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Resumo

OBJETIVO: avdliar a frequéncia do polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 em mulheres inférteis com endometriose,
mulheres com infertilidade idiopdtica, Grupo Controle e sua associagdo com a doenga. METODOS: estudo caso-
controle que incluiu 198 mulheres inférteis com endometriose, 70 mulheres com infertilidade idiopdtica e 169 mulheres
ferteis sem endometriose como controles. O polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 (151042522, Arg/C:Pro/C),
que promove uma froca de C/G na sequéncia codante, foi identificado pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real, por meio da utilizagdo de sistema TagMan de primers, flanqueando a regiGo em questdo e sondas
marcadas com fluoréforos diferentes, uma para o dlelo C, outra para o alelo G. Na observagdo de dois fluoréforos,
o paciente foi considerado heterozigoto para o polimorfismo. Na presenga de apenas um fluoréforo, o paciente foi
considerado homozigoto CC ou GG. O tesfe do y? foi utilizado para comparar as frequéncias dos gendtipos e alelos
enfre os grupos. Todos os valores de p foram bicaudais, e o nivel de significancia considerado foi 0,05 (o <0,05).
RESULTADOS: ndo foi enconfrada diferenca significativa na frequéncia dos gendtipos CC, CG e GG [p=0,7) e
alelos C e G (p=0,4) do polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 entre pacientes inférteis com endometriose em
relacdo aos controles, independentemente do estagio da doenca. Em relagdo & infertilidade, ndo houve diferenca
significativa quanto as mulheres inférteis sem endometriose em relagdo aos controles na distribuicdo dos genétipos
e alelos [p=1,0 e p=0,8, respectivamente]. Considerando o modelo de heranga dominante, ndo houve diferenga
esfatistica significante tanto no grupo de endometriose [p=0,5) como no grupo de infertilidade idiopdtica (p=0,9) em
relag&o aos confroles. Observando o modelo recessivo, também néo houve diferenca significante (p=0,6 e p=1,0,
respectivamente) para os grupos de endometriose e infertilidade idiopdtica. CONCLUSAOQ: o estudo mostrou que o
polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 ndo confere risco genético associado ao desenvolvimento de infertilidade
e/ou endomefriose, nem mesmo na forma grave da doenca, na populagdo brasileira.

Abstract

PURPOSE: to evaluate the frequency of TP53 codon /2 polymorphism in infertile women with endometriosis, women
with idiopathic infertility, controls and its relation to the disease. METHODS: a case-control study that included 198
infertile women with endometriosis, 7O women with idiopathic infertility and 169 fertile women without endometriosis
as control. Detection of TP53 codon 72 gene polymorphism [rs1042522, Arg/C:Pro/G), that promotes a C/G
exchange in the coding region of the gene, was performed by real time Polymerase Chain Reaction (PCR), using the
TagMan system of primers, that flank the implicated region and probes labeled with different flucrescent dyes, one
for allele C and other for allele G. When two dyes were observed, the patient was considered fo be heterozygous
CG. In the presence of only one dye, the individual was considered to be homozygous CC or GG. The 2 test was
used to compare allele and genotype frequencies between groups. All pvalues were twotailed and a pvalue <0.05
was considered to be stafistically significant. RESULTS: we found no statistically significant difference in the distribution
of TP53 codon 72 polymorphism genotypes CC, CG or GG [p=0.7) and alleles C or G [p=0.4] between infertile
patients with endometriosis and controls (p=0.4), regardless of the stage of the disease. In relation to infertility, no
stafistically significant difference in the genotype or allele distribution [p=1.0 and p=0.9, respectively] was observed
between idiopathic infertile women and controls. Considering the dominant inheritance model, again, no statistically
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significant difference was found even in the endometriosis (p=0.5) or the idiopathic infertility group (p=0.9) when compared to controls. Regarding the
recessive inheritance model no stafistically significant difference was found, with p=0.6 and p=1.0, respectively, for the endometriosis and idiopathic
infertility groups. CONCLUSION: the results suggest that the TP53 codon 72 polymorphism does not confer genetic susceptibility to endometriosis and/or

infertility in the Brazilian population, not even the severe form of the disease.

Introducao

A endometriose é uma condigdo crénica que re-
presenta uma das doencgas ginecolégicas benignas mais
comuns. Estima-se que aproximadamente de 10 a 15%
das mulheres em periodo reprodutivo e metade das mu-
lheres com problemas de fertilidade tenham essa doenca’.
Os implantes endometriais dependem de vascularizagdo
para se estabelecer, crescer e invadir tecidos vizinhos®.
Os genes supressores de tumor tém importante papel na
regulacdo do crescimento celular, e estudos revelaram a
associagdo entre altera¢Ges em genes supressores de tumor
e desenvolvimento da endometriose™’.

A instabilidade gendmica do TPS3 (zumor protein p53,
Gene ID: 7157), gene envolvido na regulacéo do crescimento
e do ciclo celular, estd relacionada ao desenvolvimento e
a progressdo de vérios tumores. Alguns autores® demons-
traram um aumento de aneuploidias do cromossomo 17,
onde estd localizado o gene TP53 (17p13.1), em amostras
de endometriose. Pesquisadores japoneses” estudaram 140
pacientes com endometriose e um Grupo Controle de 140
individuos, e encontraram associagdo entre o polimorfismo
do cédon 72 do gene TP53 e o risco elevado de desenvol-
vimento da endometriose. Em concordincia com esses
dados, pesquisadores chineses® analisaram polimorfismos
nos cédons 11, 72 e 248 do gene p53 em 148 pacientes
com endometriose e um Grupo Controle de 150 indivi-
duos, e encontraram associacdo entre a suscetibilidade a
doenga e o cé6don 72 do gene. Todavia, outros estudos™
ndo encontraram tal associagao.

Além disso, um estudo recente'® mostrou que o gene
TP53 desempenha um papel importante na implantagdo
do blastocisto e reprodu¢io materna por meio da regulagio
do fator inibidor de leucemia (LIF, OMIM 159540) em
camundongos. A LIF é um das citocinas mais importantes
na implantagio embriondria'-'*. Em muitas espécies de ma-
miferos, incluindo ratos e humanos, o aumento da expressdo
de LIF no ttero coincide com o infcio da implantagio®.
Camundongos knockout para o gene LIF apresentaram
defeitos na reproducio atribuivel i falha de implantagio'.
Confirmando esses achados, camundongos knockout para
o gene TP53 apresentaram falhas de implantagdo devido
a diminuig¢@o dos niveis uterinos de LIF. A injecdo de LIF
nesses camundongos aumentou significativamente a im-
plantagdo e a recuperagio da fertilidade'®.

A etiologia da infertilidade permanece desconhecida
em muitos casos, e a falha na implanta¢do pode ser uma
importante causa. Em estudo recente'' observou-se que

os niveis uterinos da LIF na maioria das mulheres com
infertilidade sem causa aparente estavam significativa-
mente diminuidos. A regulagdo da LIF e da implantacdo
do blastocisto pelo TP53 em camundongos sugere um
papel potencial desse gene na fertilidade®.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar
a frequéncia do polimorfismo no cé6don 72 do gene TP53
em mulheres inférteis com endometriose, comparando com
a frequéncia em mulheres com infertilidade idiopdtica e
no Grupo Controle, a fim de observar se hd associagdo do
polimorfismo com a doenga.

Pacientes e métodos

Trata-se de um estudo caso-controle, composto por
mulheres inférteis com endometriose, mulheres inférteis
sem endometriose e um Grupo Controle. Com esse obje-
tivo, foram triadas do Ambulatério de Endometriose da
Faculdade de Medicina do ABC (FMABC) 198 mulheres
inférteis portadoras de endometriose com diagndstico
confirmado por laparoscopia e/ou laparotomia, estadia-
mento da doenca estabelecido de acordo com as normas
da American Society for Reproductive Medicine'® e diagnéstico
histolégico das lesdes. No grupo de endometriose, a
doenca minima/leve foi encontrada em 85 casos (42,9%)
e moderada/grave em 113 casos (57,1%). A média de
idade das pacientes foi de 35,0 anos * 3,6 anos de desvio-
padrdo. Como critério de inclusdo, as pacientes deveriam
ter o diagnéstico histolégico de endometriose, sem outra
causa de infertilidade. Como fatores de exclusio estdo o
procedimento cirargico realizado acima de 38 anos ¢ a
presenca de fatores masculinos de infertilidade.

Setenta mulheres com infertilidade idiopatica foram
avaliadas no Servi¢o de Reprodu¢ao Humana da FMABC.
A média de idade dessas pacientes foi de 35,4 anos + 4,2
anos. Como critério de inclusdo, as pacientes deveriam ter
investigadas e excluidas todas as causas femininas de infer-
tilidade. Os fatores de exclusdo foram idade acima de 38
anos e a presenca de fatores masculinos de infertilidade.

O Grupo Controle foi composto por 169 mulheres
férteis submetidas a laqueadura provenientes do Ambulatério
de Planejamento Familiar da FMABC, o que permitiu a
confirmagdo da auséncia de endometriose. A idade mé-
dia dessas mulheres foi de 39,4 anos = 6,7 anos. Como
critério de inclusdo, as mulheres deveriam ser férteis com
pelo menos dois filhos, sem histéria de abortamento ou
dificuldade para engravidar . O critério de exclusdo foi a
presenca de endometriose em qualquer fase da vida.




Andlise do polimorfismo no codon 72 do gene TP53 em mulheres inférteis com e sem endometriose

A causa da infertilidade foi investigada de acordo com
a propedéutica para casais inférteis: testes soroldgicos,
perfil hormonal e bioquimico, teste para doengas sexual-
mente transmissiveis, exames de imagem, investigacdo
de anomalias genéticas e/ou imunoldgicas, histerossalpin-
gografia, histeroscopia, laparoscopia (realizada em todas
as mulheres <36 anos de idade e em pacientes com mais
de 36 anos quando sintomdticas ou com anormalidades
em exames de imagem), e andlise seminal. Pacientes com
endometriose que ndo conseguirdo engravidar apds pelo
menos seis ciclos naturais ou induzidos apéds a laparos-
copia foram consideradas inférteis. Todas as mulheres
cujos parceiros tinham fatores masculinos associados a
infertilidade foram excluidas do estudo.

Os dados clinicos e as amostras de sangue periférico
somente foram colhidos apds exposicio dos objetivos do
estudo e assinatura do Termo de Consentimento Informado,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMABC
(CEP/FMABC No. 200/2008).

Métodos

Foram colhidos 5 mL de sangue periférico a partir de
venopuncdes periféricas, em tubo contendo EDTA. O DNA
gendmico foi extraido de linfécitos do sangue periférico de
acordo com o protocolo de Lahiri e Nurnberger (1991)".

O polimorfismo no cdon 72 do gene TP53 (151042522,
Arg/C:Pro/G), que promove uma troca de C por G na
sequéncia codante do gene, resulta na substitui¢io de
um aminodcido Arginina por Prolina na proteina e foi
identificado por reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real, por meio da utiliza¢do de sistema TagMan
de primers flanqueando a regido em questdo e sondas
marcadas com fluoréforos diferentes, uma para o alelo C,
outra para o alelo G (Applied Biosystems, Foster City,
CA) (C___2403545_10). O polimorfismo foi identificado
utilizando o equipamento Rotor gene 6000 HRM 6 Plex
Platform (Corbett Life Science). O ensaio foi realizado com
TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems®,
Foster City, CA), com 50 ng de DNA por reagdo. As
condicdes da PCR foram recomendadas pelo fabricante:

desnaturagdo inicial a 95°C (10 min), seguido por 40
ciclos de desnaturacao a 95°C (15 seg) e um anelamento/
extensdo a 60°C (1 min). Na observacio de dois fluoréforos,
o paciente foi considerado heterozigoto (Pro/Arg) para
o polimorfismo. Na presenca de apenas um fluoréforo,
o paciente foi considerado homozigoto Pro/Pro ou Arg/
Arg, dependendo do fluoréforo observado.

Andlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se o soffware
SPSS 11.0 para Windows (SPSS, Inc., Chicago, IL). O
teste do  foi utilizado para comparar as frequéncias dos
gendtipos (Pro/Pro, Pro/Arg e Arg/Arg) e alelos (Arg e
Pro) entre os grupos e para estimar o equilibrio de Hardy-
Weinberg. O Odds Ratio (OR) e o intervalo de confianga
de 95% (IC95%)foram calculados em relagdo a presenga
do genétipo de referéncia, usando um modelo de regressdo
logistica. Todos os valores de p foram bicaudais, e o nivel
de significincia considerado foi 0,05 (a<0,05).

As comparag0es realizadas foram entre os grupos de
pacientes com endometriose e controles, para investigar
a associa¢do do polimorfismo com a endometriose. Nesse
grupo, as pacientes foram subdivididas em dois grupos de
acordo com o grau da endometriose, sendo que um deles
era formado por pacientes com endometriose minima e
leve, e 0 outro por pacientes com endometriose moderada
e grave. Essa subdivisdo foi realizada com a finalidade de
investigar se a frequéncia do polimorfismo era diferente
de acordo com a gravidade da doenga.

Além disso, foram realizadas comparag¢des dos resultados
de genotipagem de pacientes inférteis sem endometriose
e controles, e entre pacientes com e sem endometriose,
para investigar se a associa¢do do polimorfismo seria com
a endometriose ou com a infertilidade.

Resultados

A frequéncia dos gendtipos e alelos do polimorfismo no
c6don 72 do gene TP53 em mulheres inférteis com e sem
endometriose e no grupo foram resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Frequéncia dos gendtipos e alelos do polimorfismo no cddon 72 do gene TP53 em mulheres inférteis com endometriose, pacientes com infertilidade idiopdtica e no Grupo

Controle
Genétipos Arg/Pro do gene p53 Alelos
Grupos n Pro/Pro Pro/Arg Arg/Arg Valor p Pro Arg Valorp  OR (95%IC)
n % n % n % n % n %

Infertilidade idiopdtica 70 35 50 26 37,1 9 12,9 1,0 96 68,6 44 31,4 0,8 0,94 (0,61,4)
Endometriose associada a infertilidade 198 103 52 73 36,9 22 111 0,7 279 705 117 29,5 0,4 0,86 (0,63-1,2)
Minima/Leve 8 49 57 25 94 11 129 04 123 723 41 07 03 0,78 (0,52-1,2)
Moderada/Grave 13 5 478 48 425 1 97 06 15 690 70 310 07 0,92 (0,64-1,3)
Controles 169 81 497 65 385 23 136

OR= Odds Ratio; IC= intervalo de confianga. O nivel de significéncia considerado foi <0,05. Valor de p=0,914 e p=0,756 considerando, respectivamente, a
frequéncia dos genétipos e alelos entre o grupo de mulheres inférteis com endometriose e infertilidade idiopdtica.
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Os genétipos Pro/Pro, Pro/Arg e Arg/Arg do poli-
morfismo no cédon 72 do gene TP53 apresentaram fre-
quéncia de 52,0% (103/198), 36,9% (73/198) e 11,1%
(22/198) nas mulheres inférteis com endometriose, e
47,9% (81/169), 38,5% (65/169) e 13,6% (23/169) no
Grupo Controle (Tabela 1); ndo houve diferenca signifi-
cante quando comparados entre si (p=0,0).

As pacientes com endometriose foram subdivididas de
acordo com o estadiamento da endometriose, e comparadas
com o Grupo Controle. Os genétipos Pro/Pro, Pro/Arg e
Arg/Arg estavam presentes em 57,7% (49/85), 29,4%
(25/85) e 12,9% (11/85) das mulheres com endometriose
minima/leve, e em 47,8% (54/113), 42,5% (48/113) e 9,7%
(11/113) das mulheres com endometriose moderada/grave.
Nenhum dos grupos apresentou diferenca significante em
relagdo ao controle (p=0,3 para endometriose minima e leve
e p=0,6 para endometriose moderada e grave).

Considerando as mulheres com infertilidade idiopdctica,
50,0% (35/70), 37,1% (26/70) e 12,9% (31/70) apresentaram
os gendtipos Pro/Pro, Pro/Arg e Arg/Arg, respectivamente,
sem diferenca significante em relagdo ao controle (p=1,0).

Em relagao aos alelos, a variante prolina estava pre-
sente em: 70,5% das mulheres inférteis com endome-
triose; 72,3% das mulheres com endometriose minima/
leve; 69,0% das mulheres com endometriose moderada/
grave; 68,6% das mulheres com infertilidade idiopdtica;
e 67,2% das mulheres do Grupo Controle. A variante
arginina estava presente em: 29,5% das portadoras de
endometriose; 27,7% das mulheres com endometriose
minima/leve; 31,0% das mulheres com endometriose
moderada/grave; 31,4% das mulheres com infertilidade
idiopdtica; e 32,8% do Grupo Controle (Tabela 1). Nao
foi observada diferenca significante na comparacio entre
nenhum dos grupos em rela¢do ao controle (p=0,4, OR =
0,86,1C95% = 0,6 - 1,2 para pacientes com endometriose),
(p=0,3,0R =0,78,1C95% = 0,5 - 1,2 para endometriose
minima/leve), (p=0,7, OR = 0,92, IC95% = 0,6 - 1,3
para endometriose moderada/grave) e (p=0,8, OR = 0,94,
IC95% = 0,6 - 1,4 para infertilidade idiopdtica).

Considerando o modelo de heranga dominante (Arg/
Arg + Arg/Pro X Pro/Pro), ndo houve diferenca signifi-
cante tanto no grupo de endometriose (p=0,5) como no
grupo de infertilidade idiopdtica (p=0,9) em relagdo aos
controles. Observando o modelo recessivo (Arg/Arg X Arg/
Pro + Pro/Pro), também ndo houve diferenca, (p=0,6 e
p=1,0), respectivamente, para os grupos de endometriose
e infertilidade idiopdtica.

Discussao

O gene TP53 controla a supressdo do tumor, a repa-
racdo de danos no DNA, vias metabdlicas, regulagdo do
estresse oxidativo, invasdo e motilidade, senescéncia celular,

angiogénese, diferenciagio e remodelacdo Gssea'®. Na re-
produgido, um dos alvos da transcri¢io do p53 é um fator
inibidor de leucemia (LIF), uma citocina necessiria para a
implantagdo'. Duas variantes descritas no gene TP53 no
c6don 72 derivam da substitui¢do de um tnico nucleotideo
(Arg/C:Pro/G), que resulta na presenca de prolina (Pro) ou
arginina (Arg) na proteina. A variante prolina é um forte
ativador da transcri¢do, enquanto a variante arginina leva
a uma cinética mais rapida de apoptose'®.

Pesquisadores japoneses® relataram associacdo entre a
prolina e a endometriose e sugeriram uma a¢ao protetora
do gendtipo homozigoto arginina contra a doenga. A
associacio foi confirmada na populagdo chinesa?, mas ndo
na populacdo japonesa®e italiana’. No entanto, outros dois
estudos na populacio italiana’®encontraram uma incidén-
cia aumentada da variante prolina nas formas mais graves
da endometriose. Em um estudo realizado na populag¢io
brasileira’ ndo foi observada nenhuma diferenca signifi-
cativa na distribui¢io dos genétipos do polimorfismo no
c6don 72 do gene TP53 entre os grupos caso e controle,
apenas em pacientes com dor intensa e homozigotas ou
heterozigotas para a variante prolina. Apesar do pequeno
namero de casos, os autores concluiram que a presenca da
variante prolina estava associada as pacientes com infer-
tilidade, com um quadro clinico mais grave da doenca.
Além disso, os autores afirmaram que o polimorfismo do
gene TP53 pode ser usado como um marcador molecular
para a endometriose associada a sintomas mais graves e
a infertilidade e, portanto, como um grande auxilio para
o diagnéstico da endometriose, progndstico, orientagdo
e tratamento dessa doenga.

No presente estudo, ndo observamos diferenca na
frequéncia do polimorfismo entre os grupos. Uma das
principais razdes para as diferengas entre os estudos pode ser
a variagdo étnica. A distribui¢do dos diferentes gendtipos
do polimorfismo no cédon 72 do gene p53 de acordo com
a raca ja foi demonstrada por diversos estudos®*, e pode
ser observada no Quadro 1. No Brasil, a influéncia da etnia
é dificil de ser estabelecida, uma vez que nossa popula¢io
é miscigenada. A cor da pele como um fenétipo muitas
vezes ndo reflete o genétipo daquele individuo’.

Outro fator importante a ser considerado € a hetero-
geneidade de sintomas das pacientes com endometriose:
assintomatica, dor, infertilidade e infertilidade. Essa variacdo
representa diferentes espectros da mesma doenga? Ou sdo
doengas diferentes? A endometriose superficial tem sido
descrita como um fendémeno ciclico e normal na vida de
uma mulher, mas, em algumas mulheres, o desenvolvi-
mento e a progressdo da doenga ocorrem como resultado
de altera¢Bes imunoldgicas e genéticas. Alguns autores
consideram a endometriose superficial como uma condigdo
fisiolégica e intermitente em mulheres durante seus anos
reprodutivos, enquanto a sua progressdo, caracterizada




Quadro 1 - Estudo do polimorfismo no cddon 72 do gene TP53 associado & endometriose em diferentes populacdes

129 com endometriose e 147 recém-nascidos
38 com endometriose (n=19 férteis e n=19 inférteis)

Ammendola et al. (2008)° Itdlia
Ribeiro Junior et al. (2009)° Brasil

Presente estudo Brasil

mulheres sem a doenca.

Estudo Pais Populaciio estudada Conclusiio do estudo
Chang et al. (2002)* Japdo 118 com endometriose & 140 sem doenca Associagdo entre a variante e a endomefriose.

Lattuada et al. (2004)° Itdlia 157 com endometriose e 152 sem doenca Ndo houve associagdo.

Omori et al. (2004)¢ Japdo 117 com endometriose & 180 recém-nascidos do sexo feminino Ndo houve associacdo.

Hsieh et al. (2006)2 China 148 com endometriose moderada,/grave e 150 mulheres sem doenca  Foi encontrada associacdo entre a variante prolina e @ endomefriose.
Vietri et al. (2007)7 Itdlia 104 com endometriose e 88 mulheres sem doenca Nao houve associagio.

198 inférteis com endometriose, 70 com infertilidade idiopdtica e 169

Ndo houve associagdo. Incidéncia aumentada da variante prolina nas formas mais graves da doenga.

A variante prolina estava mais frequente em pacientes com infertilidade associada a dor,
¢  variante arginina foi mais frequente em pacientes com endometriose.

Ndo houve associacdo.

como a endometriose infiltrativa profunda e endometriose
ovariana, é considerada como a verdadeira doenca®-*%,

E dificil correlacionar dados de estudos heterogéneos
quanto a etnia e a sele¢do de pacientes e controles, além
da metodologia utilizada. A ndo replica¢do dos achados
entre os estudos é um problema para a epidemiologia
genética. Recentemente, tem sido recomendado que as
revisdes sistemdticas, incluindo as metandlises, sejam
conduzidas para avaliar e ajustar os fatores que podem
contribuir para a ndo replicagdo dos resultados®. A iden-
tificagdo de associagBes genéticas confidveis é fundamental
para a concretizagdo dos resultados da pesquisa genémica
para a clinica e a aplicacio em satide publica®. Para isso,
é necessdria a colaborac¢do dos pesquisadores na avaliagio
dos dados e na sintese dos resultados encontrados nos
diversos estudos, para que haja a criagdo de uma rede
de investigacdo para o reconhecimento das associacoes
genéticas mais creditdveis.

Clinicamente, uma das principais preocupagdes em relacao
a endometriose € a sua propensio para causar infertilidade.
Estima-se que 25 a 50% das mulheres com endometriose
sdo inférteis, e que 25 a 30% das mulheres inférteis tém
lesdes endometridticas como a Gnica causa identificdvel
para a infertilidade’. A associa¢do entre a endometriose e a
infertilidade é bem estabelecida, mas os mecanismos respon-
saveis por esses efeitos sio desconhecidos. Recentemente?’
foi avaliada a frequéncia do polimorfismo no c6don 72 do
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