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RESUMO

Obijetivo: o objetivo do estudo foi verificar a prevaléncia do polimorfismo denominado PROGINS no
gene do receptor de progesterona entre mulheres com endometriose em seus diferentes estddios.
Métodos: estudo caso-controle desenvolvido entre novembro de 2003 e maio de 2004. Fo-
ram analisados os gendtipos de 104 mulheres, das quais 66 com endometriose comprovada
por videolaparoscopia (26 mulheres nos estdadios I-Il e 40 nos estadios III-IV) e 38 sauddveis.
A inser¢do Alu de 306 pares de base no intron G do gene do receptor de progesterona
denominada PROGINS foi detectada por meio de reacdo em cadeia da polimerase e analisa-
da em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio. Para andlise estatistica foi utilizado
o teste ANOVA paramétrico.

Resultados: as amostras pertencentes aos grupos endometriose estddios I-II (grupo Endol) e
estadios III-IV (grupo Endoll) tiveram significativo aumento na incidéncia do alelo polimérfico
do receptor de progesterona em relacéo ao grupo controle: 27% no grupo Endol, 38% no
Endoll e apenas 18% no grupo controle (p < 0,001). A prevaléncia da insercdo, quando
comparamos mulheres com endometriose, independente do estddio, com as do grupo contro-
le, foi estatisticamente superior no grupo das doentes (p = 0,0385).

Conclusao: hd associacdo estatisticamente significante entre o polimorfismo PROGINS e a
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endometriose pélvica.

PALAVRAS-CHAVE: Endometriose. Receptor de progesterona. Polimorfismo génico.

[ntroducao

A endometriose é doenca estrogénio-depen-
dente caracterizada por implantes ectopicos de
endométrio no peritdénio pélvico ou em visceras.
Na maioria dos casos esta associada a dor pélvica
e/ou a infertilidade.

Departamento de Ginecologia - Universidade Federal de
Sao Paulo UNIFESP-EPM.

Correspondéncia:

Eduardo Schor

Setor de Algia Pélvica e Endometriose

Rua Pedro de Toledo, 781 - 4° Andar -

Vila Clementino - 04023000 - Sao Paulo — SP

e-mail: schor.gineco@epm.br

Financiamento: FAPESP 03/04533-1

A teoria etiopatogénica mais aceita duran-
te o século XX foi a proposta por Sampson!, que
postulou que o refluxo transtubario de células en-
dometriais viaveis seria a causa da moléstia. En-
tretanto, no inicio da década de 80 varios autores
observaram que a menstruacdo retrégrada pode-
ria ocorrer em até 80% de mulheres submetidas
a cirurgia no periodo perimenstrual, porém ape-
nas 15% desenvolvem endometriose. Assim, o re-
fluxo transtubario de células endometriais néo
basta, por si s6, para explicar a etiopatogenia da
doenca; de fato, novos fatores devem, estar, de al-
guma forma associados a menstruacao retrogra-
da, visto que a prevaléncia do evento e a da doen-
ca sao discordantes?®*.

A partir de entdo, novas teorias foram ne-
cessarias para explicar o aparecimento da doenca
em apenas uma parcela da populacdo feminina.
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Alguns autores estudaram o endométrio tépico,
acreditando que suas células se deslocariam do
Utero ja com alteracgdes que predisporiam a doen-
ca®>®, De fato, alteracdes no ciclo celular, levando
a aumento de proliferacao ou diminuicao na mor-
te celular programada, foram descritas”!°.

A maior capacidade de degradacao da ma-
triz extracelular da mucosa tépica, bem como o
aumento de fatores angiogénicos, ja foram relata-
dos e podem, de alguma forma, contribuir para o
aparecimento da doencga®. Sabe-se também que o
endométrio das enfermas possui a enzima
aromatase p450, Cypl9, que nao existe no de
mulheres sadias. Este disttarbio relacionado a sin-
tese e a metabolizacdo de estrogénios gera am-
biente hiperestrogénico, de cunho proliferativo,
contribuindo de forma importante para o estabe-
lecimento da doenca'l.

Intimeros autores ja demonstraram a expres-
sdo exagerada de receptores de estrogénio nos im-
plantes de endometriose, e também, o que parece
importante, defeitos no receptor de progestero-
na'?13, As alteracoes, descritas acima, sdo conse-
quéncia da anormalidade do efeito progestacional
sobre o endométrio tépico e ectépico. A maior se-
crecao de colagenases, bem como a menor expres-
sao de seus fatores inibidores, a secrecado de
peptideos angiogénicos, o controle do ciclo celular
e a metabolizacao dos estrogénios nas células en-
dometriais sdo, como se sabe, regulados pela pro-
gesterona. Alteracdes da sua funcao podem, por-
tanto, facilitar o aparecimento da moléstia, porque,
no sentido amplo, deixa de antagonizar os efeitos
proliferativos dos estrogénios.

As acodes biologicas da progesterona séo
mediadas por duas isoformas de seu receptor, res-
pectivamente A e B. Em seres humanos os dois
RNAs transcritos sdo gerados a partir de um Uni-
co gene que tem, porém, regides promotoras dife-
rentes. Estruturalmente, as proteinas diferem
apenas quanto a presenca de 164 aminoacidos na
regido N-terminal do receptor B!*.

No endométrio ambos subtipos do receptor
de progesterona sdo expressos, € a sua concen-
tracao varia de acordo com a fase do ciclo mens-
trual. Entretanto, parece que os efeitos antiproli-
ferativos da progesterona sobre o endométrio sdo
mediados principalmente pela isoforma A do re-
ceptor de progesterona. A ativacdo da isoforma B,
na auséncia do receptor tipo A, leva a aumento da
proliferacao no epitélio. Portanto, havendo a pre-
dominancia da isoforma B3, nao ha adequada acao
da progesterona, especulando-se, desse modo, que
talvez essa alteracdo esteja relacionada a génese
da endometriose.

Recentemente, varios polimorfismos do re-
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ceptor de progesterona tém sido descritos. Dentre
eles destaca-se o polimorfismo PROGINS, que con-
siste em uma insercdo Alu de 306 pb no intron G
entre o exon 7 e 8 do gene do receptor de progeste-
rona humano'®. Rowe et al.!” observaram altera-
coes fenotipicas decorrentes dos polimorfismos do
gene do receptor de progesterona, sugerindo que
esta insercao Alu seria responsavel por alteracdes
na transcricao do gene desse receptor, tanto por
recombinacao ou por alteracdo no splicing do trans-
crito primario.

O polimorfismo PROGINS tem sido estudado
em associacao com afecgdes estrogénio-dependen-
tes!®2l. Wieser et al.?? estudaram a freqiiéncia
desta mutacdo em mulheres com endometriose;
encontraram-na em 28% dos casos e em apenas
14% das sadias.

Todos os dados indicam que uma mutacéo no
gene do receptor da progesterona, seja qualquer
uma das mencionadas acima, contribui para o de-
senvolvimento de doencas em tecidos hormoénio-
dependentes, inclusive na endometriose.

Assim, propomos a investigar a prevaléncia
do polimorfismo do receptor de progesterona deno-
minado PROGINS em mulheres com e sem endo-
metriose.

Pacientes e Métodos

O grupo de estudo foi composto por 66 pa-
cientes com endometriose submetidas a videola-
paroscopia, quando foram observadas lesoes tipi-
cas e que foram biopsiadas para exame histopato-
légico. As pacientes foram divididas em trés gru-
pos, segundo o estadiamento da moléstia conso-
ante os critérios da American Society for
Reproductive Medicine®: grupo Endol, compreen-
dendo 26 pacientes nos estadios I e II, e grupo
Endoll com 40 pacientes nos estadios IIl e IV; o
grupo controle foi formado por 38 mulheres na pés-
menopausa. As pacientes do grupo controle nao
apresentaram histérico pregresso de dor pélvica
cronica (dismenorréia e/ou dispareunia), queixa
de infertilidade, bem como nenhuma doenca gi-
necolégica horménio-dependente. O presente es-
tudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Pau-
lo/Hospital Sao Paulo e todas as pacientes inclui-
das no protocolo assinaram termo de consentimen-
to livre e esclarecido.

Coleta do DNA genéomico

O DNA genomico das pacientes foi obtido por
meio de swab bucal com escova do tipo Cytobrush®
seguido de bochecho com soro fisiologico 0,9%. No
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laboratoério, os frascos contendo o material coleta-
do foram centrifugados a 5.000 rpm por 5 min; o
sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
destinado a extracdo do DNA genémico utilizando-
se o kit GFX™ Genomic DNA Purification kit
(Amersham Biosciences) seguindo as recomenda-
coes do fornecedor. O DNA gendmico purificado foi
mantido a temperatura de -20°C até a amplifica-
cao por PCR.

Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As condicoes de PCR e os oligonucleotideos
iniciadores utilizados para a deteccao do
polimorfismo PROGINS foram descritos anterior-
mente'®??, Resumidamente, as amplificacdes fo-
ram realizadas em volume de 25 mL sob condi-
coes padroes para PCR (Master Mix, Eppendorf). As
condicoes de ciclagem foram as seguintes: des-
naturacéo inicial a 94°C por 5 min e 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 55°C
por 1 min, polimerizacdo a 72°C por 1 min até ex-
tensao final a 72°C por 7 min. As seguintes se-
quéncias de oligonucleotideos iniciadores foram
utilizadas para a amplificacdo da regido que con-
tém o polimorfismo PROGINS no intron G do gene
do receptor de progesterona: 5'-GGC AGA AAG CAA
AAT AAA AAG A-3’ (primer 5) e 5-AAA GTA TTT
TCT TGC TAA ATG TC-3’ (primer 3’). A amplifica-
cdo da regiao do gene do receptor da progesterona
a ser estudada pode gerar dois produtos de PCR
distintos. Um, denominado P1, de 149 pb, se refe-
re ao alelo selvagem, ou seja, sem insercao Alu, e
outro, denominado P2, de 455 pb, resultado da in-
sercdo de 306 pb no intron G do gene do receptor.
Desta forma cada paciente, ao analisarmos os dois
alelos, pode ser considerada homozigota para a for-
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Figura 1 - Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio contendo os possiveis genétipos
para o polimorfismo PROGINS. A linha 1 contém o marcador de peso molecular 100-bp DNA
ladder. As linhas 2-4 representam a amplificagéo da regido que flanqueia o polimorfismo
PROGINS do receptor de progesterona, em amostras que contém os genétipos: homozigoto
selvagem P1/1 (149 pb), heterozigoto P1/2 (149 pb e 455 pb [=149 pb+insercdo Alu de 306
pb]) e homozigoto polimérfico P2/2 (455 pb), respectivamente.

Endometriose pélvica

ma selvagem ou polimoérfica e heterozigota, con-
tendo um alelo de cada tipo (P1/2) (Figura 1).

Foi utilizado o teste ANOVA paramétrico para
analise comparativa das freqiiéncias genotipicas
entre os grupos Endol, Endo II e controle. O teste ¢
de Student nédo paramétrico foi utilizado para a
comparacdo das freqliéncias genotipicas entre o
grupo endometriose (sem distincdo por estadio cli-
nico) e controle, considerando resultado com po-
der estatistico menor que 0,05.

Resultados

A frequéncia de insercdo PROGINS,
heterozigose, foi de 18% no grupo controle, de 27%
no grupo Endol e de 38% no grupo Endoll. Ao com-
pararmos o grupo de mulheres com endometriose
nos estadios I/II com o de mulheres nos estadios
III/IV observamos maior presenca da insercao
PROGINS nas com endometriose grave. Apenas
uma paciente do grupo controle apresentou
homozigose (P2/2) para o alelo polimérfico (Tabela
1). Quando comparamos, de forma conjunta, a fre-
quiéncia do alelo polimérfico nas pacientes com en-
dometriose, independente do estadio, com a fre-
quiéncia no grupo controle, também observamos
diferenca estatisticamente significante (p=0,0385)

(Tabela 2).
Tabela 1 - Freqiiéncias genotipicas para o polimorfismo PROGINS.
Genotipos

P1/1 P1/2 P2/2

(%) (%) (%)
Grupo Endol
Endometriose 73 27 0
estadios I-II
(n = 26)
Grupo Endoll
Endometriose 63 38 0
estadios lll-IV
(n =40)
Grupo Ctr
Controle 79 18 0,3
(n=38)

Diferenga estatisticamente significante da freqiéncia do genétipo P1/2 entre os grupos
Endol, Endoll e controle (Ctr) pelo teste ANOVA paramétrico (Endol versus Endoll <
0,001, Endol versus Ctr < 0,001 e Endoll versus Ctr < 0,05).

P1/1 representa o genétipo selvagem

P1/2 representa o genétipo heterozigoto, com um alelo contendo a inser¢do PROGINS
P2/2 representa o gendtipo homozigoto para a insergdo PROGINS

Apenas uma paciente do grupo controle apresentou homozigose (P2/2) para o alelo
polimorfico.
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Tabela 2 - Freqiiéncias genotipicas para o polimorfismo PROGINS em mulheres com e
sem endometriose.

Gendtipos
P1/1 P1/2 P2/2
(%) (%) (%)
Endometriose
(n = 66) 67 33 0
Controle
(n=138) 79 18 3

Diferenga estatisticamente significante da freqiiéncia do genétipo P1/2 entre os grupos
endometriose e controle pelo teste t de Student ndo paramétrico (p=0,0385).

Discussao

A etiopatogenia da endometriose ainda €, até
hoje, pouco conhecida; acredita-se que uma he-
ranca poligénica, multifatorial, deva estar envol-
vida. As alteracdes endometriais descritas nas
enfermas sdo, na sua maioria, dependentes de
acao inadequada da progesterona neste tecido.
Este hormonio esta envolvido na regulacao das
metaloproteinases de matriz extracelular, estimu-
lando os fatores inibidores destas enzimas. Age
também sobre a expressao de fatores angiogénicos
e sobre os fatores que regulam o ciclo celular.

Dentre as causas de um distturbio no efeito
deste hormonio podemos salientar a insercao de
uma sequéncia de 306 pares de base no gene
codificador do receptor da progesterona (PROGINS).
Wieser et al.?? demonstraram correlacdo signifi-
cativa entre esta mutacdo e a doenca, tendo en-
contrado a alteracao em 28% das doentes e em
apenas 14% das mulheres sadias. Em nossa pes-
quisa observamos a insercdo PROGINS em 33%
das enfermas e apenas 18% no grupo controle.
Quando estudamos, de forma separada, as pacien-
tes com endometriose estadios I/1I (27%) e as nos
estadios II1/1V (38%), a diferenca foi mais eviden-
te nas com doenca avancada, o que sugere que,
além de possivelmente estar envolvido na génese
da doenca, esse polimorfismo pode, também, in-
fluenciar a sua progressao para a forma grave.

Optamos por incluir mulheres na pés-me-
nopausa como grupo controle, visto que na ausén-
cia na anamnese de antecedentes que sugeris-
sem endometriose, tais como dismenorréia, in-
fertilidade e/ou dispareunia, a probabilidade de
endometriose é remota.

A influéncia desta anormalidade sobre a
acao da progesterona, ou seja, a expressao
fenotipica, ja foi determinada em neoplasias de
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mama, de ovario € em casos de abortamento de
repeticao, o que nos faz supor que de alguma for-
ma a insercao PROGINS possa também contribuir
para a génese da endometriose.

Sendo a prevaléncia desta insercdo em
mulheres com endometriose de cerca de 30%,
outros disturbios devem necessariamente estar
associados, o que reforca a hipotese de a doenca
ter origem multifatorial. Alteracoes (polimorfis-
mos) da regido do gene do receptor de progestero-
na que codificam as isoformas PRA e PRB ja estao
sendo estudadas, podendo estar, também,
implicadas na génese da moléstia.

A prevaléncia de outros polimorfismos em
mulheres com endometriose tem sido verificada,
na sua maioria alteracodes relacionadas aos genes
responsaveis pela destoxificacao de agentes ex-
ternos, com o GST a COMT e os relacionados a
familia do citocromo p450, entretanto os resulta-
dos ainda sdo controversos.

Estudos para avaliar a prevaléncia de muta-
coes génicas e sua possivel correlacdo com
afeccoes devem ser realizados em grande grupo
populacional. Entretanto, sendo o estudo de Wieser
et al.??2 o0 Ginico a avaliar a insercdo PROGINS em
endometridticas, e dada a diferenca significante
que observamos em nossos dados preliminares,
acreditamos que o achado deste polimorfismo em
mulheres com endometriose justifica a publica-
cao deste estudo visando, em futuro préximo, tra-
balhos em maior escala.

Varios genes devem estar possivelmente
relacionados com a etiopatogenia da endometrio-
se; acreditamos que o do receptor da progesterona
possa ser um deles. Esta constatacao nos permiti-
ra, mais adiante, rastrear as mulheres com mai-
or suscetibilidade para a doenca e também ava-
liar e individualizar a melhor terapéutica clinica
e, talvez, sua prevencao.

ABSTRACT

Objective: the aim of the present study was to verify whether
there is a correlation between the prevalence of the
polymorphism in the progesterone receptor gene named
PROGINS and pelvic endometriosis at different stages.
Methods: a case-control study carried out from November 2003
to May 2004. The genotypes of 104 women were analyzed 66
women had had surgically confirmed endometriosis (26 women
at stages I-II and 40 at stages III-1V), and 38 were healthy
women. The 306-base pair Alu insertion polymorphism in the
intron G of the progesterone receptor gene was detected by
polymerase chain reaction and analyzed on 2% agarose gel
stained with ethidium bromide. ANOVA analysis was performed
in order to make comparisons between among the studied
groups.
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Results: the groups of women with endometriosis stages 1-11
(Endol group) and stages IlI-1V (Endoll group) showed
statistically significant increased incidence of PROGINS
polymorphic allele as compared with the control group: 27%
in the Endol group, 38% in Endoll and 18% in the control
group (p < 0.001. In the analyses, a high frequency of the
PROGINS insertion was observed in women with
endometriosis as compared to healthy women, disregarding
the clinical stage of the disease (p = 0.0385).

Conclusion: there is a significant statistical association between
the PROGINS polymorphism and pelvic endometriosis.

KEYWORDS: Endometriosis. Progesterone receptor.
Polymorphism.
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