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Resumo

Introducdo: Endometriose € uma afeccdo ginecolégica benigna e, em sua
fisiopatologia, encontramos os disturbios do ciclo celular e apoptose. Os genes TP53,
P27 e FAS, que participam da regulacdo do ciclo celular e apoptose, apresentam
polimorfismos que podem ter influéncia funcional. Objetivo: Avaliar se ha associacao
entre a presenca dos polimorfismos nos genes TP53 (cédons 11, 72, 248), P27
(V109G) e FAS (A670G) com a endometriose. Método: Estudo transversal, caso-
controle onde foram pesquisados polimorfismos nos genes TP53 (cédons 11, 72 e
248), P27 e FAS por PCR-RFLP em DNA extraidos de swab bucal de mulheres com e
sem endometriose. Resultados: Os coédons 11 e 248 do gene TP53 apresentaram
raros alelos mutados, levando-se a crer que os polimorfismos destes codons nao
apresentam relevancia clinica para a endometriose. O polimorfismo do gene FAS nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos endometriose e
controle. Ja no estudo do polimorfismo do gene TP53 (codon 72) e do gene P27, houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos endometriose e controle (p=
0,01; OR=2,19; IC de 95%= 1,196-4,039 e p= 0,017; OR= 1,93; IC de 95%= 1,12-3,34;
respectivamente). Conclusdes: Os polimorfismos dos genes TP53*72 e P27 parecem
estar associados a endometriose. Os polimorfismos dos genes TP53*11, TP53*248 e

FAS nao parecem estar associados a endometriose.
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1. INTRODUCAO



A endometriose € uma afeccdo ginecologica benigna, definida pela presenca
de implantes de endométrio funcional fora do Utero, principalmente na pelve, podendo
causar lesbes inflamatérias (Ulukus et al, 2006; Falconer et al, 2007). Como 0s
implantes endometriais respondem de forma natural ou induzida as variacdes nos
niveis de estrogeno, a endometriose é considerada uma afec¢cao hormoénio-dependente
(Berkley et al, 2005). Afeta de 5-15% de mulheres, principalmente, na idade reprodutiva
e cerca de 40-80% destas sofrem de dor pélvica crbnica e/ou infertilidade (Eskenazi e
Warner, 1997; Vinatier et al, 2000), além de outros sintomas como dismenorréia e
dispareunia (Giudice e Kao, 2004; Nap et al, 2004; Berkley et al, 2005).

A fisiopatogénese da endometriose ainda permanece desconhecida, porém,
existem trés teorias para explicar seu desenvolvimento:

— Teoria de desenvolvimento por metaplasia — sugere que o epitélio germinativo
dos ovarios e os ductos millerianos derivados do epitélio celdmico se
transformam, por metaplasia, em endométrio (Meyer*, 1919 e Fujii**, 1991
citado por Vinatier, 2001);

— Teoria de indugdo — extensdo da teoria celdmica, propondo que um ou mais
fatores imunologicos, endogenos e bioquimicos poderiam induzir a
diferenciacdo endometrial a partir de células indiferenciadas (Vinatier, 2001);

— Teoria da implantacdo — a mais aceita das teorias — proposta por Sampson,
nos anos 1920 (Sampson, 1922; Sampson, 1927), onde a desordem inicia-se a
partir da menstruacado retrograda, em que as células do endométrio se
destacam e, através da tuba uterina, caem na cavidade peritoneal. A presenca
da doenca na pelve é atribuida a adesdo de fragmentos de endométrio no
epitélio peritoneal, invasdo deste epitélio, estabelecimento de suprimento
sanguineo e inducdo da resposta imunoldgica sub-6tima, resultando na
sobrevivéncia do tecido implantado (Halme et al, 1984).

Atualmente, considera-se que fatores genéticos, imunoldgicos, enddécrinos e
ambientais possam desempenhar importante papel na patogénese da doenca devido
as alteracOes nas caracteristicas das células endometriais (Vinatier et al. 2001; Ulukus,
2006). Sharpe-Timms (2001) sugere que o endométrio eutépico de mulheres com
endometriose apresenta diferencas fundamentais quando comparadas ao endométrio
eutopico de mulheres sem a doenca, tanto funcionais como estruturais. Duas dessas
diferencas podem explicar a proliferacdo da endometriose: alteragdes no ciclo celular

(MacLachlan, 1995; Meresman, 2000) e alteracbes na regulacdo da apoptose



(Hopwood e Levison, 1976; Otsuki et al. 1994). Contudo, investigacdes recentes
mostram que muitas lesdes endometridticas tem origem monoclonal, indicando sua
natureza neoplasica (Falconer, 2007)

O ciclo celular e a apoptose podem ser regulados por uma série de
mediadores. Dentre eles, estdo as proteinas p53 e p27, que controlam o ciclo celular, e
o receptor transmembréanico FAS, que promove apoptose.

O gene TP53, codifica a proteina de nome p53 que esta relacionada com a
regulacédo do ciclo celular e apoptose. Tem funcdo como “gatekeeper” ou guardido da
divisdo celular (Levine, 1997) e, portanto, € essencial para a prevencdo do
desenvolvimento tumoral. As mutacdées no gene TP53 estdo associadas com
instabilidade no desenvolvimento e progressao celular e, a proteina p53, quando nao
estd mutada, ativa outros genes supressores de tumor que sédo fundamentais para a
regulacéo e progressao do ciclo celular e apoptose em caso de danos no DNA (Loging
e Reisman, 1999) e, em reposta ao estresse oncogénico e outros estresses celulares,
induz a super-regulacdo ou a sub-regulacédo em uma variedade de genes envolvidos na
progressao do ciclo celular, reparo de DNA, senescéncia ou apoptose (Vogelstein et al,
2000; Vousden e Lu, 2002; Levine et al, 2006). A proteina p53 estéa inativada por algum
tipo de mutacdo em 50% de todos os canceres humanos (Joerger e Fersht, 2008). A
perda funcional do gene TP53 pode estar associada com o desenvolvimento tumoral e,
a proteina anormal esta presente algumas espécimes de tumor, incluindo carcinoma
cervical (Zehbe et al, 1999), carcinoma ovariano (Kupryjanczyk et al, 1994), cancer de
bexiga (Esrig et al, 1994), cancer de préstata (Steiner et al, 2000) entre outros (Boley et
al, 2000; Miyazaki et al, 2000; Nutt et al, 2000).

O polimorfismo mais comum encontrado no gene TP53 encontra-se no cédon
72, onde ha a substituicdo de arginina por prolina tem sido associado a um aumento de
risco para o surgimento de alguns tumores (Akkiprik et al, 2008; Boldrini et al, 2008; de
Carvalho et al, 2008; Vieira et al, 2008;) bem como em outras doen¢as — lUpus
eritematosa sistémica (Piotrowski et al, 2008), pterigio associado ao HPV (Rodrigues et
al, 2008) e doencas autoimunes da tiredide e tireoidite de Hashimoto (Chen et al,
2008). O polimorfismo do gene TP53 nos coédons 11 e 248 também foram relacionados
com tumores de pulméao (Hussain et al, 2001), cancer de ovario (Manahan et al, 2001)
e leucemia linfoblastica aguda (Zhou et al, 1998).

Assim como a p53, a proteina p27 desempenha importante papel como

supressor tumoral, sendo responsavel pelo controle da transicdo da fase G1 para S, o



chamado check point. Schor et al (2008) observaram o decréscimo desta proteina em
mulheres com endometriose. Em adicao, diversos trabalhos demonstraram correlacéo
significativa entre a diminui¢cdo desta proteina e diversas neoplasias (Lloyd et al, 1999;
Li et al, 2004; Zheng et al, 2005). Foi descrito um polimorfismo envolvendo a troca de
um unico nucleotideo (T—G) no codon 109 que causa a substituicdo de um aminoacido
glicina por valina e esta alteracdo pode, também estar relacionada a algumas
neoplasias, como cancer de mama, célon e préstata (MacLachlan et al, 1995; Lloyd et
al, 1999).

Em relacdo a apoptose, esta € crucial para o desenvolvimento dos organismos
por eliminar células indesejadas e potencialmente perigosas - e anormalidades na sua
regulacdo implicam no desenvolvimento de certas doengas como, sabidamente, o
cancer. (Lowe e Lin, 2000; Evan e Vousden, 2001). Gebel et al (1998) observaram que
a porcentagem de apoptose nas células endometrais de mulheres com endometriose
foi dramaticamente reduzida, implicando em maior nimero de células sobreviventes na
cavidade peritoneal.

O receptor transmembranico FAS, também conhecido por CD95 ou APO-1,
desempenha papel central na sinalizacao apoptotica em diferentes tipos celulares. Este
receptor interage com seu ligante natural que leva o nome de FASL, membro da super-
familia da TNF (Tumor Necrosis Factor), para dar inicio a cascata de sinais de morte
celular (Nagata e Golstein, 1993; Suda et al, 1993). O polimorfismo envolvendo a troca
de um unico nucleotideo na posicao promotora -670 (A/G) foi recentemente identificado
(Huang et al, 1997; Sibley et al, 2003) e associado a diversas afec¢cdes como artrite
reumatoide, lipus eritematoso sistémico e algumas neoplasias ginecoldgicas (Huang et
al, 1997, Huang et al, 1999; Kanemitsu et al, 2002; Lai et al, 2003; Engelmark et al,
2004). Ainda com relacdo a apoptose nosso grupo, recentemente, encontrou uma
significativa diminuicdo desse fendmeno no endométrio de mulheres com endometriose
(D’Amora et al, 2009). Dessa forma e dando continuidade a nossa linha de pesquisa
interessou-nos avaliar a eventual associacdo entre os polimorfismos presentes em

genes envolvidos no controle do ciclo celular e apoptose com a endometriose.



2. OBJETIVO



O presente trabalho tem como objeto avaliar se ha associacdo entre a
presenca dos polimorfismos nos genes TP53 (cédons 11, 72, 248), P27 (V109G) e FAS

—A670G com a endometriose.



3. PACIENTES E METODOS



Trata-se de estudo transversal com dois grupos: GRUPO ENDOMETRIOSE e
GRUPO CONTROLE. O Grupo Endometriose foi composto de pacientes com queixa
de dor pélvica, submetidas a laparoscopia com diagndstico confirmado de
endometriose por exame histopatoldgico.

O grupo controle foi composto por mulheres na pés-menopausa, sem histéria
pregressa sugestiva de endometriose, ou seja, antecedentes de dor pélvica crénica
(dismenorréia e/ou dispareunia), infertilidade, bem como nenhuma doenca ginecoldgica
horménio-dependente. O presente estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/ Hospital S&o Paulo e todas
as pacientes incluidas no protocolo assinaram termo de consentimento livre e

esclarecido.

Coleta do DNA gendémico

O DNA gendmico das pacientes foi obtido por meio de swab bucal com escova
do tipo Cytobrush® seguido de bochecho com soro fisioldgico 0,9%. No laboratorio, o0s
frascos contendo o material coletado foram centrifugados a 5.000 rpm por 5 min; o
sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi destinado a extracdo do DNA
gendmico utilizando-se o kit GFX™ Genomic DNA Purification kit (Amersham
Biosciences/GE) seguindo as recomendacbes do fornecedor. O DNA gendmico

purificado foi mantido a temperatura de -20°C até a amplificacdo por PCR.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR-RFLP)

As condicdes de PCR e os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a
deteccdo dos polimorfismos dos genes foram descritos anteriormente e adaptados em
nosso laboratério. Resumidamente, as amplificacdes foram realizadas em volume de
25uL sob condicdes padrdo para PCR (Master Mix, Eppendorf). As condi¢cbes de

ciclagem variam de acordo com o polimorfismo.

Polimorfismo do gene TP53 — cddon 11 (TP53*11)

As condi¢bes de ciclagem foram as seguintes: desnaturacao inicial a 94°C por
5 min e 40 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 30 seg., anelamento a 55°C por 30 seg.,
polimerizacdo a 72°C por 30 seg. até extensao final a 72°C por 7 min. As seguintes

sequéncias de oligonucleotideos iniciadores foram utilizadas para a amplificacdo da



regido que contém o polimorfismo TP53*11: 5° CTT GGG TTG TGG TGA AAC ATT

3’ (primer 5”) e 3 GTC AGT CCC ATG AAT TTT CGC T 3’ (primer 3’). A amplificacao
da regido do gene gera um produto de PCR de 379pb que, quando incubado com a
enzima Taql (NEb, New England Byolabs) por 45 minutos a 65T, pode ser clivado em
dois fragmentos de 239 e 140 pb quando esta presente o alelo Glu, sem variacéo. Ja,
na presenca do alelo variante GIn/Lys, o produto (379 pb) néo é clivado. Deste modo,
0S genotipos possiveis sdo: Glu — Glu, Glu — GIn/Lys e GIn/Lys — GIn/Lys.

Polimorfismo do gene TP53 — codon 72 (TP53*72)

As condi¢bes de ciclagem foram as seguintes: desnaturacao inicial a 94°C por
5 min e 40 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 30 seg., anelamento a 58°C por 30 seg.,
polimerizacdo a 72°C por 45 seg. até extensao final a 72°C por 7 min. As seguintes
sequéncias de oligonucleotideos iniciadores foram utilizadas para a amplificacdo da
regido que contém o polimorfismo TP53*72: 5° TCC CCC TTG CCG TCC CAA 3
(primer 5’) e 5° CGT GCA AGT CAC AGA CTT 3 (primer 3’). A amplificacao da regido
do gene gera um produto de PCR de 279 pb que, quando incubado com a enzima
BstUl (NEb, New England Byolabs) por 4 horas a 37<C ger a dois fragmentos de 160 e
119 pb quando esta presente o alelo variante Pro, sendo que na presenca do alelo
sem variacdo Arg, o produto (279 pb) ndo é clivado. Deste modo, 0s genétipos

possiveis sao Arg — Arg, Arg — Pro e Pro — Pro.

Polimorfismo do gene TP53 — codon 248 (TP53*248)

As condi¢bes de ciclagem foram as seguintes: desnaturacao inicial a 94°C por
5 min e 40 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 30 seg., anelamento a 58°C por 30 seg.,
polimerizacdo a 72°C por 45 seg. até extensao final a 72°C por 7 min. As seguintes
sequéncias de oligonucleotideos iniciadores foram utilizadas para a amplificacdo da
regido que contém o polimorfismo TP53*248: 5' TAG GTT GGC TCT GAC TGT ACC A
3’ (primer 5’) e 5 TGT GAT GAG AGG TGG ATG GGT A 3’ (primer 3’). A amplificacéo
da regido do gene gera um produto de PCR de 233pb que, quando incubado com a
enzima Hpall (NEb, New England Byolabs) gera fragmentos de 167 e 69 pb quando
esta presente o alelo Arg, sem variagdo. Na presenca do alelo variante Trp/GIn, o
produto ndo é clivado (233pb). Os gendtipos possiveis, deste modo, séo: Arg — Arg,
Arg — Trp/GIn e Trp/GIn — Trp/GIn.



Polimorfismo do gene P27 — V109G

As condi¢bes de ciclagem foram as seguintes: desnaturacao inicial a 94°C por
5 min e 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 56,7°C por 1 min,
polimerizacdo a 72°C por 1 min até extensao final a 72°C por 7 min. As seguintes
sequéncias de oligonucleotideos iniciadores foram utilizadas para a amplificacdo da
regido que contém o polimorfismo V109G: 5 TCG AGA CCC GGG AGA AAG 3’ (primer
5)e 5 CCG CTA ACC CCG TCT GG 3 (primer 3’). A amplificacdo da regido do gene
P27 gera um produto de PCR de 454pb que, quando incubado com a enzima Bgll
(Promega) por 3 horas a 37T, pode ser clivado em dois ou trés fragmentos, a
depender do cédon encontrado. Na presenca do codon correspondente a valina (V),
alelo sem variancia, o produto de PCR é clivado em dois fragmentos, de 378 e 76 pb.
Ja na presenca do alelo variante, correspondente a glicina (G), forma-se trés
fragmentos, de 262, 116 e 76 pb. Assim, temos como genoétipos possiveis: VV, VG e
GG.

Polimorfismo do gene FAS — A670G

As condi¢bes de ciclagem foram as seguintes: desnaturacao inicial a 94°C por
3 min e 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 56°C por 1 min,
polimerizacdo a 72°C por 1 min até extensao final a 72°C por 7 min. As seguintes
sequéncias de oligonucleotideos iniciadores foram utilizadas para a amplificacdo da
regido do gene FAS que contém o polimorfismo A670G: 5° CTA CCT AAG AGC TAT
CTACCG TTC 3’ (primer 5") e 5 GGC TGT CCA TGT TGT GGC TGC 3’ (primer 3’). A
amplificacdo da regidao do gene FAS gera um produto de PCR de 331pb que, quando
incubado com a enzima Mval (Promega) por 3 horas a 37<C, pode ser clivado e m dois
fragmentos de 233 e 98 pb para o alelo adenosina (A), sem variancia e 189, 98 e 44 pb
para o alelo variante guanosina (G). Portanto, os genétipos possiveis sdo: AA, AG e
GG.

Todos os produtos de PCR e RFLP foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose a 3% adicionado de 1,5uL de brometo de etideo.

10



Analise Estatistica

As analises foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS — Statistical
Package for Social Sciences (v14.0). Para comparacao de variaveis qualitativas entre
0s grupos Endometriose e Controle, ou seja, frequéncias e proporcdes genotipicas e
alélicas, foi utilizado o Teste de Qui-Quadrado ou Teste Exato de Fisher, quando

possivel. O valor de significancia estatistica foi estabelecido em 5%, ou p<0,05.
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4. RESULTADOS



Polimorfismo do gene TP53 (cédons 11, 72 e 248)

a) Polimorfismo TP53*11

13

Foram incluidas 241 mulheres, sendo 125 no grupo Endometriose e 116 no

grupo Controle.

A grande maioria das pacientes incluidas apresentou o gendétipo sem variagcéo

(Glu — Glu). O gendtipo heterozigoto (Glu — GIn/Lys) foi encontrado somente em 4% do

grupo Endometriose, enquanto que o genoétipo homozigoto mutado (GIn/Lys — GIn/Lys)

foi encontrado somente no grupo controle (1,72%). Houve diferenca estatisticamente

significativa entre 0os grupos, exceto entre o gendtipo homozigoto sem variacdo e

homozigoto com variagao, conforme visualizado na Tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene p53 - cédon 11

Grupos

Endometriose Controle Total
Gendétipo Namero % Numero % Numero %
Glu - Glu 120 96 114 98,28 234 97,10
Glu - GIn/Lys 5 4 0 0 5 2,07
GlIn/Lys - GIn/Lys 0 0 2 1,72 2 0,83
Total 125 100 116 100 241 100
Teste Exato de Fisher:
Glu-Glu X Glu-Gln/Lys X GIn/Lys-GIn/Lys p=0,02 *
Glu-Glu X Glu-GIn/Lys p=0,03 *
Glu-GIn/Lys X GIn/Lys-GIn/Lys p=0,04 *
Glu-Glu X GIn/Lys-GIn/Lys p= 0,24 NS

Devido a pequena propor¢cdo de gendtipos com alelo variante, optamos por

agrupa-los em um grupo unico, denominado gendétipo Ndo Glu — Glu. Com esse

arranjo, tentando verificar a influéncia do alelo variante (GIn/Lys), ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2: Distribuicdo genotipica adaptada do polimorfismo do gene p53 - c6don 11

Grupos
Endometriose Controle Total
Genotipo NuUmero % Numero % Numero %
Glu - Glu 120 96 114 98,28 234 97,10
N&o Glu - Glu 5 4 2 1,72 7 2,90
Total 125 100 116 100 241 100

Teste Exato de Fisher:
Glu-Glu x Nao Glu-Glu: p=0,255 NS
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Agrupando os genétipos Glu — Glu com Glu — GIn/Lys X GIn/Lys — GlIn/Lys, i.é.,
comparando as mulheres com ao menos um alelo sem variacdo contra o gendtipo
homozigoto variante (GIn/Lys — GlIn/Lys), também n&do encontramos significancia
estatistica (p= 0,23).

Considerando-se a distribuicdo alélica, houve grande predominio do alelo sem
variagcdo Glu, mas sem diferenca estatisticamente significativa entre os grupos,
conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3: Distribuicdo alélica do polimorfismo do gene p53 - c6don 11

Grupos
Endometriose Controle Total
Alelo NUmero % NUmero % NUmero %
Glu 245 98 228 98,28 473 98,13
GIn/Lys 5 2 4 1,72 9 1,87
Total 250 100 232 100 482 100

Teste Exato de Fisher  Glu X GIn/Lys p=0,54 NS

Na Figura 1, pode-se observar o gel de eletroforese em agarose do estudo do

polimorfismo do gene TP53*11.

el L TR R ) e 39 1
S - a—y - . e . el === 140 pb

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose do polimorfismo do gene p53*11. Na presenca
do alelo sem variagao Glu, o produto de PCR de 379pb é clivado em dois fragmentos de
239 e 140pb. Nesta foto, apenas observamos genétipo Glu-Glu. M=marcador. Na

presenca do alelo variante GIn/Lys, o fragmento de 379bp néo € clivado.

b) Polimorfismo TP53*72
Foram incluidas 251 mulheres, sendo 130 no grupo Endometriose e 121 no

grupo Controle.



A distribuicdo genotipica do polimorfismo do TP53*72 pode ser visualizada na

Tabela 4 e Figura 2. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos

considerando todas as combinagdes entre os gendtipos, exceto quando comparados 0s

genotipos Arg — Pro e Pro — Pro.

Tabela 4: Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene p53 - cédon 72

Grupos
Endometriose Controle Total
Genétipo NUmero % NUmero % Numero %
Arg - Arg 21 16,15 36 29,75 57 22,71
Arg - Pro 67 51,54 57 47,11 124 49,40
Pro - Pro 42 32,31 28 23,14 70 27,89
Total 130 100 121 100 251 100
Teste qui-quadrado:
Arg-Arg X Arg-Pro X Pro-Pro p=0,02 *
Arg-Arg X Arg-Pro p=0,02 *
Arg-Pro X Pro-Pro p=0,14 NS
Arg-Arg X Pro-Pro p= 0,008 *
Distribuicao Genotipica - p53 Cédon72
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optamos por agrupar os genotipos Arg — Pro e Pro — Pro num grupo Unico, denominado
N&o Arg — Arg. Assim, pudemos comparar 0 genétipo Arg — Arg com 0s genétipos que
apresentaram o alelo variante Pro. Na Tabela 5 e Figura 3, podemos observar que ha
diferenca estatistica entre os grupos. A presenca de ao menos um alelo variante leva a

10%

Endometriose

Controle

Total

Figura 2. Distribuicdo genotipica do polimorfismo p53*72.

Para avaliar a importancia da presenca do alelo variante Pro na endometriose,

uma chance 2,19 vezes maior de apresentar endometriose.

15



Tabela 5: Distribuicdo genotipica adaptada do polimorfismo do gene p53 - c6don 72

Grupos
Endometriose Controle Total
Genotipo NuUmero % Numero % NUmero %
Arg - Arg 21 16,15 36 29,75 57 22,71
N&o Arg - Arg 109 83,85 85 70,25 194 77,29
Total 130 100 121 100 251 100
Teste qui-quadrado: Arg-Arg X N&o Arg-Arg p=0,01 *
Odds Ratio = 2,198 IC 95% = 1,196 a 4,039
Distribuicao Genotipica Adaptada - p53 c6don72
80% —
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30% ﬁ z z
20%
10%
Endometriose Controle Total
Figura 3. Distribuicéo genotipica adaptada do polimorfismo p53*72
Considerando-se apenas o0s alelos isoladamente, houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos, conforme demonstramos na Tabela 6.

Interessante observar na Figura 4 que h4 inversdo da proporcéo entre Arg e Pro entre

0s grupos Endometriose e Controle.

Tabela 6: Distribuicéo alélica do polimorfismo do gene p53 - codon 72

Grupos
Endometriose Controle Total
Alelo Namero % Numero % Namero %
Arg 109 41,92 129 53,31 238 47,41
Pro 151 58,08 113 46,69 264 52,59
Total 260 100 242 100 502 100

Teste Qui-quadrado Arg X Pro p=0,01 *
Odds Ratio = 1,58 IC95% =1,11a 2,25
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Figura 4. Gréfico de distribuicao alélica do polimorfismo p53*72

Podemos visualizar a eletroforese em gel de agarose a 3% do polimorfismo do
gene TP53*72 na Figura 5.

G 779 pb
—199
_160pb
100 pb
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose do polimorfismo do gene p53*72. O produto de PCR de
279bp é clivado em dois fragmentos de 199 e 160pb somente na presenca do alelo variante Pro.

Na presenca do alelo sem variacédo Arg, ndo ocorre clivagem. M= marcador.

c) Polimorfismo TP53*248

Foram incluidas 253 mulheres, sendo 129 no grupo Endometriose e 124 no
grupo Controle.

Apenas uma paciente do grupo Endometriose apresentou genotipo
heterozigoto Arg — Trp/GIn. Todos 0s outros participantes apresentaram genotipo sem
variacdo Arg — Arg. Nao houve presenca do genétipo homozigoto com variacdo Trp/Gin
— Trp/GIn. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
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Endometriose e Controle, conforme demonstrado na Tabela 7. Mesmo comparando 0s

genotipos Arg — Arg X Nao Arg — Arg (Arg — Trp/GIn e Trp/GIn — Trp/GIn) e apenas 0s

alelos Arg X Trp/GlIn, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (Tabela 8 e 9).

Tabela 7: Distribuicéo genotipica do polimorfismo do gene p53 - cédon 248

Grupos
Endometriose Controle Total
Gendétipo Namero % Numero % Numero %
Arg - Arg 128 99,22 124 100 252 99,60
Arg - Trp/GIn 1 0,78 0 0 1 0,40
Trp/GIn - Trp/GlIn 0 0 0 0 0 0
Total 129 100 124 100 253 100
Teste exato de Fisher:
Arg-Arg X Arg-Trp/GIn X Trp/GIn-Trp/GIn p=0,99 NS
Arg-Arg X Arg-Trp/GIn p= 0,50 NS
Arg-Trp/GIn X Trp/GIn-Trp/GIn p=1NS
Arg-Arg X Trp/GIn-Trp/GIn p=1NS
Tabela 8: Distribuicdo genotipica adaptada do polimorfismo do gene p53 - c6don 248
Grupos
Endometriose Controle Total
Genotipo NuUmero % Numero % Numero %
Arg - Arg 128 99,22 124 100 252 99,60
N&o Arg - Arg 1 0,78 0 0 1 0,40
Total 129 100 124 100 253 100
Teste exato de Fisher: Arg-Arg X Né&o Arg-Arg p=0,51 NS
Tabela 9: Distribui¢do alélica do polimorfismo do gene p53 - cddon 248
Grupos
Endometriose Controle Total
Alelo NuUmero % Numero % Numero %
Arg 257 99,61 248 100 505 99,80
Trp - Gln 1 0,39 0 0 1 0,20
Total 258 100 248 100 506 100

Teste Exato de Fisher Arg X Trp-GIn p=0,51 NS

Na figura 6, podemos visualizar a eletroforese em gel de agarose a 3% do

polimorfismo do gene TP53*248.
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose do polimorfismo p53*248. O produto de PCR de 233pb

gera fragmentos de 167 e 69pb na presenca do alelo sem variagdo Arg. Quando ocorre o alelo

variante Trp/GIn, o produto de 233pb néo é clivado. M= marcador.

Polimorfismo do gene P27

No estudo do polimorfismo do gene P27 foram incluidas 213 pacientes, sendo

104 no grupo Endometriose e 109 no grupo Controle. Houve diferenca estatisticamente

significativa entre todas as comparagdes, exceto entre 0os genoétipos VV e VG, conforme

demonstrado na Tabela 10. Podemos visualizar a distribuicdo genotipica na Figura 7.

Tabela 10: Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene p27

Grupos

Endometriose Controle Total
Genotipo NUmero % NUmero % NUmero %
\AY, 48 46,15 68 62,39 116 54,46
VG 40 38,46 35 32,11 75 35,21
GG 16 15,39 6 5,5 22 10,33
Total 104 100 109 100 213 100
Teste qui-quadrado:
VW XVGxGG  p=0,016*
WV x VG p=0,07 NS
VG x GG p=0,017 *
WV x GG p=0,005 *
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Figura 7. Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene P27.

Para verificar a influéncia do alelo com variagdo (G) nos gendtipos, na

Endometriose, optamos por agrupar os genotipos VG e GG como genoétipo Nao-VV.

Com isso, observamos que a presenca de ao menos um alelo mutado pode aumentar a

chance de desenvolver a doenca em 1,93 vezes, conforme demonstrado na Tabela 11.

Podemos visualizar na Figura 8 que héa inversdo na proporgdo entre genotipos VV X

N&o — VV entre pacientes com endometriose e controles.

Tabela 11: Distribuicdo genotipica adaptada do polimorfismo do gene p27

Grupos
Endometriose Controle Total
Genotipo NUmero % Nimero % NUmero %
\AY 48 46,15 68 62,39 116 54,46
Nao-VV 56 53,85 41 37,61 97 45,54
Total 104 100 109 100 213 100
Teste qui-quadrado: VV x Nao-vV p=0,017 *

Odds Ratio=1,93 IC95% =1,12a3,34
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Figura 8. Distribuicdo genotipica adaptada do polimorfismo P27.

Houve diferenca estatisticamente significativa também quando comparadas as
frequéncias alélicas, conforme demonstrado na Tabela 12. A presenca do alelo com
variagao (G) induz a chance 1,92 vezes maior de apresentar a doenca. Podemos
visualizar na Figura 9 que o alelo com variacdo esta proporcionalmente mais frequiente

nas pacientes com endometriose.

Tabela 12: Distribuicao alélica do polimorfismo do gene p27

Grupos
Endometriose Controle Total
Alelo NUmero % Numero % NUmero %
\% 136 65,38 171 78,44 307 72,07
G 72 34,62 47 21,56 119 27,93
Total 208 100 218 100 426 100
Teste qui-quadrado VxG p=0,002 *

Odds ratio = 1,92 IC 95% = 1,25 A 2,96
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Figura 9. Distribuicéo alélica do polimorfismo do gene P27.

Na Figura 10, apresentamos a eletroforese em gel de agarose 3% para o

estudo do polimorfismo do gene P27.
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose do polimorfismo do gene P27. O produto
de PCR de 454pb é clivado em dois fragmentos de 378 e 76 pb na presenca do
alelo sem variacdo V. Quando encontramos o alelo variante G, o produto é clivado
em trés fragmentos (262, 116 e 76pb). M= marcador.



Polimorfismo do gene FAS

No estudo do polimorfismo do gene FAS foram incluidas 154 pacientes, sendo

68 no grupo Endometriose e 86 no grupo Controle.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos estudados

para o polimorfismo do gene FAS, conforme visualizado na Tabela 13.

Tabela 13: Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene FA S

Grupos

Endometriose Controle Total
Genotipo Ndamero % Numero % NUmero %
AA 19 27,94 28 32,56 47 30,52
AG 29 42,65 29 33,72 58 37,66
GG 20 29,41 29 33,72 49 31,82
Total 68 100 86 100 154 100
Teste qui-quadrado:
AA X AG x GG p=0,52 NS
AA X AG p=0,30 NS
AG x GG p=0,31 NS
AA x GG p=0,48 NS

Mesmo agrupando os genoétipos para verificar a influéncia do alelo A ou do

alelo G na doenca, ndo encontramos significancia estatistica. Quando comparamos o

genadtipo AA x Nao-AA (AG e GG), p=0,53. J4, quando comparamos o genoétipo GG X

N&ao-GG (AA e AG), p=0,56.

Considerando-se isoladamente os alelos A e G, também nao identificamos

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Endometriose e Controle

(Tabela 14).

Tabela 14: Distribuicdo alélica do polimorfismo do gene FA S

Grupos
Endometriose Controle Total
Alelo NUmero % Numero % Numero %
A 67 49,26 85 49,42 152 49,35
G 69 50,74 87 50,58 156 50,65
Total 136 100 172 100 308 100

Teste qui-quadrado A x G p=0,97 NS

Na Figura 11, demonstramos a eletroforese em gel de agarose 3% do estudo do

polimorfismo do gene FAS.
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose do polimorfismo do gene FAS. O
produto de PCR de 331pb é clivado em dois fragmentos de 233 e 98pb na
presenga do alelo A, sem variancia. J& na presenca do alelo variante G, o
produto é clivado em trés fragmentos de 189, 98 e 44pb. M= marcador.
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5. DISCUSSAO



Nos ultimos 10 anos, o numero de estudos envolvendo a questdo de
polimorfismos genéticos mostra que estes podem ser um fator contribuinte para o
desenvolvimento da endometriose (Tempfer et al, 2004). Mais de 20 genes candidatos
foram estudados e foram positivamente associados a endometriose, sendo utilizadas
varias técnicas de deteccdo destes polimorfismos (Falconer, 2007). Dentre os genes
estudados, estdo os que codificam intérferon gama (IFN)-y (Kitawaki et al, 2004), as
interleucinas (IL) e seus receptores (IL-R) (Hsieh et al, 2005; D’Amora et al, 2006; Juo
et al, 2008), fator de necrose tumoral a e B (TNF) (Teramoto et al, 2004; Lee et al,
2008) e seus receptores - as glutationas s-transferase M1, T1 e P1 (GSTM1, GSTT1 e
GSTP1) (Hsieh et al, 2004; Guo, 2005; Hur et al, 2005), citocromo P450c17 e P450c19
(CYP17 e CYP19) e PROGINS (de Carvalho et al, 2007; Vietri et al, 2008). Estudos
envolvendo o polimorfismo nos genes FAS e FASL (Fernandez et al, 2005), P21 (Hsieh
et al, 2001) e TP53 (Lattuada et al, 2004; Hsieh et al, 2006; Vietri et al, 2007,
Ammendola et al, 2008) também foram realizados ao longo do tempo, tendo como base
a sugestéo de que o mecanismo fisiopatolégico da endometriose poderia ser implicado,
como no nosso estudo, na desregulacéo do processo apoptético normal no endométrio.
Uma das principais vias apoptoticas e que desempenha um papel fundamental na
morte celular programada das células do endométrio é o sistema FAS — FASL e este
também poderia estar envolvido na fisiopatogénese da endometriose.

Além disso, sabe-se que genes reguladores do ciclo celular e genes
supressores de tumor como P21 e a familia ras podem estar envolvidos na patogénese
da endometriose (Falconer et al, 2007). Nesse sentido, outro gene supressor de tumor
e também regulador do ciclo celular, o P27, teve expressdo subregulada em
endométrio eutopico de mulheres com endometriose de acordo com outro estudo
realizado pelo nosso grupo (Schor et al, 2009). Todavia, a presenca de polimorfismos
presentes nesse gene ainda nao havia sido estudada por nés até o momento.

O gene TP53, um dos principais genes supressores de tumor, € capaz de
responder a diversos sinais de estresse (Vogelstein, et al, 2000). A ativacdo desse
gene pode induzir interrupcdo do ciclo celular, senescéncia e apoptose contribuindo
para a inibicdo do crescimento tumoral ou ainda, reparando dano gendémico e
eliminando células potencialmente oncogénicas evitando assim a proliferacdo destas
(Nakayama et al, 2001).

A proteina sem mutacao funciona como fator de transcricdo que ativa outros

genes supressores de tumor como, por exemplo, P21, MDM2, GADDA45 e Bax, que sao
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necessarios na regulacao e progressao do ciclo celular ou apoptose em resposta aos
danos no DNA (Loging et al., 1999). A perda funcional da proteina p53 pode estar
associada ao desenvolvimento tumoral de aproximadamente 50% dos tumores sélidos
humanos incluindo varios tumores da esfera ginecolégica (Zehbe et al.,, 1999;
Kupryjanczyk et al, 1994).

O gene TP53 localiza-se no cromossomo 17 e a aneuploidia desta regidao pode
prejudicar a funcdo do gene que, por sua vez, pode influenciar na progressao da
endometriose. De fato, Kosugi et al (1999), observaram aumento de heterogeneidade e
aneuploidia do cromossomo 17 em espécimes de endometriose.

Hsieh e Lin (2006) avaliaram o polimorfismo do gene p53 (cédons 11, 72 e 248)
na populacdo de Taiwan e observaram que o polimorfismo no cédon 11 do gene p53,
100% de alelos eram “selvagens”, ou seja, nenhum alelo mutado entre 0s grupos caso
e controle.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles observados em nosso estudo
onde a presenca do alelo “selvagem”, ou seja, alelo Glull aparece em 96% dos casos
com endometriose e em 98,28% dos controles, sem endometriose. Dada a raridade
desta mutacdo, apesar de diferenca estatisticamente significativa, acreditamos que
esta variagdo genética talvez ndo desempenhe papel relevante na patogénese da
endometriose.

Omori et al (2004) ndo observaram associacao do polimorfismo p53*72 em seu
estudo envolvendo individuos da populacdo japonesa. Lattuada et al (2004) realizaram
0 estudo do polimorfismo no cédon 72 do gene p53 e ndo observaram associacao
deste com endometriose na populacédo italiana. Mais tarde, Ammendola et al (2008)
também realizaram estudo semelhante com mulheres pertencentes a populacéo
italiana e, da mesma forma, ndo observaram associacdo com endometriose.

No entanto, em relacdo ao estudo polimorfismo no cédon 72 do gene p53 em
nosso trabalho, observamos diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos,
exceto quando comparado os gendtipos Arg-Pro e Pro-Pro. Ao agruparmos estes
genotipos e compararmos com 0 genoétipo Arg-Arg, ou seja, comparando o genétipo
homozigoto selvagem aos genoétipos que apresentam ao menos uma mutacdo (Nao
Arg-Arg, ou seja, Arg/Pro e Pro/Pro), identificamos maior freqiéncia de gendtipos com
mutagc&do no grupo Endometriose, sendo esta diferenca estatitisticamente significante.
Ao analisar a literatura pertinente observamos que 0s nossos resultados estdo de

acordo com aqueles obtidos por Hsieh e Lin (2006).
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De fato, nosso estudo sugere que a presenca de pelo menos um alelo mutado
pode aumentar em mais de duas vezes as chances de estas mulheres desenvolverem
endometriose.

A associacdo do polimorfismo no codon 248 de p53 foi reportado em diversos
estudos realizados com tumores sélidos (Lin et al, 2001; Hussain et al, 2001; Wang et
al, 1994) entretanto, em nosso estudo, ndo notamos diferenga estatisticamente
significativa.

Mais uma vez, nossos resultados estdo de acordo com aqueles de Hsieh e Lin
(2006) onde 100% dos alelos eram “selvagens”, levando-nos a crer que o alelo mutado,
além de ser raro na populacdo, parece nao ter relevancia com o desenvolvimento da
endometriose.

Neste estudo também foi investigado a associacdo do polimorfismo V109G do
gene inibidor de CDK p27 na etiologia da endometriose. O papel da proteina p27 no
controle do ciclo celular esta bem definido e a relagdo de sua baixa expressdo em
varias neoplasias ja se encontra bem documentada (Zheng et al, 2005).

Estudo prévio do nosso grupo observou a baixa expressao da proteina p27 no
endométrio eutopico de pacientes com endometriose e sugeriram a associacdo desta
com descontrole do ciclo celular previamente observada nestas pacientes (Schor et al,
2008).

Dessa forma, dando continuidade as nossas linhas de pesquisa, optamos por
tentar encontrar uma eventual correlacdo entre polimorfismos presentes nesse gene
com o desenvolvimento da endometriose.

Nossos resultados sugerem assim que mulheres com pelo menos um alelo
mutado (G) no codon 109 do gene p27 podem ter duas vezes mais chance de
desenvolver endometriose quando comparadas com mulheres com genotipo VV.

Até hoje, ndo existe nenhum estudo publicado que informe de forma direta a
relevancia do potencial funcional deste polimorfismo, que pode provocar modificacao
estrutural da proteina p27 e alterar sua interacdo com outras proteinas como, por
exemplo, a p38 — codificada pelo gene Jablque interage diretamente com a p27 (Claret
et al, 1996).

A superexpressdo da p38 em células de mamiferos resulta na translocacéo da
p27 do nucleo para o citoplasma, causando decréscimo da p27 na célula devido a sua

degradacédo pela via ubiquitina-proteassomo (Pagano et al, 1995). Dessa forma,
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guando a p38 se liga de forma especifica a p27, torna-se um regulador negativo da
mesma.
O polimorfismo V109G do gene p27, que resulta a substituicdo da valina por

glicina, modifica o dominio de ligacdo interno da p382*

promovendo a translocacao
citoplasmatica e a fosforilacdo da p27 para sua subseqiente degradacao dentro do
citoplasma (Tomoda et al, 1999). Portanto, € possivel que o alelo G possa modificar a
afinidade do p27 pela p38 — por promover a degradacao da p27, resultando no
decréscimo da expressado da proteina (Tomoda et al, 1999).

O gene p27 esta localizado no cromossomo 12p13 e codifica uma proteina de
27-kDa (Polyak et al, 1994a; Polyak et al, 1994b) inibidora de CDK a qual inclui o gene
p21 (Xiong et al, 1993) e p57 (Matsuoka et al, 1995) considerados como supressores
tumorais (Clurman et al., 1998).

A p27, p21 e p57 compartilham sequéncias comuns que mediam interacdes
entre inibidores de CDK e complexos ciclinas-CDK (Koufos et al, 1989; Hirai et al,
1995; Gollin et al, 2001). O nivel de expressédo da p27 esta positivamente associado
com a diferenciacao celular (Choi et al, 2003) e especula-se que a p27 esteja envolvida
nas vias de regulacdo de sinais extrinsecos tanto mitogénicos quanto antiproliferativos
(Koufos et al, 1989) sendo que a perda de sua funcéo pode contribuir no processo de
carcinogénese.

A expressao da p27 esta frequentemente reduzida em céanceres, incluindo
tumores gastricos, de mama, préstata e pulméo (Kuropkat et al, 1999). Os mecanismos
gue condicionam essa baixa expressdo ainda ndo sdo muito conhecidos uma vez que a
p27 se apresenta raramente mutada em tumores humanos (Kawamata et al, 1995).

Estudos anteriores indicam que a reducdo da expressdao da p27 esta
correlacionada com maior potencial invasivo (Kudo et al, 2000), pior progndstico
(Catzavelos et al,1997; Esposito et al, 1997; Mineta et al, 1999; Ohashi et al, 1999;
Kudo et al, 2000), grau de diferenciagéo (Fredersdorf et al, 1997; Kudo et al, 1998;
Catzavelos et al, 1999) e progressao tumoral (Catzavelos et al, 1997) em neoplasias
malignas humanas incluindo aquelas consideradas estrogénio-dependentes como
cancer de mama e endométrio (Masciullo et al, 2003). Todavia, até o presente
momento, nenhum estudo sobre variantes genéticas da p27 haviam sido realizados
com a endometriose, outra condi¢cdo proliferativa e estrogénio-dependente, sendo

nosso trabalho pioneiro neste sentido.
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Um importante ponto a ser esclarecido refere-se a inclusdo de mulheres com
idade média de (xSD) 58,5 + 7,8 no grupo controle. Optou-se por esse tipo de controle
pelo fato de, somente dessa forma, ser possivel excluir completamente a possibilidade
de surgimento de endometriose nas mulheres do grupo controle.

Em relacdo a apoptose, Dmowski et al (2001) demonstraram que o indice de
epitélio glandular de mulheres com endometriose foi significativamente mais baixo que
o de mulheres do grupo controle. Esta diferenca se da, primariamente, pelo significante
decréscimo de apoptose durante a fase secretoria/ menstrual e fase proliferativa nas
mulheres com endometriose. Estes achados nos encorajaram a avaliar o polimorfismo
A670G no gene FAS em mulheres com endometriose, pois este gene desempenha
papel central na via apoptética em muitos tipos celulares. Quando ha interagdo do FAS,
um receptor transmembranico, com seu ligante natural, FASL ocorre o inicio a cascata
de sinais apoptoticos resultando na morte celular. A sub-regulacdo do FAS resulta na
resisténcia aos sinais apoptoéticos e ja foi observado em alguns tumores, incluindo
canceres ginecoldgicos (Nagata e Golstein, 1995; Lowe e Lin, 2000; Ueda et al, 2006).

Apesar da grande importancia que este gene representa para a apoptose, nao
encontramos diferenca estatisticamente relevante entre 0s grupos ao estudarmos o
polimorfismo do gene FAS, resultado este de acordo com aqueles observados por
Ferndndez et al (2005).
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6. CONCLUSAO



=

O polimorfismo do codon 11 do gene p53 parece ndo estar associado ao

desenvolvimento da endometriose.

O polimorfismo do cédon 72 do gene p53 parece estar associado ao
desenvolvimento da endometriose. A presenca de ao menos um alelo

mutado (Pro) aumenta em 2,198 vezes a chance de apresentar a doenca.

O polimorfismo do cédon 248 do gene p53 parece nao estar associado ao

desenvolvimento da endometriose.

O polimorfismo V109G do gene p27 parece estar associado ao
desenvolvimento da endometriose. A presenca de ao menos um alelo

mutado (G) aumenta em 1,93 vezes a chance de apresentar a doenca.

O polimorfismo A670G do gene FAS parece ndo estar associado ao

desenvolvimento da endometriose.
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ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TiTULO:

“Avaliacdo dos polimorfismos nos genes TP53, P27 e FAS em mulheres com
endometriose”

2- OBJETIVO:

“Essas informacfes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste
estudo (como paciente do grupo de estudo ou grupo controle) que visa identificar
polimorfismos nos genes que controlam ciclo celular e apoptose. Este estudo tem como
objetivo verificar se existem possiveis alteragfes genéticas nos genes que fazem parte
do controle do crescimento e morte celular programada (apoptose), a fim de, melhor

entender a fisiopatologia da endometriose”.

DESCRI(;AO DOS PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS.:

Para obtencdo do DNA das células bucais, deve-se realizar o raspado bucal, seguido
de bocheco com soro fisiologico.

4- DESCONFORTOS E RISCOS:

N&ao ha desconforto nem risco na realizacdo da coleta de DNA de raspado bucal.
BENEFICIOS:

N&o ha beneficio direto para a participante, pois, trata-se de estudo que visa identificar,
0 mecanismo de surgimento da endometriose e somente no final do estudo poder-se-a
concluir a presenca de algum beneficio que servira a toda a comunidade cientifica e

posteriormente as mulheres portadoras da doenca.

PROCEDIMENTOS ALTERNATIVOS:



Como ndo se trata de um estudo experimental clinico ndo ha procedimentos

alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode optar.

GARANTIA DE ACESSO:

Estamos a sua disposicdo para qualquer informacgdo relacionada a pesquisa ou
qualquer problema relacionado a ela. Em qualquer etapa do estudo, a paciente tera
acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
davidas. A investigadora principal, Cintia Meirelles de Camargo Kosugi e 0 co-
orientador, Dr. Eduardo Schor que podem ser encontrados no Departamento de
Ginecologia no endereco: Rua Napoledo de Barros 715, 7° andar do Hospital Sao
Paulo (telefones 5576-4100 ou 5576-4104).

Caso vocé tenha alguma duvida ou consideracdo com relacdo aos aspectos éticos da
pesquisa, entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) Rua Botucatu,
572 — 1°andar — cj 14, tel 5571-1062, Fax 5539-716 2 — e-mail: cepunifesp@epm.br.

8- LIBERDADE:

A sua participacdo no estudo € totalmente voluntéria e caso deseje, vocé podera se
retirar do estudo a qualquer momento, sem nenhuma necessidade de justificativa e
sem nenhum prejuizo em seu tratamento que continuara sendo realizado normalmente.

9- CONFIDENCIALIDADE:

Todas as informacgdes colhidas e as identidades das pacientes serdo mantidas em

sigilo como informacgao confidencial.

10- DIREITO DE INFORMAGCAO:

As pacientes terdo direito de serem mantidas atualizadas sobre os resultados parciais

desta pesquisa.

11- DESPESAS E COMPENSACOES:



N&o existem despesas pessoais para vocé em qualquer fase do nosso estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo existira compensacdo financeira

relacionada a sua participagao.

12- DANOS PESSOAIS E TRATAMENTO:

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a

tratamento médico na Instituicdo, bem como as indeniza¢des legalmente estabelecidas.

13- SIGILO:

A nossa equipe de pesquisadores se compromete a utilizar os dados e material

coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informacfes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo a pesquisa denominada “Avaliacdo dos
polimorfismos nos genes TP53, P27 e FAS em mulheres com endometriose”. Discuti
com o pesquisador responsavel pelo estudo (Cintia Meirelles de Camargo Kosugi)
sobre minha decisdo em participar dessa pesquisa. Ficaram claros para mim quais 0s
propodsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos. Ficou claro também que minha participacdo é
isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar desse estudo e poderei retirar meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidade ou
prejuizo ou perda de beneficios que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento

nesse Servigo.

Assinatura da paciente/representante legal Data / /




Assinatura de testemunha Data / /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido desta paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

O material coletado e cultivado podera futuramente ser utilizado para pesquisas que
procurem desvendar novos aspectos relacionados a endometriose.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimentos de eventuais duvidas. A principal investigadora, Cintia
Meirelles de Camargo-Kosugi e o co-orientador Dr. Eduardo Schor que podem ser
encontrados no endereco: Rua Napoledo de Barros, 715 - 7° andar — Secretéaria da
Ginecologia, telefone: 5576-4100 ou 5576-4104. Se vocé tiver alguma consideracao ou
divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar conj. 14, TEL: 5539-7162 ou 5571-
1062, FAX: 5539-7162.



E garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
instituicao.

Estou de acordo com minha participacao por livre escolha. Tenho ainda o direito
de recusa a qualquer momento se assim o desejar.

Sem mais,

Paciente:

Médico:

Sao Paulo, / /




Abstract

Introduction: Endometriosis is a benign gynaecologycal disease, defined as the
presence of functional endometrial implants out of uterus, mainly in pelvis. Cell cycle
and apoptosis disturbs could be associated with this disease as well as alterations in
the genes that control. Aim: To investigate the possible association between the
presence of the polymorphisms in the genes TP53: codons 11; 72; 248, P27 (V109G)
and FAS —A670G with endometriosis. Methods: Cross sectional case—control study
was performed. Genomic DNA was extracted from cells collected from buccal swabs.
The TP53: codons 11; 72; 248, P27 (V109G) and FAS —A670G polymorphisms were
investigated using the polymerase chain reaction restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) method in a hospital-based Brazilian population. Results:
The P53 gene, codon 11 (P53*11) polymorphism study showed that mostly of women
did not present the allelic variance (p=0,255). The P53 gene, codon 72 (P53*72)
polymorphism study presented significant differences between endometriosis and
control groups (P=0,01; OR=2,19; 95% I1C=1,196-4,039). The P53 gene, codon 248
polymorphism study showed that only one woman from endometriosis group presented
heterozygosis to variate allele. The distribution of genotype and allele frequencies of
p27 V109G polymorphism was significantly different between the endometriosis cases
and healthy women (p = 0.016 and 0.002). Finally, FAS gene polymorphism study
showed any significant difference between groups (p=0,97). Conclusions: P53*72 and
P27 polymorphisms studies could be associated with endometriosis.



Quadro de Primers

Polimorfismos Sequeénciade primers Desnaturagdo {°CF | Anelamento {°C{ | Extensio Endonuclease de Fragmento cle DMA {tam.
seg) seg) {*Cl seq) restri¢3o (°C! hora) Em pares de base)
P53"11 F-CTTGGGTTGTGGTGAAMCATTG, 54130 55130 72145 Taql 62°C por 0,45 hora (Selvagemn)
R-GTCAGTCCCATGAATTTTCGCT 235+140
(Mutado)
37
P53'72 F-TCCCCCTTSO0GTCOCAA, 95/30 58/30 72145 Bst1 por 4 horas (Selvagemn)
R-CGTGCAAGTCACAGACTT 77
(Mutado)
160+119
P53'248 F-TAGGTTGGCTCTGACTGTACCA 54130 58/30 72145 Hapll 85°C por 0,45 hara (Selvagemn)
R-TGTGATGAGAGGTGGATGGGTA 164469
(Mutado)
233
P27 F-TCGAGACCCBGGAGA AAG, 5460 56,760 72160 Bl par 3 haras (Selvagemn)
R-CCG CTAACCCCG TCTGG 378476
(Mutado)
J62+116+76
FAS F-CTACCT AAG AGCTATCTA CCGTTC, 96/E0 56/ 60 72160 Mval por 3 haoras (Sebvagern)
233+58
R-GGC TGTCCATGTTGT GG TGL (Mutado)
189+ 98+ 44
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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