole. Quanto maior o fluxo diastdlico final no ciclo
cardiaco, menor a resisténcia de um leito vascular. Além da andlise destes aspectos, uma
camada colorida pode ser sobreposta a camada das imagens em escala de cinza, detectando
através de sinais coloridos (pelo efeito doppler) um mapa vascular da regido analisada
(Abréo, 2000).

E o doppler colorido, que permite um exame mais répido e mais seguro por
possibilitar a deteccdo de vasos de maneira mais clara. Pode-se ainda utilizar o mapa
colorido para se avaliar (com componente subjetivo) o grau de vascularizagdo de um 6rgéo
através da quantidade de sinais coloridos nele detectados (Abr&o, 2000),

Com relagdo a endometriose, ainda sdo poucos os trabalhos que determinam a
sensibilidade e especificidade de tal técnica. Kurjak e Kupesic em 1994 relataram que a
ultra-sonografia transvaginal com doppler colorido pulsétil seria uma técnica Util no
diagnostico de endometrioma, descrevendo que tais cistos ovarianos apresentam uma
vascularizagdo tipica no nivel do hilo ovariano, com vasos separados regularmente (Abréo,

2000),

B — Ressonancia M agnética
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O diagnostico por meio da ressonancia magnética (Figura 3) é descrito como uma
forma capaz de determinar com exatidao a extensdo da endometriose, podendo sugerir se a
manifestacdo éinicial ou se encontra em estégio avancado. Apesar de a guns pesquisadores
se manifestarem pouco entusiasmados com a técnica (Arrive et al., 1989 e Zawin et
al.,1989), a ressonancia tem se mostrado Util, podendo mostrar com mais preciséo a
extensdo e a profundidade das | esbes endometri6ticas (Abréo, 2000).

A ressonancia magnética € uma técnica complementar ndo invasiva que podera ser
atil como complemento a laparoscopia, podendo ter um valor importante nos casos em que
0 acesso laparoscopico pode ser dificultado por aderéncias, bem como na avaliacdo de
sitios extra-peritoneais. Importante também por precisar os sitios de implantacdo. O alto

custo do exame restringe a sua utilizacéo (Giordano, 1998).

Figura 03: Ressonancia Magnética — Endom
2000).

C — Tomografia computadorizada
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Raramente utilizada no diagnostico de endometriose em razéo de seu ato custo e
exposicao prolongada a irradiacéo. Os aspectos observados séo muito variados e as |esbes

ndo apresentam campo padréo de densidade (Hegg et al., 1993).

D — Cistoscopia e retossigmoidoscopia

Podem levar a0 diagnéstico indireto de lesbes de endometriose, pois ocorrem
compressoes e aderéncias extrinsecas nos desvios por endometriomas. Em aguns casos de
endometriose vesical podem-se visualizar lesdes azuladas através da cistoscopia

(Giordano, 1998).

E — Colposcopia
Auxilia o diagnostico nos casos de endometriose cervical ou vaginal (Giordano,

1998).

F — L aparoscopia

E sem duvida o exame mais utilizado na confirmag&o diagnostica da endometriose.
Uma grande vantagem do método é que além de se mostrar com ata sensibilidade e
especificidade para o diagnostico da doenca, permite que se retire material para estudo
anatomopatol 6gico e também que se realize o tratamento durante o ato.

A caracterizacdo do aspecto da endometriose durante a realizagdo da laparoscopia €
relativamente fécil para o cirurgido experiente. Obviamente a confirmagdo se dara por
andlise microscopica do tecido retirado. A exploracdo cirurgica da cavidade inclui a
avaliagdo das algas intestinais, a bexiga, os 6rgdos genitais internos e seus ligamentos, e a
escavacdo reto-uterina. O diagnostico da endometriose profunda é redlizado pela

“palpacdo” dalesdo endometriotica sob o peritdnio normal (Donadio e Neto, 2001).
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O aspecto encontrado na avaliagéo laparoscopica da endometriose peritoneal se da
pelo encontro de lesbes com aspectos sugestivos. Existe a lesdo considerada tipica de
endometriose composta de glandulas, estromas e debris endometriais. Na laparoscopia se
observa uma lesdo negra, azulada ou arroxeada, pregueada, associada a uma cicatrizagdo
em forma de estrela decorrente de sangramento tecidual e retencdo de pigmentos

sanguineos (Figura4) (Nissole et al., 1994).

L |

Figura 04: Lesdes enrugadas pretas. Foram descritas uma figura difusa de fibrose como “ cléssico”
e “tipico”. (Fonte: Martin et al.,2007).

Outras lesdes também encontradas frequentemente encontradas no peritbnio e
provavelmente mais relacionadas com a atividade da doenga (Donnez et al., 1993), séo as
chamadas lesdes vermelhas (em chama de vela, excrescéncias glandulares, lesdes

petequiais e areas de hipervascularizagdo) (Figuras 05 e 06) e as lesdes brancas (Figuras
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07 e 08) (opacificacdes brancas, aderéncias subovarianas, lesdes tipo “café-com-leite’ e

defeitos do periténio (Nisolle et al., 1990) (Stripling, 1988) ) (Figura 09).

Figura 05: Pequenos pdlipos rosa e pontos brancos. As lesdes avermelhadas apresentam 400
micras de didmetro. (Fonte: Martin et al., 2007).

Figura 06: Agrupamento de endometriose vermelhano corno tubdrio. (Fonte: Martin et al., 2007).
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Figura 07: Quando areas cicatriciais brancas sdo associadas com pdlipos vermelhos geramente €
endometriose. (Fonte: Martinet al., 2007).

Figura 08: Pdlipos claros e vesiculas pode ser endometriose. Estas |esbes sdo notadas lateral mente
atubadireita. (Fonte: Martin et al., 2007).
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Figura 09: Endometriose em fundo ligamento Utero-sacro. (Fonte: Martin et al., 2007).

Quando presente no ovario, 0s cistos endometridticos podem ter vérios centimetros e
sdo chamados endometriomas ou “cistos de chocolate” (Figura 10). (Muse e Fox, 1994).
No ovario, a endometriose se comporta de maneira diferente do que nos outros tecidos.
Isso ocorre devido a alta concentragdo de hormonios e fatores de crescimento presentes no
interior do ovario. Sua integridade estrutural € aterada pela formagdo de cistos funcionais
e sua superficie é interrompida temporariamente no periodo da ovulacdo (Nezhat et al.,
1992).

Na superficie dos ovérios podem ser encontradas lesdes semelhantes as encontradas
nas outras regides do peritdnio. Também podem ser encontrado endometriomas que séo
formados pelainvaginacdo do cortex ovariano. A superficie frontal, perto do hilo ovariano,

€ aregido onde geralmente este processo ocorre (Brosens, 1997).
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Figura 10: Endometrioma ovariano. Sangramento “achocolatado”. (Fonte: Martin et al., 2007).

Nos estadios iniciais dos cistos endometridticos, o cortex ovariano ainda pode ser
reconhecido pelo seu aspecto perolado. Os implantes endometriais sdo indentificados por
seu aspecto avermelhado, vascularizado, ou como ilhotas hemorragicas no local da
retracdo ou mesmo espal hadas pelo cortex ovariano (Nisolle et al.,1990).

O aprofundamento das lesbes com a formacdo dos endometriomas parece ser o
resultado do processo seqiencial. A partir dos implantes superficiais, ha formacéo de
aderéncias, invaginacéo do cortex, implantes na parede cortical invertida, secrecéo de
material sanguinolento e formagdo de cisto. Nos cistos maiores é comum a combinagdo
com a presenca de cistos hemorragicos funcionais (Brosens, 1989).

A distensdo progressiva do cisto com fibrose da parede esconde a lesdo origina e

produz superficie de pigmentacéo escura, fibrética e pobre em vascularizagdo. Por este
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processo, a endometriose superficial do ovario parece resultar em endometriose dita

profunda, ou endometrioma (Reich et al.,1991).

1.2.4 - Endometriose — Classificacdo

Muitos esforcos tém sido feitos para criar uma classificacdo ideal, baseada no grau
de severidade da doenca, a fim de nortear o tratamento. Numerosas classificacdes foram
descritas desde a época de Sampsom. A classificacdo de Acosta et.al. (Anexo |) é da
preferéncia de muitos por sua simplicidade e de utilidade para a documentacdo direta entre
0 sucesso dacirurgia e a severidade da doenca (Giordano, 1998).

Como foi anteriormente citado, existem inimeras classificacbes e como cada autor
de trabahos cientificos utiliza a que mais lhe conviesse, tornou-se necessaria uma
classificac@o padronizada que fosse universalmente aceita. Para isso a American Fertility
Society formou, em 1978, um comité para criar uma classificacdo aceitavel paratodos. A
classificagdo foi aperfeicoada e revisada em 1985 (Anexo I1) (Giordano, 1998).

A determinagdo do estadio ou grau do comprometimento da endometriose baseia-se
num sistema de pontos. Deve-se fazer uma avaliagdo completa da pelve com base nos
achados da cirurgia laparoscdpica, observando-se numero, dimensdo, localizacdo e
intensidade de aderéncias periovarianas e/ou peritubéricas e grau de obliteragdo do fundo-

de-saco de Douglas. A soma dos pontos determinara o estédio da doencga (Giordano, 1998).

1.2.5-Endometriose einfertilidade
A endometriose € uma doenca que incide como ja relatado anteriormente,
principamente em mulheres em idade reprodutiva. A doenca pode estar relacionada com

infertilidade em 30% a 40% dos casos. Estima-se que a0 menos 25% de todas as mulheres
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aos 30 anos apresentem endometriose e, entre estas, 30 a 50% que apresentam a doenca
sdo inférteis (Wheeler, 1989 e Adamson, 1996).

Os possivel's mecanismos como a endometriose ocasiona ainfertilidade sdo:

(a) Distorcéo da anatomia pélvica. A presenca de aderéncias poderia prejudicar a liberagcdo
do oocito pelo ovario ou aindainibir a capacitacdo do odcito e seu transporte.

(b) Alteracdo dafuncdo peritoneal. Estudos demonstraram que mulheres com endometriose
apresentam aumento do liquido peritoneal, aumento das concentracbes de macrofagos
ativados e aumento das concentracOes de interleucina-l, fator de necrose tumoral e
proteases no liquido peritoneal (Halme et al.,1982)..

(C) Interferéncia com a ovulagdo: (anovulacdo; fase |Utea deficiente; LUF (sindrome da
luteinizagdo do foliculo ndo-roto) (Mouraet al.,1999).

A andlise ultrasonogréafica detectou LUF nas pacientes com diagnéstico de
endometriose entre 4 a 34% dos casos. A sindrome do foliculo ndo roto e luteinizado foi
proposta como um fator facilitador para o desenvolvimento da endometriose (Koninckx
1992), uma vez que a concentracdo de progesterona no fluido peritoneal era muito inferior
a obtida nas mulheres ovulatérias. Acredita-se que a presenca de concentragdes atas de
progesterona no fluido norma poderia dificultar a implantacdo, a sobrevida e a
proliferacdo das células endometriais regurgitadas da cavidade uterina; producdo continua
de progesterona até a fase folicular seguinte. (a) falha de uma lutedlise adequada; (b)
diminuicdo da producéo de células da granulosa; (c) Interferéncia na captacéo do dvulo por
aderéncias peri-ovarianas, aderéncias tubo-ovarianas; fixacdo dos ovarios; inibicdo da
captacdo ovular; (d) Interferéncia com o transporte do 6vulo aumento da motilidade
tubaria; salpingite crénica; aumento no volume do liquido peritonial; (e) Interferéncia com
afertilizacdo aumento da fagocitose dos espermatozdides pel os macréfagos; diminuicéo da

penetracdo espermética; diminuicdo da fertilizacdo; diminuicdo da clivagem;
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() Interferéncia com a implantacéo defeitos da fase |Utea; anticorpos anti-endometriais; (Q)
Interferéncia com outros hormoénios promovem aumento da secrecéo de prostaglandinas;
associagcdo com hiperprolactinemia; duplo pico de LH; (h) Interferéncia com o
desenvolvimento da gestacdo alteragbes na clivagem e desenvolvimento embrionario;
aumento dos abortos espontaneos (Halme et al.,1982).

Os mecanismos pelos quais a endometriose leva a infertilidade ainda ndo séo
totalmente conhecidos. Em mulheres com endometriose em estadio mais avancado, as
alteracbes anatdbmicas, como obstrucdo tubéria, aderéncias entre as estruturas pélvicas
podem perfeitamente explicar a infertilidade em consegiiéncia de comprometimento da
postura ovular, da captacdo do oocito e/ou do transporte do embrido. No entanto os
mecanismos pelos quais a endometriose causa infertilidade em pacientes que néo
apresentam modificagdes anatdmicas importantes (endometriose minima ou leve) ainda
ndo sdo bem claros. Dois fatores tém sido descritos (Fakih et al., 1997):

AlteracBes do liquido peritoneal — sua quantidade pode estar ou ndo aumentada. O
que na realidade parece ser de importancia sdo as dteragcbes de alguns de seus
componentes celulares, como os macrofagos e a producdo aumentada de substéncias como
ainterleucina-1, prostaglandinas e inibidores da captacéo ovular (Muzii et al., 2000).

Disfuncgéo ovulatéria— tem sido descrita anovulagdo em pacientes com endometriose
numa incidéncia variando de 17% a 27%, embora ndo se saiba ao certo qual 0 mecanismo
envolvido. Uma possibilidade seria a hiperprolactinemia. Tem sido observado aumento
dos nivels de prolactina apés a estimulacdo com TRH em pacientes com endometriose,
sugerindo que essas pacientes tenham uma maior capacidade de secrecéo de prolactina do
gue em mulheres saudaveis. A sindrome de LUF sindrome do foliculo luteinizado néo roto
em outras palavras ocorre quando o foliculo ovariano desenvolve-se normal mente, mas ndo

rompe para liberar o 6vulo; depois, as células que o compde iniciam a secrecdo de
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progesterona, tal como um foliculo que rompeu e se transformou em corpo IUteo, dai as
dosagens de progesterona serem normais (Acosta e Sueldo, 1996).

N&o se sabe a causa da LUF e 0 objetivo de varios estudos € tentar estabelecer sua
associagcdo com endometriose, porém ndo se conseguiu estabelecer se € causa ou
simplesmente uma patologia associada. Niveis baixos de LH em foliculos dominantes vém
sendo responsabilizados pela ocorréncia de sindrome de LUF e outras disfuncoes
ovulatdrias. Insuficiéncia litea — tem sido descrita em pacientes com endometriose e
poderia ser consegiiéncia de hiperprolactinemia, sindrome de LUF, e de alteracdes do LH,
porém os estudos quanto a0 seu papel no mecanismo causador de infertilidade na
endometriose ndo sdo unanimes (Aldrighi, 2005).

Distarbios de implantacdio — ha evidéncias de producdo de anticorpos
antiendometriais em pacientes com endometriose, detectados nos implantes através de
técnicas de imunofluorescéncia e no soro das pacientes. Aventa-se que esses anticorpos
poderiam interferir no fenémeno de implantacdo do ovo e até contribuir para abortamento

precoce nessas pacientes (Vigano, 1991).

1.2.6 — Endometriose — tratamento
1.2.6.1 — Tratamento expectante e sintomatico

Alguns autores preconizam que em caso de endometriose minima e a paciente com
desgjo de engravidar imediatamente que apenas se observe a paciente € no maximo 0 uso
de analgésicos. A endometriose melhora durante a gravidez. A critica que se faz é que,
caso ndo ocorra a gravidez, podera ocorrer um agravamento da doenca (Rodrigues de Lima

e Baracat, 1995).

1.2.6.2 - Tratamento cirargico
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E feito por laparoscopia apds diagnostico, estadiamento e bidpsia da lesdo para
estudo histol 6gico e, portanto confirmacdo anatomopatol gica da doenca.

A laparoscopia deve ser realizada de maneira meticul osa, mas tendo cuidado para ser
0 menos traumético possivel. Inicialmente se faz uma avaliagdo panoramica da pelve,
abdome, cavidade peritoneal, fundo de saco de Douglas, liquidos peritoneais, ligamentos
Utero-sacros, ovarios, tubas e finalmente a cromotubagem, em que se injeta no canal
cervical uma solucdo contendo azul de metileno sob pressdo e observa se ocorre ou ndo a
saida deste liquido pelas fimbrias (Brosens, 1997).

Nos estadios iniciais, o tratamento da endometriose tem como objetivo a completa
destruicéo da lesdo endometridtica com o minimo de lesdo tecidual; as lesdes peritoneais
superficiais devem ser tratadas com eletrocauterizagcdo bipolar, microcautério bipolar,
vaporizacdo com laser de CO, e endocoagulacéo. Deve-se evitar 0 uso de eletrocautério
monopolar, uma vez que pode provocar lesdo de estruturas mais profundas ou a distancia.
O laser de CO, apresenta a vantagem da precisdo na ressec¢ao ou vaporizacao das lesdes.
O progndstico de fertilidade € semelhante se utilizado a el etrocoagulagéo ou o laser de CO;
(Donnez et al., 1989).

A superficie ovariana, principalmente a sua face peritoneal, muitas vezes é sede de
focos de endometriose, devendo ser tratada de forma semelhante a das lesdes peritoneais
superficiais. Deve-se ter o cuidado de ndo lesar o ligamento Utero-ovarico e fimbrias, o que
comprometeria a vascularizagd do ovario e a mobilidade fimbria, respectivamente
(Catalano et al 1996).

FreqUentemente as lesbes endometriGticas s@o acompanhadas de aderéncias
peritoneais, devendo-se fazer a adesidlise de forma delicada, utilizando tesoura ou

hidrodissecgdo, para restabel ecer a anatomia original (Kojimaet al.,1990).



As opcdes cirdrgicas para o tratamento da dor pélvica sdo ablacdo parcial dos
ligamentos Utero-sacros e neurectomia pré-sacral, nos casos graves (Donnez et al., 1996).

Por fim, faz-se lavagem peritoneal exaustiva para remover o liquido peritoneal e
melhorar a qualidade do ambiente peritoneal, deixando-o livre de substancias citotoxicas

(Mathis et al., 1995).

1.2.6.3 — Tratamento clinico complementar

Ha controvérsias quanto ao tratamento ideal paraa endometriose, devido a etiologia
ainda desconhecida da doenca e das razdes pelas quais ocorrem a dor pélvica e a
esterilidade nestas pacientes. A determinacdo de uma conduta terapéutica padronizada

deve ter por base alguns preceitos desta patologia, tais como (Abréo, 2000):

o AlteracBes imunoldgicas que participam de sua génese, aém da menstruacdo
retrograda.
o Dentre os vérios tipos de endometriose, destacam-se a doenca de ovario, peritdnio

e septo reto-vaginal, onde estas variedades podem coexistir.
o A doenca peritoneal pode ser representada por |esdes tipicas ou negras e atipicas.
Das atipicas, as lesbes vermelhas sdo as que mais produzem prostaglandinas e,
conseqlientemente, levam amaior resposta inflamatéria.
o Os implantes apresentam dependéncia hormonal.
o A resposta terapéutica depende de varios fatores, como estadiamento, localizacéo,
resposta imunol ogica, profundidade de invasdo ou classificagdo histoldgica.
o E indiscutivel o tratamento da doenca em seus estédiosiniciais.

Nas pacientes sem intencéo de gravidez, ha uma tendéncia de se usar contraceptivos

hormonais. S&o utilizados anticoncepcionais hormonais orais (ACHO) por sua agdo
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antiestrogénica. Também sdo utilizados injecdes de medroxiprogesterona, AMP-D, nadose
de 150mg trimestrais, objetivando a amenorréia. Outra opcdo sd0 0s implantes de
progesterona, que pode ser usado via subcutanea ou intra-uterina.

Nos casos de doenca nos estadios 111 e IV pela Americam Fertility Society, revisada
em 1985 e atualizada em 1996, o tratamento podera ser realizado com andlogos do GnRH,
danazol, gestrinona ou até progestagenos puros. Podem ser usados ACHO continuo, AMP-
D ou implantes, mas ha uma tendéncia de se usar os analogos do GNRH por apresentar
melhor efeitos colaterais e maior objetividade da obtencdo dos efeitos antiestrogénicos.
Este tratamento dura, em geral, de quatro a seis meses com controle, de 10 a 20 dias apos a
terceira ampola do andogo de depdsito ou apds trés meses de uso, por via nasal, do

estradiol sérico, CA-125 e ultra-som (Abréo, 2000).

1.2.6.4 — Recorréncias

Analisando diversos trabalhos conclui-se ser comum o reaparecimento da doenca
algum tempo apds o término do tratamento. Segundo Thomas (1995) a taxa de recorréncia
€ de aproximadamente 11% por ano apds o tratamento hormonal. Esse autor pondera que
se a menstruacdo é o principal fator etiologico da doenga, uma vez que ela retorna, hd um
potencial para recorréncia tanto apds tratamento clinico, como cirdrgico conservador
(Giordano, 1998).

Provavelmente seria melhor considerar a endometriose como uma doencga cronica
recorrente que pode ser controlada através de medicamentos ou de cirurgia conservadora,
porém ndo curada. O autor considera o retorno dos sintomas dentro de seis meses como
falha de tratamento e recomenda o0 emprego de uma nova estratégia de tratamento

(Giordano, 1998).
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Quando os sintomas retornam apos seis meses do término do tratamento, considera
Como recorréncia espontanea, a despeito do tratamento eficaz, recomendando que 0 mesmo
seja repetido. Falhas posteriores requerem mudanca de tratamento. Conclui que o Unico
tratamento para a doenca severa, recorrente e resistente seria a cirurgia radical (Giordano,

1998).

1.2.7 - p53
1.2.7.1 — Proteina p53

O gene supressor de tumor p53 encontra-se situado no braco curto do cromossomo
17 (17p13.1), tendo como seu produto detranscricéo uma fosfoproteina nuclear de 53
KiloDaltons (kDa), denominada p53 em consequéncia do seu peso molecular. Esse gene
possui 20 Kb e é composto por 11 éxons, sendo o primeiro ndo-codificante, e altamente
conservado, apresentando homologia estrutural entre diferentes espécies (Almeida et al.,
1986).

A proteina p53 é congtituida por 393 aminoécidos na sua extensdo, apresentando
quatro regibes com fungdes distintas, chamadas dominios da proteina (Figura 12). O
primeiro chamado de dominio de transativacdo est4 localizado na extremidade amino-
termina (N-terminal), estando compreendido entre os aminoécidos 28 e 42, sendo
responsavel por regular a expresséo de genes que atuam na mediacdo da parada do ciclo
celular e apoptose (Klumb et al., 2002).

Naregido centra existem quatro dominios de ligacdo ao DNA, entre os aminoécidos
102 e 292, que possibilitam a ligacdo de p53 em sitios especificos do DNA. Na
extremidade carboxi-termina (C-terminal) existem dois dominios. o dominio de
tetramerizacdo, que situa entre os aminoécidos 319 a 360, é responsavel pela formagdo de

tetr@meros de P53, que é a forma mais ativa (selvagem ou wild type) em transativacéo; o
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dominio regulatério, que se situa entre 0s aminoéacidos 364 a 393, cuja funcdo € ligar-se ao
dominio central de ligacdo ao DNA, impedindo a interacdo desta regido com promotores
de genes relacionados com a supressao e morte celular programada (Silvaet al., 2003).

Uma vez ativada por fosforilagcdo na extremidade N-terminal, a p53 néo € capaz de ligar-se
a0 DNA de maneira especifica. A ligacdo nao-especifica € causada pela ligacdo da
extremidade C-terminal com o dominio central, blogueando este dominio que pode ser
revertido. Assim, a proteina p53 pode se ligar de maneira especificaao DNA, agindo como
fator de transcricdo. Essa ativacdo da proteina por fosforilagdo e acetilacdo ainda €
controversa, mas a modificaco de p53 faz com que proteina possa atuar como fator
de transcricéo através da ligacdo em sequiéncias especificas, promovendo a transativacdo

downstream de genes alvos (Silvaet al., 2003)..

Dominio regulatorio
Dominio de ligagdo %64 303

ao DNA H

N - Terminal C - Terminal

| | | ]
! ; . _—

B & 102 0 X9 360
Dominio de Loci:: ﬁspeggims Dominio de
fransativagdo g2 tetramerizagao

Figura 11: Desenho esguematico da proteina p53, mostrando a locaizacdo de regides distintas
com diferentes fung¢tes. Cada dominio é responsdvel por uma determinada funcéo da proteina p53
(Fonte: Oliveira, 2005).

A proteina p53 foi descrita pela primeiravez em 1979, formando um complexo com
o antigeno T do virus simio (SV-40), sendo entéo referida como uma oncoproteina e, em
1989, como gene supressor de tumor (Lane e Crawford, 1979). Sob condi¢des fisiol 6gicas

normais, apresenta uma meia vida muito curta, calculada em 6 minutos, tornando dificil
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sua deteccdo em razdo da rdpida degradacéo, o que nao ocorre com 0 acumulo da forma
mutada no nucleo da célula, podendo ser facilmente detectada por técnicas de imuno-

histoquimica, Western blot, ou por citometriade fluxo (Silvaet al., 2003)..

1.2.7.2 — Proteina p53. Funcéo

O termo “guardia do genoma’, atribuido a proteina p53 € decorrente da sua funcéo
como “policial molecular”, por monitorar a integridade do genoma. Atua como um sensor
de danos no DNA e auxilia 0 sistema de reparo, utilizando os momentos de checkpoints
para paralizar o ciclo celular ou induzir a apoptose, prevenindo, assim, gque ocorra a
proliferacdo de células com o DNA mutado (Levine et al., 1991). Durante o ciclo de
divisdo celular, a p53 faz uma verificacdo se ha eventual ocorréncia de mutagbes na
sequéncia do genoma, em consequiéncia de umareplicacdo defeituosa do DNA. No caso de
lesBes por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, € funcdo da p53, através de uma cascata
de reacOes, impedirem que esta célula entre em processo de mitose e complete a divisdo
celular. Assm dois caminhos podem ser seguidos. a corregdo da mutagdo através da
ativacao da proteina de reparo ou ainducdo a apoptose (Rivoire et al., 2001).

O dano ao DNA desencadeia rotas celulares sinalizadoras que garantem que a p53 se
acumule no nucleo através da fosforilagdo da proteina. Esse processo estd associado a
ativagdo da p53, que inibe sua exportagcdo para o citoplasma. Assim, 0 reparo ocorre com a
super expressdo e com 0 consequiente acimulo da proteina p53 selvagem no nucleo, que
atua em alvos especificos e por mecanismos de transativacdo génica, ativando outros genes
e determinando a parada do ciclo celular no inicio da fase G1 e o reparo do DNA. No
inicio do ciclo mitético, o gene p53 ativa transcricionalmente o gene p21, induzindo a
sintese da proteina p21, cuja fungdo € inibir a acdo das quinases dependentes de ciclinas

(CDK3s), fazendo com que a célula pare na fase G1, até que complete o reparo do DNA.
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Para tanto, a proteina p53 ativa o gene GADD-45 (Growth Arrest DNA Damage Inducille),
que atua corrigindo a lesdo no DNA. Caso a lesdo sga extensa, a p53 ativa genes
envolvidos no mecanismo de apoptose, suprimindo a acdo de genes com acdo
antiapoptética. Nas células que apresentam 0 gene p53 mutado e inativacéo da proteina
p53, ndo ocorre a parada do ciclo celular, necesséria para o reparo do DNA (Caval canti
Janior et al., 2002). Essas células geneticamente instaveis tendem a acumular mutagoes e
rearranjos cromossomicos adicionais, levando a uma répida proliferacdo de clones de

células com DNA mutado e transformagéo neoplasica.

1.2.7.3 - Controle da expressdo de p53

Pelo papel que a proteina p53 desempenha e por se tratar de uma molécula com
potencial para causar importantes alteracfes na célula, a concentracao de p53 bem como
suas atividades sdo reguladas e mantidas sob um rigido controle. Um dos processos para
manter os niveis de p53 baixos € a degradacdo dessa proteina. Nesse contexto 0 oncogene
MDM2 (Mouse Double Minute 2) é importante, pois codifica uma proteina de mesmo
nome e € um gene ativado por p53. A proteina MDM2 se associa a0 dominio de
transativagcdo de p53, inibindo sua transcricdo regulatdria funcional, o que diminui a
inducéo da apoptose e a parada do ciclo celular. Também é responsavel pela exportagdo de
p53 do nucleo para o citoplasma da célula, onde é degradada por uma via de ubiquitinagéo.

O transporte do complexo MDM2/p53 do nicleo para o citoplasma € mediado por
proteinas exportinas que se ligam a MDM2 expondo o p53 a ubiquitinagdo e a complexos
proteoliticos que, no fina de suas acles, favorecem o controle negativo de p53. Assim,
MDM?2 atua como uma E3-ubiquitina-ligase, a qual se liga nos dominios de transativacéo

da proteina e transporta p53 para o citoplasma onde é degradada (Fernandes et al., 2002).
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Essa regulacdo negativa da proteina p53, exercida pela proteina MDM2, pode ser
neutralizada pela acéo do produto de um gene supressor de tumor denominado pl4 ARF
(ARF Alternative Reading Frame) que € capaz de se ligar a proteina MDM?2 e impedir
qualquer ligacdo a p53. A proteina pl4ARF também pode degradar a MDM?2 causando a
liberac&o de p53 do complexo no nucleo (Nylander et al., 2000).

A proteina p53 possui sinais de localizagdo nuclear, chamados NLS (Nuclear
Localisation Sgnals), os quais na maioria se localizam na extremidade C-terminal,
permitindo a sua entrada no nucleo. Recentemente foi demonstrada a existéncia de um
sinal de exportacéo nuclear, denominado NES (Nuclear Export Sgnal), na extremidade C-
terminal, no dominio de tetramerizacdo da proteina.

Quando a p53 esta em forma de tetramero, o NES fica inacessivel as exportinas, mas
se a p53 se encontrar no estagio de dimero ou monémero, as exportinas podem se ligar a
NES e a p53 podera ser lancada para o citoplasma independentemente de MDM2. O
acumulo de p53 selvagem pode refletir uma resposta ao dano persistente do DNA pela
atividade de carcin6genos, o que pode suportar as observagdes de que a super expressao de

p53 é um indicador de transformacdo maligna (Garay et al., 2003).

1.2.7.4 — Perda da funcdo da proteina p53

A perda da funcdo da proteina p53 pode ocorrer pelas seguintes situagdes. por
ateracdo genética; por interacdo da proteina p53 com proteinas virais; e por interacdo da
proteina p53 com outras proteinas regulatérias do ciclo celular. As ateracBes genéticas
podem ser: mutacéo pontual (Missense), delecéo génica (Non Sense) de um ou dois aelos
do gene p53 e inser¢do de nucleotideos na sequiéncia de DNA. Mutagdo pontual € a troca

de um nucleotideo, e € o tipo de mutacdo do gene p53 mais freqlientemente encontrado nas
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neoplasias. Essas mutagdes ocorrem principalmente entre os codons 120 e 290, situados
entre os éxons 5 e 9, considerados sitios quentes (hot spots) de mutagéo, e resultam na

transcricdo de uma proteina ndo funcional (Klumb e Cavalcanti Janior, 2002). A delecéo
génica, por suavez, pode levar atranscricéo de um codon de parada prematuro da proteina.

Uma mutagdo no gene p53, sga pontual ou ndo, atera de forma significativa a
proteina p53, 0 que resulta na incapacidade de efetuar a parada do ciclo celular ou disparar
0 mecanismo de apoptose. As formas mutadas da proteina apresentam ainda a capacidade
de interagir com a proteina selvagem, impedindo a supressdo tumoral. Este fenébmeno é
conhecido como “efeito dominante negativo”, visto que a mutagdo de um dos alelos do
gene p53 produz o que parece ser um efeito dominante sobre o alelo normal restante
(Lemos, 1995).

A sindrome de Li-Fraumeni é uma rara sindrome autossbmica dominante,
caracterizada por mutagdes herdadas que ocorrem na linhagem germinativa do gene p53 e
por um fendtipo clinico de mltiplas neoplasias primérias (Li; Fraumeni, 1969). E uma
sindrome de predisposi¢éo ao cancer e os portadores possuem uma probabilidade de vinte
e cinco vezes mais chances de desenvolver varios tipos de tumores malignos (Felix et al.,

2002).

1.2.7.5 - Heterozigosidade de p53

A perda somaica de um aelo de um gene supressor de tumor envolve
freqUentemente a perda do material cromossdmico, variando em extensdo desde algumas
centenas de pares de bases a uma sub-banda ou até a0 cromossomo completo. Estes
eventos sdo chamados de perda de heterozigosidade LOH (Loss Of Heterozygosity), que
consiste na comparagdo de loci polimoérficos do DNA extraido de um tecido normal e de

um tumoral do mesmo individuo (Oshorne e Ham Shere, 2000). A andlise de LOH ja
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identificou varias regides cromossdmicas com perdas em tumores, processo fundamental
na carcinogénese. A maioria das LOH é resultante da instabilidade genética e esta
associada ao fendtipo maligno em razéo das mutacdes ou delecdes adicionais no alelo
normal, sendo ent&o necessarios ainativacdo ambos os alelos (Ferreras et al., 2001).

A predisposicdo individual esta relacionada a ata probabilidade de ocorrer uma
inativacdo somética adicional do alelo p53 normal, seja por rearranjo Cromaossomico ou por

mutacdo de ponto em uma das células do individuo (Brookes, 1999).

1.2.7.6 - Polimorfismo de p53

A medida que as sequéncias nucleotidicas do genoma humano foram sendo
desvendada, uma constatacdo evidente foi a do grande numero de variagbes de ponto
encontradas, a0 se comparar segmentos correspondentes do genoma. Comumente estas
mutacbes que ocorrem a cada 600 bases, aproximadamente, sd0 denominadas
polimorfismos de nucleotideos Unicos ou SNPs (Single Nucleotids Polimorphisms) e
correspondem a posicdes em que existe uma alternancia dos nucleotideos em uma
fregliéncia aélica minima de 1% (Guimaraes e Costa, 2002). Os SNPs podem promover
splicing alternativo, aterando o padrdo ou a expressdo de genes quando ocorrem em
sequiéncias de promotores, gerando ou suprimindo cédons de terminacéo ou poliadenilacéo
na molécula de RNA mensageiro e causando, assim, alteragdes na iniciagdo da traducéo
(Kwok e Gu, 1999).

Quando essas mutagdes ocorrem em células germinativas e sdo transmitidas as
geragoes futuras e se fixam na populagdo em uma freqiéncia minima de 1%, passam a ser

denominadas de polimorfismo (Hahn e Weiberg, 2002).

1.2.7.7 - A proteina p53 e a endometriose
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Em uma investigacdo na populacéo chinesa, Chang et al. (2002) reportaram uma
associacdo negativa entre a variante arginina com endometriose, sugerindo uma acgao
protetora do genotipo Arg/Arg contra a doenca.( Hsieh e Lin, 2006). O estudo mostrou
um aumento da incidéncia da patologia de cerca de 2 a 3 vezes quando a prolina esta
presente (Chang et al., 2002). Tal resultado foi corroborado pelo estudo de Hsieh e Lin
(2006) que concluiram que a associacao entre endometriose e polimorfismo de p53 existe.
Quando a arginina estd presente em homozigoze ela estd relacionada com baixa
susceptibilidade de desenvolvimento de endometriose, enquanto que a presenca de prolina
(homozigoze ou heterozigoze) no codon 72 esta relacionada com susceptibilidade mais alta
de desenvolvimento da endometriose (Hsieh e Lin, 2006). Outros estudos, como o
realizado na Italia por Lattuada et. al. (2004) em que foram comparados grupos de
pacientes com endometriose (151mulheres) e sem endometriose (152 mulheres) mostrou
que o aelo prolina (em homozigoze ou heterozigoze) estava mais presente nas formas mais
severas da doenga. Em outros estudos essa correlacéo entre polimorfismo do p53 no codon
72 e endometriose ndo ficou bem estabelecida, sugerindo que n&o apenas um, mas um
conjunto de genes estaria funcionalmente relacionado com a doenga, assm como fatores

ambientais (Omuri et al., 2004). .



2-OBJETIVOS
2.1-OBJETIVO GERAL

- Avaliar o polimorfismo do gene p53 no codon 72 em dois grupos de pacientes com
diagnostico de endometriose, em que em um deles foi detectado infertilidade e no outro

Nnao.

2.2 - OBJETIVOSESPECIFICOS
- Anadlisar afreqiiéncia do polimorfismo do gene p53;
- Correlacionar a presenca dos alelos prolina e arginina com endometriose com e

sem infertilidade.
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3-METODOLOGIA
3.1- Casuistica

Foram avaliadas 38 amostras de sangue periférico de pacientes entre 25 e 35 anos de
um centro de referéncia em videol aparoscopia e infertilidade de Goiania (FERTILE) com
sinais e sintomas sugestivos de endometriose (tais como dismenorréia progressiva,
dispareunia, dor pélvica, infertilidade ou ecografia com laudo sugestivo de endometriose),
com indicagdo de videol aparoscopia para esclarecimento diagnostico e tratamento.

Foi realizada a andlise molecular para o polimorfismo do gene p53 (no cdédon 72) em
amostras de sangue

As pacientes foram divididas em dois grupos de 19 pacientes cada, sendo que no
primeiro grupo estédo aguelas com queixa de infertilidade e com intencdo de gravidez, com
histérico de ter tentado por pelo menos um ano. No segundo grupo, aguelas que ja tiveram
filho sem relato de dificuldades, mas que apresentam outras queixas ou exame ecografico
gue sugere endometriose.
- GRUPO |

-Infertilidade (relato de tentativa de gravidez por pelo menos 01 ano);

-Cromotubagem (+)
- GRUPO I

-Outras queixas,

-Que tenha pelo menos um filho sem relato de dificuldade para engravidar

-Cromotubagem (+)

As pacientes foram submetidas a videol aparoscopia para a confirmagado da presenca
da endometriose (em qualquer grau) e que ndo apresentaram nenhuma alteracdo anatdmica
que possa levar a infertilidade, como por exemplo, obstrugdo das trompas. A avaliacéo da

permeabilidade tubaria foi realizada durante a cirurgia de videolaparoscopia pela injecdo
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do corante azul de metileno pelo colo uterino canulado, sendo que a progressao e dispersao
do contraste na cavidade abdomina se déo por visualizacdo direta. Esse procedimento
recebe o nome de cromotubagem. Quando a permeabilidade da trompa foi comprovada por
este método, foi chamada cromotubagem positiva, se ha obstrucéo a cromotubagem foi dita
negativa.

Todas as pacientes responderam a um questionario (Anexo V), sobre idade, cor de
pele, sintomas, duragdo dos sintomas, periodicidade dos sintomas, se ha infertilidade,
atividade fisica, fumo, acool, uso de anticoncepcional, qual esquema e por quanto tempo,
ritmo sexual e historia obstétrica (niUmero de gestacoes, de partos, de aborto de cesariana e
aidade dosfilhos).

Apbés areaizacdo dalaparoscopia as 38 pacientes foram classificadas quanto ao grau
da endometriose:

- Grau | (minimo)

- Grau Il (leve)

- Grau |11 (moderado)
- Grau |V (severo)

As pacientes classificadas com grau 111 e IV foram medicadas com bloqueadores de
GNRH (Lupron) por 6 meses (Kaupilla, 1993). As pacientes de grau | estardo teoricamente
tratadas da endometriose pela cirurgia. As classificadas com grau Il foram medicadas com
anti-concepcional oral por seis meses (Giordano, 1998).

Os fatores de exclusdo foram:

01) Pacientes submetidas a salpingectomia (fator tubério);

02) Parceiro com dois espermogramas comprometidos (fator masculino);
03) Anovulia persistente diagnosticada pela ecografia (fator ovariano) e

04) Teste pos-coito anormal (fator cervical).
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Foi anexada uma coOpia do resultado do anatomopatolégico a partir da biopsia,
constituindo, portanto, um fator de inclusdo para aquelas que tiverem confirmagéo da
endometriose pelo patol ogista.

Este trabaho foi avaiado e aprovado pelo Conselho de Etica e Pesguisa da

Universidade Catolica de Goias.

3.2 - Analise molecular

A partir do material coletado, a extracdo do DNA foi realizada a partir de instrugdes
do GFX™ (Amersham, EUA) protocolo para sangue total. A integridade do DNA foi
certificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio
(0,5ug/mL) e visualizado no Sistema de Video Documentacdo VDS® (Amersham
Biosciencs, USA) (Figura 13).

As amostras de DNA foram submetidas a amplificacdo por PCR, visando a deteccéo
do polimorfismo no cédon 72 do gene p53, usando primers especificos para p53 ARG e
p53 PRO.

Como controle interno para DNA humano, foi utilizado o primer ZFX/ZFY que
amplifica sequéncias especificas dos cromossomos sexuais. E todas as andlises foram
realizadas em duplicatas. O produto obtido por cadareacéo foi submetido a el etroforese em
gel de agarose para p53 e corado com brometo de etidio (5ug/mL) e o registro visual do
gel foi feito com o auxilio de um sistema de video-documentacéo. (Image Master VDS® -
Amer sham Pharmacia Biotech,EUA)

As 38 amostras col etadas para o estudo foram submetidas a andlise do polimorfismo
do codon 72 do gene p53 pela técnica de PCR. Os produtos da PCR: p53Pro e p53Arg da
mesma paciente foram misturados e 10 pl da solucéo foram carreadas em 3% de gel de

agarose contendo brometo de etidio para eletroforese. O alelo arginina € representado por
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fragmentos de 141 pb enquanto o aelo prolina por 177 pb . Linha 1 prolina homozigoze

(PRO/PRO), linha 2 heterozigoze (PRO/ARG) e linha 3 arginina homozigoze

(ARG/ARG) (Figura 19). (Bergamaschi et al.,2004).

FPro 17 F b
g 141 i

Figura 12: Foto do gel de agarose a 2% corado com Brometo de etidio, evidenciando as bandas
referentes a cada primer utilizado na andlise do polimorfismo do cddon 72 do gene p53. Linha
1. heterozigoze PRO/PRO; linha 2: heterozigoze PRO/ARG; linha 3: homozigoze ARG/ARG.
Marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen).

Tabelal. Seqiiéncia dos primers analisados nas amostras de DNA em pacientes com endometriose,
com ou sem infertilidade. Goiénia, 2008.

Primer Sequénciab = 3 Tamanho (pb)

F-5 CTG GTG CAG GGG CCA CGC -3
P53 ARG R-5 CGT GCA AGT CAC AGA CTT -3 141

F-5 GCCAGA GGCTGC TCC CCC-3

P53 PRO R-5 ATC TAC AGT CCC CCT TGC CG -3

177

ZEX/Y F-5 ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC -3 495
R-5 GCACYTCTTTGGTATCY GAGAAAGT -3

pb: pares de base; R= A/G; Y= C/T (Fonte: Storey et al.,1998).
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3.3—-Analise estatistica

As andlises de estatistica descritiva foram realizadas para as variaveis relativas aos
pacientes e aos aspectos clinico-patologicos. O teste do qui-quadrado e o teste de Odds
Ratio foram utilizados para a verificagdo da analise molecular e os dados clinicos e
histopatoldgicos. O programa BioEstat® 3.0 (Sociedade Civil Mamiraud/MCT — CNPq)

foi utilizado pararealizar os testes.

60



4—-RESULTADOS

O grupo | (pacientes com infertilidade) e o grupo Il (pacientes férteis) foram
avaliados segundo a presenca do alelo arginina e prolina em cada grupo (19 pacientes em
cada) e foram representados na Tabela ll.

Encontramos 21,0% (04 pacientes) ARG/ARG no grupo |, 47,4% (09 pacientes)
ARG/ARG no grupo II; 73,7% (14 pacientes) PRO/ARG no grupo | e 52,0% (10
pacientes) PRO/ARG no grupo I1. 5,3% (01 paciente) PRO/PRO no grupo | e 0,0% (00)
PRO/PRO no grupo Il. N& houve diferenca significativa entre Grupo | e Il para os

gendtipos analisados.

Tabela |l — Freguéncia dos alelos ARGININA E PROLINA e os grupos do estudo (pacientes com
endometriose): | (inférteis) ell (férteis). Goiania, 2008.

VARIAVEL GRUPO | (INFERTEIS) GRUPO Il (FERTEIS)
% N % N
ARG/ARG 21,0 04 47,4 09
ARG/PRO 73,7 14 52,6 10
PRO/PRO 53 01 0,0 00
Tota 100,0 19 100,0 19
P=0,166

Natabela lll foi correlacionada a queixa da paciente (dor/sangramento, infertilidade
+ dor/sangramento ou infertilidade) com os aelos avaliados (ARG/ARG, PRO/ARG e
PRO/PRO).

Das pacientes com arginina em homozigoze (ARG/ARG) 47,4% (09) apresentavam
queixa de dor €/ou sangramento, 0,0% (00) apresentavam infertilidade associada & dor e/ou
sangramento e 71,4% (05) apresentavam apenas queixa de infertilidade.

JA nas pacientes com prolina em homozigoze ou heterozigoze (PRO/PRO ou
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PRO/ARG) 52,6% (10) apresentaram queixa de dor e/ou sangramento, 100% (12)
apresentaram queixa de infertilidade associada a dor e/ou sangramento e 28,6% (02)
apresentaram apenas queixa de infertilidade. Esta andlise foi estatisticamente significativa

(P=0,003).

Tabela 11l - POR QUEIXA -Diferenca entre as queixas das pacientes com endometriose:
(DOR/SANGRAMENTO, INFERTILIDADE + DOR/SANGRAMENTO ou INFERTILIDADE)
com os alelos avaliados. Goiania, 2008.

1(DOR /SANG. 2 (INFER.4+D/S 3(INFERTILID.
QUEIXA ( ) ( ) ( )
% n % n % n

ARG/ARG 47,4 09 0,0 00 714 05 0,003
PRO/PRO

ou 52,6 10 100,0 12 28,6 02 0,003
PRO/ARG
TOTAL 100,0 19 100,0 12 100,0 07

Na tabela IV foi feita uma correlacdo entre a intensidade da dor pélvica
(leve/moderada ou intensa) com algumas variaveis. Com relacdo ao cruzamento efetuado
entre aintensidade da dor com polimorfismo entre pacientes com arginina em homozigoze
(ARG/ARG), 76,5% (13) apresentaram dor leve/moderada e 4,8% (01), intensa. Com a
presenca da prolina em homozigoze ou em heterozigoze (PRO/PRO OU PRO/ARG),
23,5% (04 pacientes) apresentaram dor leve/moderada e 95,2% (20) apresentaram dor
severa. Resultado estatisticamente significativo (P < 0,001 e O.R= 0,015 (0,003 a 0,222)).

Por outro lado, quando se correlacionou a intensidade da dor com a classificagdo
proposta pela American Fertility Society (Anexo I1) ndo houve significancia estatistica (P =
0,401 e O.R. = 1,750 (0,492 a 6,220) e ficou assim dividido: 50% (08 pacientes) com grau

| ou Il apresentaram dor leve/moderada e 36,4% (08 pacientes) apresentaram dor severa.
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Também 50,0% (08 pacientes) com grau Il ou IV apresentaram dor leve/moderada e

63,6% (14 pacientes) apresentaram dor severa (TabelalV).

Tabela IV - POR INTENSIDADE DE DOR PELVICA — Diferenga entre a intensidade da dor
pélvica (LEVE'MODERADA ou INTENSA) com algumas varidveis em pacientes com

endometriose. Goiania, 2008.

1(LEVE/MODER) 2 (INTENSA) |

DOR PELVICA OR MIN MAX
% n % n
ARG/ARG 76,5 13 4.8 01
PRO/PRO ou PRO/ARG 235 04 95,2 20 <0,01 0,015 0,003 0,222
TOTAL 100,0 17 100,0 21
CLASSIFICAC;AO
1 (GRAU I/1) 50,0 08 36,4 08
2 (GRAU I111/1V) 50,0 08 63,6 14 0,401 1,750 0,492 6,220
ATIVIDADE FiSICA
1 (PRATICA) 61,1 11 55,0 11
2(NAO PRATICA) 38,9 07 45,0 09 0,703 1,286 0,369 4,644
TOTAL 100,0 18 100,0 20
RITMO SEXUAL
1 (<= 2X/SEMANA) 38,9 07 35,0 o7
2 (>=3X/SEMANA) 61,1 11 65,0 13 0,804 1,182 0,401 5,605
Totd 100,0 18 100,0 100,0

Teste qui-quadrado

Por outro lado, quando se correlacionou a intensidade da dor com a classificagdo

proposta pela American Fertility Society (Anexo I1) ndo houve significancia estatistica (P =

0,401 e O.R. = 1,750 (0,492 a 6,220) e ficou assim dividido: 50% (08 pacientes) com grau

| ou Il apresentaram dor leve/moderada e 36,4% (08 pacientes) apresentaram dor severa.

Também 50,0% (08 pacientes) com grau Il ou IV apresentaram dor leve/moderada e

63,6% (14 pacientes) apresentaram dor severa (TabelalV).

A atividade fisica relacionada a intensidade da dor (Tabela IV) mostrou que 61,1%

(11 pacientes) que praticavam atividade fisica regular apresentavam dor leve/moderada e

55,0% (11) apresentaram dor intensa. Entre as que ndo praticavam atividade fisica, 38,9%
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(07) apresentavam dor leve/moderada e 45,0% (09) apresentavam dor intensa. Nao foi
estati sticamente significante (P= 0,401 e O.R. = 1,750 (0,492 a 6,220).

Cruzando intensidade da dor com o ritmo sexua (Tabela IV) foram encontradas
38,9% (07 pacientes) com fregiiéncia de até duas relagbes por semana com intensidade
leve/moderada e 35,0% (07) com dor severa. As pacientes com fregliéncia acima de duas
relacdes por semanas se dividiram em 61,1% (11) com dor leve/moderada e 65,0% (13)
com dor severa. Estes cruzamentos ndo foram estatisticamente significativos (P = 0,804 e
O.R. = 1,182 (0,401 a5,605)).

A Tabela V faz correlagdo entre a classificacdo do grau de endometriose (I/11 ou
[11/IV) com variaveis estudadas.

Entre as 19 pacientes que apresentaram queixa de infertilidade, 43,7% (07) se
enquadraram entres os graus I/ 11 e 54,5% (12) enquadraram-se entre 111/1V.

Das pacientes fértels, 56,3% (09) estavam entre os graus I/ 11 e 45,5% (10) grau
[11/1V. Néo estatisticamente significativo (P= 0,511 e O.R. = 0,648 (0,151 a1,917)).

Entre as queixas principais, 58,8% (10 pacientes) classificam-se entre graus I/l e
42,8% (09 pacientes) grau I/ 1V. 17,6% (03 pacientes) apresentaram queixa de
infertilidade + dor/sangramento eram grau 1/I1 e 38,2% (08) graus IIl/ 1V. 23,5% (04
pacientes) com queixa de infertilidade apresentaram grau 1/11 e 19,0% (04 pacientes) grau
[11/1V. Né&o estatisticamente significativo (P = 0,382 e O.R.=1,164 (0,518 a 0,216)).

Com relagdo a periodicidade dos sintomas, 50,0% (08) das pacientes com queixa de
dor ou sangramento no periodo peri-menstrual eram grau I/11 e 40,9% (09 pacientes) grau
[11/IV. Também, 50,0% (08 pacientes) era grau I/1l e 59,1% (13) grau I11/IV. Essa andlise
também néo foi estatisticamente significante (P = 0,578 E O.R. = 1,444 ( 0,492 a 6,220)).

No que concerne a dor pélvica 50,0% (08 pacientes) com dor leve ou moderada era

grau I/11 e 40,9% (09 pacientes) grau I11/1V. Entre as pacientes com queixas de dor intensa
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47,1% (08) eragrau I/ 11 e 60,9% (14), graus I11/1V. N&o estatisticamente significativo (P

= 0,385 O.R. = 1,750 (0,492 a6,220)).

Quando se avaliou o polimorfismo do cddon 72 do gene p53 destas pacientes, foram

encontrados. 44,5% (08) pacientes com arginina em homozigoze (ARG/ARG) que

apresentaram grau I/ 11 e 26,1% (06 pacientes) apresentaram grau I11/1V. Das pacientes que

apresentavam o alelo prolina em homozigoze ou heterozigoze (PRO/PRO ou PRO/ARG)

55,5% (10 pacientes) eram grau /Il e 73,9% (14 pacientes) eram grau III/1V. Néo

significativo estatisticamente (P = 0,357 O.R. = 1,867 (0,519 a 7,584)).

Tabela V- POR CLASSIFICACAO- Diferenca entre a classificagdo das pacientes com
endometriose (GRAU 1/11) ou (GRAU 111 ou 1V) com as variaveis pesquisadas. Goiania, 2008.

cLAssFicacao L (doulh) 2 (feulV) OR  Min.  Méax.
% n % n

GRUPO

1(INFERTILIDADE) 437 07 545 12

2(FERTIL) 563 09 455 10 0511 0648 0151 1917

TOTAL 1000 16 1000 22

QUEIXA PRINCIPAL

1(DOROU SANGR) 588 10 428 09

2(INFER. + DOR/SAN) 176 03 382 08 038 1164 0518 0216

3(INFERTILIDADE) 235 04 190 04

TOTAL 1000 17 1000 21

DOR/SANG- periodo

1(PERI-MENSTRUAL) 500 08 409 09

2 (CICLO TODO) 500 08 591 13 0578 1444 0492 6220

TOTAL 1000 22 1000 22

DOR PELVICA

1(LEVE OU MOD.) 500 08 409 09

2 (INTENSA) 500 08 591 13 0578 1444 0492 6220

TOTAL 1000 16 1000 22

ARGIARG 45 08 261 06

PRO/PROOUPRO/ARG 555 10 739 14 0357 1867 0519 7,584

TOTAL 1000 18 1000 20

Com cruzamento de dados entre o polimorfismo da p53 e a ocorréncia ou néo de

tratamento clinico complementar a cirurgia (Tabela V). Foram 44,5% (08 pacientes) com
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arginina em homozigoze (ARG/ARG) que ndo necessitaram de tratamento clinico
complementar e 30% (06 pacientes) que foram tratadas clinicamente.

As pacientes com aelo prolina em homozigoze ou em heterozigoze (PRO/PRO ou
PRO/ARG) foram 55,5% (10) que ndo necessitaram de tratamento complementar e 70,0%
(14) que necessitaram. Néo estatisticamente significativo (P = 0,357).

Tabela VI- POR TRATAMENTO CLINICO ASSOCIADO — Diferenca entre a prescri¢io de

tratamento clinico posterior a cirurgia e os aelos estudados em grupo de pacientes com
endometriose com ou sem infertilidade. Goiania, 2008.

TRATAMENTO 1 (NAO) 2 (SIM) P
% N % n
ARG/ARG 44,5 08 30,0 06
PRO/PRO ou PRO/ARG 55,5 10 70,0 14 0,357
TOTAL 100,0 18 100,0 20

Teste qui-quadrado

As varidveis estudadas nos dois grupos de pacientes foram agrupadas na tabela V.
Inicialmente, com relagdo a cor, foram encontrados 73,7% (14 pacientes) de cor branca no
grupo | e 85,0% (17 pacientes) no grupo 11, 26,3% (05 pacientes) de cor negrano grupo | e
10.5% (02 pacientes) de cor negrano grupo Il (P=0,209).

Na avaliacéo das queixas as pacientes foram divididas entre as que possuiam dor ou
sangramento irregular foram 0,0% (00) grupo | e 100% (19 pacientes) no grupo I1; as que
possuiam queixas de infertilidade associado a sintomas de dor ou sangramento irregular
foram 63,1% (12 pacientes) no grupo | e 0,0% (00) no grupo |1, e as pacientes com queixa
apenas de infertilidade foram 36,9% (07 pacientes) no grupo | e 0,0% (00) no grupo 1.

Quanto a periodicidade dos sintomas foram encontradas 36,8% (07 pacientes) que
apresentavam dor ou sangramento apenas no periodo peri-menstrual no grupo | e 52,6%
(10 pacientes) no grupo I1. Das pacientes apresentavam dor ou sangramento durante todo o
ciclo, foram encontradas 63,2% (12 pacientes) no grupo | e 47,4% (09 pacientes) no

grupo |11 (P=0,328).
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Tabela VII — Correlagdo entre as varidveis estudadas e os grupos de pacientes com endometriose
avaliadas: | (inférteis) el (férteis). Goiania, 2008.

GRUPO | (INFERTEIS) GRUPO Il (FERTEIS) p

VARIAVEL
% n % n
COR:
01- BRANCA 737 14 89,5 17 0200
02- NEGRA 26,3 05 10,5 02 ’
TOTAL 100,0 19 100,0 19
QUEIXA
01-DOR OU SANGRAMENTO 0,0 00 100,0 19
02-INFERT.+ DOR/SANGRAM. 63,1 12 0,0 00 -
03-INFERTILIDADE 36,9 07 0,0 00
TOTAL 100,0 19 100,0 19
PERIODICIDADE DOS
SINTOMAS 36,8 07 52,6 10
01-PERI-MENSTRUAL 63,2 12 474 09 0,328
02-CICLO TODO 100,0 19 100,0 19
TOTAL
INTENSIDADE DOS SINTOMAS
01-LEVE / MODERADA 36,8 07 52,6 10 0208
02-INTENSA 63,2 12 47.4 09 ’
TOTAL 100,0 19 100,0 19
ATIVIDADE FiSICA
01-PRATICA 52,6 10 63,2 12 0511
02-NAO PRATICA 47.4 09 36,8 07 ’
TOTAL 100,0 19 100,0 19
FUMO
01-SIM 10,5 02 0,0 00
02-NAO 89,5 17 100,0 19
TOTAL 100,0 19 100,0 19
ALCOOL
01-SIM 10,5 02 10,5 02 1,000
02-NAO 89,5 17 89,5 17
TOTAL 19 100,0 100,0 19
ANTICONCEPCIONAL
01-USA 0,0 00 63,2 12
02-NAO USA 100,0 19 36,8 07 )
TOTAL 100,0 19 100,0 19
RITMO SEXUAL
01-(<= 2X / SEMANA) 26,3 05 47,4 09 0179
02-(> 2X / SEMANA) 737 14 52,6 10 ’
TOTAL 100,0 19 100,0 19
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Na avaiacéo da intensidade da dor, foram encontradas 35,8% (07 pacientes) com
dor leve ou moderada no grupo | e 52,6% (10 pacientes) no grupo Il. Foram encontradas
63,2% (12 pacientes) com dor intensano grupo | e 50% (09) no grupo |1 (P=0,328).

Com relagdo a atividade fisica, foram encontradas 52,6% (10 pacientes) que
praticavam exercicios no grupo | e 63,2% (12) no grupo I1; 47,4% (09) ndo praticavam
exercicios no grupo | e 36,8% (07) no 2grupo Il (P=0,511).

Com relacdo ao fumo, havia 10,5% (02 pacientes) fumantes no grupo | €0,0%
(00) grupo Il. Havia89,5% (17) ndo fumantes no grupo | e 100% (19) no grupo Il.

Quanto ao uso do alcool, havia 02 (10,5%) pacientes que usavam acool sociamente
no grupo | e 10,5% (02) no grupo I1; 89,5% (17 pacientes) ndo usavam acool no grupo | e
idem no grupo 11 (P=1,000).

Quanto ao uso de contraceptivo, 0,0% (00) usava contraceptivo no grupo | e 63,2%
(12) usavam no grupo I1. Enquanto 100% (19 pacientes) ndo usavam no grupo |, 36,8% (07
pacientes) n&o usavam no grupo 1.

Na avaliagdo do ritmo sexual, 26,3% (05 pacientes) mantinham um ritmo < de 02
relacdes por semana, enquanto 47,4% (09) informaram 0 mesmo ritmo no grupo I1. 73,7%
(14) no grupo | tinham mais que duas relacbes por semana e 52,6% (10) no grupo Il tinham

essa mesma frequéncia (P= 0,179).
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6 — DISCUSSAO

Este estudo mostrou que pacientes com endometriose e com a presenca do aelo
prolina (em homozigoze ou heterozigoze) no codon 72 do gene p53 apresentam queixas
mais acentuadas (infertilidade associado a dor e€/ou sangramento) ao contrério das
pacientes com presenca do alelo argininaem homozigoze (Tabelalll).

Esses resultados vao de encontro ao relatado no trabalho de Hsieh e Lin (2006) que
concluiram que a associacéo de endometriose e polimorfismo de p53 existe e que o alelo
arginina em homozigoze no codon 72 esta relacionado com baixa suscetibilidade de
desenvolvimento da doenca e a presenca do aelo prolina em dose dupla (PRO/PRO) ou
apenas um aelo (PRO/ARG) esta relacionada com suscetibilidade mais ata de
desenvolvimento da doenca e que o polimorfismo do p53 no codon 72 pode se tornar um
marcador Util para predizer o desenvolvimento da endometriose. O que também foi
mostrado no trabalho de Chang (2002) em que o aelo prolina estaria relacionado a uma
incidéncia de duas a trés vezes maiores de desencadear a endometriose.

Foi detectada também uma maior porcentagem do alelo prolina nas pacientes com
endometriose associado com manifestacdes clinicas mais severas (dor pélvica intensa e
infertilidade), ou sgja, a endometriose de prognéstico mais severo e de tratamento mais
dificil. Assim, 95,5% (20 pacientes) com o alelo prolina apresentaram dor pélvica intensa.
Este resultado é semelhante ao de Lattuada et al. (2004), que observou que nas pacientes
que apresentaram casos mais severos de endometriose, o aelo prolina (PRO/PRO ou
PRO/ARG) estaria presente (TabelalV).

Por outro lado, a presenca do a€o prolina (PRO/PRO ou PRO/ARG) néo esteve
associada aos graus Il e 1V da classificag@o |aparoscopica da endometriose (Anexo 1),
que significa que os casos mais sintométicos de endometriose (infertilidade associados a

dor e/ou sangramento) ndo corresponderam com 0s graus de maior comprometimento
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dados pelalaparoscopia.

Outro estudo italiano realizado com mulheres caucasianas ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas do polimorfismo do p53 no cédon 72 entre as
pacientes com endometriose e as pacientes sem a doenca sugerindo um papel secundario a
esse polimorfismo em determinar suscetibilidade genética para endometriose (Ammendola
et al., 2007).

Em um estudo japonés os investigadores avaliaram somente casos com doenca
severa e nenhuma correlacdo foi encontrada (Omori et al., 2004)

Uma importante questéo a ser destacada seria o fato de que neste estudo ndo se
correlacionou a presenca do polimorfismo do cédon 72 do gene p53 entre pacientes com
(grupo caso) e sem (grupo controle) endometriose, como foi feito em todos os trabal hos
publicados. Neste estudo, a totalidade das pacientes possuia endometriose comprovada e a
divisdo dos grupos teve a intencdo de diferenciar este polimorfismo entre aquelas que
possuiam endometriose associado a infertilidade (grupo |) e aguel as que também possuiam
endometriose, porém sem relato de dificuldade de gravidez (grupo Il), o que o torna
inédito.

Foi importante também tentar observar se esse polimorfismo do cédon 72 do gene
p53 explicaria 0 porqué agumas pacientes com diagndstico de endometriose e
classificag@o laparoscépica de graus mais severos (Il ou 1V) eram férteis ou tinham
sintomas clinicos leves da doenca, enquanto outras com classificagdo |aparoscopica de
graus mais baixos (I ou Il) eram inférteis ou tinham sintomas clinicos severos da doenca
Isso ficou demonstrado quando da correlagdo entre a intensidade da dor pélvica (leve ou
moderada e intensa) com a classificagdo proposta pela Americam Fertility Society (Anexo
[1) em que ndo foi demonstrada uma diferenca significativa estatisticamente. Esses dados

mostram que a classificagdo laparoscopica ndo se mostrou eficaz quando se tentou
70



estabel ecer relacéo entre os sintomas clinicos das pacientes com os achados cirdrgicos, que
va de encontro aos dados mostrados por Bedone et al.(1994), quando correlacionou as
manifestacdes clinicas e os achados laparoscopicos em pacientes com endometriose
pélvica

Ao correlacionar pratica de atividade fisica e ritmo sexua com intensidade da dor
havia a intencdo, inicialmente, de se analisar se a dor intensa seria um fator incapacitante
para a realizacdo de ambos, 0 que ndo foi comprovado estatisticamente. Também néo foi
observado um fator protetor da atividade fisica em relagdo aintensidade da dor.

Existe relato da correlacdo entre o consumo de bebidas alcodlicas associado ao
aumento da infertilidade de causa anovulatéria e devido a endometriose (Martinil, 2004).
O uso de cinco doses diérias de acool reduziria em 40% a chance de gravidez. No presente
estudo 10,5% (4/38) das mulheres referiram uso de bebida alcodlica, mas todas com menos
de cinco doses por dia. Enquanto 89,5% (34/38) afirmaram nado ingerir bebidas alcodlicas.

O uso de anticoncepcionais por periodos prolongados tém o potencial de prevenir a
endometriose por seu efeito bloqueador da produgdo de estrégenos, se constituindo numa
das armas para o tratamento complementar (Tognotti et al., 2003). Neste grupo de 38
pacientes, 31,6% faziam uso de anticoncepcional hormonal oral por periodos variados de
01 a 08 anos, contrariando o esperado.

A frequéncia de relagbes sexuais semanais pode sinalizar, naguelas com menos que
duas relacbes por semana a dificuldade imposta pela dor causada pela endometriose ou até
ateracOes psicol bgicas impostas pela doenca (Fedele et al., 1992). Nosso estudo observou
que 36,8% das pacientes (grupos | e 1l ) relataram no maximo duas relagdes por semana,
ndo corroborando com essa hipdtese.

A divisdo dos pacientes em grupos: | inférteis e |l fértels tiveram a importéncia de

possibilitar investigar a intrigante questdo do por gque existem mulheres com endometriose
71



nos diversos graus de comprometimento que ndo apresentaram dificuldade para engravidar
enguanto outras apresentam infertilidade.

Outra questdo importante foi a possibilidade de se tentar investigar porque a
sintomatologia da doenca muitas vezes ndo condiz com o estadio da doenca. Assim, é
possivel encontrar pacientes com grau Il ou IV da doenca sem sintomatologia severa e
vice-versa

Ao avaliar marcadores moleculares em dois grupos de pacientes com diagnostico de
endometriose, observou-se que o polimorfismo do codon 72 no seu exon 4 da proteina p53
conferiu susceptibilidade genética para a popul acdo estudada.

A presenca do aeo prolina ndo foi estatisticamente significativa nos diferentes
graus de classificagao |aparoscopica.

A classificac@o para endometriose, sobretudo quando se pensa em infertilidade e
severidade dos sintomas das pacientes podera ser mais fidedigna quando relacionada,
também, com os achados genéticos como o do polimorfismo do gene p53 em seu codon
72.

Dessa forma, o polimorfismo da proteina p53 poderd ser usado como marcador
molecular para endometriose associado a sintomas exacerbados e a infertilidade, podendo,
portanto, ser um grande aliado no diagndstico da doenca, norteando o prognostico e o

tratamento da mesma.
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7- CONCLUSAO
A partir deste estudo conclui-se que o polimorfismo do gene p53 correlaciona-se
com a endometriose.
Observou-se também no presente estudo que o aelo prolina esta aumentado nas
pacientes com endometriose em relacdo aarginina.
Ao se correlacionar a presenca dos alelos prolina e arginina com endometriose com
e sem infertilidade conclui-se que a presenca do alelo prolina esta mais ligada a pacientes

com infertilidade e com quadro clinico mais severo, ou sgja, com dor pélvicaintensa.
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ANEXO |

Tabela VI — Classificagdo | aparoscopica da endometriose

Endometriose leve

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

-Raros implantes na superficie do ovério, sem endometrioma, sem cicatriz superficial ou retracéo

- Sem aderéncias periovarianas

- Sem aderéncias peritubaricas

Endometriose moder ada

-Endometriose envolvendo um ou ambos os ovéarios com grandes lesbes superficiais, com cicatriz e retragdo ou
pequenos endometriomas

- Aderéncias periovarianas minimas associadas a lesdes ovarianas

- Aderéncias peritubaricas minimas associadas a leses ovarianas

- Implantages superficiais no fundo-de-saco anterior ou posterior, ou ambos, com cicatriz e retraco. Algumas

aderéncias, porém sem invasdo de sigmoide

Endometriose severa

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

-Um ou ambos os ovéarios envolvidos inferiormente por aderéncias associadas a endometriose, com ou sem
aderéncias tubéricas aos ovérios

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

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

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

-Acometimento significativo do intestino ou das vias urinarias.

(Fonte: Giordano, 1998).



ANEXO [1

Tabela I X. Descricao laparoscopica dos locais afetados pela endometriose

Peritonio

Endometriose <lcm 1-3cm >3cm

Superficial 1 2 4

Profunda 2 4 6

Ovario

D superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20
E superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20

Obliteracdo do fundo-de-saco

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

Estadio | ( minimo) —1 a5 pontos, Estadio Il (leve) — 6 a 15 pontos, Estadio |11 (moderado) — 16 a 40
pontos, Estadio 1V (severo) - > 40 pontos

(FONTE: Giordano 1998).
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ANEXO I11

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA E PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidada para participar, como voluntéria, de uma pesquisa cientifica.
Apoés ser esclarecida sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Umadelas é suae aoutra é
do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizada de forma alguma.
Em caso de divida vocé pode procurar o Comité de ética em Pesquisa da Universidade

Catolica de Goias pelo telefone 3946-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do projeto: ANALISE DO POLIMOFISMO DO GENE P53 EM PACIENTES

COM CLINICA DE ENDOMETRIOSE ASSOCIADO A INFERTILIDADE.

Coordenador responsavel: DraKatiaKarina Verolli de OliveiraMoura

Telefones para contato: 39467-1385 e 3946-1442

Eu, abaixo qualificado, apds ter sido esclarecida verbamente e depoi de ler o resumo do
projeto intitulado: Andlise molecular em um estudo prospectivo longitudinal duplo-cego
realizado em pacientes com clinica de endometriose realizado pelo Nucleo de Pesguisa

Replicon da Universidade Catdlica de Goiés.
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DECLARO assumir, por espontanea vontade, livre de qualquer coacéo, a responsabilidade
pela participacdo voluntaria e gratuita, no grupo de pacientes integrantes da pesquisa.
Estou ciente que o trabal ho consiste na andlise molecular de amostras de sangue, citologia
e bidopsia, e que 0os mesmos serdo utilizados em exames correlacionados mantendo o
objetivo de complementar o meu diagnéstico.

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

Outrossim, tenho pleno conhecimento de que o material serd utilizado apenas e téo
somente para fins de pesquisa, dém de autorizar, pelo presente, que os testes e 0s
resultados sejam utilizados em estudos cientificos, ressalvando o sigilo quanto a0 meu

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

e Nome do pesquisador:

e Assinatura da paciente

e Daa / /

87



ANEXO IV

PRO-REITORIA DE POS GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, . RG
N° , CPF N° , prontuario N°:
, No da matricula: , abaixo assinado, concordo

em participar no projeto: ANALISE DO POLIMOFISMO DO GENE P53 EM
PACIENTES COM CLINICA DE ENDOMETRIOSE ASSOCIADO A
INFERTILIDADE, como sujeito. Fui devidamente informada e esclarecida pelo
pesquisador sobre a pesquisa, 0s procedimentos envolvidos, assim como 0s possives
riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem que sto leve a qualquer penalidade ou
interrupcéo de meu acompanhamento / assisténcia/ tratamento.

Local e data:

Pesquisador:

Nome do sujeito ou responsavel:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e
aceite do sujeito em participar

Testemunhas (n&o ligadas a equipe de pesquisadores):
a8




Nome:

Nome:

Assinatura:

Assinatura:
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ANEXO V

QUESTIONARIO - ANALISE DO POLIMOFISMO DO GENE P53 EM

PACIENTES COM CLINICA DE ENDOMETRIOSE ASSOCIADO

INFERTILIDADE.

-Nome:

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

-Endereco:

-Telefones:

-Queixaprincipal:

- Demais sintomas:

- Duragao:

- Periodo do ciclo: ciclotodo ( ); dor do meio do ciclo ( ); dor pré-menstrual ( )
- Infertilidade: ndo (grupo I1) ( ); sim(grupol) ( ) primaria( ) secundaria ()

Hébhitos de vida:

-> Atividadefisica: leve ( ) moderada( ) intensa( )

- Fumo ( ) d&cool ( )

- Uso de Anticoncepciona: ndo () sim( ).

» Haquanto tempo................

» Qua esguema..........coc......

» Ocorre melhoradador com ACO: ndo( ); sim e parcia( );melhoracompleta( ).
- Ritmo sexual: ( ) vezes por semana.

- Histéria Obstétrica: gesta( ) para( ) aborto( ) cesariana( ) .

- |dade dos filhos:

A
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ANEXO VI
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Prezada Profa. Dra. Katia Karina Verolli de Oliveira Moura,

Acusamos o recebimento do artigo “Endometriosis is associated with the proline
allele and linked to women with infertility and more severe clinical", para
possivel publicagao na revista Genetics and Molecular Research (GMR).
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autores que colaborem conosco e com a manutencdo da revista através do
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the frequency of p53 polymorphism codon 72, in
two groups of patients with endometriosis and other symptoms of the disease. The study
included 38 peripheral blood samples from women submitted to videol aparoscopy that
confirmed endometriosis. The patients were divided into two groups of 19 women each,
one with infertility and the other not. The polymorphism was evaluated by PCR. The data
were submitted to statistical analysis using the chi-sguare and odds ratio tests. Of the
patients who only had pain and/or bleeding without infertility, 09 (47.3%) were arginine
homozygous and 10 (52.6%) were proline homozygote or heterozygote. Of those who
presented with infertility associated with pain and/or bleeding, 12 (100%) were proline
homozygous or heterozygous, and in those with only complaint of infertility, 05 (71.4%)
were arginine homozygous and 02 (28.6%) proline homozygous or heterozygous). In
correlating pain intensity, 04 (23.5%) women with the proline allele (homozygous or
heterozygous) reported slight or moderate pain and 20 (95.5%) intense pain. All these
differences were statistically significant (p= 0.003). In relating pain intensity to
laparoscopic classification, the following was found: 08 (50%) patients who showed slight
or moderate pain had a classification | or 11 and 08 (50%) 111 or V. Of those with intense
pelvic pain, 08 (36.4%) were included in classification | or 11 and 14 (63.6%) in I11 or 1V.
The proline allele (homozygous or heterozygous) is linked more to patients with infertility
and with amore severe clinical picture.

Key words. p53, endometriosis, codon 72 polymorphism.
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INTRODUCTION

Endometriosis is a polygenic/multifactorial disease that is characterized by the growth of
foci of endometria tissue outside the uterine cavity and that frequently results in various
gynecologic problems, including dyspareunia, dysmenorrhea, pelvic pain and infertility
(Bischoff and Simpson, 2000). Although approximately 18% of women of childbearing
age develop the disease (Wieser et al., 2002), its etiology still remains obscure. The theory
of retrograde menstruation has been widely utilized to explain its origin. This theory
proposes that during reflux of menstrua fluid, viable endometrial cells are shed in
menstruation and reach the peritoneal cavity via the uterine tubes, with consequent
implantation and local growth, since peritoneal macrophages of  patients with
endometriosis are not capable of efficiently phagocytizing the peritoneal reflux (Santanam
et a., 2003; Sdli et al., 2003).

Various studies have demonstrated a familial tendency for the occurrence of endometriosis
(Reis et a., 2004), which in association with the interaction of multiple genes as well as
environmental factors determines the appearance of the disease (Bischoff et al., 2000).
Endometriosis exhibits characteristics similar to those of malignancy, such as local
invasion and aggressive spreading to distant organs. Its monoclonal origin indicates a
neoplastic and genetic nature in the majority of endometrial lesions (Nakayama et a.,
2001). Genomic adterations can represent important events in the development of
endometriosis. Tumor suppressor genes act in the regulation of cell growth and in the
prevention of carcinogenesis. Alterations in tumor suppressor genes could be related to the
development of endometriosis (Jiang et a., 1996).

The p53 is a representative tumor suppressor gene, controlling DNA transcription and the
regulation of the cell cycle, where it is involved in cell proliferation as well as the
progression of various types of tumors. It is located on chromosome 17p13, and induces
apoptosis or blocks the cell cycle in response to DNA damage, making it possible for cells
to be destroyed or repaired before re-initiation of DNA replication (Robles and Harris,
2002). Mutations of this gene are associated with instability in cell development and
progression of the cell cycle (Robles and Harris, 2002). Numerous cancers are associated
with somatic abnormalities of the p53 gene, including cancers of the colon, ovary, nasal
cavity, throat, esophagus and lung and lymphomas (Hollstein et al., 1991). On the other
hand, germline variants of the p53 gene are less known, and there are controversies over
their importance in various tumors (Storey et a., 1998; Zehbe et a., 2001; Koushik et al.,
2004).

More specifically, two variants of common polymorphisms were described in codon 72 of
the p53 gene (Storey et al., 1998; Zehbe et a., 2001; Robles et al., 2002; Zhang et 4.,
2004). This polymorphism derives from the substitution of a single nucleotide in codon 72,
resulting in the presence of proline (p53pro) or arginine (p53arg) in the protein product.
Some studies have reported the arginine homozygote in codon 72 of p53 protein as being a
risk factor for the development of cancer (Storey et al., 1998). Other investigators did not
demonstrate an association between different types of polymorphism and the development
of individuals cancer (Helland et a., 1988), while others revealed elevated risk in
individual s with the proline homozygous genotype in codon 72 of p53 protein (Wang et al.,
1999; Yu et al., 1999).

Studies have demonstrated the biochemical and functiona properties of this polymorphism
in codon 72. The proline form of p53 is a stronger activator of transcription but a poor
activator of apoptosis, compared to the arginine form (Robles et al., 2002).
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A high deletion frequency of locus 17p13.1 of p53 has been found in endometriosis
(Bischoff, 2002). Abnormalities and chromosomal aberrations related to p53 can be
associated with the malignant transformation of ovarian endometriosis (Mhawech et al.,
2002). On the other hand, some investigators did not detect altered expression of p53 in
endometriosis (Vercellini et al., 1994; Horiuchi et al., 1998; Schneider et al., 1998).

In correlating p53 polymorphism with endometriosis, Hsieh and Lin (2006) concluded that
an association existed in the locus 17p13.1. According to these authors, the arginine
homozygous genotype in codon 72 is related to low susceptibility for developing
endometriosis, while the proline homozygous or heterozygous allele in p53 codon 72 is
related to higher susceptibility of developing the disease. They therefore concluded that
p53 polymorphism in codon 72 can be a useful marker for predicting the development of
endometriosis (Hsieh and Lin, 2006).

Lattuada et a. (2004) analyzed the polymorphism of p53 codon 72 in patients with
endometriosis, and the results did not demonstrate a genetic susceptibility for
endometriosis, but there was an increased incidence of proline in the more severe forms of
the disease. In another work, conducted by Chang et al. (2002), an association between the
proline form (homozygous or heterozygous) in p53 codon 72 polymorphism and
endometriosis was demonstrated.

The aim of the present study was to evaluate the polymorphism of the p53 gene in codon
72 in two groups of patients with a diagnosis of endometriosis, where one of the groups
was diagnosed with infertility and the other not. It was our intention to also determine the
frequency of p53 polymorphism in the two groups and to correlate the presence of the
proline allele with infertility and other clinical symptoms of endometriosis.

MATERIALSAND METHODS

The study included 38 peripheral blood samples of patients between 25 and 35 years from
a reference center for videolaparoscopy and infertility in Goiania, Brazil (FERTILE) with
signs and symptoms suggestive of endometriosis, who were submitted to videol aparoscopy
for clarification of diagnosis and treatment (Hasson, 1976). All patients had a diagnosis of
endometriosis confirmed by a pathologist (Nezhat et a., 1992). The patients answered a
questionnaire on personal information and social habits (Matorras et al., 1995) and were
divided into two groups of 19 each. The first group comprised women who complained of
infertility and who had intentions of pregnancy with a history of trying for at least one
year. The women in the second group already had children without any difficulties or
assisted reproduction (Kirshon et a., 1989), but they had other complaints or an ultrasound
examination suggesting endometriosis. On videolaparoscopy, the patients were classified
with regard to the degree of endometriosis, based on the criteria defined by the American
Fertility Society in 1985 and revised in 1996 by the then called American Society for
Reproductive Medicine: grade | (minimal), grade Il (slight), grade 111 (moderate), grade IV
(severe) and based on a tubal patency test, where the injection of methylene blue makes it
possible to determine if thereis permeability of the Fallopian tubes (Mol et a., 1999).

The exclusion criteria were: patients submitted to salpingectomy (tubal factor); partner
with two abnormal semen analysis (male factor); persistent anovulation diagnosed by
ultrasound (ovarian factor), and abnormal post-coitus test (cervical factor).

Molecular analysis
DNA was extracted from the patient samples according to the instructions of the GFX
protocol (Amersham, USA) for whole blood. The DNA samples were amplified by PCR
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for the detection of the p53 polymorphism in codon 72, based on the technique described
by Miller (1988).

The interna control used for human DNA was the primer ZFX/ZFY which amplifies
specific sequences of the sex chromosomes, and all analyses were carried out in duplicate
(Table 1). The product obtained for each reaction was submitted to 2% agarose gel
electrophoresis for p53, in an eectric field of 10 v/cm, and stained with ethidium bromide
(5ug/ml), and the image of the gel was recorded with the help of a video-documentation
system (Image Master VDS - Amersham Pharmacia Biotech, USA).

Statistical analysis

The means and standard deviation were calculated for the variables relative to the patients
and the clinic-pathological aspects. The chi-square and odds ratio tests were utilized for the
determination of possible associations between molecular analysis and clinical and
histopathological data. The Bio Stat 3.0 program was used to carry out the statistical tests.

RESULTS

In correlating the complaint of the patient (pain and/or bleeding, infertility + pain and/or
bleeding or infertility) with the alleles examined (arginine homozygous, and proline
heterozygous and homozygous), the 09 (47.3%) patients with a complaint of pain and/or
bleeding were arginine homozygous and 10 (52.6%) were proline homozygous or
heterozygous. Of the patients who showed infertility combined with pain and/or bleeding,
12 (100%) were proline homozygous or heterozygous, and in those with only complaint of
infertility (without pain and/or bleeding, 05 (71.4%) were arginine homozygous and 02
(28.6%) were proline homozygous or heterozygous, where the results were significant (P=
0.003) .

A correlation analysis was performed between pelvic pain intensity (slight/moderate or
intense) and some variables. In relation to this analysis between pain intensity and
polymorphism, there were 13 (76.5%) patients with the arginine homozygous genotype,
who had dlight or moderate pain and 01 (4.8%) with severe pain. With the presence of the
proline genotype, homozygous or heterozygous, 04 (23.5%) patients showed slight or
moderate pain and 20 (95.2%) had severe pain. The results were statistically significant
(P<0.001 and OR= 0.024 (CI 95% 0.003 to 0.222)).

On the other hand, when pain intensity was correlated with the classification proposed by
the American Fertility Society, there was no statistical significance (P= 0.387 and OR=
1.750 (CI 95% 0.492 to 6.220): 08 (50%) patients with grade | or Il showed slight or
moderate pain, and 08 (36.4%) patients had severe pain. Also, 08 (50%) patients with
grade 111 or IV showed slight or moderate pain and 14 (63.6%) patients had severe pain.

DISCUSSION

Our study showed that the presence of the proline alele (homozygous or heterozygous) of
the p53 gene in codon 72 is related more to substantial complaints (infertility associated
with pain and/or bleeding), in contrast to patients who showed the arginine homozygous
genotype, and that the presence of the proline allele is more prevalent in endometriosis.

These findings are at odds with those reported by Hsieh and Lin (2006) who concluded
that: there is an association between endometriosis and p53 polymorphism; the arginine
homozygous genotype in codon 72 is related to low susceptibility of developing
endometriosis; the proline homozygous or heterozygous genotype in codon 72 of p53 is
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related to a higher susceptibility of developing endometriosis; and p53 codon 72
polymorphism can be a useful maker for predicting the development of endometriosis. The
results also corroborate the results of Chang et a. (2002) who found that the proline allele
isrelated to atwo to three times greater chance of leading to endometriosis.

It was also observed that there was a greater incidence of the proline allele (homozygote or
heterozygote) in the more severe cases of endometriosis (pelvic pain associated with
infertility), that is, endometriosis of more severe prognosis and more difficult to treat.
Therefore, 21 patients (95.5%) with the proline genotype (homozygous or heterozygous)
had intense pelvic pain. This result corroborates the work of Lattuada et a. (2004) who
observed that in the patients whose cases of endometriosis were the most severe, the
proline genotype (homozygous or heterozygous) was present.

On the other hand, the presence of the proline allele (homozygous or heterozygous) was
not associated with endometriosis of Iaparoscopic grades 111 and 1V, as would be expected.
The association between p53 polymorphism at codon 72 and endometriosis has been
described with different forms of evidence. Chang et a. (2002) showed that the arginine
homozygous allele is related to a lower risk of endometriosis, whereas the proline
homozygous or heterozygous allele is related to a higher risk, suggesting that the p53
genotype could be a predictive marker of the disease. There are studies that contradict this
finding, suggesting that p53 polymorphism does not confer susceptibility for
endometriosis. In a Japanese study, the investigators evaluated only cases with severe
disease and no correlation was found (referencia). An Italian study (Lattuada et a., 2004)
demonstrated, by means of a dtatistical correlation, an inclination for an increased
frequency of the proline allele in more severe forms of the disease, suggesting a possible
role for this polymorphism in the development of more severe forms of the disease. In
another Italian study (Ammendola et al., 2008) conducted in white women, no statistically
significant differences were found regarding the p53 codon 72 polymorphism between
patients with endometriosis and patients without the disease, suggesting a secondary role
for this polymorphism in determining genetic susceptibility for endometriosis, contrary to
findings of other studies, such asin a Chinese population.

An ethnic difference in the frequency of the proline allele between populations can explain
these differing results. A work carried out by Pergoraro et a. (2002) exemplified the
importance of ethnicity, as they related the presence of the arginine homozygous genotype
with an increased incidence of cancer in apopulation of blacksin South Africa

In a Brazilian study, the influence of ethnicity is complicated by the fact that our
population is miscegenated, and many investigators report white skin color as a phenotype,
but the genotype is often not congruous with this phenotype. Therefore, Pena et a. (2000)
discussed the difficulty in our country of correlating any findings with ethnicity and the
matter that factors such as socio-economic ones could influence the results presented.
Since the patients in the present study were from a private clinic, a socio-economic factor
could have influenced the results.

An important question that should be pointed out is the fact that in this work the presence
of p53 codon 72 polymorphism was not correlated between patients with (case group) and
without (control group) endometriosis, as done in other reported studies. In the present
work, al patients had proven endometriosis and the division into two groups was intended
to differentiate this polymorphism between women who had endometriosis associated with
infertility (group 1) and those who had endometriosis but no reported difficulty in getting
pregnant (group I1), which has not been previously published. It was also important to see
if this p53 polymorphism at codon 72 explains why some patients with a diagnosis of
endometriosis and |aparoscopic classification of more severe grades (111 or 1V) were fertile
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or had dight clinical symptoms of the disease, while others with a laparoscopic
classification of lower grades (I or 11) were infertile or had more severe clinical symptoms
of the disease.

Conclusion

The presence of the proline dleleis linked more to patients with infertility and with a more
severe clinical picture, that is, with more substantial pelvic pain.

The presence of the proline allele did not show statistically significant differences in
laparoscopic classification grades.

The p53 polymorphism could be used as a molecular marker for endometriosis associated
with exacerbated symptoms and infertility, and therefore as great aid in the diagnosis of
endometriosis, guiding prognosis and treatment of this disease.
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