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RESUMO

A endometriose € definida como aparecimento de focos de tecido endometrial
com caracteristicas glandulares e/ou estromais idénticos aos da cavidade
uterina em outras localizacdes, que ndo o endométrio, apresentando um forte
componente genético. Incide principalmente em mulheres em idade
reprodutiva, podendo estar relacionada com infertilidade em 30% a 40% dos
casos. E uma patologia de diagnéstico histolégico, devendo o mesmo,
confirmar as suspeitas clinicas e os achados macroscépicos encontrados em
cirurgias. Pode afetar varios 6rgaos, sendo por isso mesmo denominada
atualmente de multi-sistémica. A expressao exagerada de receptores de
estrogénio e defeitos no receptor de progesterona sdo consequéncias da
anormalidade do efeito progestacional sobre o endométrio tépico e ectdpico.
Alteracdes da sua funcao podem, portanto, facilitar o aparecimento da moléstia
porque, no sentido amplo, deixa de antagonizar os efeitos proliferativos dos
estrogénios. Recentemente, varios polimorfismos do receptor de progesterona
tém sido descritos. Dentre eles destaca-se o polimorfismo PROGINS que
consiste em uma insercao Alu de 306 pb no intron G entre 0 exon 7 € 8 do
gene do receptor de progesterona humano. Este estudo tem como obijetivo
verificar a possivel correlagdo entre a endometriose e o Polimorfismo do Gene
do Receptor de Progesterona (PROGINS). O grupo endometriose foi composto
por 54 pacientes de um centro de referéncia em videolaparoscopia e
infertilidade de Goiania (FERTILE). O grupo controle incluiu 45 mulheres sem
diagnoéstico de endometriose por anamnese. Os genoétipos para o polimorfismo
PROGINS (A1/A1, A1/A2 e A2/A2) foram determinados por PCR. A frequéncia
dos genotipos polimérficos (A1/A2 e A2/A2) é duas vezes maior nas pacientes
com endometriose (33,3%) do que no grupo controle (15,5%). Houve
significancia estatistica que indicasse a associacdo entre o polimorfismo
PROGINS e a patologia endometriose (P= 0,0426).

Palavras-Chave: endometriose, receptor de progesterona, PROGINS, PCR.
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ABSTRACT

Endometriosis is defined by the appearance of foci of endometrial tissue with
glandular features and / or stromal identical to the uterine cavity at locations
other than the endometrium, showing a strong genetic component. It focuses
primarily on women of reproductive age and may be related to infertility in 30%
to 40% of the cases. It's a histological diagnosis of pathology, which must be
confirmed the clinical suspicion and the macroscopic findings found in surgery.
It can affect several organs, and because of it is called multi-systemic. The
exaggerated expression of estrogen receptors and progesterone receptor
defects are consequences of the abnormality of the progestational effect on the
endometrium and ectopic topic. Changes in its function may thus facilitate the
emergence of the disease because, in the broad sense, fails to antagonize the
proliferative effects of estrogens. Recently, several polymorphisms of the
progesterone receptor have been described. Among them stands out PROGINS
polymorphism Alu consisting of a insertion 306 bp in the intron G between the
exon 7 and 8 of progesterone receptor gene in humans. This study aims to
determine the possible correlation between endometriosis and polymorphisms
of the Progesterone Receptor Gene (PROGINS). The endometriosis group
consisted of 54 patients from a referral center for infertility laparoscopy-video
and infertility of Goiania (FERTILE). The control group included 45 women
without history of endometriosis by anaminesis. Genotypes for PROGINS
polymorphism (A1/A1, A1/A2 and A2/A2) were determined by PCR. The
frequency of polymorphic genotypes (A1/A2 and A2/A2) is two times higher in
patients with endometriosis (33,3%) than in the control group (15,5%).
Statistical significance was found indicating an association between the
polymorphism PROGINS and pathology endometriosis (P = 0,0426).

Keywords: endometriosis, progesterone receptor, PROGINS, PCR.
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1. INTRODUCAO

1.1 Ciclo Menstrual

O ciclo menstrual € um periodo que ocorre normalmente de 28 em 28
dias, tendo inicio na menarca (primeira menstruacao) e terminando na
menopausa (cessacao da menstruacado). Pode ser dividido em trés fases:
folicular, que se inicia no primeiro dia do fluxo menstrual; ovulatéria, que pode
durar até trés dias; e lutea, que vai do fim da ovulacéo até o inicio do fluxo. No
comeco de cada ciclo menstrual, 0 endométrio apresenta-se fino. Ao final da
menstruacao (descolamento do endométrio acompanhado por sangramento), a
elevacao da concentracao plasmatica de estradiol durante a fase folicular
aumenta de trés a cinco vezes a espessura do endométrio, caracterizando a
fase proliferativa. Logo apdés a ovulacdo, o aumento acentuado da
progesterona altera o endométrio, inibindo seu crescimento rapido e a atividade
mitotica (Castelli, 2008; Lobato, 2007) (Figura 1).

Ciclo dos Hormdnilos da Hipdhise

Homibnio foliculo: - Hormonio
estimuante A7 | htednizante

i1 13 16 1T 18 B 23 oF o7
| Dia do Clclo

!
2 & @8 8 10 12 .14 18 18 =) 2z 24 2 28
!135}'9

Figura 1: Ciclo menstrual.
Fonte: Figura modificada de Lobato, 2007.
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Ap6s a maturagdo e rompimento do foliculo ovariano ocorre o
desenvolvimento do corpo ldteo, que por sua vez produz o horménio
progesterona que impede a descamacao do Utero. Nas fases folicular e
ovulatéria, sdo secretadas grandes quantidades de estrogénios, enquanto que
na fase lutea ocorre o predominio de progesterona. Se nao houver fecundacéo,
o corpo luteo vai regredindo de modo que a producéo de progesterona diminui
até cessar e entao, ocorre a menstruacao (Melegario et al., 2006; Lima, 1996)
(Figura 1).

1.2 Endometriose

A endometriose é uma enfermidade inflamatéria crénica dolorosa, que
representa um dos transtornos ginecolégicos benignos mais comuns. E uma
patologia heterogénea que se desenvolve em mulheres na idade reprodutiva e
regride espontaneamente ap6s a menopausa (Renner et al., 2006; Lima et al.,
2006; Johnson et al., 2004).

E definida como aparecimento de focos de tecido endometrial com
caracteristicas glandulares e/ou estromais idénticos aos da cavidade uterina
em outras localizacdes que ndo o endométrio (Giordano, 1998). E uma doenca
que tem um forte componente genético (Tempfer et al., 2009). Recentemente
conceitua-se a enfermidade como a presenca de tecido semelhante ao
endométrio, fora do utero, induzindo uma reagdo crdnica e inflamatodria,
seguindo a orientacdo da European Society of Human Reproduction and
Embriology (ESHRE). Histologicamente € descrita como tecido extra-uterino
com caracteristicas semelhantes ao do endométrio topico (Riachi, 2008;
Kamergorodsky, 2007).

Segundo relatos, a primeira descricdo dos sintomas caracteristicos da
endometriose, bem como o tratamento para as alteragcdes menstruais
provocados pela doencga, teria ocorrido em 1600 antes de Cristo, conforme
descricao presente no Papiro Egipcio de Ebers (Nakata et al., 2004). Em 1835
d.C. Cruveilhier faz referéncia a lesdes cisticas de anexos, utero e vagina
(Baranova et al., 1997) e Carl Von Rokitansky, em 1860 d.C. na Alemanha, faz
a primeira descricao patolégica de um caso de endometriose ao se deparar
com a presenca de tecido semelhante ao endométrio, ectopico, em pecas de
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necropsia (Giordano, 1998).

O implante endometrial ocorreria pela influéncia de um ambiente
hormonal favoravel e de fatores imunolégicos que nao eliminariam essas
células deste local improprio (Podgaec, 2006). A endometriose tem
caracteristicas de invasdo e metastase, embora patologicamente se assemelhe
a um tumor benigno (Treloar et al., 2005).

Tal moléstia pode manifestar-se de multiplas formas, sendo os achados
mais comuns a dor pélvica e a infertilidade. Dentre todos os seus variados
sintomas € observado com maior frequéncia a dismenorréia (dor pélvica
durante a menstruacao), independentemente de sua localizacdo, podendo
apresentar ainda alteragdes do padrdao menstrual, dispareunia profunda (dor
durante o ato sexual), dor pds-coito e algia pélvica continua (Riachi, 2008;
Dentillo, 2007).

Ha relatos de endometriose associada a anomalias congénitas
obstrutivas (estenose ou atresia cervical, agenesia de vagina ou himen
imperfurado) em adolescentes, sendo uma patologia pouco frequente antes da
menarca e apOs a menopausa, por isso mesmo, rara em mulheres
amenorréicas. A gravidez precoce e sucessivas gestacées parecem prevenir o
desenvolvimento da doenca (Moura et al., 1999).

A evolugdo da endometriose ocorre em cinco etapas importantes: 1)
adesdo da célula endometrial na superficie peritoneal; 2) invasao destas
células no mesotélio; 3) recrutamento de células inflamatérias; 4) angiogénese
ao redor do implante; 5) proliferacdo das células endometriais. Também
influenciam na endometriose, fatores ambientais e hormonais, mensageiros
celulares, moléculas de adesdao e as citocinas também influenciam na
endometriose (Yanez e Gonzalez, 2007).

E uma doenca que pode afetar varios érgaos (peritdnio pélvico, trompas,
ovarios, tecido subcutdneo, umbigo, trato urinario, bexiga, coragdo, rim,
pulmao, figado, pancreas, musculos, sistema nervoso central, etc.), fato que a
denomina atualmente de multi-sistémica (Figura 2) (Renner et al., 2006; Olive e
Pritts, 2001; Ranney, 1980).

As lesdes endometridticas sdo mais frequentes no peritbnio e os érgaos
pélvicos, principalmente os ovarios, seguidos pelo septo reto-vaginal. E

encontrada com menor frequéncia em regides extra pélvicas, localizadas com
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maior frequéncia nos tratos gastrointestinais (sigmoéide, reto, area ileocecal e
apéndice) e urinario. Raramente, pode acometer outras partes do corpo, como

pulmdes, térax, pericario e cérebro (Dentillo, 2007).
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Figura 2: Principais locais da endometriose dentro da pelve e do abdémen.
Fonte: Figura modificada de Olive e Pritts, 2001.

No que diz respeito a sintomatologia clinica, a endometriose comporta-
se de maneira diferente do esperado, ocorrendo com maior frequéncia em
pacientes que apresentam sintomas exacerbados em relacdo as manifestacoes
de dor e/ou infertilidade, mas que sdo diagnosticados laparoscopicamente
como tendo endometriose minima. Por outro lado, também nao é infrequente o
diagnéstico ocasional de pacientes em graus mais avancados da doenga e que
sdo completamente assintomaticas no que diz respeito aos sintomas clinicos e

a possibilidade de gravidez (Bedone, 1994).
1.3 Morfologia

Macroscopicamente a morfologia das lesbes é bastante variavel.
Multiplas formas e coloracbes caracterizam o espectro da endometriose

(Kamergorodsky, 2007).
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Morfologicamente, os implantes peritoneais e ovarianos podem ser
diferenciados em: lesbes vermelhas, negras (azuladas ou arroxeadas,
pregueada) e brancas (Figuras 3, 4 e 5 respectivamente). As lesdes vermelhas
sS40 mais agressivas, ativas e elevadas, apresentando histologia semelhante ao
epitélio eutdpico proliferativo. Além disso, acredita-se serem mais
vascularizadas e com maior poder invasivo, correspondendo ao primeiro
estagio de desenvolvimento da doenca. Ja as lesées negras, também ativas,
correspondem ao estagio mais avancado da doenca. As lesdes brancas sao
menos vascularizadas e inativas, aparecendo posteriormente as lesdes negras
e apresentando aspecto cicatricial (Meola, 2008).

Nos estadios iniciais da doenca as lesdes tém coloragao vermelha como
o endométrio, mas apés algum tempo, essas células estimulam uma resposta
inflamatéria e adquirem coloragdo bem escura. O grau de evolucéo das lesées
varia de vesicula ndo pigmentada transparente para vesicula rdsea
avermelhada, marrom clara, marrom escura, enegrecida e, por fim, branca
quando ocorre fibrose do tecido. Os implantes podem ser polipdides (com
invasdo do tecido conectivo subperitoneal), cisticos ou apresentarem lesdes

fibréticas e inflamatérias (Berbel et al., 2008; Kamergorodsky, 2007).

Figura 3: Agrupamento de endometriose vermelha no corno tubario.
Fonte: Ribeiro Junior, 2009.

19



o 3 w2
Figura 4: Lesdo negra, azulada ou arroxeada, pregueada, associada a uma cicatrizacdo em
forma de estrela decorrente de sangramento tecidual e reteng@o de pigmentos sanguineos.
Fonte: Ribeiro Junior, 2009.

Figura 5: Les&o branca com pontos de sangramento.
Fonte: Ribeiro Junior, 2009.
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1.4Epidemiologia

Um namero significante de mulheres que se queixam de dismenorréia e
dor pélvica apresentam endometriose. Mais de 50% das mulheres com
infertilidade inexplicada sédo diagnosticadas com esta patologia através da
laparoscopia e sua incidéncia parece estar aumentando (Lima et al., 2006).

A incidéncia de endometriose € estimada em 5%, com uma prevaléncia
de 10% (Bahtiyar et al., 1998). Estima-se que sua frequéncia varia de 10-15%
em mulheres com idade reprodutiva, 3% na pés-menopausa (Berbel et al.,
2008; Hurtado, 2008) e em mais de 30% em mulheres com problemas de
fertilidade (Renner et al., 2006), aumentando para 70% em pacientes com dor
pélvica crénica. Mulheres assintomaticas a sua prevaléncia podem alcancar
16%, estando relacionadas com a infertilidade em 30% a 40% dos casos
(Kamergorodsky, 2007; Moura et al., 1999).

A incidéncia de envolvimento intestinal em mulheres com endometriose
varia de 3 a 34%. Muitas lesdes sdo assintomaticas e descobertas
acidentalmente em uma laparotomia indicada por outras razdes. As areas
comumente envolvidas sao: o reto e o sigmoéide em 85% dos casos; o ceco, em
3,6%; e 0 apéndice, em 3% das pacientes. O envolvimento do intestino delgado
pode ser observado em 0,5 a 7% das lesbes intestinais sendo a porcéo
terminal do ileo a mais envolvida. Quando ocorre comprometimento intestinal,
observa-se em diferentes intensidades, diarréia, obstipacdo, tenesmo,
nauseas, vomitos, febre, anorexia, perda de peso e sangue nas fezes (Ribeiro
et al., 2008).

Um endometrioma umbilical € uma condi¢ao rara, com incidéncia de 0,5
a 1% de todos os pacientes com ectopia endometrial. O desenvolvimento
desse tipo de endometrioma pode ocorrer apés procedimentos cirurgicos
laparoscoépicos envolvendo o umbigo (Chatzikokkinou et al., 2009).

Um estudo realizado no Setor de Endometriose do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo demonstrou que
varios fatores podem influenciar o célculo estatistico da prevaléncia e
incidéncia de mulheres com endometriose, causando erro nos estudos
epidemioldgicos. Destaca-se que um grande numero de mulheres com

endometriose e nivel sdcio-econémico mais baixo ndo procuram atendimento e
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nao sao inseridas nos estudos. Somente as mulheres inférteis que tém desejo
de engravidar e procuram tratamento sdo diagnosticadas com a patologia
(Berbel et al., 2008).

1.5Etnia

Diversos estudos buscaram comprovar a participagao da raca como fator
de risco para a endometriose, porém o que foi observado é uma grande
controvérsia entre as mais diversas pesquisas. Em um trabalho realizado por
Kirshon e colaboradores (1989) observou-se que a incidéncia de endometriose
em pacientes hispanicas brancas e negras era semelhante, ou seja, a raga nao
influencia na incidéncia da endometriose, enquanto alguns autores defendem a
prevaléncia da doenca na raca negra e outros destacam a raca amarela como
a predominante (Marques, 2005).

Em revisbes da literatura verificam-se que muitos estudos séo baseados
em populagées brancas do sexo feminino e geralmente sabe-se que a
endometriose ndo € comum entre negras. Em um estudo comparando
pacientes japonesas e americanas verificou-se uma maior incidéncia de
endometriose em mulheres orientais quando comparadas as nao-orientais
(Miyazawa, 1976).

Na populagéo caucasiana observamos uma frequéncia de endometriose

de aproximadamente 10% (Baranova et al., 1997).
1.6 Etiopatogenia

Embora a endometriose seja considerada uma doencga enigmatica de
etiopatogenia incerta e tratamento variavel, vérias alteracées imunoldgicas e
bioquimicas estao presentes nesses pacientes (Velasco et al., 2006).

E uma patologia referenciada como “doenca da mulher moderna”
quando analisada pelo ponto de vista biopsicossocial. Pode-se dizer que a
endometriose € um mau recente, pois antigamente como as mulheres
engravidavam mais cedo e tinham mais filhos o fato de menstruarem menos
fazia com que tivessem menor risco de apresentar a enfermidade. Alguns

especialistas afirmam que as mulheres antigas menstruavam em média 60
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vezes durante a vida fértil. Hoje esse numero subiu para 600, aumentando a
quantidade de sangramentos (Vila, 2007; Lorencatto et al., 2002).

Algumas teorias foram propostas para explicar o desenvolvimento da
doenca. Dentre as teorias classicas, atribui-se a endometriose ao fluxo
menstrual retrégrado, a transformacdo metaplasica ou mesmo a deposicao
iatrogénica em procedimentos cirurgicos (Carvalho et al., 2008).

Sampson em 1927 propbs a teoria da menstruagdo retrégrada,
descrevendo a endometriose da forma como é conhecida atualmente,
sugerindo-a como provavel etiologia apdés a observacdo de sangue saindo
pelas tubas uterinas e no limen das trompas de mulheres operadas durante a
menstruacdo (Riachi, 2008; Berbel et al., 2008; Abrao, 2000). Muitas criticas
surgiram para essa teoria devido a presenca de fatos inexplicados, como a
presenga de tecido endometrial ectépico em regides anatdbmicas remotas
(como nos pulmdes), sendo estes quadros que nao corroboram com a teoria do
refluxo tubario (Hurtado, 2008). Outro fato é que a endometriose desenvolveu-
se em apenas um grupo de mulheres, apesar da menstruacao retrégrada ser
um fenébmeno quase universal (Bahtiyar et al., 1998).

Mesmo com algumas divergéncias, a teoria da menstruacao retrégrada
ainda é bastante utilizada para explicar a origem da doenca. Ela prop6e que as
células endometriais viaveis, uma vez descamadas apdés a menstruacao,
alcangariam por refluxo, via tubas uterinas, a cavidade peritoneal, com
consequente implantacdo e crescimento local, uma vez que macréfagos
peritoneais de pacientes com endometriose n&o apresentam capacidade de
digerir eficientemente o refluxo menstrual (Nakata et al., 2004; Chaco et al.,
1987).

A teoria da metaplasia ou teoria da transformacao metaplasica descreve
um processo aberrante de diferenciacao celular que ocorre no local resultando
em tecido endometrial (Renner et al., 2006). Segundo essa teoria, 0 mesotélio
do peritbnio poderia transformar-se em varios tipos de epitélios, como tecido
endometrial, o que explicaria o implante ectopico em areas extrauterinas
(Kamergorodsky, 2007). Essa teoria poderia justificar os raros casos de
endometriose em homens (Ejzenberg, 2007).

A endometriose da parede abdominal pode ser encontrada
principalmente apds cirurgias em que ha invasédo da cavidade endometrial tais
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como cesariana e laparoscopias. Considera-se que a manipulacado do tecido
endometrial possa permitir a implantacao de suas células nos diferentes planos
da parede abdominal durante o fechamento da cavidade ocorrendo
principalmente na cicatriz operatoria (Carvalho et al., 2008).

A endometriose € uma doenca que gera muitas incertezas quanto a sua
etiologia na medida em que existem diferentes teorias, embora nenhuma delas
permita explicar todos os casos e todas as localizagdes (Halme, 1984). De fato,
o encontro de focos endometriais ectdpicos seria a consequéncia de multiplos
fatores causais dentro de uma dindmica complexa ao longo do tempo, o0 que
determina o surgimento das multiplas formas descritas da patologia (Rodrigues,
1995).

A descoberta histolégica de endometriose em homens é rara, e tem sido
associada as altas doses de estrogeno no tratamento de cancer de préstata
(Singh et al., 2008).

1.7 Diagnostico

O diagndéstico da endometriose envolve o quadro clinico, a utilizacdo de
marcadores e a laparoscopia. Os marcadores sao substancias que tem sua
concentragdo aumentada ou diminuida em determinadas épocas do ciclo
menstrual e que servem como parametro para a avaliagdo do estagio da
doenca (Berbel et al., 2008).

Muitos autores estudam a correlagdo entre a doenca e os antigenos
tumorais Ca-125 e Ca 19-9, os quais sado detectados em maiores quantidades
no soro de portadoras principalmente em estagios mais avancados. Porém,
esses marcadores, apesar de serem de alta especificidade, possuem baixa
sensibilidade (Dentillo, 2007). O Ca-125 € um dos marcadores mais utilizados.
E uma glicoproteina de alto peso molecular (> 20.000 Da) de origem epitelial
encontrado em células normais, produzido no epitélio celdbmico durante o
desenvolvimento embrionario. A coleta do sangue para realizacao do Ca-125
deve ser feita nos trés primeiros dias do ciclo menstrual. Em estagios mais
avangados da endometriose encontramos concentracées elevadas de Ca-125
(Amaral et al., 2006).

O fluido folicular torna-se parte do fluido peritoneal depois da ovulagao e
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possui fator de crescimento do endotélio vascular, fatores de crescimento
semelhante a insulina | e Il (IGF-1 e IGF-2), fator de necrose tumoral a (TNF-
a), citocinas, como a interleucina (IL)-1, IL-6, IL-8, proteina quimiotatica para
mondécitos (MCP)-1, fator inibitério da leucemia, assim como as prostaglandinas
e hormoénios esterdides. Os niveis de fluido folicular de certas citocinas e os
fatores de crescimento diferenciam mulheres com e sem endometriose
(Bahtiyar et al., 1998).

Apesar de diversas pesquisas buscarem métodos laboratoriais que
permitam o diagndstico da moléstia sem a necessidade de um procedimento
cirurgico, a endometriose ainda é uma doenca de diagnostico histoldgico, pois
depende de métodos invasivos como a laparoscopia, que torna possivel a
visualizacdo das lesbes sugestivas da doenca e a obtencdo de amostra
tecidual que confirme, pela andlise histolégica, essa suspeita (Podgaec, 2006).

1.8 Tratamento

O tratamento adequado deve ser individualizado para cada paciente. A
recomendacdo para tratamento medicamentoso e/ou cirdrgico depende da
auséncia ou presenca de sintomas, do grau da doenga, da idade da paciente e
sua futura ambicao de fertilidade. O tratamento cirlrgico é indicado nos casos
em que ha danos ovarianos e tubarios, cistos endometriéticos e outras doencas
ginecoldgicas associadas ou quando houver falha na terapia com drogas. No
caso de doencas recorrentes ou no inicio do tratamento é recomendada terapia
medicamentosa. A histerectomia é indicada somente em casos extremos
(Meola, 2008).

1.9 Hormonios associados a endometriose

A progesterona é o horménio da gravidez. E requerida em todos os
mamiferos para o desenvolvimento e manutencédo do endométrio permitindo a
implantacdo e manutencdo da gravidez. A deficiéncia de progesterona ou
defeitos na fase lutea tem sido propostos como uma etiologia da falha de
implantacdo (Coulam et al., 2008).

A progesterona juntamente com o estrogeno sado importantes
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reguladores do sistema reprodutivo feminino e encontram-se envolvido na
génese tumoral. S4o responsaveis pela maturagdo dos odécitos, manutencao e
estabelecimento da gestagdo, bem como pelo desenvolvimento da mama e
conservacao do endométrio (Giacomazzi, 2008; Pooley et al., 2006; Fabjani et
al., 2002).

A estimulacado excessiva de estrogénio sem oposicdo de progesterona
predispoe fortemente ao céncer de endométrio (De Vivo et al.,, 2002). A
endometriose é considerada uma doenca estrogénio-dependente, uma vez que
o estrogénio se faz necessario para o desenvolvimento da patologia (Abrao,
2000).

O efeito antagonista da progesterona sobre os estrégenos levaram a sua
prescricdo durante mais de 40 anos para o tratamento da endometriose, devido
ao seu efeito supressor do eixo hipotalamo-hipdfise-ovario que reduz as
concentracdes séricas de estrogenos e também ao efeito direto sobre o
endométrio, em que gera a decidualizacdo e atrofia do endométrio eutbpico e
das lesdes endometriais, além da inibicdo da angiogénese e diminuicdo dos
marcadores da inflamacao peritoneal (Yanez e Gonzélez, 2008).

A progesterona juntamente com o 17B-estradiol sdo reguladores da
diferenciacao e proliferagdo no trato genital feminino. Respostas alteradas de
estrogénio e progesterona levam a desordens dependentes de hormoénios
esterdides como a endometriose, o cancer endometrial, a subfertilidade e o
cancer de mama e ovario (Romano et al., 2007).

A supressao medicamentosa dos niveis de estradiol mediante inibidores
da enzima aromatase ou hormdnios agonistas da liberacdo de gonadotrofinas
(GnRH) produz um regressao da patologia (Johnson et al., 2004).

Fortes evidéncias apb6iam que a terapia de reposicdo hormonal em
mulheres pds-menopdusicas aumenta o risco de cancer de endométrio. O
aumento de estrogénio endbégeno no ciclo ovariano prolongado e a obesidade
também contribuem para o risco desta patologia. Em contraste, a progesterona
neutraliza potentemente o desenvolvimento do cancer de endométrio

estrogénio-dependente (De Vivo et al., 2002).

1.10 Endometriose e a infertilidade
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A infertilidade é uma condicao que afeta entre um quinto a um sexto dos
casais em idade reprodutiva. Segundo a Academia Americana de Medicina
Reprodutiva (ASMR) e a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), a infertilidade
€ definida como a incapacidade de um casal conseguir uma gravidez apés
doze meses de relagdes sexuais frequentes (duas a trés vezes por semana),
sem protecdo anticoncepcional (Silva et al., 2005; Borlot et al., 2004). Ela é dita
primaria quando se refere a casais que nunca tiveram filhos. A infertilidade
secundaria significa que ocorreu pelo menos uma concepcao, mas atualmente
o casal ndo consegue uma gestacao (Vila, 2007; Fernandes et al., 2000).

A associacado entre endometriose e infertilidade é bastante estudada e
os fatores que contribuem para tanto incluem deficiéncia do crescimento
folicular, concentracbes de horménios circulantes aberrantes, reducdo da
fertilizacdo do ovdcito e da taxa de implantacao, fibrose e adesao causadas por
distor¢des anatdmicas (Renner et al., 2006; Olive e Pritts, 2001).

Os mecanismos que como a endometriose ocasionam a infertilidade
sao: (a) interferéncia com a fungéao sexual (dispareunia, reducao da frequéncia
de coitos). (b) Interferéncia com a ovulagdo: (anovulagéo; fase lutea deficiente;
LUF (sindrome da luteinizacdo do foliculo ndo-roto). (c) distorcdo da anatomia
pélvica devido adesbGes endometridticas, que poderiam prejudicar a liberagao
do odcito ou inibir seu transporte. (d) funcéo peritoneal alterada em pacientes
com endometriose devido o aumento do fluido peritonial, aumento da
concentracdo de macrofagos ativados, prostaglandinas, interleucinas 1 (IL-1),
TNF (Fator de necrose tumoral) e proteases. Tais alteragdes causariam efeitos
adversos no oodcito, nos espermatozéides e no embrido. Porém esses
mecanismos ainda nao sao totalmente conhecidos (Meola, 2008; Moura et al.,
1999).

Entretanto, para mulheres inférteis com endometriose minima ou leve, a
causa da infertilidade nao é totalmente entendida, mas é considerada um
envolvimento hormonal, imunoldgico, proliferativo (endometrial) e de alteracoes
uterinas. Sabe-se que até 60% das pacientes com infertilidade podem
apresentar implantes endometriéticos (Glitz et al., 2009; Glitz, 2006).

Em mulheres com endometriose em estadio mais avangcado, as
alteragbes anatdmicas, como obstrucdo tubdria e aderéncias entre as
estruturas pélvicas podem perfeitamente explicar a infertilidade em
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consequéncia de comprometimento da postura ovular, da captacdo do odcito
e/ou do transporte do embrido. No entanto, os mecanismos pelos quais a
endometriose provoca infertilidade em pacientes que nao apresentam
modificacées anatdbmicas importantes (endometriose minima ou leve) ainda

nao séo bem claros (Fakih et al., 1987).

1.11 Escape do Sistema Imunolégico - Imune celular e humoral

Devido a endometriose ser multifatorial, existe a possibilidade de haver
um mecanismo imunolégico ou auto-imune no seu desenvolvimento. Por esse
motivo alguns autores se dedicaram a esse estudo, onde detectaram uma série
de anormalidades no sistema imune (Podgaec, 2006).

As células do endométrio que se implantam fora do seu local habitual de
desenvolvimento deveriam, teoricamente, ser fagocitadas ou destruidas por
células de defesa do organismo. Nas mulheres com endometriose, a varredura
dessas células nao deve ocorrer de forma eficiente, dando inicio ao
desenvolvimento da endometriose (Berbel et al., 2008; Podgaec, 2006).

Alguns estudos postulam que, nos estadios iniciais da endometriose,
para que o endométrio consiga se implantar, a resposta celular do sistema
imunoldgico ou resposta Th1 deve ser inibida para que a citotoxicidade dos
linfocitos ndo impegam as células endometriais de se instalarem. A resposta
Th1/Th2 deve estar desequilibrada. A queda da imunidade peritoneal favorece
o implante e o aparecimento da doenca, mais especificamente uma diminuicdo
da atividade dos linfécitos natural killers (NK), que agem contra antigenos
endometriais. Em muitos estudos, altos niveis de citocinas foram encontrados
no fluido peritoneal. A diminuigdo da atividade celular esta relacionada com a
gravidade da doenca (Glitz et al., 2009; Berbel et al., 2008; Vila, 2007).

Niveis anormais de muitas citocinas diferentes como a interleucina-1 (IL-
1), IL-6, IL-8 e o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) tém sido descritos no
soro e fluido peritoneal de mulheres com endometriose, envolvendo assim
estas citocinas na progressao da doenca e sua infertilidade associada (Glitz et
al., 2009; Velasco et al., 2006).

Interleucina-18 (IL-18) é uma citocina que pertence a familia IL-1 que
pode favorecer a progressdo da endometriose. Além disso, IL-18 atua em
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sinergia com a IL-12 a promover o desenvolvimento da resposta T helper
(auxiliar) e uma mudanca para o padrao Th1 (Glitz et al., 2009).

Mulheres com endometriose tém reduzida imunidade celular no sangue
periférico e no liquido peritoneal. Sabe-se também que os parametros
associados com o estresse podem alterar significativamente varios parametros
imunoldgicos, incluindo o numero de células, bem como suas fungbes (Lima et
al., 2006).

Disturbios auto-imunes mais sutis como a presenca de fator anti-nuclear
(FAN), anticorpos anti-ribonucleoproteinas, consumo de complementos e
presenca de anticorpos anticardiolipinas IgM também tém sido detectados
nesta enfermidade (Schmidt et al., 2006).

1.12 Doencas associadas a endometriose

Doengas auto-imunes como tireoidite auto-imune, hipotireoidismo,
fibromialgia, sindrome da fadiga crénica, alergias, asma, artrite reumatoide,
lupus eritematoso sistémico e sindrome de Sjégren sdo exemplos de doencas
associadas a endometriose. Estes pacientes possuem um risco maior de
desenvolver cancer de ovario e possivelmente cancer de mama e de pele
(Renner et al., 2006; Schmidt et al., 2006).

1.13 Genes associados a endometriose

Durante mais de 20 anos observou-se uma forte ocorréncia familiar de
endometriose em parentes de primeiro grau, sustentando um papel genético.
Estudos familiais evidenciaram uma maior incidéncia da doenca em parentes
de primeiro grau de mulheres afetadas, de 4,3 a 6,9%, do que em parentes de
mulheres nao afetadas, de 0,6 a 2,0% (Dentillo, 2007; Renner et al., 2006).

A associacao entre a doenca e os polimorfismos genéticos tem sido
reconhecida ha muito tempo. Recentemente, os avancos tecnoldgicos na
biologia molecular tém abastecido o interesse nos polimorfismos moleculares e
sua influéncia na suscetibilidade e apresentacao clinica das doencgas (Tempfer
et al., 2009; Ribeiro Junior, 2009).

A endometriose é uma doenca poligénica/multifatorial que
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frequentemente resulta em varios problemas ginecoldgicos incluindo
dispareunia, dismenorréia, dor pélvica e infertilidade (Nakata et al., 2004).

Existem provas clinicas que a endometriose pode ser hereditaria, porém
seus mecanismos nao estdo claros. No Brasil a incidéncia relatada em
familiares diretos com endometriose € de 8,6% (Yanez e Gonzalez, 2008).

Esclarecer a etiologia genética da endometriose implicaria no
diagnéstico, na identificacdo de individuos em risco e no desenvolvimento de
terapias especificas. Esta desordem tem sido foco de um grande numero de
estudos associados a investigar uma grande variedade de polimorfismos
(Tempfer et al., 2009).

A tecnologia atual permitiu esclarecer a relacao entre uma série de
fatores secretados e certas deficiéncias, como as aromatases. Arvanitis et al.
(2001) argumentaram que o polimorfismo CYP1A1, CYP19 e GSTM1
aumentam o risco de endometriose, assim como a expressdo do oncogene
p16, retinoblastoma (pRb) e ciclina D1. Os polimorfismos e as mutacdes
pontuais tém sido associados a defeitos enzimaticos que contribuirdo para
evolucao da endometriose (Yanez e Gonzalez, 2008).

O receptor beta de estrégeno (ERB) parece ser um dos fatores mais
importantes no mecanismo de acao do estrogeno e alguns estudos tém
mostrado associag¢des entre polimorfismos do gene ERB e a progressao da
endometriose. Além disso, polimorfismos do gene do PROGINS estdo também
associados a susceptibilidade para a endometriose, uma vez que a
progesterona atua aumentando as células que revestem a parede uterina,
acentuando o espessamento do endométrio e fazendo com que ele seja
intensamente invadido por vasos sanguineos. Estudos demonstraram que a
secrecao anormal de LH, atribuida a polimorfismos na subunidade B do gene,
induz a anovulacdo, maturacdo prematura do odécito, anormalidades
menstruais, sindrome dos ovarios policisticos, abortos recorrentes e
infertilidade, particularmente aquela relacionada a endometriose (Mafra et al.,
2008).

A coexisténcia de multiplos alelos em um locus é chamado de
polimorfismo genético, ou seja, sdo sequéncias de DNA alternativas (alelos)
encontrado em uma populacédo na regiao homéloga do cromossomo, como um

gene (Lewin, 2004; Watson et al., 2004). Essas variagdes genéticas devem ser
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encontradas em pelo menos dois alelos que aparecem em mais de 1% dos
individuos de uma amostra populacional aleatéria, enquanto que as mutacoes
constituem as variacoes presentes em menos de 1% dos individuos, sendo
mais raras do que os polimorfismos. Tais definicbes estatisticas séao
independentes da presenca de doenga ou da predisposicdo a condicoes
patolégicas (Pasternak, 2007; Thompson e Thompson, 1993). Os
polimorfismos sdo variacbes genéticas herdadas, presentes em todas as
células (germinativas ou somaticas, sadias ou doentes) com prevaléncia
variavel em diferentes populagdes (Gomes et al., 2006).

Um polimorfismo pode ser tanto simples como alternativo, diferenga
Unica em pares de bases no mesmo local do cromossomo entre os diferentes
membros da populacdao, ou diferengas no comprimento de uma sequéncia
repetida de nucleotideos simples (Watson et al., 2004).

Uma populacédo pode ter polimorfismo extensivo em nivel de genétipo.
Muitas variacbes de sequéncias podem existir em um determinado locus,
algumas delas sao evidentes, porque elas afetam o fen6tipo, mas outras sao
escondidas porque ndo tém nenhum efeito visivel. Podendo haver alteracoes
continuas em um locus, incluindo aquelas que mudam sequéncia de DNA, mas
ndo muda a sequéncia da proteina, aquela que a sequéncia da proteina muda
sem mudar a fung¢do, aquela que criam proteinas com diferentes atividades e

aquela que criam proteinas mutantes que sao nao-funcionais (Lewin, 2004).

1.14 Marcadores moleculares

1.14.1 Gene Receptor de Estrégeno

O estrébgeno regula o metabolismo celular em varios tecidos,
desempenhando um papel importante no desenvolvimento, crescimento e
diferenciacdo das caracteristicas sexuais secundarias femininas, na
reproducdo e no metabolismo celular. Essas ac¢bes ocorrem através da
interacdo dos horménios com seus receptores. Duas isoformas da proteina
receptora para o estrébgeno foram encontradas, denominadas receptor
estrogénico a (REa) e receptor estrogénico B (RERB) (Carvalhosa, 2001).

Inimeros autores demonstraram a expressao exagerada de receptores
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de estrogénio nos implantes de endometriose e também o que parece
importante, defeitos no receptor de progesterona. A expressao exagerada de
receptores de estrogenos e defeitos no receptor de progesterona sao
consequéncia da anormalidade do efeito progestacional sobre o endométrio
tépico e ectdpico. A maior secrecdo de colagenases, a menor expressao de
seus fatores inibidores, a secrecao de peptideos angiogénicos, o controle do
ciclo celular e a metabolizacdo dos estrogénios nas células endometriais sao,
como se sabe, regulados pela progesterona. Alteracées da sua fungao podem,
portanto, facilitar o aparecimento da moléstia, porque, no sentido amplo, deixa
de antagonizar os efeitos proliferativos dos estrogénios (Carvalho et al., 2004).

1.14.2 Gene p53

O gene p53 esta localizado no cromossomo 17p13 (braco curto de
cromossomo 17 na banda 13) e € um dos mais importantes genes supressores
de tumor, controlando a transcricdo do DNA e a regulacédo do ciclo celular. A
proteina p53 induz apoptose ou bloqueia o ciclo celular em resposta a danos
no DNA, permitindo que as células lesadas sejam destruidas ou reparadas
antes de reiniciarem a sintese de DNA. A inativacao funcional das vias p53
através de eventos genéticos e epigenéticos, que afetam o gene p53 e/ou seus
parceiros de interagdo, ocorre frequentemente em canceres. Na verdade, as
mutacdes desse gene estdo associadas com a instabilidade no
desenvolvimento celular e a progressao do ciclo. Em varios tipos de canceres
sao relatadas anormalidades no gene p53 (Lattuada et al., 2004).

Recentemente tem-se prestado atencdo para o possivel papel das
variantes genéticas do p53, em particular o polimorfismo do cdédon 72 e a
endometriose. Este polimorfismo deriva de uma substituicdo de nucleotideo
unico que resulta na presenga de uma prolina (p53-Pro) ou arginina (p53-Arg)
na sequéncia de aminoacidos. O aminoacido modificado afeta as propriedades
bioquimicas e funcionais da p53: a variante prolina é um forte ativador
transcripcional, sendo que a variante arginina € um forte indutor da apoptose
(Ammendola et al., 2008; Lattuada et al., 2004; Ribeiro Junior, 2009).

Um estudo realizado na populacdo chinesa reportou a associacao

negativa da variante arginina com a endometriose, sugerindo uma acao
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protetora do gendtipo Arg/Arg contra a doenca. A associacao foi confirmada em
chineses, mas ndao em populacdes japonesas (Ammendola et al., 2008).

1.14.3 Polimorfismos de Genes Responsaveis pela Metabolizacao de
Xenobioticos

Os xenobioticos sao definidos como compostos estranhos aos sistemas
vivos (Rossit et al., 2000). Podem ser compostos toxicos, tanto de origem
natural como antropogénica (Fernandes, 2005). O termo é também aplicado a
substancias presentes em concentracdes muito mais elevadas que o nivel
normal (Cericato, 2009). A raiz da palavra xenobiética (xeno) provem do grego,
significando estranho (xenofilia, xenofobia). Segundo o Aurélio, xenobidtico &
muito usado como sin6bnimo de medicamento, no sentido de substancia
estranha ao organismo, podendo ser uma substancia quimica natural ou
sintética ndo enddgena, estranha ao organismo, mas que foi introduzida no
sangue (Simonetti, 2000).

Possivelmente os polimorfismos genéticos em enzimas envolvidas na
producéo e eliminacao de espécies reativas de oxigénio, bem como naquelas
que participam da ativacdo e detoxificacdo de compostos exdgenos
(xenobioticos), modulam os niveis de biomarcadores de dano oxidativo (Nakata
et al., 2004; Hong, 2002).

O estresse oxidativo pode afetar seriamente a ovulacao, a fertilizacao e
a implantacdo sendo 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 doenca e a expressao
alterada de enzimas envolvidas na defesa contra o estresse oxidativo também
ja foi observada no endométrio de mulheres com esta condicdo. A producao
excessiva de espécies reativas de oxigénio pode também ser resultado da
exposicao a compostos ambientais que rompem o balanco entre pré-oxidantes
e antioxidantes (Yanez e Gonzalez, 2008; Nakata et al., 2004).

A magquinaria de metabolizagdo xenobibdtica possui dois tipos de
enzimas: as de metabolismo oxidativo mediado, ou de fase I, e as enzimas
conjugadas, ou de fase Il. Muitos compostos s&o convertidos a metabdlitos

altamente reativos pelas enzimas oxidativas de fase |, principalmente enzimas
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da superfamilia do citocromo P450 (CYPs). Em contraposicao, as reacbes da
fase Il envolvem a conjugacdo com um substrato enddgeno, por meio das
glutationa S-transferase (GSTs), UDP glucoronil transferase e N-acetil
transferase (NATSs), que agem como enzimas inativadoras dos produtos da
fase I, tornando os metabdlitos hidrofilicos e passiveis de excrecao (Nakata et
al., 2004; Rossit, 2000).

Desse modo, diferengas genéticas na regulacao, expressao e atividade
dos genes de fases | e Il podem ser o fator crucial na susceptibilidade a certos
tipos de doengas. Polimorfismos em genes do biometabolismo tém sido
identificados em indmeras populacdes e relacionados com neoplasias de
pulmdo, infertilidade, fibrose cistica, bronquite cronica e endometriose
(Linhares, 2005 ; Nakata et al., 2004; Rossit, 2000).

As enzimas pertencentes as familias GST e citrocomo p450 (CYP) estéao
envolvidas no processo de desintoxicacao de alguns pré-carcinogénicos, como
os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA), os quais estdo presentes na
fumaca do cigarro e em certos alimentos. Estas enzimas atuam metabolizando
pré-carcinbgenos em reativos carcinogénicos intermedidrios que sao
subsequentemente catalizados por enzimas como as glutationas S-
transferases (GST), na fase Il do processo de desintoxicagdo (Colombo e
Raphal, 2009; Hadfield et al., 2001).

Estudos investigam a relacdo entre a endometriose e os polimorfismos
em varios genes envolvidos na detoxificagdo xenobidtica. Os genes que
codificam as enzimas glutationa S-transferase (GST) M1 e T1 e arilamina N-
acetiltransferase 2 (NAT2) tem sido estudados pelos dados que sugerem que a
exposicdo a poluentes ambientais, em particular dioxinas, podem estar
envolvidos na ativagdo da doenca (Hadfield et al., 2001).

1.14.3.1 Aromatase

Citocromo P450 é o termo genérico utilizado para designar uma familia
de enzimas que tem a terminologia 450 em sua nomenclatura. As enzimas
P450 podem metabolizar uma série de substratos. Distintas enzimas P450 sao
identificadas no processo de esteroidogénese: P450scc faz a clivagem do
colesterol; P450c11 mediando a 11-hidroxilase e a 18-hidroxilase; P450c17
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mediando a 17-hidroxilase; P450c21 mediando a 21-hidroxilase; e a P450arom
intermediando a aromatizacao de androgénios em estrogénios (Riachi, 2008).

A formacao de estrégeno (estrona e estradiol) a partir de esterdides do
C19 é catalisada por uma especifica fracdo da P450 chamada de aromatase
P450, um produto de gene CYP 19. O gene CYP 19 humano localizado no
cromossomo 15921.2 € formado por 123 kilobases (kb) e compreende 9 éxons
codificadores (éxons Il - X) que sdo comuns a outras isoformas da citocromo
p450 (Riachi, 2008).

A expressdo aberrante da aromatase citocromo p450 tem sido descritas
no endométrio eutdpico e ectépico de algumas mulheres com endometriose.
Esta enzima é responsavel por catalisar a conversdao de androstenediona em
estrona em determinados tecidos humanos. Devido ao carater horménio-
dependente da doenca, a presenca de aromatase e a consequente producao
local de estrogénio contribui de forma importante para o estabelecimento da
doenca, sendo que no endométrio de mulheres sadias os niveis de aromatase
p450 nao sao detectaveis (Riachi, 2008; Velasco et al., 2006).

A superfamilia de genes do citocromo P450 codifica numerosas enzimas
que catalisam uma variedade de reacbes quimicas que metabolizam um
grande numero de substratos exdgenos e enddgenos, como lipideos e
esteroides. Consequentemente, €& considerado o sistema biolégico de
metabolizacdo mais versatil conhecido, sendo encontrado em procariotos e
eucariotos. Presume-se que no genoma humano existam em torno de 60 a 100
genes codificadores de enzimas P450, todos desta superfamilia evoluiram a
partir de um ancestral comum, ha cerca de dois bilhdes e meio de anos
(Guembarovski, 2007).

Divididas em familias denominadas: CYP1, CYP2 e CYP3, as
frequéncias das variantes alélicas da superfamilia CYP diferem entre as etnias
e, até o momento, as que parecem mais relevantes para a carcinogénese sao
as que envolvem os genes CYP1A1, CYP2E1 e CYP2D6. O CYP1A1 é
considerado um gene chave no metabolismo de carcin6genos, constituindo-se
num biomarcador de suscetibilidade ao cancer, particularmente naqueles
tumores ligados ao habito tabagista (Guembarovski, 2007).

Em relagédo as enzimas CYPs, uma das mais extensivamente estuda é a

CYP1A1. A expressao de CYP1A1 é induzida por HPA, e o produto génico é
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responsavel pelo primeiro passo de ativacdo de HPA. A transicdo de timina a
citosina, na base 264, abaixo do sitio de poliadenilacdo de CYP1A1, gera um
sitio de restricdo para a enzima Msp1 e confere aumento da atividade catalitica
do gene. Outro polimorfismo caracteriza-se pela transicdo da adenina pela
citosina, gerando a substituicdo do aminoacido isoleucina pela valina (Colombo
e Raphal, 2009 ; Nakata et al., 2004; Arvanits, 2001).

1.14.3.2 Gene Glutationa S-Transferase (GST)

Muitos dos substratos GST sdo xenobidticos e diferentes classes de
enzimas sao especificas para diferentes substratos. Os estudos publicados
visando a identificagdo de suscetibilidade genética a endometriose e o0s
polimorfismos do gene glutationa S-transferase (GST) GSTM1 e GSTT1 séo os
mais estudados e parecem ser importantes na desintoxicagdo dos produtos do
estresse oxidativo (Guo, 2005; Hadfield et al., 2001).

As Glutationas S-transferases (GSTs) correspondem a uma superfamilia
envolvida na fase Il e protegem a célula contra metabdlitos enddgenos e
exbégenos através da conjugacdo da glutationa enddégena com compostos
eletrofilicos, desativando assim sua citotoxidade. Estas enzimas estédo
envolvidas no metabolismo de xenobibéticos incluindo carcinégenos ambientais,
espécies reativas de oxigénio e agentes terapéuticos (Kvitko et al.,, 2008;
Hadfield et al., 2001).

O gene GSTM1 localizado no cromossomo 1p13.3, codifica enzimas da
classe GST mu (u), esta presente em dois alelos ativos: GSTM1 * A, GSTM1 *
B e um alelo nulo (GSTM1 * 0). Sua combinacao corresponde aos genétipos
ativos GSTM1A / Aou A/ 0; GSTMIB/ B ou B/ 0 e GSTM1A / B e um
gendtipo nao ativo, GSTM10 / 0, que néo possui mMRNA ou produto da proteina
devido a uma delecao estendida (10Kb). Os homozigotos para o alelo GSTM1
nulo sdo considerados grupos de riscos, principalmente se expostos a elevados
niveis de carcinégenos e compostos quimicos, devido ao defeito enzimatico em
seu sistema de detoxificagdo. Assim como o gene GSTM1, o GSTTH1,
localizado no cromossomo 22q11.2, codifica a enzima da classe theta (6) e
também ¢é polimérfico na populacdo humana, podendo apresentar genétipo

nulo por delegdo. Porém existem controvérsias em torno da associacao
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GSTM1/GSTT1 e a endometriose (Guo, 2005; Nakata et al., 2004; Baranova et
al., 1997).

Estudos mostram que a enzima GSTM1 ativa é responsavel pela
detoxificacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) presentes no
cigarro em solventes como o benzeno, enquanto que a GSTT1 detoxifica
pequenos hidrocarbonetos reativos, como o éxido de etileno (Kvitko et al.,
2008).

1.14.4 Gene Receptor de Progesterona

O receptor de progesterona é um receptor esteréide chave na regulacao
do crescimento da mama, lactacdo, ciclo menstrual, gravidez, suporte da
gestacdo e embriogénese. Em humanos a progesterona possui papel
fundamental na manutencdo do endométrio e desenvolvimento alveolar lobular
durante o ciclo menstrual feminino e gravidez (Nunes, 2006).

O gene do receptor de progesterona (PR) em humanos é Unico e
localiza-se no braco longo do cromossomo 11, nas bandas 22-23 (11g22-23)
(Figura 6), sendo responsavel pela produgédo de duas isoformas protéicas: PR-
A e PR-B (Gomes et al., 2006).
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Figura 6: Posicdo relativa ao PR, brago longo do cromossomo 11, nas bandas 22-23 (11g22-
23). Fonte: National Center for Biotechnology Information (NCBI), 2010.
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As aclbes fisioldégicas da progesterona sao mediadas pelas duas
isoformas de seu receptor, respectivamente A com 79 kDa e B com 109 kDa.
Em seres humanos os dois RNAs transcritos sdo gerados a partir de um Unico
gene que tem, porém, regides promotoras diferentes. Estruturalmente, as
proteinas diferem apenas quanto a presencga de 165 aminoacidos na regidao N-
terminal do receptor B (Seniski, 2008; Pooley et al., 2006; Carvalho et al., 2004;
De Vivo et al., 2002). As demais regides sao idénticas em ambas as proteinas
e consistem em um dominio de ligagdo ao DNA (DBD), um dominio terminal de
interacdo com o ligante (LDB) e uma regiao tipo “dobradica” entre DBD e LDB
(Figura 7) (Giacomazzi, 2008).
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Figura 7: Estrutura das isoformas PR-A e PR-B do receptor de progesterona, sendo DBD o
dominio de ligagdo, LDB o dominio terminal de interacdo com o ligante e h & uma regido tipo
“dobradica” entre DBD e LDB.

Fonte: Giacomazzi, 2008.

Em tecidos normais, as células expressam as duas isoformas em niveis
equivalentes. Nos tumores, ha a predomindncia da expressdao de uma
isoforma, geralmente a PR-A. As anormalidades reprodutoras e no
desempenho sexual normalmente estdo ligadas ao PR-A, atuando como
inibidor do PR-B (Seniski, 2008; Nunes, 2006).

No endométrio ambos os subtipos do receptor de progesterona sao
expressos, € a sua concentragdo varia de acordo com a fase do ciclo
menstrual. Os efeitos antiproliferativos da progesterona sobre o endométrio sao
mediados principalmente pela isoforma A do receptor de progesterona. A
ativacdo da isoforma B, na auséncia do receptor tipo A, leva a aumento da
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proliferacao no epitélio. Portanto, havendo a predominancia da isoforma B, nao
h& adequada acao da progesterona, especulando-se desse modo, que talvez
essa alteracao esteja relacionada a génese da endometriose (Carvalho et al.,
2004; De Vivo et al., 2002).

Inimeras investigacées atuais tém enfoque nos efeitos do receptor de
progesterona no endométrio. O receptor de progesterona B (PR-B) prevalece
nas células epiteliais endometriais e o receptor de progesterona A (PR-A) no
estroma. A progesterona também reverte o crescimento estimulado pelos
estrogenos, especificamente nas células do estroma e diminui a quantidade de
receptores de estrogeno (Yanez e Gonzalez, 2008).

A perda da heterozigozidade da regido cromossomal 11g22-23, onde o
gene PR esta localizado, foi frequentemente observada em alguns tipos de
cancer, e existem evidéncias que ele pode ter propriedades supressoras de
tumor (Fabjani et al., 2002; Manolitsas et al., 1997).

1.14.4.1 Polimorfismo do Gene Receptor de Progesterona (PROGINS)

O polimorfismo PROGINS é um complexo de trés alteracdes genéticas
encontradas apenas em humanos. Este polimorfismo foi primeiramente descrito
como uma inser¢éo da subfamilia Alu de 306 pb no intron G entre os exons 7 e
8, regidao codificante do dominio de ligacdo hormonal do gene receptor de
progesterona humano (Donaldson 2002; Manolitsas et al., 1997). Essa insercao
levaria a transcricdo anémala do gene, codificando uma forma variante do éxon
8. A codificagdo de um éxon alternativo, por sua vez, resultaria em perda da
capacidade de ligacdo do horménio ao receptor e da sua subsequente
ativacdo, com queda da atividade final mediada pela progesterona (Gomes et
al., 2006). O polimorfismo PROGINS também € marcado por uma mutagao
missense (substituicdo de um aminoacido por outro provocando a alteracéo da
sequéncia da proteina) de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) no exon 4
e uma mutacao silenciosa (substituicbes de bases nao alteram a sequéncia de
aminodcidos na cadeia polipeptidica) SNP no exon 5. A prevaléncia é alta
(aproximadamente 15% em caucasianos) e modula o risco de véarias desordens
ginecolégicas (Rocha, 2007; Romano et al., 2007; Pearce et al.,, 2005;
Modugno, 2004).
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Acredita-se que a mutagdo missense seja causada pela inser¢cdo do
elemento mével Alu no intron G do PR, levando a substituicdo de uma Guanina
para Timina, Val660Leu no éxon 4, causando a troca da valina pela leucina no
ponto principal do PR no cédon 660. Semelhante substituicdo da citosina pela
timina, His770His no éxon 5, causa uma mutacgao silenciosa de uma histidina
por uma histidina no cédon 770 e ha relatos em que é reportada com a
insercdo do elemento Alu. Esse complexo polimorfismo genético funcional
denomina-se PROGINS (Giacomazzi, 2008; Linhares et al., 2005) (Figura 8).

Exon T Intron G Exon 8

Exons 1 2 3 4 56 -

T
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Figura 8: Localizagdo da insergéo Alu que caracteriza o complexo polimérfico PROGINS.
Fonte: Figura modificada de Treloar et al., 2005.

Considerando as consequéncias possiveis das trés alteragdes
PROGINS, somente a insercdo de Alu e a substituicio dos aminoacidos
Val660Leu sao susceptiveis a afetar a funcdo do receptor. Além disso, a
mutacao silenciosa (His770His) ndo deve alterar as propriedades da proteina
PR (Romano et al., 2007).

Rowe et al. (1995) observaram alteragdes fenotipicas decorrentes dos
polimorfismos do gene desse receptor. O polimorfismo PROGINS tem sido
estudado em associagdo com doencas que possuem relacdo com niveis de
estrogénio (estrogénio-dependente) (De Vivo, 2003; Kurz, 2001).

O elemento Alu dentro do genoma humano é aquele com maior poder de
mobilidade, existindo aproximadamente 1.200.000 coOpias desse elemento.
Cada repeticdo do Alu tem aproximadamente 300 nucleotideos em seu
comprimento (Linhares et al., 2005). As Sequéncia Alu replicam-se

ocasionalmente e a cdpia resultante insere-se aleatoriamente em uma nova
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posicdo do cromossomo original ou de outro cromossomo, em geral em uma
localizacdo que n&o exerce efeito sobre o funcionamento dos genes préximos.
Cada insercdo é um evento Unico, e uma vez inserida, a sequéncia de Alu
permanece no genoma, sendo transmitida aos seus descendentes
(Giacomazzi, 2008).

Wieser et al. (2002) estudaram a frequéncia dessa mutacdo em
mulheres com endometriose, encontraram-na em 28% dos casos € em apenas
14% das sadias. Todos os dados indicam que uma mutagcdo no gene do
receptor de progesterona, seja qualquer uma das mencionadas acima, contribui
para o surgimento de doencas em tecidos hormonios dependentes, inclusive na
endometriose (Giordano, 1988)

A isoforma “A” do receptor de progesterona é a proteina envolvida com o
PROGINS; tal polimorfismo levara a um decréscimo de sua estabilidade,
fazendo com que esta perca a sua capacidade de inibir a ativacao dos
receptores estrogénicos, causando inadequado controle desses receptores.
Acredita-se que a isoforma “A”, sob acdo do polimorfismo, levaria também a
uma maior expressdao da isoforma “B” (responsavel pela ativacdo dos
receptores estrogénicos), contribuindo para aumento da acao oncogénica do
PROGINS (Linhares, 2005).

O alelo selvagem do gene PR é denominado A1 e o alelo polimoérfico
PROGINS, denominado A2. Mulheres com o alelo A2 apresentam aumento do
risco de desenvolverem patologias nos tecidos onde a exposicdo a
progesterona tem efeito de protegdo, como no ovario e no endométrio
(Giacomazzi, 2008).

Estudos que compararam 21 grupos étnicos humanos diferentes
verificaram que a frequéncia da variante polimorfica PROGINS (A1A2 + A2A2)
€ bastante diversa em distintos grupos étnicos, sendo maior em gregos (22%) e
nula em africanos (0%) (Giacomazzi, 2008; Gomes et al., 2006).

Neste estudo iremos avaliar a distribuicao da freqiiéncia dos gendtipos
do PROGINS em mulheres com endometriose.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar o polimorfismo do gene receptor de progesterona nos grupos de
mulheres com diagndstico de endometriose e no grupo controle.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a frequéncia dos genoétipos (A1/A1, A1/A2 ou A2/A2) do
polimorfismo do PROGINS nas pacientes com endometriose e no grupo
controle;

e Analisar a associagcdo entre o polimorfismo do gene receptor de
progesterona (PROGINS) e os diferentes graus de endometriose, fertilidade
e infertilidade;

e Pesquisar a correlacao entre cor da pele, tabagismo, consumo de bebida
alcodlica, uso de contraceptivos e pratica de atividade fisica com os
diferentes gendtipos do polimorfismo PROGINS;

e Analisar a associacao entre o polimorfismo PROGINS e p53.
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3. JUSTIFICATIVAS

Nas ultimas décadas ocorreu um aumento significativo no numero de
pacientes inférteis com endometriose. Essa constatacdo pode representar
apenas o aumento na prevaléncia desta enfermidade na populacdo feminina
ou, simplesmente, a melhora da investigagcdo diagndstica do casal infértil,
sobretudo com o desenvolvimento da videolaparoscopia como instrumento
diagnéstico fundamental desta patologia (Abrao, 2000).

Na literatura, a incidéncia de endometriose nas mulheres com
infertilidade varia de 6% a 58% (Wheeler, 1989; Hasson, 1976), ao passo que
30 a 50% das mulheres com endometriose sao inférteis (Thomas, 1993;
Fedelle et al., 1992).

Por afetar mulheres na idade reprodutiva, fase importante de relacées
pessoais e profissionais, a ocorréncia da endometriose compromete a
qualidade fisica e emocional, determinada pelos sintomas da doencga, como
dismenorréia, dispareunia e infertilidade. O tempo médio estimado para que se
faca o diagnéstico gira em torno de sete anos. Como a doenga possui um
carater progressivo, este tempo determinara também um comprometimento na
capacidade de engravidar (Valadares, 2006).

A endometriose tem sido relacionada, como ja relatado anteriormente,
com alteragdes genéticas. Polimorfismos nos genes p53, GSTM1, GSTT1,
CYP1A1 e no receptor de progesterona foram correlacionados com a
endometriose e com o grau de severidade da doenca (Hsieh, 2006; Nakata,
2004; Carvalho et al., 2004).

Este estudo visa comparar dois grupos de pacientes portadoras de
endometriose, férteis e inférteis, com o grupo controle quanto a frequéncia dos
gendtipos do marcador molecular PROGINS para investigar se ha diferenca
significante destes nos dois grupos em compara¢ao ao grupo controle.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1Casuistica

Analisou-se o DNA de amostras de sangue periférico (15 mL) de 99
pacientes para o polimorfismo do PROGINS. As amostras de sangue periférico
foram coletadas no Laboratério Replicon da PUC Goias e o critério de inclusao
utilizado foram os sinais e sintomas sugestivos de endometriose nas pacientes,
tais como dismenorréia progressiva, dispareunia, dor pélvica, infertilidade ou
ecografia com laudo sugestivo de endometriose. O presente estudo foi
analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catdlica de Goias e as pacientes responderam ainda a um
questionario sobre os habitos sociais (ANEXO |) e assinaram ao TCLE
(ANEXO 1l e ).

As amostras de sangue, por sua vez, foram subdivididas em dois
grupos, caso e controle, de acordo com a presenca ou auséncia da
endometriose. No grupo caso com endometriose foram incluidas 54 pacientes
provenientes de um centro de referéncia em laparoscopia e infertilidade de
Goiania (FERTILE) com sinais e sintomas sugestivos de endometriose
diagnosticados através de videolaparoscopia. Esse grupo foi subdividido em
pacientes com endometriose férteis e pacientes com endometriose inférteis. O
grupo controle foi composto por 45 mulheres com auséncia de endometriose
por anamnese.

As pacientes do grupo endometriose foram subdivididas baseadas nos
dados coletados no questionario em anexo.

O grupo | (Endo+Inf) esta representado por pacientes inférteis (paciente
com relato de tentativa de gravidez por pelo menos 1 ano);

O grupo Il (Endo+Fert) estd representado por pacientes com outras
gueixas e que tenham pelo menos um filho sem relato de dificuldade para
engravidar.

Os fatores de exclusao iniciais foram: 1) aquelas pacientes submetidas a
salpingectomia (fator tubario); 2) parceiro com dois espermogramas
comprometidos (fator masculino); 3) Anovulia persistente diagnosticada pela

ecografia (fator ovariano) e 4) Teste p6s-coito anormal (fator cervical).
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Quanto ao grau de endometriose, as pacientes foram classificadas
como: grau | (minimo), grau Il (leve), grau Ill (moderado) e grau IV (severo).

4.2Extracao de DNA genémico

As amostras de DNA foram extraidas do sangue periférico no
Laboratério do Nucleo de Pesquisas Replicon da Pontificia Universidade
Catdlica de Goias. Para extracdo de DNA gendmico foi utilizado o kit llustra
GFX™ (GE Healthcare, USA). A integridade do DNA foi certificada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (5ug/mL) e
visualizado no Sistema de Video Documentacao VDS® (/Image Master VD® -
Amersham Pharmacia Biotech, USA).

4.3Reacao em Cadeia da Polimerase — PCR

A PCR, foi realizada com volume final de 25uL para identificar o
polimorfismo do gene PROGINS, cuja acuracia do primer € de 100% (ANEXO
IV). O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2% em
solucdo Tris-borato de EDTA (TBE) a 1x. Os géis foram corados com brometo
de etidio (5ug/mL) e visualizados no Sistema de Video Documentacdo VDS®
(Image Master VD® - Amersham Pharmacia Biotech, EUA).

Na tabela | foram observadas as sequéncias de oligonucleotideos
iniciadores (Primers) utilizados para a amplificagdo da regido que contém o
polimorfismo PROGINS no intron G do gene do receptor de progesterona
(Carvalho et al., 2004).

Tabela | - Sequéncia dos primers do PROGINS e tamanho esperado dos
fragmentos.

Primer Sequéncia (5 - 3)) Tamanho do produto

PROGINS forward (F) | GGC AGA AAG CAA AAT AAA AAG A
149 pb e 455 pb

PROGINS reverse (R) | AAAGTATTT TCT TGC TAAATG TC

Fonte: Carvalho et al., 2004

A amplificacdo da regido do gene do receptor de progesterona a ser
estudada pode gerar dois produtos de PCR distintos. Um, denominado A1, de
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149 pb, se refere ao alelo selvagem, ou seja, sem insergdo Alu, e outro,
denominado A2, de 455 pb, resultado da inser¢cdo de 306 pb no intron G do
gene do receptor. Desta forma, cada paciente ao ser submetida a analise dos
dois alelos, pode ser considerada homozigota para a forma selvagem (A1/A1)
ou polimérfica (A2/A2) e heterozigota, contendo um alelo de cada tipo (A1/A2)
(Figura 9).

C- ¢+ A B C D E F G Ld
A1A1_ A1IA1 A1IAZ AA1_ A1A1 A1IA1_A2IA2

500 pb
455 pb 200 b
300 pb
149 pb 200 bB

Figura 9: Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio contendo os possiveis gendtipos
para o polimorfismo PROGINS. A linha Ld contém o marcador de peso molecular 700-pb DNA
ladder (Fermentas). As linhas C- e C+ representam os controles negativo da reacdo de PCR e
positivo A1/A1 do gene receptor de progesterona respectivamente. As linhas de A-G
representam a amplificagdo da regido que flanqueia o polimorfismo PROGINS do receptor de
progesterona, em amostras que contém os genoétipos: homozigoto selvagem A1/A1 (149 pb),
heterozigoto A1/A2 (149 pb e 455 pb [=149 pb+insercdo Alu de 306 pb]) e homozigoto
polimorfico A2/A2 (455 pb), respectivamente.

O protocolo utilizado para amplificacdo do polimorfismo do PROGINS foi
especificado na tabela Il e o protocolo de termociclagem especificado na tabela
Il

Tabela Il - Protocolo para a amplificagdo do polimorfismo do PROGINS para
PCR.

REAGENTES [] UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA

Tampao (10X) 1X 2,5uL

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

dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 yL de cada = 2,0 uL

Taq polimerase 5 U/uL 2,5 U/uL 0,2 yL

Primer sense 0,02 mM 0,5 uL

Primer antisense 0,02 mM 0,5 uL

H.O Mili Q 15,3 L

DNA amostra 200 ng/ yL 2,0 uL
Volume final 25,0 uL
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Tabela Il - Protocolo de termociclagem para amplificacdo dos primers
PROGINS para técnica de PCR.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 5 1
Desnaturagao 94°C 1
Anelamento 55°C 1 35
Polimerizacao 72°C 1
Extensao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C o0

As amostras de DNA também foram submetidas a amplificacdo gene
p53 por PCR.

O produto obtido por cada reacao foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 2% para p53, em um campo elétrico de 10 V/cm corado com
brometo de etidio (5ug/mL) e o registro visual do gel foi feito com o auxilio de
um sistema de video-documentacdo (/Image Master VD® - Amersham
Pharmacia Biotech, EUA) (Ribeiro Janior, 2009).

Nas tabelas IV e V observamos as sequéncias de oligonucleotideos
iniciadores (Primers) utilizadas para a amplificacdo da regido que contém o
polimorfismo no cédon 72 do gene p53 (Ribeiro Junior, 2009).

Tabela IV — Sequéncia dos primers p53-PRO e tamanho esperado dos

fragmentos.

Primer p53-PRO Sequéncia (5’ - 3)) Tamanho do produto
Forward (F) GCC AGA GGC TGC TCC cCC 177 ob
Reverse (R) CGT GCA AGT CACAGACTT P

Fonte: Ribeiro Junior, 2009

Tabela V - Sequéncia dos primers p53-ARG e tamanho esperado dos

fragmentos.
Primer p53-ARG Sequéncia (5 - 3) Tamanho do produto
Forward (F) TCC CCC TTG CCG TCC CAA 141 ob
Reverse (R) CTG GTG CAG GGG CCA CGC P

Fonte: Ribeiro Junior, 2009

A amplificacdo do polimorfismo no cdédon 72 do gene p53 a ser
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estudada pode gerar dois produtos de PCR distintos: um produto de 141 pb
qgue resulta na presenca de arginina (Arg), e outro com 177 pb que resulta na
presencga de prolina (Pro). Desta forma cada paciente, ao analisarmos os dois
alelos, pode ser considerada homozigota para arginina (Arg/Arg) ou para
prolina (Pro/Pro) e heterozigota, contendo um alelo de cada tipo (Arg/Pro)
(Figura 10).

500 pb
400 pb
300 pb
177 pb - 200 pb

Figura 10: Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio contendo os possiveis genotipos
para o polimorfismo no cédon 72 do gene p53. A linha Ld contém o marcador de peso
molecular 700-pb DNA ladder (Fermentas). As linhas de A-C representam a amplificagdo da
regido que flanqueia o polimorfismo no cédon 72 do gene p53, em amostras que contém os
gendtipos: homozigoto Arg/Arg (141 pb), heterozigoto Arg/Pro (141 pb e 177 pb) e homozigoto
Pro/Pro (177 pb), respectivamente.

Nas tabelas VI e VIl temos os protocolos utilizados para amplificacdo do
polimorfismo no cédon 72 do p53 e, nas tabelas VIl e IX, os protocolos de

termociclagem.

Tabela VI - Protocolo para a amplificacdo do polimorfismo no cédon 72 do p53-
PRO.

REAGENTES [] UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA

Tampéao (10X) 1X 2,5 L

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

dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 yL de cada = 2,0 uL

Taq polimerase 5 U/uL 2,5 U/uL 0,2 yL

Primer sense 0,02 mM 0,5 uL

Primer antisense 0,02 mM 0,5uL

H.O Mili Q 15,3 L

DNA amostra 200 ng/ uL 2,0 uL
Volume final 25,0 uL
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Tabela VII - Protocolo para a amplificacdo do polimorfismo no cédon 72 do
p53-ARG.

REAGENTES [] UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA

Tampao (10X) 1X 2,5 uL

MgCl, (50 mM) 1,5 mM 1,5 uL

dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 uL de cada =2,0 uL

Taq polimerase 5 U/uL 2,5 U/uL 0,2 yL

Primer sense 0,02 mM 0,5 uL

Primer antisense 0,02 mM 0,5 uL

H.O Mili Q 15,8 pL

DNA amostra 200 ng/ yL 2,0 uL
Volume final 25,0 uL

Tabela VIl - Protocolo de termociclagem para amplificacdo dos primers p53-
PRO.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacgéo inicial 94°C 5 1
Desnaturacao 94°C 1
Anelamento 57°C 1 35
Polimerizacao 72°C 1
Extensao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C o0

Tabela IX - Protocolo de termociclagem para amplificacdo dos primers p53-
ARG.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturagéo inicial 94°C 5 1
Desnaturacao 94°C 1
Anelamento 59¢C 1 35
Polimerizacao 70°C 1
Extensao final 70°C 7 1
Armazenamento 4°C o0

4.4 Analise dos resultados

Os resultados foram tabulados em planilha Excel, formando um banco
de dados. Foi utilizada andlise estatistica do Teste U de Mann-Whitney, Qui-
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Quadrado, Exato de Fisher e ODDS RATIO para a relagdo de
marcador/polimorfismo e alteracao patologica. Estes testes estatisticos foram
feitos com o auxilio do software Bioestat versédo 5.0 (Ayres et al., 2007).
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5. RESULTADOS ENCONTRADOS

Das 99 amostras analisadas, o grupo de pacientes com endometriose
(n=54) apresentou idade média de 32,5 anos com desvio padrao (DP) de + 2,9
anos e o grupo controle (n=45) apresentou idade média de 37,6 anos e DP de
+ 11,0 anos.

O teste U de Mann Whitney indicou que a diferenca entre as idades dos
grupos endometriose e controle € estatisticamente significante (P = 0,0037)
(tabela X).

Tabela X — Comparacdo entre as idades dos grupos de pacientes com
endometriose e controle.

Grupo Idade média DP P
Endometriose (n=54) 32,5 2,9

0,0037
Controle (n=45) 37,6 11,0

“Valor de P do teste U de Mann Whitney.

Ao analisarmos a distribuicdo genotipica do polimorfismo PROGINS do
grupo com endometriose (n=54) obtivemos 66,7% (36/54) das pacientes com o
genotipo A1/A1 e 33,3% (18/54) com gendtipos polimérficos para PROGINS
(A1/A2+A2/A2). No grupo controle (n=45) 84,5% (38/45) apresentam o
genoétipo A1/A1 e 15,5% (7/45) os gendtipos polimérficos (A1/A2+A2/A2)
(Tabela Xl) (Figura 11).

A frequéncia do polimorfismo PROGINS (A1/A2+A2/A2) foi duas vezes
maior no grupo que apresenta endometriose do que no grupo controle, sendo
essa diferenca estatisticamente significativa (P = 0,0426). O teste apresentou
alta especificidade (84%) (ANEXO V).

Tabela Xl — Distribuicdo dos gendétipos A1/A1, A1/A2 e A2/A2 do polimorfismo
PROGINS nos grupos endometriose e controle.

A1/A1 A1/A2+A2/A2
n % n % =
Endometriose (n=54) 36 66,7 18 33,3
0,0426
Controle (n=45) 38 84,5 7 155

“Valor de P do teste Qui-Quadrado
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Distribuicao dos genotipos do polimorfismo
PROGINS

A1/A2+A2/A2

A1/A1

0.0% 20.0% 40.0% 60.0% 80.0% 100.0%
] Endometriose @ Controle

Figura 11: Distribuicao dos genétipos A1/A1, A1/A2 e A2/A2 do polimorfismo PROGINS nos
grupos endometriose e controle.

Ao analisarmos as frequéncias genotipicas do PROGINS com a
classificacdo da endometriose grau I/l ou grau lll/IV do grupo endometriose,
verificamos que 68,2% (15/22) das pacientes com endometriose grau /1l (n=22)
apresentaram gendtipo A1/A1 e 31,8% (7/22) apresentaram os gendtipos
polimérficos (A1/A2+A2/A2). Nas pacientes com endometriose grau IlI/IV
(n=29), observamos 69,0% (20/29) com o gendtipo A1/A1 e 31,0% (9/29) com
0s gendtipos polimérficos (A1/A2+A2/A2).

Quando compararmos as pacientes dos grupos endometriose grau l/ll e
endometriose grau Ill/IV em relacdo a sua distribuicdo genotipica, nao
verificamos diferenca estatistica significante entre estes grupos (P = 0,9524),
conforme tabela Xll. Trés pacientes com endometriose nao informaram sua

classificacao quanto ao grau de endometriose.

Tabela XlI — Distribuicao genotipica do polimorfismo PROGINS correlacionada
com a classificacdo da endometriose (Grau I/ll) ou (Grau IlI/IV) e grupo
controle.

A1/A1 A1/A2+A2/A2
n % n % P°
Endo Grau I/l (n=22
(n=22) 15 68,2 7 318 0.9524
Endo Grau IlI/IV (n=29) 20 69,0 9 31,0

“Valor de P do teste Qui-Quadrado

Ao analisarmos a correlacdo entre a classificagdo do grau de
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endometriose (I/ll ou 1lI/IV) com a presenca ou auséncia de fertilidade
verificamos que dentre as 22 pacientes que apresentaram grau | ou Il de
endometriose, 50,0% (11/22) sao férteis e 50,0% (11/22) apresentavam
infertilidade. Das 29 pacientes com endometriose que apresentam grau Il ou
IV, 55,2% (16/29) apresentavam infertilidade e 44,8% (13/29) eram férteis. Trés
pacientes do grupo endometriose nao informaram quanto ao item fertilidade. A
diferenca entre a presenca ou auséncia de fertilidade e o grau de endometriose
nao foi estatisticamente significante (P = 0,7816) (tabela XIlII).

Tabela Xlll — Correlacao entre a presenca ou auséncia de fertilidade e o grau
de endometriose.

L Endo + Inf Endo + Fert
Classificagcao
n % n % Pe
Endo Grau I/ll (n=22) 11 50,0 11 50,0
0,7816
Endo Grau IlI/IV (n=29) 16 55,2 13 44,8

“Valor de P do Teste Exato de Fisher.

Na tabela XIV analisamos a distribuicdo genotipica do polimorfismo
PROGINS nos grupos endometriose infértil e endometriose fértil. Dentre as
pacientes do grupo endometriose infértil (n=27), 70,4% (19/27) apresentaram o
gendtipo A1/A1 e 29,6% (8/27) os gendtipos polimérficos A1/A2+A2/A2.
Observamos que dentre as pacientes do grupo endometriose fértil (n=25),
68,0% (17/25) apresentaram o genétipo A1/A1 e 32,0% (8/25) os gendtipos
polimérficos A1/A2+A2/A2. Duas pacientes do grupo endometriose nao
informaram quanto ao item fertilidade. Nao encontramos diferenca
estatisticamente significante entre os grupos endometriose fértil e infértil em
relagéo ao polimorfismo PROGINS (P = 0,8532).

Tabela XIV - Distribuicao dos genoétipos A1/A1, A1/A2 e A2/A2 do polimorfismo
PROGINS nas pacientes com endometriose férteis (Grupo 1) e inférteis (Grupo

Il).

A1/A1 A1/A2+A2/A2
n % n % P
Endo + Inf (n=27) 19 70,4 8 29,6
0,8532
Endo + Fert (n=25) 17 68,0 8 32,0

“Valor de P do teste Qui-Quadrado

53



Na tabela XV comparamos a correlagdo entre os gendtipos do
polimorfismo PROGINS das pacientes do grupo endometriose com as variaveis
queixa principal, periodo em que a paciente queixava-se de dor e sangramento
e a intensidade da dor pélvica.

Dentre as pacientes com gendétipo A1/A1 do grupo endometriose (n=35),
45,7% (16/35) queixavam-se de dor e infertilidade, 8,6% (3/35) dor, infertilidade
e sangramento, 28,6% (10/35) eram férteis e queixavam-se de dor e 17,1%
(6/35) eram férteis, tinham dor e sangravam. Das pacientes do grupo
endometriose com gendtipos polimérficos (A1/A2+A2/A2) (n=16), 37,5% (6/16)
queixavam-se de dor e infertilidade, 12,5 (2/16) dor, infertilidade e
sangramento, 31,2% (5/16) tinham dor e eram férteis e 18,8% (3/16) eram
férteis e tinham dor e sangramento. A diferenca entre as frequéncias dos
gendtipos do polimorfismo PROGINS e a queixa principal das pacientes nao foi
estatisticamente significante (P = 0,9428).

Tabela XV - Correlagdo entre os gendtipos do polimorfismo PROGINS das
pacientes do grupo endometriose e as variaveis: queixa principal, periodo de
dor e sangramento e intensidade da dor pélvica.

Gendipo A1/A1 A1/A2 + A2/A2

n % n % P
Queixa principal
Endo+Inf+Dor 16 45,7 6 37,5
Endo+Inf+Dor+Sangr 3 8,6 2 125
Endo+Fert+Dor 10 28,6 5 31,2 0,9428
Endo+Fert+Dor+Sangr 6 17,1 3 18,8
Total 35 100,0 16 100,0
Dor/Sangr- Periodo
Peri-menstrual 19 54,3 9 56,2
Ciclo todo 16 45,7 7 43,8 0,8959
Total 35 100,0 16 100,0
Dor pélvica
Leve ou Mod 21 60,0 9 56,2
Intensa 14 40,0 7 43,8 0,8007
Total 35 100,0 16 100,0

“Valor de P do teste Qui-Quadrado
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Com relacéo a periodicidade dos sintomas, 54,3% (19/35) das pacientes
com endometriose e genoétipo A1/A1 (n=35) sentiam dor e sangravam no
periodo peri-menstrual e 45,7% (16/35) tinham essas queixas durante todo o
ciclo. Das pacientes que apresentaram genétipos polimérficos (A1/A2+A2/A2)
(n=16), 56,2% (9/16) queixaram-se de dor e sangramento no periodo peri-
menstrual e 43,8% (7/16) durante o ciclo todo. A diferenca entre as
frequéncias dos genotipos polimérficos e o periodo em que as pacientes
gueixavam-se de dor e sangramento néo foi estatisticamente significante (P =
0,8959).

Em relagédo a intensidade da dor pélvica do grupo endometriose, 60,0%
(21/35) das pacientes com genétipo A1/A1 (n=35) apresentaram dor pélvica
leve ou moderada e 40,0% (14/35) apresentaram dor intensa. Das pacientes
com genotipos polimorficos (A1/A2+A2/A2) (n=16), 56,2% (9/16) queixaram-se
de dor leve ou moderada e 43,8% (7/16) de dor intensa. Nao encontramos
diferenca estatistica significante entre as frequéncias dos gendtipos do
polimorfismo PROGINS e a intensidade da dor pélvica (P = 0,8007).

A tabela XVI mostra os dados correspondentes aos habitos sociais e cor
de pele pelas pacientes dos dois grupos (controle e endometriose). Em relacao
a cor de pele, foi verificado 86,5% (45/52) das pacientes com endometriose
(n=52) relatando cor branca e 13,5% (7/52) relatando cor negra. J& no grupo
controle (n=32), 84,4% (27/32) relataram cor branca e 15,6% (5/32) cor negra.
A diferenca entre o grupo endometriose e controle em relacao a cor de pele
nao foi estatisticamente significante, sendo P = 0,7832 e OR = 1,1905 (0,3435 a
4,1257). Duas pacientes do grupo endometriose ndo responderam ao
questionario e treze pacientes do grupo controle nao responderam quanto ao
item cor de pele.

Em relacdo a pratica de esportes, 61,5% (32/52) das pacientes com
endometriose (n=52) relataram praticar atividade fisica enquanto 38,5% (20/52)
relataram n&o praticar esporta nenhum. No grupo controle (n=45), 64,4%
(29/45) praticam exercicios fisicos e 35,6% (16/45) nao praticam. A diferenca
entre as pacientes com endometriose e o grupo controle em relacao a atividade
fisica, nao foi estatisticamente significativa, sendo o valor de P=0,7677 e OR =
0,8828 (0,3859 a 2,0193).

Com relacao ao tabagismo, 5,8% (3/52) das pacientes do grupo com
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endometriose (n=52) sao fumantes e 94,2% (49/52) nao fumam. No grupo
controle (n=45) 6,7% (3/45) relataram a pratica deste habito social e 93,3%
(42/45) nado praticam este habito. A diferenca das frequéncias de fumantes,
entre 0 grupo endometriose e o controle nao foi estatisticamente significativa,
sendo P=0,8106 e OR = 0,8571 (0,1642 a 4,4745).

Tabela XVI - Correlagdo entre as variaveis estudadas e 0s grupos
endometriose e controle.
Grupos Endometriose Controle
Variaveis n % n % P OR Min Max
* Cor:
Branca 45 86,5 27 844
Negra 7 13,5 5 15,6 0,7832 1,1905 0,3435 4,1257
Total 52 100,0 32 100,0
Atividade fisica:
Pratica 32 61,5 29 644
N&o pratica 20 38,5 16 35,6 0,7677 0,8828 0,3859 2,0193
Total 52 100,0 45 100,00
Fumo:
Sim 3 58 3 6,7
Néo 49 94,2 42 93,3 0,8106 0,8571 0,1642 4,4745
Total 52 100,0 45 100,0
Bebida Alcodlica:
Sim 5 9,6 12 26,7
Nao 47 90,4 33 73,3 0,0276 0,2926 0,0941 0,9095
Total 52 100,0 45 100,0
Anticoncepcional:
Usa 15 28,8 16 35,6
Nao usa 37 71,2 29 64,4 0,4798 10,7348 10,3122 1,7293
Total 52 100,0 45 100,0

* Informada pelo paciente
“Valor de P do teste Qui-Quadrado

Dentre as pacientes com endometriose (n=52) 9,6% (5/52) relataram
ingerir bebida alcodlica e 90,4% (47/52) nao ingerir. No grupo controle (n=45)
26,7% (12/45) relataram ingerir bebidas alcodlicas e 73,3% (33/45) relataram a
nao ingestao. Houve diferenga estatistica significante entre os grupos controle
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e endometriose com relagdo ao habito de ingerir bebida alcodlica, porém tal
nao parece estar relacionado com o desenvolvimento da endometriose (P =
0,0276 e OR = 0,2926 (0,0941 a 0,9095)).

Quanto ao uso de anticoncepcional, 28,8% (15/52) das pacientes com
endometriose (n-52) usavam contraceptivos e 71,2% (37/52) nao faziam uso.
No grupo controle (n=45) 35,6% (16/45) faziam uso de contraceptivo e 64,4%
(29/45) néao utilizavam. Sendo P = 0,4798 e OR = 0,7348 (0,3122 a 1,7293), a
diferenca das pacientes com endometriose e do grupo controle quanto ao uso
de anticoncepcionais, ndo foi estatisticamente significativa.

Na tabela XVII foi feita a comparacédo da variavel cor da pele com os
gendtipos do polimorfismo PROGINS nas pacientes com endometriose férteis,
endometriose inférteis e grupo controle. Duas pacientes com endometriose nao
responderam ao questiondrio socioecon6mico, impossibilitando sua
classificacao quanto a fertilidade e cor de pele, e uma paciente nao informou
quanto ao item cor da pele. Treze pacientes do grupo controle ndo informaram
quanto ao item cor da pele.

Entre as pacientes inférteis com endometriose que relataram ter cor de
pele branca (n=22), 72,7% (16/22) apresentaram o genoétipo A1/A1 e 27,3%
(6/22) o gendtipo polimorfico (A1/A2 ou A2/A2). Das que relataram ter cor de
pele negra (n=5), 60,0% (3/5) eram do gendtipo A1/A1 e 40,0% (2/5) tinham
gendtipo A1/A2 ou A2/A2, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa
entre as frequéncias dos gendtipos do polimorfismo PROGINS e a cor da pele
no grupo das pacientes com endometriose inférteis (P = 0,4712 e OR=1,7778
(0,2358 a 13,4058)).

Dentre as pacientes férteis com endometriose que relataram ter a cor da
pele branca (n=22), 68,2% (15/22) tem o gendtipo A1/A1 e 31,8% (7/22) o
gendtipo A1/A2 ou A2/A2. Das pacientes que relataram cor de pele negra
(n=2), 50,0% (1/2) apresentavam genétipo A1/A1 e 50,0% (1/2) o gendtipo
A1/A2 ou A2/A2. Nao ha diferenca estatistica significante entre a cor da pele e
as frequéncias dos gendtipos para o polimorfismo PROGINS no grupo das
pacientes com endometriose férteis (P = 0,5652 e OR = 2,1429 (0,1163 a
39,4714)).

No grupo controle, 77,8% (21/27) das pacientes que relataram ter cor de
pele branca (n=27) apresentaram o genoétipo A1/A1 e 22,2% (6/27) o gendtipo
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A1/A2 ou A2/A2. Entre as que relataram cor de pele negra (n=5), 80,0% (4/5)
tinham o gendtipo A1/A1 e 20,0% (1/5) o gendtipo A1/A2 ou A2/A2. Nao houve
diferenca significativa em relagédo a cor da pele e o genétipo do polimorfismo
PROGINS no grupo controle (P =0,7036 e OR = 0,8750 (0,0817 a 9,3766)).

Tabela XVII - Comparacdo da variavel cor da pele com os gendétipos do
polimorfismo PROGINS nos grupos endometriose infértil, endometriose fértil e
controle.

Cor da pele*

\(;\' ;l:igs/z/i s Branca Negra

n % n % = OR Min Max
Endo + inf
A1/A1 16 72,7 3 60,0
A1/A2 + A2/A2 6 27,3 2 40,0 04712 1,7778 0,2358 13,4058
Total 22 100,0 5 100,0
Endo + fert
A1/A1 15 68,2 1 50,0
A1/A2 + A2/A2 7 31,8 1 50,0 0,5652 2,1429 0,1163 39,4714
Total 22 100,0 2 100,0
Controle
A1/A1 21 77,8 4 80,0
A1/A2 + A2/A2 6 222 1 20,0 0,7036 0,8750 0,0817 9,3766
Total 27 100,0 5 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.
* Informada pela paciente

Na tabela XVIII foi feita a comparacao da variavel atividade fisica com os
gendtipos do polimorfismo PROGINS nas pacientes com endometriose férteis,
endometriose inférteis e grupo controle. Duas pacientes com endometriose nao
responderam ao questionario socioeconémico, impossibilitando sua
classificacao quanto a fertilidade e os habitos sociais.

No grupo das pacientes inférteis com endometriose que praticam
exercicios (n=15), 86,7% (13/15) apresentaram o gendétipo A1/A1 e 13,3%
(2/15) apresentaram o gendtipo A1/A2 ou A2/A2. Nas pacientes que nao
praticavam exercicios (n=12), 50,0% (6/12) tinham o gendtipo A1/A1 e 50,0%
(6/12) o genodtipo A1/A2 ou A2/A2. A frequéncia dos gendtipos polimérficos
(A1/A2 e A2/A2) € aproximadamente 4 vezes maior nas pacientes que nao
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praticam atividades fisicas do que nas que praticam. A diferenca entre o
gendtipo do polimorfismo PROGINS e a pratica de atividade fisica no grupo das
pacientes com endometriose inférteis € estatisticamente significante (P =
0,0493 e OR = 6,5000 (1,0018 a 42,1733)).

Em relacdo as pacientes com endometriose férteis que praticavam de
exercicios fisicos (n=17), 64,7% (11/17) apresentaram gendétipo A1/A1 e 35,3%
(6/17) o gendtipo polimérfico (A1/A2 ou A2/A2). Das que nao praticavam
atividade fisica (n=8), 75,0% (6/8) eram do genoétipo A1/A1 e 25,0% (2/6) eram
A1/A2 ou A2/A2. A diferenca entre a pratica ou nao de atividade fisica do grupo
endometriose fértil em relacdo ao gendtipo do polimorfismo PROGINS, nao é
estatisticamente significativa (P = 0,4867 e OR = 0,6111 (0,0928 a 4,0222)).

Tabela XVIII - Comparacao da variavel atividade fisica com os genoétipos do
polimorfismo PROGINS nos grupos endometriose infértil, endometriose fértil e
controle.

Atividade fisica

Grupos/ . =
Variaveis Sim Nao
n % n % P OR Min Max
Endo + inf
A1/A1 13 86,7 6 50,0

A1/A2 + A2/A2 2 13,3 6 50,0 0,0493 6,5000 1,0018 42,1733
Total 15 100,0 12 100,0

Endo + fert

A1/A1 11 64,7 6 75,0

A1/A2 + A2/A2 6 35,3 2 250 0,4867 0,6111 0,0928 4,0222
Total 17 100,0 8 100,0

Controle

A1/A1 23 79,3 15 93,8

A1/A2 + A2/A2 6 20,7 1 6,2 0,2019 0,2556 0,0279 2,3406
Total 29 100,0 16 100,0

9Valor P do Teste Exato de Fisher.

Dentre as pacientes do grupo controle que praticavam exercicios fisicos
(n=29), 79,3% (23/29) apresentavam o genétipo A1/A1 e 20,7% (6/29) o
gendtipo A1/A2 ou A2/A2. Entre as que nao tinham como habito a pratica de
atividade fisica (n=16), 93,8% (15/16) tinham o gendtipo A1/A1 e 6,2% (1/16)
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eram A1/A2 ou A2/A2. Nao encontramos diferenca significativa entre o habito
de praticar atividade fisica e o genoétipo para o polimorfismo PROGINS no
grupo controle (P =0,2019 e OR = 0,2556 (0,0279 a 2,3406).

Na tabela XIX temos a comparagao da variavel habito de fumar com os
gendtipos do gene PROGINS A1/A1 e A1/A2 ou A2/A2 nos grupos
endometriose infértil, endometriose fértil e controle.

Em relacdo as pacientes com endometriose inférteis que fumam (n=2),
50,0% (1/2) apresentam o genétipo A1/A1 e 50,0% (1/2) apresentam
polimorfismo do gene PROGINS (A1/A2 ou A2/A2). Entre as pacientes com
endometriose inférteis que nao relataram o habito de fumar (n=25), 72,0%
(18/25) apresentavam o gendétipo A1/A1 e 28,0% (7/25) apresentam A1/A2 ou
A2/A2. Nao observamos diferenca significativa entre as frequéncias genotipicas
do polimorfismo PROGINS no grupo de pacientes com endometriose inférteis e
o habito de fumar (P =0,5128 e OR = 0,3889 (0,0213 a 7,1110).

Tabela XIX - Comparacdo da variavel habito de fumar com os gendtipos do
polimorfismo PROGINS nos grupos endometriose infértil, endometriose fértil e
controle.

Fumo

n % n % P OR Min Max
Endo + inf
A1/A1 1 50,0 18 72,0
A1/A2 + A2/A2 1 50,0 7 28,0 0,5128 0,3889 0,0213 7,1110
Total 2 100,0 25 100,0
Endo + fert
A1/A1 1 100,0 16 66,7
A1/A2 + A2/A2 0 0,0 8 33,3 0,6800 - - -
Total 1 100,0 24 100,0
Controle
A1/A1 3 100,0 35 83,3
A1/A2 + A2/A2 0 0,0 7 16,7 0,5945 - - -
Total 3 100,0 42 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.

Em relacdo ao fumo, 100,0% (1/1) das pacientes com endometriose
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férteis (n=1) que tem este habito apresentam o gendtipo A1/A1 e 0,0% (0/1)
apresenta o polimorfismo do PROGINS (A1/A2 ou A2/A2). Dentre as pacientes
que nao tem este habito social (n=24), 66,7% (16/24) eram A1/A1 e 33,3%
(8/24) eram A1/A2 ou A2/A2. Nao houve diferenca significante entre o habito de
fumar e as frequéncias do polimorfismo PROGINS (P = 0,6800).

Dentre as pacientes do grupo controle que tinham o habito de fumar
(n=3), 100,0% (3/3) apresentaram o gendtipo A1/A1 e 0,0% (0/3) os gendtipos
A1/A2 ou A2/A2. Das pacientes que nao tinham esse habito (n=42), 83,3%
(35/42) eram A1/A1 e 16,7% (7/42) com o gendtipo A1/A2 ou A2/A2. Nao
houve diferenca significativa entre as frequéncias dos gendtipos do
polimorfismo PROGINS de mulheres tabagistas e ndo tabagistas, sendo P =
0,5945.

Na tabela XX temos a comparacao da variavel habito de ingerir bebida
alcoodlica com os genotipos A1/A1 e A1/A2 ou A2/A2 nos grupos endometriose
infértil, endometriose fértil e controle.

Em relacdo ao habito de ingerir bebida alcodlica, 100,0% (2/2) das
pacientes com endometriose inférteis (n=2) com este habito apresentam o
gendtipo A1/A1 e 0,0% (0/2) apresentaram polimorfismo PROGINS A1/A2 ou
A2/A2. Entre as pacientes com endometriose inférteis que ndo consomem
bebida alcodlica (n=25), 68,0% (17/25) apresentam o gendtipo A1/A1 e 32,0%
(28/25) apresentam os gendtipos A1/A2 ou A2/A2. Embora ndo tenhamos
encontrado os gendtipos polimoérficos para PROGINS nas pacientes inférteis
com endometriose que bebem, a diferenca entre as frequéncias genotipicas
das pacientes com endometriose inférteis em relacdo ao habito de beber, ndo
foi estatisticamente significante (P = 0,4872).

Dentre as pacientes do grupo endometriose férteis que consomem
bebidas alcodlicas (n=3), 100,0% (3/3) apresentam gendtipo A1/A1 e 0,0%
(0/3) apresentam os genoétipos polimoérficos (A1/A2 ou A2/A2). Das pacientes
com endometriose férteis que ndo tem esse habito social (n=22), 63,6% (14/22)
eram do genoétipo A1/A1 e 36,4% (8/22) eram do gendtipo A1/A2 ou A2/A2.
Nao observamos diferenca estatisticamente significativa entre o héabito de
ingerir bebidas alcodlicas e o polimorfismo PROGINS (P = 0,2957).

Dentre as pacientes do grupo controle que ingerem bebidas alcodlicas
(n=12), 91,7% (11/12) sédo do gendtipo A1/A1 e 8,3% (1/12) sdo dos gendtipos
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A1/A2 ou A2/A2. Dentre as que nao tém esse habito (n=33), 81,8% (27/33) sao
do gendtipo A1/A1 e 18,2% (6/33) sao dos gendtipos A1/A2 ou A2/A2. A
diferenca entre as frequéncias dos gendtipos A1/A2 ou A2/A2 e o habito de
beber ndo é estatisticamente significante (P = 0,3870 e OR = 2,444 (0,2628 a
22,7355)).

Tabela XX - Comparacao da variavel habito de ingerir bebida alcodlica com os
genodtipos do polimorfismo PROGINS nos grupos endometriose infértil,
endometriose fértil e controle.

Alcool

n % n % P OR Min Max
Endo + inf
A1/A1 2 100,0 17 68,0
A1/A2 + A2/A2 0 0,0 8 32,0 0,4872 - - -
Total 2 100,0 25 100,0
Endo + fert
A1/A1 3 100,0 14 63,6
A1/A2 + A2/A2 0 0,0 8 364 0,2957 - - -
Total 3 100,0 22 100,0
Controle
A1/A1 11 91,7 27 81,8
A1/A2 + A2/A2 1 83 6 18,2 0,3870 2,444 0,2628 22,7355
Total 12 100,0 33 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.

Na tabela XXI temos a comparacao da variavel uso de anticoncepcional
com os gendtipos A1/A1 e A1/A2 ou A2/A2 nos grupos endometriose infértil,
endometriose fértil e controle.

Nenhuma paciente do grupo endometriose infértil fazia uso de
contraceptivo. Observamos a seguinte distribuicdo genotipica para
polimorfismo PROGINS nas pacientes que ndo faziam uso de contraceptivos
(n=27), 70,4% (19/27) apresentavam gendtipo A1/A1 e 29,6% (8/27) gendtipo
A1/A2 ou A2/A2. E a diferenca entre as frequéncias dos genétipos polimérficos
para PROGINS entre as pacientes inférteis com endometriose que fazem uso
ou nao de anticoncepcionais, ndo foi estatisticamente significante (P = 1,000).

Das pacientes do grupo endometriose férteis que faziam uso de
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contraceptivos (n=15), 73,3% (11/15) apresentavam gendtipo A1/A1 e 26,7%
(4/15) apresentavam genoétipos A1/A2 ou A2/A2. Dentre as que ndo faziam uso
de contraceptivos (n=10), 60,0% (6/10) eram A1/A1 e 40,0% (4/10) eram A1/A2
ou A2/A2. Ao compararmos as frequéncias do polimorfismo PROGINS e o uso
de contraceptivos em pacientes do grupo endometriose infértil, nao
observamos diferenca estatisticamente significativa (P = 0,3931 e OR = 1,8333
(0,3329 a 10,0956)).

Entre as mulheres do grupo controle que fazem uso de contraceptivos
(n=16), 68,8% (11/16) apresentam o gendétipo A1/A1 e 31,2% (5/16)
apresentam os genétipos A1/A2 ou A2/A2. Das que nao usam
anticoncepcionais (n=29), 93,1% (27/29) sao do gendtipo A1/A1 e 6,9% (2/29)
sao dos genotipos A1/A2 ou A2/A2. A frequéncia do genodtipo A1/A2 ou A2/A2
nas mulheres que usam anticoncepcionais é aproximadamente quatro vezes
maior do que nas pacientes que nao fazem uso de contraceptivos, sendo esta
diferenca estatisticamente significante (P = 0,0444 e OR = 0,1630 (0,0274 a
0,9697)).

Tabela XXI - Comparacdao da variavel uso de anticoncepcional com os
genoétipos do polimorfismo PROGINS nos grupos endometriose infértil,
endometriose fértil e controle.

Anticoncepcional

n % n % P OR Min Max
Endo + inf
A1/A1 0 0,0 19 704
A1/A2 + A2/A2 0 0,0 8 29,6 1,000 - - -
Total 0 0,0 27 100,0
Endo + fert
A1/A1 11 73,3 6 60,0

A1/A2 + A2/A2 4 26,7 4 40,0 0,3931 1,8333 0,3329 10,0956
Total 15 100,0 10 100,0

Controle

A1/A1 11 68,8 27 93,1

A1/A2 + A2/A2 5 31,2 2 6,9 0,0444 0,1630 0,0274  0,9697
Total 16 100,0 29 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.
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Na tabela XXII foi feita a correlagdo entre os gendtipos do polimorfismo
PROGINS e o polimorfismo no codon 72 do gene p53 entre 0s grupos
endometriose e controle. Dentre as pacientes do grupo endometriose com
gendtipo Arg/Arg para p53 (n=20), 65,0% (13/20) apresentaram o gendétipo
A1/A1 para PROGINS e 35,0% (7/20) apresentam os gendétipos polimérficos
A1/A2 ou A2/A2 do PROGINS. No grupo controle, das pacientes que
apresentaram o genétipo Arg/Arg (n=23) para p53, 82,6% (19/23) eram A1/A1
para o gene PROGINS e 17,4% (4/23) eram polimérficos (A1/A2 ou A2/A2).
Embora a frequéncia dos gendétipos polimdérficos (A1/A2 ou A2/A2) seja duas
vezes maior no grupo endometriose do que no grupo controle entre as
pacientes que apresentaram genétipo Arg/Arg para o gene p53, essa diferenca
nao é estatisticamente significante (P = 0,1663).

Dentre as pacientes do grupo endometriose com genoétipos Arg/Pro ou
Pro/Pro para o gene p53 (n=33), 69,7% (23/33) eram do gendtipo A1/A1 para
PROGINS e 30,3% (10/33) eram polimoérficos para PROGINS (A1/A2+A2/A2).
Dos pacientes do grupo controle com gendétipo Arg/Pro ou Pro/Pro para p53
(n=17), 76,5% (13/17) eram A1/A1 para PROGINS e 23,5% (4/17) eram
polimorficos (A1/A2 ou A2/A2) para o gene PROGINS. Nao ha diferenca
significante entre as frequéncias nos grupos endometriose e controle que
apresentam o0s genoétipos Arg/Pro ou Pro/Pro para p53 e os genotipos
PROGINS (P = 0,4379).

Tabela XXIlI - Distribuicdo dos polimorfismos PROGINS e p53 nos grupos
endometriose e controle.

A1/A1 A1/A2+A2A2 Total
Genotipo p53 n % n % n % P
Arg/Arg
Endometriose 13 65,0 7 35,0 20 100,0 0,1663
Controle 19 82,6 4 17,4 23 100,0
Arg/Pro+Pro/Pro
Endometriose 23 69,7 10 30,3 33 100,0 0,4379
Controle 13 76,5 4 23,5 17 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.
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6. DISCUSSAO

A endometriose é uma patologia que atinge de 10% a 15% das mulheres
em idade reprodutiva. Devido ao aumento de sua incidéncia e as incertezas
quanto ao seu diagnéstico e tratamento, a procura por marcadores moleculares
e bioquimicos especificos tem se intensificado, o que ajudaria no diagnéstico e
prevencao desta doenca. Atualmente sua confirmacado é feita através de um
procedimento altamente invasivo, a laparoscopia (Abrao et al., 2007).

Por ser uma doenca estrogeno dependente, uma resposta adequada da
progesterona no endométrio é requerida para antagonizar a proliferacdo do
tecido endometrial. Estruturalmente e funcionalmente os receptores de
progesterona sdo essenciais para mediar os efeitos antiproliferativos da
progesterona sobre o crescimento do tecido endometrial (Van Kaam et al.,
2006).

Alteracdes genéticas no receptor de progesterona parecem estar
envolvidas no desenvolvimento de patologias em tecidos estrégenos
dependentes, assim como a endometriose. Entre essas alteracées destaca-se
a insercao de 306 pb no intron G entre os exons 7 e 8 do gene receptor de
progesterona (Donaldson, 2002).

Wieser et al. (2002), descreveu pela primeira vez a associacao entre
uma variante genética do gene receptor de progesterona em mulheres com
endometriose, sendo a inser¢cdao de Alu (com 306 pb) o polimorfismo descrito
neste trabalho. Estudos anteriores mostravam a associagao deste polimorfismo
com o cancer de ovario (Rowe et al., 1995), assim como a presenca do alelo
polimorfico (A2) causando um efeito protetor contra o cancer de mama em
mulheres pré-menopausadas (Wang-Gohrke et al. 2000).

O grupo endometriose de estudo é composto por mulheres mais novas
(com idade média de 32,5 anos) que procuraram o médico queixando-se de dor
e/ou infertilidade, sendo entdo diagnosticadas com endometriose. As mulheres
do grupo controle apresentam idade média mais elevada (>37 anos),
corroborando com o nao desenvolvimento da endometriose nesse grupo
durante a idade reprodutiva (<35 anos), periodo no qual a mulher estd mais
susceptivel ao desenvolvimento desta patologia.
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Nossa pesquisa demonstrou uma correlagdo significante entre a
insercao de Alu (306 pb) no gene receptor de progesterona e a endometriose,
onde observamos que 33,3% das pacientes com endometriose apresentaram
polimorfismo PROGINS (A1/A2+A2/A2) e apenas 15,5% das pacientes do
grupo controle apresentaram esse mesmo polimorfismo. A frequéncia do
polimorfismo PROGINS (A1/A2+A2/A2) no grupo endometriose € 2,1 vezes
maior do que no grupo controle.

Os resultados vao de encontro com os Unicos trés estudos publicados.
Um deles, realizado no Brasil (Universidade Federal de Sao Paulo) por
Carvalho et al. (2004), composto por 66 pacientes com endometriose, dos
quais 26 apresentavam grau I/l de endometriose e 40 apresentavam grau llI/IV
e 0 grupo controle composto por 38 mulheres na pés-menopausa. Nesse
trabalho 67,0% das pacientes com endometriose apresentaram o gendtipo
selvagem (A1/A1) e 33,0% os gendtipos polimérficos (A1/A2+A2/A2). No grupo
controle o genétipo selvagem (A1/A1) estava presente em 79,0% das mulheres
e 0s genoétipos polimoérficos (A1/A2+A2/A2) em 21,0% das mulheres. A
frequéncia dos gendétipos polimorficos (A1/A2+A2/A2) no grupo endometriose
foi 1,5 vezes maior do que no grupo controle.

Essa significancia também foi observada em uma pesquisa austriaca
realizada por Wieser et al. (2002) na Universidade de Viena, onde os grupos
controle e endometriose foram compostos por 107 e 95 mulheres brancas
(caucasoéides), respectivamente. No grupo endometriose o gendtipo selvagem
(A1/A1) foi observado em 68,4% das pacientes, enquanto 31,6% apresentaram
o polimorfismo PROGINS (A1/A2+A2/A2). No grupo controle, 85,0% das
mulheres apresentaram o genoétipo A1/A1 e 15,0% apresentaram polimorfismo
PROGINS (A1/A2+A2/A2). A frequéncia dos genotipos polimérficos (A1/A2+
A2/A2) duas vezes maior no grupo endometriose o que no grupo controle.

Lattuada et al. (2004) realizou um estudo na Universidade de Mildo com
258 mulheres caucasianas de origem italiana, onde 131 apresentaram
endometriose e 127 compunham o grupo controle. Nesse estudo observou-se
que 67,9% das pacientes com endometriose apresentaram o gendtipo
selvagem (A1/A1) e 32,1% apresentaram polimorfismo PROGINS
(A1/A2+A2/A2). No grupo controle foi observado que 78,7% das mulheres
apresentaram o genoétipo selvagem (A1/A1) e 21,3% apresentaram
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polimorfismo PROGINS (A1/A2+A2/A2). A frequéncia do polimorfismo
PROGINS foi significativamente maior nas pacientes com endometriose do que
no grupo controle, corroborando assim com os resultados encontrados em
nosso trabalho.

Entretanto os estudos de Treloar et al. (2005) e Van Kaam et al. (2006),
realizados na Australia e na Holanda, respectivamente, ndo encontraram em
suas conclusées uma correlacdo entre o polimorfismo PROGINS e a
endometriose. Provavelmente, os resultados obtidos nos trabalhos australianos
e holandeses foram diferentes do nosso devido a focos distintos de pesquisa.
Em nosso trabalho foi analisada a presenca ou auséncia da insercao de Alu no
intron G do gene receptor de progesterona e o estudo realizado por Van Kaam
et al. (2006) analisaram outros tipos de polimorfismo, a mutacédo Val660Leu no
éxon 4, enquanto Treloar et al. (2005) analisaram oito tipos diferentes de
polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) no gene receptor de
progesterona e ndo utilizou um grupo controle para comparar com seu grupo
de estudo.

Nao foi encontrada em nosso estudo uma associacao significativa entre
o polimorfismo PROGINS e a progressao da endometriose, pois as freqiiéncias
deste polimorfismo nos diferentes grupos apresentaram-se semelhantes. As
pacientes do grupo endometriose grau I/l apresentaram 31,8% de polimorfismo
PROGINS (A1/A2+A2/A2) e, no grupo endometriose grau lll/1V, 31,0%.

Entretanto a correlagao foi verificada no estudo de Carvalho et al. (2004)
entre a progressao da endometriose e a presenca do polimorfismo PROGINS,
onde o polimorfismo foi  encontrado em 27,0% das pacientes com
endometriose grau l/ll e em 38,0% das pacientes com endometriose grau IlI/IV.
Ao refazermos a estatistica de Carvalho et al. (2004) utilizando numeros
absolutos, nao encontramos diferenca significativa entre o0s grupos
endometriose grau I/l e grau Ill/IV, corroborando com os resultados
encontrados em nosso trabalho.

No nosso estudo também nado encontramos associacao entre a cor da
pele e os diferentes genoétipos do polimorfismo do gene receptor de
progesterona nos grupos endometriose infértil, endometriose fértil e controle.
Também, Gomes et at. (2006) que analisou os gendtipos do polimorfismo
PROGINS em relacdo a raga apenas em seu grupo controle, ndo encontrou
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uma associagao significativa entre os genétipos do polimorfismo PROGINS e a
cor da pele, corroborando com nosso estudo.

Outros estudos mostraram que mulheres africano-americanas tém taxas
de incidéncia de endometriose menores que americanas caucasianas,
enquanto as americanas asiaticas parecem ter taxas mais elevadas do que as
mulheres caucasianas, porém ainda faltam dados comparativos para as
mulheres hispéanicas (Flores et al., 2008; Missmer et al., 2004).

Ja Miyazawa (1976) em sua pesquisa realizada em dois hospitais no
Havai e em um no Japao notou uma maior incidéncia de endometriose em
mulheres orientais comparando com nao-orientais. Porém esses estudos nao
abordavam o polimorfismo PROGINS, o polimorfismo analisado em nosso
estudo (Miyazawa, 1976).

Outro habito social analisado foi a atividade fisica, € no estudo de Dhillon
e Holt em 2003 demonstrou que mulheres com alta frequéncia de atividade
fisica durante os dois anos que antecederam o estudo tiveram uma reducao do
risco de endometrioma de 76% quando comparadas a mulheres que néo
tinham essa alta frequéncia de atividade fisica. Essa redugédo do risco de
endometriose ocorre porque em algumas mulheres a rotina da atividade fisica
suprime a liberagdo no hipotdlamo do horménio liberador de gonadotrofinas,
que limita a secrecdo hipofisaria do LH (horménio luteinizante) e FSH
(horménio foliculo estimulante), que por sua vez reduz a atividade ovariana e
0s niveis de estrégeno (Dhillon e Holt, 2003). Em nosso estudo né&o
observamos essa correlacao entre a pratica da atividade e a reducao do risco
da endometriose.

O tabagismo é conhecido por ter efeito sobre 0 meio hormonal causando
uma diminuicdo dos niveis de estrogeno, uma vez que a nicotina e a cotinina
interferem na sintese de esterdides servindo como um agente protetor da
endometriose. Embora os fumantes sejam estrogenos deficientes, eles também
sao expostos a altos niveis de dioxinas e outros componentes da fumaga do
cigarro que tém atividade horménio like, provocando assim resultados
conflitantes sobre o tabagismo e a endometriose (Missmer et al., 2004). Nao
existem relatos sobre uma possivel associacdo entre o habito de fumar e o
polimorfismo PROGINS. Nao verificamos em nosso estudo uma correlagéo
entre a endometriose, o polimorfismo PROGINS e o tabagismo.
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O consumo moderado de alcool aumenta os niveis de estrdégeno,
colaborando para o desenvolvimento da endometriose. Relatos também tém
correlacionado o consumo de bebidas alcodlicas com o aumento da
infertiidade de causa anovulatéria e devido a endometriose (Ribeiro Juanior,
2009; Missmer et al., 2004). Esses relatos ndo correlacionam o consumo de
alcool e o polimorfismo PROGINS, porém como o etilismo € um fator
desencadeante da endometriose assim como o polimorfismo PROGINS
comparamos essas duas variaveis procurando identificar uma possivel
correlacdo. Em nosso estudo, o numero de pacientes com endometriose que
faz uso de bebidas alcoodlicas é pequeno (n=5), limitando o poder dos nossos
testes estatisticos para verificar a correlagdo entre a presenca do polimorfismo
PROGINS nos grupos endometriose fértil, endometriose infértil e controle e o
consumo de alcool. Seria interessante verificar este parametro em um numero
maior de pacientes.

O uso ciclico de contraceptivos orais geralmente resulta em um
endométrio fino, com consequente sangramento minimo. Pesquisadores tém
relatado que o uso de anticoncepcionais por periodos prolongados podem inibir
a progressdo da endometriose ou até mesmo preveni-la, devido o seu efeito
bloqueador da producdo de estrégeno (Ribeiro Junior, 2009; Kirshon e
Poindexter, 1988). No grupo controle da nossa pesquisa observamos uma
maior frequéncia dos genétipos polimérficos para PROGINS nas pacientes que
fazem uso de anticoncepcional, sugerindo que o nao desenvolvimento desta
patologia seria devido ao uso do contraceptivo que estaria atuando como fator
de protecao para o desenvolvimento da endometriose.

Nosso estudo analisou a possibilidade de associacdo entre o 2
polimorfismos o do cédon 72 do gene p53 e o PROGINS e a endometriose,
pois alguns estudos correlacionaram a endometriose e esses polimorfismos
separadamente, mas nada relacionado a ambos. Porém nao foi observada em
nosso estudo a correlacdo significativa entre a presenca da arginina em
homozigoze (ARG/ARG) atuando como fator de protecdo para o
desenvolvimento da endometriose em pacientes que apresentaram
polimorfismo PROGINS, assim como a presengca de pelo menos um alelo
prolina associado com o polimorfismo PROGINS, ndo aumentou a
suscetibilidade a endometriose, em comparacao a uma paciente ARG/ARG.
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Alguns estudos tém demonstrado uma correlacao entre o polimorfismo
do cédon 72 do gene p53 e a endometriose. Pacientes que apresentam o alelo
arginina em homozigoze (ARG/ARG) apresentam uma baixa suscetibilidade de
desenvolver endometriose. A arginina atuaria como fator de protecdo para
endometriose e a presenca do alelo prolina, seja em homozigoze (PRO / PRO)
ou heterozigoze (PRO/ARG), estaria relacionada com uma maior
suscetibilidade ao desenvolvimento da patologia (Ribeiro Juanior, 2009;
Lattuada et al., 2004). Outros estudos ndo encontraram diferencga significativa
entre o polimorfismo p53 no cédon 72 e a endometriose, sugerindo um papel
secundario deste polimorfismo em relacdo a endometriose (Ammendola et al.,
2007).

A heranga poligénica parece estar ligada ao desenvolvimento da
endometriose, dentre eles destacamos o polimorfismo do gene receptor de
progesterona (PROGINS). Essa busca por marcadores moleculares especificos

poderao contribuir para a prevencgao e o diagnéstico precoce desta patologia.
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. CONCLUSAO

Nossos resultados indicaram uma diferenca significativa entre o
polimorfismo PROGINS e a patologia endometriose.

A frequéncia dos gendtipos polimorficos A1/A2 e A2/A2 é aproximadamente
2,1 vezes maior no grupo endometriose do que no grupo controle.

A frequéncia dos gendtipos A1/A2 e A2/A2 no grupo endometriose inférteis
€ 3,7 vezes maior nas pacientes que ndo praticavam exercicios fisicos do
que nas que praticavam alguma atividade fisica.

A frequéncia dos gendtipos A1/A2 e A2/A2 € 4,5 vezes maior nas pacientes
do grupo controle que usam contraceptivos do que nas pacientes desse
grupo que nao fazem uso do mesmo.

A presenca da arginina no codon 72 do gene p53 n&o serviu como fator de
protecédo para endometriose nas pacientes que apresentavam polimorfismo
PROGINS.
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ANEXO |

QUESTIONARIO: Analise do polimorfismo do gene receptor de
progesterona (PROGINS) em pacientes com endometriose associado a
infertilidade
-Nome:
-Data de nascimento: / / . -Cor de pele:
-Endereco:
-Telefones:
-Queixa principal:
-Demais sintomas:
-Duracéo:
-Periodo do ciclo:
ciclo todo ( ); dor do meio do ciclo ( ); dor pré-menstrual ( )
-Infertilidade:
nao (grupo Il) ( ); sim (grupo 1) ( ) primaria ( ) secundaria ( )

-Hébitos de vida:

-> Atividade fisica:

leve ( ) moderada ( ) intensa ( )

- Fumo ()

> Alcool ( )

- Uso de Anticoncepcional:

nao ( ) sim( )

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

> Qual esquema...........ccuuueee

> Ocorre melhora da dor com ACO:

nao ( ) sim e parcial ( ) melhora completa ( )
-Ritmo sexual: ( ) vezes por semana
-Paridade:

gesta ( ) para ( ) aborto ( ) cesariana ( ) Idade dos filhos ( )

RESULTADO ANATOMO-PATOLOGICO:
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ANEXO I

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Vocé estd sendo convidada para participar, como voluntaria, de uma pesquisa
cientifica. Apds 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. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso
de recusa vocé nao sera penalizado de forma alguma. Em caso de duvida vocé
pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catélica de Goias pelo telefone 3946-1071.

INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Analise do polimorfismo do gene receptor de progesterona
(PROGINS) em pacientes com endometriose associado a infertilidade.
Coordenador Responsavel: Dra. Katia Karina Verolli de Oliveira Moura
Telefones para contatos: 39467-1385 e 3946-1442

Eu abaixo qualificado, apés ter sido esclarecido verbalmente e depois de ler o
resumo do projeto intitulado: Analise do polimorfismo do gene receptor de
progesterona (PROGINS) em pacientes com endometriose associado a
infertilidade realizado pelo Nucleo de Pesquisa Replicon da Pontificia
Universidade Catdlica de Goias.

DECLARO assumir, por espontanea vontade, livre de qualquer coacao, a
responsabilidade pela participacao voluntaria e gratuita, no grupo de pacientes
integrantes da pesquisa. Estou ciente que o trabalho consiste na analise
molecular de amostras de sangue, e resposta de um questionario, e que o
mesmo sera utilizados em exames correlacionados mantendo o objetivo de
complementar 0 meu diagnéstico e de pesquisa. Vamos coletar 15 ml de
sangue venoso, e este material sera utilizado para analisar diferentes
genes associados a endometriose para identificarmos um candidato a
diagnostico precoce de endometriose associado ou nao a infertilidade.
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DECLARO que compreendi que a obtencdo das amostras citadas acontecera
sob minha total ciéncia, e sob o0s procedimentos adequados pela equipe
responsavel pela pesquisa, sem qualquer prejuizo a minha pessoa e que sera
mantido o total sigilo dos resultados, que serdo entregues apenas a mim ou

responsavel.

Igualmente, tenho pleno conhecimento de que o material serd utilizado apenas
e tdo somente para fins de pesquisa, além de autorizar, pelo presente, que 0s
testes e os resultados sejam utilizados em estudos cientificos, ressalvando o
sigilo quanto ao meu nome, reservando-me o direito de conhecer ou ndo os

resultados da referida pesquisa.

O risco que me submeto ao coletar sangue venoso periférico € de hematomas
e que caso ocorra 0 mesmo sera atendido pelo médico responsavel pela coleta

no mesmo Hospital.

Os beneficios desta pesquisa sera a criacdo de marcadores moleculares para
diagnéstico precoce com utilizacdo de sangue periférico com vantagens as
cirurgicas hoje existentes.

Vocé podera ser ressarcido de despesas caso a mesma ocorra e podera ser

indenizado se advir algum risco.

e Nome do pesquisador:

e Assinatura do paciente:

e Data: / /
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ANEXO 1ll

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu,
RG: , CPF:
n® de prontuario: , N de matricula: :

abaixo assinado, concordo em participar no projeto: Analise do polimorfismo
do gene receptor de progesterona (PROGINS) em pacientes com
endometriose associado a infertilidade como sujeito. Fui devidamente
informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa, 0s procedimentos
envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu

acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data:

Pesquisador:

Nome do sujeito ou responsavel:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

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

Testemunhas (nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

Observacoes complementares:
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ANEXO IV

Sensibilidade e especificidade do primer do gene receptor de progesterona
(PROGINS):

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastn&BLAST SPEC=Bioas
sayBlast&BLAST PROGRAMS=blastn& PAGE TYPE=BlastSearch

Score = 48.1 bits (24), Expect = 5e-04
Identities = 24/24 (100%), Gaps = 0/24 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 22 AAAAGTATTTTCTTGCTAAATGTC 45
Sbjct 4474166 AAAAGTATTTTCTTGCTAAATGTC 4474189
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ANEXO V

A sensibilidade de um teste é definida pela proporcdo de pessoas com a
doenca que tém um teste positivo, ou seja um teste sensivel raramente deixara
passar pessoas que tenham a doenca. Enquanto a especificidade é a
proporcédo de individuos sem a doenca que tém um teste negativo. Um teste
especifico raramente classificara de forma errbnea as pessoas como sendo
portadoras da doenca quando elas ndo sao (Fletcher e Fletcher, 2006).

Denominamos como valor preditivo a probabilidade da doenca, dados os
resultados de um teste. O valor preditivo positivo é a probabilidade da doenca
em um paciente com um resultado positivo (anormal) do teste e o valor
preditivo negativo é a probabilidade de nao ter a doenca quando o valor do
teste for negativo (normal) (Fletcher e Fletcher, 2006).

A analise do polimorfismo PROGINS em associagdo com a
endometriose apresentou sensibilidade de 33%, especificidade de 84%, valor
preditivo positivo de 72% e valor preditivo negativo de 51%. Sendo um bom
teste para descartar a presenca desta patologia, pois a cada 100 mulheres que
apresentarem o genétipo selvagem (A1/A1) 84 nao apresentardo endometriose
(Tabela XXIII).

Tabela XXIll - Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e
negativo do polimorfismo PROGINS em relagdo a endometriose.
Endometriose
Pres. Aus. S E VP+ VP-
Pres. 18 7

Polimorfismo (A2 33% 84% 72% 51%
A2) aus, 36 38 ° ° ° °
S: Sensibilidade; E: Especificidade; VP+: Valor Preditivo Positivo; VP-: Valor Preditivo Negativo
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