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RESUMO

Objetivos: verificar as freqüências dos genótipos nulos para os genes GSTT1 e GSTM1,
assim como as freqüências do alelo polimórfico do gene CYP1A1 em um grupo de mulheres
com endometriose, e comparar essas freqüências com aquelas observadas em um grupo que
não apresenta a doença (controle), visando uma possível identificação de biomarcadores de
suscetibilidade à endometriose.
Métodos: foram incluídas 50 mulheres com sinais clínicos sugestivos de endometriose e que
foram submetidas à videolaparoscopia e biópsia das lesões avaliadas histologicamente. A
endometriose foi confirmada em 25 mulheres, consideradas como o grupo caso, e resultado
negativo foi observado nas outras 25 (grupo controle). Os genótipos nulos para os genes
GSTT1 e GSTM1 foram avaliados pela reação em cadeia da polimerase (PCR) multiplex. A
investigação do alelo polimórfico do gene CYP1A1 foi realizada por meio da técnica de PCR-
RFLP (polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrição). Para a análise estatística
utilizou-se o teste exato de Fisher.
Resultados: em ambos os grupos, as freqüências dos polimorfismos de deleção apresentaram
valores de 16% para o gene GSTT1 e de 44% para o gene GSTM1. Portanto, os resultados
não mostraram diferenças na distribuição dos genótipos nulos GSTT1 e GSTM1 entre os
grupos estudados. A diferença da freqüência alélica para o alelo m1 do gene CYP1A1, embora
não significante, foi mais elevada nas mulheres com endometriose (0,22) quando comparada
àquelas do grupo controle (0,14).
Conclusão: os resultados não mostraram uma associação entre os polimorfismos avaliados e
o diagnóstico de endometriose.
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Introdução

A endometriose é doença poligênica/
multifatorial, caracterizada pelo crescimento de
tecido endometrial fora da cavidade uterina e, que
freqüentemente resulta em vários problemas gi-
necológicos incluindo dispareunia, dismenorréia,
dor pélvica e infertilidade1. Embora aproximada-

mente 15% das mulheres em idade reprodutiva
desenvolvam a doença2, sua etiologia ainda per-
manece obscura. A teoria da menstruação retró-
grada tem sido amplamente utilizada para expli-
car sua origem. Ela propõe que células endome-
triais viáveis, descamadas durante a menstrua-
ção, atingiriam por refluxo, por meio das tubas
uterinas, a cavidade peritoneal com conseqüente
implantação e crescimento local, uma vez que os
macrófagos peritoneais de pacientes com endome-
triose não apresentam capacidade de digerir efi-
cientemente o refluxo menstrual3,4.

O estresse oxidativo tem sido apontado como
fator potencial envolvido na fisiopatologia da en-
dometriose. A produção de espécies reativas de
oxigênio pelo fluido peritoneal parece estar aumen-
tada em mulheres com a doença e a expressão
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alterada de enzimas envolvidas na defesa contra
o estresse oxidativo também já foi observada no
endométrio de mulheres com esta condição. A pro-
dução excessiva de espécies reativas de oxigênio
pode também ser resultado da exposição a com-
postos ambientais que rompem o balanço entre
pró-oxidantes e antioxidantes5.

É possível que polimorfismos genéticos em
enzimas envolvidas na produção e eliminação de
espécies reativas de oxigênio, bem como naque-
las que participam da ativação e detoxificação de
compostos exógenos (xenobióticos), modulem os
níveis de biomarcadores de dano oxidativo6.

A maquinaria de metabolização xenobiótica
possui dois tipos de enzimas: as de metabolismo
oxidativo mediado, ou de fase I, e as enzimas
conjugadas, ou de fase II. Muitos compostos são
convertidos a metabólitos altamente reativos pe-
las enzimas oxidativas de fase I, principalmente
enzimas da superfamília do citocromo P450 (CYPs).
Em contraposição, as reações da fase II envolvem
a conjugação com um substrato endógeno, por meio
das glutationa S-transferases (GSTs), UDP-
glucoroniltransferases e N-acetiltransferases
(NATs), que agem como enzimas inativadoras dos
produtos da fase I, tornando os metabólitos
hidrofílicos e passíveis de excreção7.

Dentre as enzimas GSTs mais conhecidas
estão as GSTT1 e GSTM1. O gene GSTM1 é
polimórfico na população humana, com dois alelos
funcionais ativos que apresentam a mesma efi-
ciência metabólica e um alelo com atividade nula7.
Este último não sintetiza seu produto protéico de-
vido a grande deleção no gene. Homozigotos para o
alelo GSTM1 nulo são considerados grupo de risco,
principalmente se expostos a elevados níveis de
carcinógenos e compostos químicos, devido ao de-
feito enzimático em seu sistema de detoxificação8.
Assim como o gene GSTM1, o GSTT1 também é
polimórfico na população humana, podendo apre-
sentar fenótipo nulo por deleção7. Em relação às
enzimas CYPs, uma das mais extensivamente
estudadas é a CYP1A1. Um polimorfismo de res-
trição MspI (CYP1A1m1) na região 3’ não
codificante do gene, resultante da transição de
uma timina para citosina (T→C), parece promo-
ver aumento da sua expressão9.

Desse modo, diferenças genéticas na
regulação, expressão e atividade dos genes de fa-
ses I e II podem ser o fator crucial na suscetibili-
dade a certos tipos de doenças7. Realmente,
polimorfismos em genes do biometabolismo têm
sido identificados em inúmeras populações7 e re-
lacionados com neoplasias de pulmão10, fibrose
cística11, bronquite crônica8 e endometriose9,12,13.

Neste contexto, este estudo teve como obje-
tivo determinar as freqüências dos genótipos nu-
los para os genes GSTT1 e GSTM1, assim como as
freqüências do alelo polimórfico CYP1A1m1 em um
grupo de mulheres com endometriose, e compa-
rar essas freqüências com aquelas observadas em
grupo que não apresenta a doença, visando uma
possível identificação de biomarcadores de susce-
tibilidade à endometriose.

Pacientes e Métodos

Trata-se de estudo caso-controle. Foram
selecionadas 50 mulheres submetidas videolapa-
roscopia no Serviço de Ginecologia e Obstetrícia
do Hospital de Base de São José do Rio Preto.
As indicações da videolaparoscopia foram:
infertilidade (24 casos), algia pélvica (16 casos),
dismenorréia secundária (6 casos) e em quatro
casos foram referidas ambas as queixas,
dismenorréia e infertilidade. Dentre as mulheres
avaliadas, 25 pacientes tiveram diagnóstico de
endometriose, confirmada pelo exame histopato-
lógico, e 25 não apresentaram a doença (grupo
controle). A faixa etária variou de 21 a 47 anos
(34,9 ± 6,1). A classificação da etnia foi baseada
na análise de três gerações antecedentes14, e
mostrou 42 caucasóides e oito negróides. As pa-
cientes incluídas no estudo eram provenientes da
região de São José do Rio Preto, noroeste do Esta-
do de São Paulo, e participaram do estudo após a
assinatura do termo de consentimento livre e es-
clarecido. O estudo foi aprovado pelo Comitê de
Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
São José do Rio Preto (CEP-FAMERP) e pelo Conse-
lho Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP).

O DNA genômico foi extraído a partir de 9
mL de sangue periférico segundo a técnica de
Abdel-Rahman et al.15. A amostra de sangue peri-
férico foi colhida em tubo contendo anticoagulante
(EDTA) e os linfócitos foram isolados com auxílio
de Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences). O
DNA genômico foi obtido adicionando aos linfócitos
isolados SDS (sodium dodecyl sulfate), proteinase
K e RNAse A. Após purificação com NaCl, o DNA foi
precipitado com etanol e armazenado a -20oC em
tampão Tris-EDTA para posterior análise.

A análise para os genes GSTT1 e GSTM1 foi
realizada simultaneamente pela reação em cadeia
da polimerase (PCR) multiplex, segundo Abdel-
Rahman et al.16. A amplificação da seqüência do
DNA de interesse foi obtida por 35 ciclos que com-
preenderam etapas de desnaturação do DNA a 94oC
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por 2 minutos, anelamento das seqüências ini-
ciadoras da reação (primers) a 59oC por 1 minuto e
extensão das cadeias de DNA pela adição dos nu-
cleotídeos a 72oC por 1 minuto. Uma seqüência do
exon 7 do gene CYP1A1 foi coamplificada como
controle interno. Os produtos de PCR foram anali-
sados em gel de agarose 1,5% corado com brometo
de etídio, sendo que o genótipo nulo (presença de
ambos alelos com deleção) para os genes GSTT1 e
GSTM1 foi identificado pela ausência dos fragmen-
tos de amplificação de 480 pares de base (pb) e 219
pb, respectivamente. A presença do fragmento de
312 pb corresponde à seqüência amplificada do
gene CYP1A1 e revela o sucesso da reação  de am-
plificação.

A técnica de PCR-RFLP, que compreende a
amplificação da seqüência polimórfica do DNA se-
guida de digestão por enzima de restrição, foi rea-
lizada para investigar o alelo polimórfico (m1) do
gene CYP1A1, utilizando primers e condições se-
gundo Arvanitis et al.9. Assim, a amplificação foi
obtida por 35 ciclos que compreenderam etapas
de desnaturação do DNA a 94oC por 30 segundos,
de anelamento dos primers a 58oC por 30 segundos
e de extensão das cadeias à 72oC por 30 segundos.
Os produtos de PCR foram digeridos com a enzima
de restrição MspI e os fragmentos visualizados em
gel poliacrilamida 9,6% corado com nitrato de pra-
ta. Um fragmento de 340 pb derivado do alelo sel-
vagem (wt) não é digerido pela enzima e um frag-
mento do mesmo tamanho do alelo polimórfico (m1)
é digerido em fragmentos de 206 e 134 pb. Os in-
divíduos heterozigotos apresentam os três frag-
mentos (340, 206 e 134 pb).

Para a análise estatística das freqüências
dos genótipos obtidos utilizou-se o teste exato de
Fisher, com nível de significância de 5%.

Resultados

Os resultados da distribuição genotípica para
cada polimorfismo nas pacientes com endometri-
ose e no grupo controle encontram-se na Tabela
1. A prevalência dos genótipos nulos [-] GSTT1 e
GSTM1 foi de 16 e de 44%, respectivamente, tanto
nas pacientes com endometriose como no grupo
controle e, portanto, não houve diferenças
significantes (p=1,29 e p=1,22; respectivamente).
Para o alelo polimorfico CYP1A1m1, a freqüência
alélica foi mais elevada nas mulheres com endo-
metriose (0,22) quando comparada ao grupo con-
trole (0,14), mas a diferença não foi significante.
Duas pacientes com a doença foram homozigotas
para o alelo m1 (genótipo m1/m1).

A genotipagem para os genes GSTT1, GSTM1
e CYP1A1 é apresentada nas Figuras 1 e 2.
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Tabela 1 - Distribuição dos genótipos individuais nas mulheres com endometriose e no
grupo controle.

Genótipo

GSTT1

Positivo [+]

Nulo [-]

GSTM1

Positivo [+]

Nulo [-]

CYP1A1

wt/wt

wt/m1

m1/m1

n

21

4

14

11

16

7

2

%

84

16

56

44

64

28

08

Endometriose

n

21

  4

14

11

18

  7

  0

%

84

16

56

44

72

28

-

Controle

Tabela 2 - Freqüências de genótipos combinados nas mulheres com endometriose e no
grupo controle.

Genótipos

(CYP1A1, GSTT1, GSTM1)

wt/wt, [+], [+]

wt/m1, [+], [+]

m1/m1, [+], [+]

wt/wt, [-], [+]

wt/m1, [-], [+]

m1/m1, [-], [+]

wt/wt, [+], [-]

wt/m1, [+], [-]

m1/m1, [+], [-]

wt/wt, [-], [-]

wt/m1, [-], [-]

m1/m1, [-], [-]

Endometriose

n (%)

  8 (32)

  4 (16)

  1 (4)

  0 (-)

  1 (04)

  0 (0)

  5 (20)

  2 (8)

  1 (4)

  3 (12)

  0 (-)

  0 (0)

Controle

n (%)

9 (36)

4 (16)

0 (-)

1 (4)

0 (0)

0 (0)

5 (20)

3 (12)

0 (-)

3 (12)

0 (-)

0 (-)

A Tabela 2 mostra a distribuição dos
genótipos combinados dos genes CYP1A1, GSTT1
e GSTM1 nas pacientes com endometriose e no
grupo controle. O genótipo nulo [-] combinado para
os genes GSTT1 e GSTM1 foi observado em 12%
das mulheres de ambos os grupos (endometriose
e controle). As maiores freqüências de combina-
ções genotípicas nos dois grupos considerando pelo
menos a presença de um genótipo desfavorável,
ou seja, a presença de um polimorfismo (alelo m1
e GSTs nulos [-]), foram as combinações CYP1A1
wt/wt, GSTT1[+] e GSTM1[-] (20%) e CYP1A1 wt/
m1, GSTT1 [+] e GSTM1 [+] (16%).



302 RBGO - v. 26, nº 4, 2004

Discussão

A disponibilidade de informações sobre os
polimorfismos CYP1A1m1, GSTM1 e GSTT1 na po-
pulação brasileira é escassa. Recentemente,
Rossit et al.17, em estudo realizado em brasileiras
provenientes dos Estados do Pará e São Paulo,

mostraram freqüência de 47,3 e 18% para os
genótipos nulos dos genes GSTM1 e GSTT1, res-
pectivamente. Em nosso estudo, freqüências si-
milares foram observadas para estes genótipos
(44% para GSTM1 e 16% para GSTT1). Baranova et
al.12 relataram alta freqüência do genótipo nulo
GSTM1 em mulheres francesas com endometrio-
se em relação ao controle (76,9 vs 45,8%) e con-
cluíram que este genótipo representa fator de pre-
disposição para endometriose. Outros autores tam-
bém têm correlacionado o genótipo nulo GSTM1
com o desenvolvimento da endometriose e menos
freqüentemente com o GSTT19,12,13. Nossos resul-
tados, embora preliminares, não mostraram esta
associação, e estão de acordo com o trabalho de
Baxter et al.18, que avaliaram 84 pacientes com
endometriose e não identificaram freqüências
elevadas para o gene GSTM1. Estes autores suge-
rem a necessidade de estudos adicionais para con-
firmar a contribuição deste polimorfismo para o
desenvolvimento da endometriose. Além disto,
observaram que o genótipo nulo para GSTM1 foi
significativamente elevado no grupo das pacien-
tes com câncer ovariano em relação ao controle
(59,0 vs 48,9%) e sugeriram que focos
endometrióticos em mulheres com este genótipo
podem apresentar transformação maligna devido
à ineficiência no controle do estresse oxidativo.
Já é conhecido o fato de que o gene GSTM1 pode
desempenhar papel crítico na detoxificação de pro-
dutos do estresse oxidativo produzidos durante o
reparo do epitélio ovariano19.

Uma vez que a expressão do gene CYP1A1
parece ser regulada na transcrição por fatores re-
sultantes do estresse oxidativo20; sua elevada ati-
vidade pode também ser deletéria e contribuir para
a suscetibilidade a algumas, doenças; incluindo-
se a endometriose. Já foi demonstrado que o
genótipo combinado CYP1A1 wt/m1 ou m1/m1 e
GSTM1 nulo aumentam este risco13. Em nosso
estudo, embora o alelo m1 tenha sido mais fre-
qüente nas pacientes com endometriose e duas
delas apresentassem o genótipo homozigoto m1/
m1, a combinação CYP1A1 wt/m1 ou m1/m1 e
GSTM1 nulo, estas diferenças não foram
significantes quando comparadas com o grupo con-
trole, provavelmente devido ao pequeno número
de indivíduos analisados neste estudo preliminar.

Outros genes candidatos à associação com
risco para endometriose que também merecem
investigação incluem o gene GALT (galactose-1-
fosfato uridil transferase), cuja alteração no exon
10, resultando em erros no metabolismo da
galactose, foi associada ao risco aumentado de
menstruação retrógrada21, e o gene para produção
de aromatase, que é essencial para a biossíntese
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Figura 1 - Fotografia de gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio para
visualização, sob luz ultravioleta, da eletroforese de seis amostras de pacientes com
endometriose submetidas à amplificação dos segmentos polimórficos de deleção dos
genes GSTT1 e GSTM1. O genótipo nulo para os genes GSTT1 e GSTM1 foi identificado
pela ausência dos fragmentos de amplificação de 480 pares de base (pb) e 219 pb,
respectivamente. O fragmento de 312 pb é o controle interno de amplificação que
corresponde a uma seqüência do gene CYP1A1. Os genótipos GSTT1/GSTM1 foram
classificados em nulo [-] e não nulo [+]: coluna 1 (-/-), colunas 2 e 6 (+/-),  colunas 3 e 5
(+/+), coluna 4 (-/+). O marcador de peso molecular de 100 pb corresponde à coluna M.

Figura 2 - Fotografia de gel de poliacrilamida 9,6% corado com nitrato de prata para
visualização da eletroforese de 12 amostras de pacientes com endometriose submetidas
à amplificação do segmento polimórfico do gene CYP1A1 seguida da digestão com a
enzima MspI que discrimina os alelos selvagem (wt) e polimórfico (m1). O fragmento de
340 pares de base (pb) é derivado da digestão quando o indivíduo apresenta o alelo
wt, e os fragmentos de 206 e 134 pb, quando o indivíduo apresenta o alelo m1. O
genótipo para o gene CYP1A1 foi classificado em homozigoto selvagem (wt/wt), colunas
2,3,4,6,8,9 e 11; homozigoto polimórfico (m1/m1), coluna 1 e heterozigoto (wt/m1), colunas
5,7,10 e 12. O marcador de peso molecular de 100 pb corresponde à coluna M.

M      1       2       3        4       5       6

GSTT1 (480 pb)

CYP1A1 (312 pb)
GSTM1 (219 pb)

CYP1A1 (340 pb)

CYP1A1 (206 pb)

CYP31A1 (134 pb)
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do estrógeno22. Também merecem atenção genes
envolvidos nos processos de imuno-regulação,
como IL-10 (interleucina 10), e que codificam re-
ceptores hormonais de andrógeno, de estrógeno e
de progesterona2,23-25.
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ABSTRACT
Objective: to determine GSTT1 and GSTM1 null genotype
frequencies as well as CYP1A1 polymorphic allele frequencies
in a group of women with endometriosis, and to compare
these frequencies with those observed in a group without
endometriosis (control), aiming at a possible identification
of biomarkers of susceptibility to endometriosis.
Methods: a total of 50 women with suggestive clinical signs
of endometriosis underwent videolaparoscopy and biopsies
were evaluated histologically. Endometriosis was present in
25 women (case group). Negative results were found in 25
women (control group). GSTT1 and GSTM1 null genotypes
were assessed by multiplex polymerase chain reaction (PCR).
The investigation of the polymorphic allele of the gene
CYP1A1 was performed by PCR-RFLP (restriction fragment
length polymorphism). For statistical analysis, the Fisher
exact test was used.
Results: in both groups, the deletion polymorphism frequencies
presented values of 16% for the gene GSTT1 and of 44% for
the gene GSTM1; therefore, the results did not show differences
in the distribution of the GSTT1 and GSTM1 null genotypes
among the studied groups. The allelic frequency for the m1
allele of the gene CYP1A1 was higher in the women with
endometriosis (0.22), although not statistically significant,
when compared to the control group (0.14).
Conclusion: the results did not show an association between
the evaluated polymorphisms and the endometriosis diagnosis.

KEYWORDS: Endometriosis. Glutathione S  transferase.
Biometabolism. Polymorphism. PCR.
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