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Resumo

As dosagens da leptina, da interleucina-6 (IL-6) e do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o) foram avaliadas no diagnéstico da endometriose
peritoneal minima e leve (estadios | e Il — American Society for
Reproductive Medicine). Participaram, deste estudo prospectivo e caso-
controle, 29 mulheres, em idade reprodutiva, submetidas a
videolaparoscopia. O grupo de estudo foi composto por 15 pacientes em
investigacao de esterilidade conjugal ou dor pélvica crbnica (grupo E) e o
grupo controle por 14 mulheres assintomaticas encaminhadas para
realizacdo de ligadura tubaria (grupo C). Foram coletadas amostras de
sangue periférico e liquido peritoneal para a dosagem laboratorial das
citocinas determinadas por meio de testes ELISA. No soro, ndo se
observou diferengas significantes nas amostras de leptina, de IL-6 e do
TNF-a entre os grupos estudados (p>0,05). No liquido peritoneal, houve
diferengas significantes nas dosagens da leptina e do TNF-a entre os
grupos estudados (p<0,05); ndo havendo diferengas significantes para as
amostras de IL-6 (p>0,05). No liquido peritoneal, ha evidéncias da
possibilidade da utilizagdo da leptina e do TNF-a no diagndstico da

endometriose minima ou leve, na amostra estudada.

Palavras-chave: Endometriose; imunologia; videolaparoscopia; citocinas.
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Abstract

The levels of leptin, interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a) were evaluated as a diagnostic tool for minimal and mild peritoneal
endometriosis (stages | and Il — American Society for Reproductive
Medicine). The subjects of this prospective, case-control study were 29
women of reproductive age, who underwent laparoscopy. Subjects of the
study-group were 15 women under investigation of infertility or chronic
pelvic pain (E-group) and controls were patients with no symptoms in which
tubal ligation would be performed (C-group). In all these patients were
collected samples of peripheral blood and peritoneal fluid, in order to
determine cytokine levels employing ELISA tests. There were no statistical
differences of the sera on the studied groups concerning the levels of leptin,
IL-6 and TNF-a (p> 0.05). There were statistical differences in the peritoneal
fluid of the studied groups, concerning the levels of leptin and TNF-a (p<
0.05) but not for IL-6 (p> 0.05). There is an evidence of using leptin and
TNF-a in the peritoneal fluid as a diagnostic tool for minimal and mild

endometriosis.

Keywords: Endometriosis, immunology, laparoscopy, cytokines.
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LITRODUCAOD

1. Introducdo

A maioria dos estudos credita a Von Rokitanski, em 1860,
a primeira descricdo da endometriose como uma entidade patolégica1. No
entanto, Daniel Schroen relatou em 1690, no livro Disputatio Inauguralis
Medica de Ulceribus Ulceri, a primeira descricdo detalhada da
endometriose, sob a forma de ulceracbes localizadas na superficie da
bexiga, intestinos e utero que tinham a tendéncia de formar aderéncias
entre si®>. Em 1896, Cullen sugeriu que o endométrio ectdpico reagia,
exatamente, da mesma maneira que a mucosa uterina, possuindo epitélio,

estroma e glandulas’.
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LITRODUCAOD

Em 1925, John Sampson considerou o termo
endometriose mais adequado para descrever a presengca do endométrio
localizado na parede uterina (até entdo chamado de mudllerianose), sob a
forma de implantes peritoneais e extraperitoneais, com localizacbes
similares a disseminagao maligna, e no sitio cirurgico de intervencdes
pélvicas®. Naquela ocasido, Sampson concluiu que a invasdo e a
disseminagao do tecido endometrial benigno utiliza os mesmos canais da
invasdo e disseminagdo do cancer®. Dois anos apds, 0 mesmo autor
publicou outro trabalho no qual sugeria que a menstruagao retrégrada
fosse a responsavel pela disseminacdo do tecido endometrial fora da
cavidade uterina*. Em 1960, Roddick et al. relataram que, em 70% das
pacientes estudadas, os focos ectopicos e a mucosa do endométrio eram
histologicamente similares®. Em 1967, Novak e Wooddruff descreveram
as diferencas na diferenciacdo para imaturidade celular ou na
degeneragao dos focos endometriéticos®.

A endometriose € definida como a presencga de implante
ectopico, extra-uterino, de glandulas e/ou estroma endometriais’, ou seja,
representa uma condigdo na qual um tecido com estrutura histologica e
resposta fisiolégica da mucosa uterina, ocorre em locais que nao o utero,
principalmente na pelve’. Certamente é a doenca, supostamente, benigna
mais enigmatica que afeta a mulher em idade reprodutiva. Embora nao
sendo uma doenga maligna, a endometriose demonstra proliferagao

celular, invasao celular e neoangiogénese®.
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LITRODUCAOD

A endometriose € considerada como uma das doengas
ginecoldgicas benignas mais comuns na idade reprodutiva da mulher,
tendo sido a terceira causa ginecologica de internacdo nos Estados
Unidos da América®. Naquele pais, 50% das pacientes que relataram
serem portadoras de endometriose, necessitaram repouso ao leito por
pelo menos um dia ao ano, com meédia de 17,8 dias de restricao ao leito
por ano'°.

Estudos sugerem uma prevaléncia de 0,5 a 5% em

1113 Estudos de coorte

mulheres férteis e de 25 a 40% em inférteis
demonstraram que a mesma pode estar presente em cerca de 10% na
idade reprodutiva a partir de achados cirurgicos em mulheres que nao
apresentavam sintomas e em estudos caso-controle bem
selecionados’> ", A incidéncia de endometriose é estimada em 160 casos
para uma populacdo de 100.000 mulheres-ano entre 15 a 49 anos,
podendo variar de 17 casos em 100.000 mulheres-ano de 15 a 19 anos
de idade, até 285 casos em 100.000 mulheres-ano entre 40 e 44 anos de
idade™®.

Estudos prospectivos com mulheres assintomaticas
submetidas a ligadura tubaria selecionadas aleatoriamente, com idade
média de 37 anos, demonstraram prevaléncia de 18 até 22%'®. Dada a
impossibilidade de estabelecer o diagndstico na populagdo geral, os

resultados de prevaléncia e incidéncia sdo potencialmente prejudicados

pela necessidade de intervencédo cirurgica por via laparotbmica ou
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laparoscopica, seguida por biopsia para diagnostico definitivo,
comprometendo a selecdo de sujeitos do estudo®. Outra questdo que se
apresenta na prevaléncia da endometriose esta relacionada as lesbes
atipicas e seu significado como representativo ou ndo da doenca. Areas
de peritbnio com aspecto macroscopico normal e que o estudo histologico
revela endometriose, trazem duvidas quanto a real prevaléncia de
endometriose™.

Em estudo de revisdo sobre a epidemiologia da
endometriose, a idade €& a Uunica caracteristica socio-demografica
observada com correlagdo fortemente positiva®'*. Também foram
demonstrados como fatores de risco a menarca precoce e ciclos
menstruais curtos'. Por outro lado, multiparas tém menor risco de
desenvolvimento de endometriose’®. Em relagdo ao indice de massa
corporal, observou-se maior risco de endometriose em mulheres altas e
magras'®. Com evidéncias menos consistentes, também foi observado
maior risco em mulheres brancas e menor risco em tabagistas'.

Estudos demonstram incidéncia maior de endometriose
em mulheres inférteis do que em mulheres férteis. De acordo com o
avangco da doenca, ocorrem alteragdes anatOmicas que determinam a
perda da fertilidade, nos estadios mais avancados®. Porém, considerando-
se os estadios mais precoces da endometriose, a correlagdo com a
infertilidade ainda é controversa'”'®. Outros estudos demonstram que a

nuliparidade prolongada predispde ao risco de endometriose™. Portanto,
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a exposicao prolongada e ininterrupta a menstruacéo tem sido relatada
como fator de risco para endometriose em mulheres inférteis'®.
Laparoscopias repetidas em mulheres com infertilidade secundaria e com
laparoscopia normal realizada previamente, demonstraram freqiéncia de
12 a 20% de endometriose'®. Como a infertilidade existia anteriormente, é
questionavel que a endometriose causasse infertilidade nessas
mulheres™.

Ha uma prevaléncia maior de endometriose em parentes
de primeiro grau de mulheres portadoras, quando comparadas a
populagado geral, com recorréncia de 5 a 7%, devido a hereditariedade
poligénica multifatorial®*®*?'. Embora seja, primariamente, uma doencga da
idade reprodutiva, ela pode ser encontrada na adolescéncia e também na
pds-menopausa .

A endometriose pode cursar com quadro de dismenorréia,
dor e infertilidade. No entanto, os sintomas de pacientes com
endometriose sao extremamente variados, ndo havendo associacao entre
o estadio, a localizagdo ou caracteristicas morfoldgicas da lesdo0?’. Em
relacdo a profundidade, as lesbes de endometriose profunda estdo
fortemente associadas a dor pélvica®®. Em outras ocasibes, a
endometriose pode ser assintomatica, diagnosticada por meio de um
achado cirtirgico de investigacdo de outras patologias'?.

O diagndstico de endometriose pode ser suspeitado por

meio da histéria clinica e exame pélvico-ginecolégico, além de exames
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complementares como ultra-sonografia e ressonancia magnética®.
Mesmo com quadro clinico sugestivo, o diagndstico € habitualmente
firmado por meio da videolaparoscopia, indicada pela presenca de dor
pélvica crénica ou infertilidade, embora essa patologia possa ser
encontrada em pacientes assintomaticas®. A visualizagdo de lesdes
tipicas ou atipicas determina os locais para realizagdo de bidpsias
peritoneais para o estudo anatomo-patologico, que determina seu
diagnéstico definitivo?®.

As lesbes tipicas sdo caracterizadas pela coloragao
escura tipo “chamuscado de pélvora”. Essas lesbes negras resultam de
sangramentos ciclicos e retencdo do pigmento sangtiineo refletindo a cor
da lesao, responsavel por sua aparéncia tipica. Jansen e Russell (1986)
descreveram outras caracteristicas visuais de lesdes como opacificagcoes
peritoneais, lesbes vermelhas em “chama de vela”, excrescéncias
glandulares, aderéncias subovarianas e lesbes amarelo-pardacentas,
denominando-as como “ndo pigmentadas” ou simplesmente atipicas®’.
Outros aspectos importantes incluem lesdes polipdides avermelhadas,
lesdes de hipervascularizacdo, lesdes petequiais, opacificacbes
esbranquicadas, aderéncias e defeitos peritoneais®’. As lesdes atipicas
tendem a ser mais frequentes, conforme os relatos de Redwine (1987)
que encontrou lesdes tipicas em 60% e atipicas em 66% entre 137

pacientes portadoras de endometriose?®.
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As lesbes da endometriose peritoneal de acordo com sua
cor sdo classificadas em negras, vermelhas e brancas®**°. Os implantes
endometridticos variam de ativos a inativos e estes estagios podem ser
reconhecidos visualmente?®.

Nisolle et al. (1993) concluiram que as lesdes vermelhas
sao ativas e podem representar o estadio inicial da implantagcdo da
lesd0’. As lesdes vermelhas costumam se localizar mais freqlientemente
nos ligamentos largos e nos Utero-sacros®. A aparéncia laparoscépica
costuma ser de uma lesdo superficial com coloracdo e translucéncia
semelhante a mucosa endometrial vista durante um exame
histeroscopico®®. As lesdes vermelhas também podem ser representadas
por areas peritoneais de hiper-vascularizacdo e petéquias e costumam

localizar-se na reflexao vésico-uterina e no ligamento largo?*° (

Figura 1).

Em contraste com as anteriores, as lesbes negras
demonstram inatividade e formas regressivas. A progressiva descamagao
menstrual, provocaria uma reacao inflamatéria com escarificacao local. A
presenca de debris menstruais circunscritos numa area de peritbnio é

responsavel pela aparéncia negra tipica?®* (

Figura 2).

As lesbes brancas tém aparéncia de opacificacbes
peritoneais e habitualmente s3o lesées mais espessas>’. Outro aspecto é
representado pelas aderéncias, que ao contrario das sequelas de

salpingite ou peritonite, tém localizagdo entre o ovario e o peritbnio na

fosseta ovarica®=° (Figura 3).
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Figura 3 — Les&o branca
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Por ser uma doenga enigmatica, os efeitos da
endometriose, com frequéncia, podem ser psicologicamente debilitantes,
especialmente devido a erros de diagndstico e o tempo entre o inicio dos
sintomas e o diagndstico definitivo’®. Nos Estados Unidos da América e
no Reino Unido, o tempo médio do diagndstico definitivo da endometriose
foi de 11,7 e 7,9 anos respectivamente“. No Brasil, o tempo médio para
diagndstico foi de 7 anos, podendo chegar a 12,1 anos em pacientes com
menos de 19 anos de idade>".

A necessidade da realizagao da videolaparoscopia para o
diagndstico definitivo da endometriose tem como consequéncia a grande
demora na instituicdo do tratamento apropriado em pacientes portadoras
de dor pélvica crénica e infertilidade. Este fato se deve a grande demanda
para a realizagao da videolaparoscopia em nosso meio, bem como os
altos custos com equipamentos e instrumental necessario e ao longo
periodo de formagao de profissionais especializados na area. No entanto,
de acordo com recente e extensa revisao sistematica de 16 estudos, a
cirurgia laparoscopica, no tratamento da endometriose minima ou leve,
demonstrou melhorar as taxas de gravidez*.

Varias teorias tém sido aventadas para explicar a
endometriose. A etiologia da endometriose esta distante de ser explicada,
apesar de inumeros trabalhos que foram realizados nas ultimas décadas.

A teoria do refluxo menstrual foi proposta por John

Sampson, em 1927, que observou células endometriais regurgitadas
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através das trompas durante a menstruacéo®. As condigdes que reforgam
esta teoria sdo representadas pela distribuicdo das lesdes dentro da
cavidade peritoneal®, pela demonstracdo da viabilidade do endométrio
menstrual em cultura de tecido34, pelas caracteristicas imuno-
histoquimicas do endométrio retrogrado e por sua similaridade com o
endométrio in situ*®, pela capacidade de aderéncia e proliferacdo das
células obtidas do fluido peritoneal durante a fase folicular precoce™®, pela
alta prevaléncia de endometriose em mulheres com obstrugdo congénita

do fluxo menstrual®’

e em animais de experimentagdo, nos quais a
endometriose foi induzida com a criagdo de fistulas Utero-pélvicas'®.

No inicio da década de 80 iniciaram-se inumeras
pesquisas sobre o tecido ectopico e a endometriose propriamente dita.
Alguns autores referiram que o tecido endometrial ectdpico reagia de

1238 No entanto, em

forma ciclica semelhante ao endométrio norma
recente e ampla revisdo da literatura, observou-se que a endometriose
difere em varias caracteristicas do endométrio eutépico, incluindo-se a
origem clonal das células, a atividade enzimatica, a expressao protéica,
além de caracteristicas histologicas e morfoldgicas®®. Embora a teoria do
refluxo seja a mais aceita para a explicagdo da patogénese da
endometriose, nem todos os aspectos da doenca podem ser explicados
pela mesma.

A hipotese da teoria da metaplasia celdémica foi proposta

por Meyer em 1919, que descreveu que a membrana celémica original
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sofria uma metaplasia formando glandulas endometriais e estroma. A
teoria metaplasica pode explicar os casos de endometriose em que a
teoria do refluxo nao se aplica como na sindrome de Rokitanski-Kuster-
Hauser*® e em homens com cancer de préstata submetidos a tratamento
estrogénico*'. A teoria do desenvolvimento de endometriose peritoneal,
por intermédio do processo metaplasico, € consistente pelo conhecido
potencial mulleriano do periténio. A metaplasia endometrial da serosa do
peritbnio pode constituir-se numa explicacdo adicional sem se opor a
teoria do refluxo. Células endometriais ou produtos destas, podem
estimular a metaplasia, apos terem sido transportadas para um local
suscetivel dentro da cavidade abdominal.

Em 1980, Weed e Argembourg cogitaram a hipotese da
participacdo auto-imune na endometriose, sugerindo que o endométrio
ectdpico apresenta resposta imunolégica com a constatagcao de depdsito
de complemento C3 e imunoglobulina IgG no endométrio tépico de
pacientes com endometriose*’. Steele et al. (1984) relataram a redugao
da resposta imunolégica contra as células endometriais autélogas®. A
capacidade de o peritdnio reagir ao material regurgitado, por meio de sua
destruicdo e remocgao, constitui 0 mecanismo pelo qual se impede a
implantacdo de células endometriais, e a subsequente evolucido para a
lesdo endometridtica. Atualmente, sugere-se que uma resposta
inadequada deste mecanismo seja um fator facilitador para o

desenvolvimento da endometriose. Fatores imunoldgicos tém sido objeto
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de muitos estudos a esse respeito, embora tenha sido relatado que nao
existe aumento na frequéncia de desordens imunoldgicas em pacientes
com endometriose®.

Dmowski et al. (1995) observaram que as células
principais, envolvidas no desenvolvimento e perpetuacdo da
endometriose, sdo as da linhagem monocitico-macrofagica, cujos efeitos
adversos podem ser de citotoxicidade as células endometriais ou de
proliferagdo das mesmas**. Na endometriose ocorre a producéo de varias
citocinas, que sao fatores soluveis com fungdo imuno-reguladora,
ativadora ou supressora.

Dentre as principais citocinas envolvidas na patogénese
da endometriose e que apresentam concentracdo elevada no fluido
peritoneal de portadoras da doencga, podemos citar: o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), as interleucinas, o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), as matrizes-metaloproteases (MMP), a proteina
quimiotaxica dos mondcitos (MCP-1), o fator inibidor de migracéo de
macrofagos, o peptideo epitelial ativador de neutréfilos (ENA-78) e a
leptina®.

O fator de necrose tumoral (TNF) exerce papel central no
processo inflamatério e estimula a proliferacdo de tecidos, como o
endométrio, podendo contribuir para a producdo de proteinas da fase
aguda inflamatéria, levando a inflamagcéo ou necrose das lesbes de

endometriose***®. O principal fator de necrose tumoral é a fragdo alfa
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(TNF-a), a qual é produzida pelos neutrdfilos, linfécitos ativados,
macrofagos, células natural-killers (células NK) e varias células nao-
hematopoiéticas*’. O TNF-a tem como fungdo primordial iniciar a cascata
de citocinas e outros fatores associados & resposta inflamatéria®’.

A interleucina-6 (IL-6) promove a diferenciagdao de
linfocitos B em células produtoras de anticorpos, sendo também
responsavel pela produgdo de complexos imunes e auto-anticorpos*>“¢. A
IL-6 é considerada um regulador do processo inflamatério, podendo
exercer uma interacao fisiolégica entre os sistemas imunolégico e
enddcrino*’. Esta citocina é produzida por mondcitos, macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais, células musculares lisas vasculares, pelo
epitélio endometrial, pelo estroma endometrial, além de glandulas
enddcrinas®’. Acredita-se que a resposta a IL-6 dos macréfagos
peritoneais e das células endometriais estromais esteja alterada em
pacientes portadoras de endometriose®’.

De forma associada, o aumento do TNF-a e a IL-6 no
fluido peritoneal estdo correlacionadas com o numero e a extensao das
lesdes vermelhas da endometriose peritoneal*®*°. Em recente publicagao,
autores descreveram a possibilidade de detectar pacientes com
endometriose e livres da doencga por intermédio da medida do IL-6 sérico
e do TNF obtido no fluido peritoneal, porém sao necessarios estudos com

maior numero de casos**6:°,
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A interleucina-8 (IL-8) apresenta atividade trombogénica e
fortemente angiogénica®', favorecendo o implante da célula endometrial
ectodpica, induz quimiotaxia de neutrdfilos, contribuindo para o acumulo de
células inflamatérias nestas lesdes**?. Esta citocina estd aumentada no
fluido peritoneal de portadoras de lesdes vermelhas na fase lutea®, sendo
diretamente proporcional a severidade das lesdes®.

A IL-8 associada a MCP-1 e a expressao do gene
RANTES (proteina secretada e expressada de células T normais
reguladas sobre ativacdo) estdo aumentadas no fluido peritoneal de
pacientes com endometriose®®, no entanto, diminuem sua concentragdo
em estagios avangados*’. A interleucina-1 (IL-1) possui como funcéo
principal ativar a resposta imunolégica especifica, por intermédio da
iniciacdo da transcricdo do gene RANTES®.

As interleucinas 10, 12 e 15 também tém concentragao
aumentadas no fluido peritoneal de portadoras de endometriose®**°7
esta Ultima, inversamente proporcional ao estadio clinico®’.

A interleucina-13 (IL-13), por sua vez, tem a capacidade
de inibir a sintese de citocinas pro-inflamatérias em mondcitos e
macrofagos ativados, além de ser potente reguladora dessas células. Sua
concentracido encontra-se diminuida no fluido peritoneal de portadoras de
endometriose, justificando a presengca de grande quantidade de
macréfagos ativados neste meio®. Também estdo diminuidas as

concentragdes de IL-2 e 1L-18 no liquido peritoneal destas pacientes®®.
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O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma
das moléculas identificadas como indutora da angiogénese e promove o
crescimento do endotélio, aumenta a permeabilidade vascular e modula a
secrecdo de enzimas proteoliticas ligadas & angiogénese®. No entanto,
apesar da atuacdo do VEGF na implantagao de lesdes endometridticas,
nao ha correlacdo da doenca com os niveis séricos desta substancia®.

As matrizes-metaloproteases (MMP) sdo uma familia de
enzimas zinco dependentes, capazes de degradar os componentes da
matriz extracelular. Esta € importante para manter a integridade estrutural,
além de orientar o desenvolvimento e morfogénese celular, influindo na
proliferagdo, migragdo e adesdo entre as células®®. Os niveis de MMP
plasmaticos e no fluido peritoneal estdo correlacionados positivamente
com as concentracbes de 17-B-estradiol e negativamente com a
progesterona, sugerindo, respectivamente, a existéncia do estimulo a
formacao e a inibicdo da formagao da endometriose®’.

Inicialmente descrita como um hormonio anti-obesidade, a
leptina também é descrita como uma citocina do tipo 1, sendo capaz de
influenciar na hematopoiese, na maturagéao celular, na termogénese, na
reproducdo, na angiogénese e na homeostase do sistema imunolégico®.
Tem ligagdo com o estado nutricional e na resposta imunoldgica do
linfécito pro-inflamatdrio T-helper-1. Seu decréscimo plasmatico durante a

privagao alimentar prejudicaria a fungao imunolégica63.
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O aumento da concentragao de leptina, em pacientes com
endometriose, parece executar uma acdo anti-apoptose em células
endometriais estromais na cavidade peritoneal, estimulando a
implantacdo de células endometriais, além de favorecer a infertilidade

pela inibicdo da decidualizagdo estromal®

. A leptina deve ser induzida
pela presencga de citocinas inflamatdérias no fluido peritoneal, e por sua
vez, induz a producédo de matriz-metaloproteinases®’.

A concentragdo de leptina esta aumentada no liquido
peritoneal em mulheres com endometriose, mas diminuida com a
progressdo da doenca®. No entanto, anteriormente, ndo foi possivel
confirmar esta hipétese®.

Varias teorias tém sido propostas para explicar como a
endometriose leve pode causar infertilidade, especialmente no campo da
teoria imunologica®®’. Até o presente momento, ndo ha mecanismo
causal evidenciado entre a endometriose inicial e a infertilidade. Estudos
mostram que as alteragdes imunoldgicas na endometriose minima e leve,
atualmente, podem ser essenciais para o processo de eliminagdo do
endométrio ectépico, podendo ser relevantes para causar a esterilidade
conjugal®®. A caréncia da citotoxicidade macrofagica parece estar
associada com doenga mais avangada e sugere-se que 0 aumento da

citotoxicidade macrofagica na endometriose leve pode limitar o

crescimento das células endometriais ectépicas®®.
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Portanto, existe a necessidade de novas pesquisas no
campo da patogénese da endometriose, a luz da teoria imunoldgica, a fim
de ser possivel a utilizagdo de métodos diagndsticos ndo invasivos no seu
diagnodstico precoce e a consequente redugcdo da demanda pela
realizacdo da videolaparoscopia®. Exames laboratoriais para diagndstico
presuntivo da endometriose devem ser pesquisados com o objetivo de
evitar o atraso na detecgao da doenga e sua progressao, o que acarreta
em piora do progndstico reprodutivo da paciente®.

Diante do exposto até o presente momento e, frente aos
fatos contraditérios apresentados na literatura, propusemos a realizagao

desta pesquisa.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a utilizacdo das citocinas no diagndstico da

endometriose peritoneal minima ou leve.
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2.2 Objetivos especificos

1. Determinar os niveis da leptina, interleucina-6 (IL-6) e

do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no liquido peritoneal.

2. Determinar os niveis da leptina, interleucina-6 (IL-6) e

do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no soro.
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3. Pacientes e Métodos

3.1 Tipo de estudo

Trata-se de estudo prospectivo, analitico, caso-controle e
quantitativo que envolveu 36 mulheres no menacme, em investigagao de
esterilidade conjugal ou dor pélvica cronica e mulheres assintomaticas
encaminhadas para realizagéo de ligadura tubaria.

Todas as pacientes incluidas no presente estudo foram
atendidas no periodo de marco de 2005 a marg¢o de 2006, no ambulatério

do Setor de Endoscopia Ginecologica e Planejamento Familiar do
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Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de
Botucatu - UNESP, e tinham indicagao clinica para a realizacdo de

videolaparoscopia.

3.2 Populagao de estudo

Nesse estudo, as pacientes foram divididas em dois
grupos, assim distribuidos:

e Grupo C (grupo controle): foi composto por 18
pacientes férteis, assintomaticas encaminhadas para realizacdo de
ligadura tubaria por videolaparoscopia.

e Grupo E (grupo de estudo): foi composto por 18
pacientes em investigacdo de esterilidade conjugal ou portadoras de dor
pélvica cronica, com diagnostico videolaparoscopico e anatomo-
patolégico de endometriose peritoneal minima ou leve (estadios | e I,
segundo a classificagao atualizada de endometriose da ASRM — American

Society for Reproductive Medicine).
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3.3 Local de realizagao do estudo

O estudo foi realizado no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, tendo como sujeitos da
pesquisa as pacientes atendidas do ambulatério do Setor de Endoscopia
Ginecologica e Planejamento Familiar da Disciplina de Ginecologia do

Departamento de Ginecologia e Obstetricia.

3.4 Critérios de inclusao

Foram incluidas, no presente estudo, somente pacientes
com idade superior a 25 anos. Para o cumprimento dos critérios pré-
estabelecidos do grupo C (grupo controle), tais como: pacientes que
tinham prole constituida, assintomaticas, saudaveis, sem processos
inflamatdrios detectaveis clinicamente e que apresentaram solicitagao
formal de ligadura tubaria, conforme o protocolo de atendimento do Setor
de Endoscopia Ginecologica e Planejamento Familiar do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, tendo
assinado ambos os cdnjuges a Solicitagdo para Realizagdo de Ligadura
Tubaria (Anexo |I) e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do
projeto de pesquisa em questdo, para o grupo controle (Anexo Il), na

ocasido do atendimento ambulatorial.
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No grupo E (grupo de estudo), foram incluidas as
pacientes encaminhadas para investigacao de esterilidade primaria ou
para investigacdo de dor pélvica crbnica por videolaparoscopia, com
suspeita clinica de endometriose minima ou leve, sem evidéncias de
processos inflamatorios detectaveis clinicamente. As participantes do
grupo E assinaram apo6s esclarecimento verbal, o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para a participacdo da pesquisa

(Anexo lll), na ocasidao do atendimento ambulatorial.

3.5 Critérios de exclusao

Foram excluidas, pacientes portadoras de doengas do
sistema imunolégico correlacionadas a endometriose, tais como, doengas
reumaticas ou do tecido conjuntivo e esclerose multipla’. Da mesma
forma, pacientes com evidéncias clinicas de processos inflamatdrios,
usuarias de medicamentos corticosterdides, imunossupressores,
horménios esterdides ou agonistas de GnRH (horménio liberador de
gonadotrofinas) nao participaram do presente estudo.

Foram excluidas do grupo de estudo (grupo E) trés
pacientes, sendo duas portadoras de dor pélvica cronica, cujos resultados
do exame anatomo-patolégico nao confirmaram o diagnéstico

macroscopico de endometriose, evidenciado na ocasido da
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videolaparoscopia. Outra paciente portadora de dor pélvica crénica foi
excluida do presente estudo por apresentar estadiamento compativel com
endometriose moderada.

Do grupo controle (grupo C) foram excluidas quatro
participantes. Duas pacientes do grupo C, embora assintomaticas,
apresentaram lesbes compativeis com endometriose confirmadas por
exame histolégico na ocasidao da realizacdo da ligadura tubaria. Uma
paciente foi excluida por extravio do liquido peritoneal coletado e
finalmente, uma paciente foi excluida por revogar a aceitagdo do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido para o grupo controle (Anexo II).

Portanto, o nosso numero final de participantes foi de 29

pacientes, sendo 14 no grupo controle (grupo C) e 15 no grupo de estudo

(grupo E).

3.6 Coleta de dados

Na ocasido da primeira consulta, no Setor de Endoscopia
Ginecoldgica e Planejamento Familiar do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, as pacientes atendidas
foram avaliadas de acordo com os critérios de inclusdo e excluséo e

convidadas a participar do estudo, tendo sido apresentado e aceito o
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para realizagao do protocolo
apresentado a seguir.

Ap6s a aceitacdo e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para participacdo do estudo, foi
iniciado o preenchimento do protocolo de atendimento, de acordo com o
apresentado no Anexo IV, no qual constam os seguintes dados

concernentes as variaveis estudadas:

e |dade

e Origem étnica

e Peso corporal

e Altura

e indice de massa corporal, obtida a partir da férmula:

IMC = L“OZ
Altura

e Data da ultima menstruacao para determinagao da fase
do ciclo menstrual

e Tabagismo

e Dados vitais (temperatura axilar, pressédo arterial e
frequéncia cardiaca)

e Exame fisico geral e ginecoldgico

e Ultra-sonografia transvaginal
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e Descricdo dos tipos e localizacdo de lesdes
encontradas

e Biodpsias peritoneais das lesdes encontradas

e Estadiamento das lesbes de endometriose peritoneal
segundo a American Society for Reproductive
Medicine” (Anexo V)

e Dosagem de leptina no soro e no liquido peritoneal

e Dosagem de interleucina-6 (IL-6) no soro e no liquido
peritoneal

e Dosagem de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o) no

soro e no liquido peritoneal

3.7 Descrigao dos procedimentos

Todas as pacientes incluidas no presente estudo foram
submetidas a coleta de sangue periférico em tubo de ensaio préprio, sem
aditivos, para analise das citocinas estudadas antes da puncido para
acesso venoso para a indugdo anestésica. O sangue periférico foi
corretamente identificado por meio de etiquetas de internagdo do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e conduzido logo

apos o término do procedimento ao Departamento de Microbiologia e
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Imunologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista -
Campus de Botucatu.

Iniciado o procedimento anestésico, a droga utilizada para
a inducéao foi o Propofol, na dose de 1 a 2,5 mg/kg de peso corporal,
seguido por intubagcdo orotraqueal e anestesia inalatéria em circuito
fechado com utilizagao de mistura gasosa de protéxido e isoflurano.

Conforme realizado rotineiramente, a paciente, ao ser
submetida a videolaparoscopia, é colocada em posi¢gao semi-ginecologica
para proceder a antissepsia com gluconato de clorexidina em solugao
tépica e a colocacdo de campos estéreis. Em seguida, € colocado o
espéculo de Collin pela via vaginal para a identificagdo e preensao do
colo uterino com pinga de Pozzi para a introdugao de manipulador uterino.

E realizada a incisdo longitudinal infra-umbilical de 10 a
12 mm de extensdo com a utilizacdo de lamina de bisturi numero 11 e
introduzida a agulha de Verress sob tragao da parede abdominal, a fim de
proceder a formacdo de pneumoperitbnio, apds proceder todas as
manobras de seguranga. Finalmente é conectada a mangueira de gas do
insuflador Laparoflator® (Storz, Tuttlingen, Republica Federal da
Alemanha), e observada a pressao negativa da cavidade abdominal, para
0 inicio da introdugdo de gas carbénico com fluxo de 1 litro por minuto,
sendo aumentado apdés a observacido da correta formagao do

pneumoperitdénio, com limite pressorico de 15 mmHg.
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ApoOs a estabilizagdo da pressao intra-abdominal, ocorre a
introducédo do trocater de 11mm, por onde € introduzido o endoscopio
rigido Hopkins 1I® (Storz, Tuttlingen, Republica Federal da Alemanha) de
10mm de didmetro e angulagdo de zero grau, acoplado a fonte de luz
Xenon® de 300 W (Storz, Tuttlingen, Republica Federal da Alemanha) e a
endocamera Telecam DX® (Storz, Tuttlingen, Republica Federal da
Alemanha), de sensibilidade de 3 lux, com resolugdo maior que 450
linhas, exposicao automatica de 1/60 a 1/10.000, cabecote com controle
remoto, rosca tipo C-mount e objetiva de 30mm, apds balango de cores.

Procede-se o inventario da cavidade abdominal e
posteriormente realiza-se a introdugao de trocater acessorio de 5 mm na
fossa iliaca esquerda e a avaliacao da pelve inferior com a utilizagao de
bastao palpador para a mobilizagao de visceras e a coleta de 5 a 10 ml de
liquido peritoneal do fundo de saco posterior. Apds condicionamento do
liquido peritoneal em tubo de ensaio proprio, sem aditivos, o material foi
corretamente identificado por meio de etiquetas de internagao do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e conduzido logo
ap6s o término do procedimento ao Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista -
Campus de Botucatu.

Todas as pacientes incluidas no presente estudo foram
submetidas ao inventario minucioso da cavidade abdominal para a

identificacdo de lesbes que apresentassem caracteristicas de
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endometriose peritoneal, especialmente em fossas ovarianas, espago
vésico-uterino e fundo de saco posterior.

As pacientes do grupo E (grupo de estudo), que
apresentaram les6es compativeis com endometriose peritoneal foram
submetidas ao estadiamento de acordo com a classificagao atualizada da
American Society for Reproductive Medicine’™® (Anexo V), biopsiadas e
enviadas ao Servico de Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu para confirmagao diagnéstica.

As pacientes do grupo C (grupo controle) foram
submetidas a ligadura tubaria por meio da técnica de coagulacéo bipolar e
subsequente seccdo do coto coagulado. Na vigéncia de lesbes com
caracteristicas compativeis com endometriose peritoneal, as mesmas
foram estadiadas e biopsiadas, constituindo, assim, critério de exclusao
do grupo em questao.

Ao término do procedimento cirurgico, as amostras de
sangue periférico e liquido peritoneal obtidas foram imediatamente
encaminhadas ao Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista - Campus de
Botucatu.

As pacientes do grupo C (controle) e do grupo E (estudo),
foram submetidas rigorosamente ao mesmo procedimento cirurgico que
seriam submetidas, sem que houvesse a participagdo na pesquisa em

questao. No entanto, somente a coleta de sangue periférico para exames
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laboratoriais no pré-operatorio e a coleta de liquido peritoneal durante a
videolaparoscopia ndao fazem parte do atendimento de rotina a essas

pacientes .

Considerando que a coleta de sangue periférico também
foi realizada para a obtengdo dos exames de rotina para a avaliagdo do
risco cirurgico, ndo houve risco adicional com a coleta de sangue
periférico, na participacao deste estudo.

Em relacdo a coleta de liquido peritoneal, ndo ha
evidéncias de risco adicional com a realizagcédo deste procedimento, com a
visualizagdo direta, via laparoscopica, pois se trata de procedimento
corriqueiro durante a realizagdo da videolaparoscopia.

A biopsia peritoneal consiste na excisdo de pequeno
fragmento de peritbnio, sob visdo videolaparoscépica, o que pode
acarretar em pequeno sangramento local, facilmente controlado com a
cauterizagao de seu leito, sempre afastado de estruturas nobres, como
visceras e nervos.

Portanto, os riscos foram, incomparavelmente, menores
que o beneficio de procurar obter dados cientificos da evidéncia de
exames laboratoriais Uteis para o diagndstico precoce da endometriose
minima e leve, evitando-se a utilizagdo de um procedimento cirurgico
oneroso e com grande demanda reprimida em nosso meio, como a

videolaparoscopia, para seu diagndstico.

57



PACIELTES 8 METODOS

3.8 Dosagem laboratorial das citocinas

As amostras de sangue e de liquido peritoneal coletadas
respectivamente, antes e durante a videolaparoscopia, foram,
imediatamente apds o procedimento cirdrgico, encaminhadas ao
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista — Campus de Botucatu. Apds a
recepcao das amostras, foi procedida a centrifugacado para a eliminagao
de células e obtencdo do soro, e posteriormente identificadas e
armazenadas a temperatura de 70° Celsius negativos. A armazenagem
permitiu a determinacdo da dosagem das citocinas do presente estudo
sob as mesmas condigdes de temperatura ambiente e metodologia

descritas a sequir.

3.8.1 Dosagem laboratorial da leptina

A pesquisa da leptina foi realizada por meio da técnica de
ELISA, utilizando-se kits Quantikine® (R&D Systems, Minneapolis,
Estados Unidos da América). As concentragdes dos anticorpos, utilizadas
nas reacdes, foram as recomendadas pelo fabricante. As amostras e os
reagentes recombinantes foram adicionados aos orificios da microplaca

contendo o anticorpo monoclonal de camundongo anti-leptina humana
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(R&D Systems, Minneapolis, Estados Unidos da América). Apos 2 horas
de incubagdao em temperatura ambiente os orificios foram lavados quatro
vezes com 300 ul de tampao fosfato pH 7,2 (PBS), contendo Tween 20 a
0,05% (PBST), sendo adicionado o anticorpo revelador policlonal de
coelho anti-leptina conjugado com biotina (R&D Systems, Minneapolis,
Estados Unidos da América) em PBS contendo 0,1% de soro albumina
bovina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Estados Unidos da América).
Apos duas horas de incubacdo em temperatura ambiente,
seguiu-se nova lavagem da placa por quatro vezes com PBST e incubada
com estreptoavidina conjugada com peroxidase (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Estados Unidos da América), na concentracdo de 2 ug/ml por 60
minutos a 37°C. A placa foi novamente lavada por quatro vezes com
PBST e foi adicionado 100 ul do substrato enzimatico, constituido por
12,5 ml de tampao citrato-fosfato 0,1M e pH 5,0 contendo 1 mg/ml do
revelador ortofenilenodiamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Estados
Unidos da América) e 10 yl de H,O, a 30% (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Estados Unidos da América). As placas foram incubadas em
temperatura ambiente por 30 minutos e a reagao foi bloqueada pela
adicdo de 50 pl de acido sulfurico 2M e a leitura da placa foi realizada em
leitor de ELISA (Multiskan) com comprimento de onda de 450 nm. Os
niveis de leptina no sobrenadante de cultura de mondcitos foram

calculados, utilizando-se curva padréao, obtida com leptina recombinante
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humana (R&D Systems, Minneapolis, Estados Unidos da América), em

concentracgdes variando de 15,6 a 2.000 pg/ml.

3.8.2 Dosagem laboratorial da interleucina-6

A determinacdo da interleucina-6 (IL-6) no soro e no
liquido peritoneal foi realizada segundo o protocolo descrito para a leptina,
no item 3.8.1. O anticorpo monoclonal de camundongo anti-IL-6 marcado
com biotina (R&D Systems, Minneapolis, Estados Unidos da América), foi
empregado na concentragao de 2 ug/ml e o anticorpo revelador policlonal
de coelho anti-IL-6 (R&D Systems, Minneapolis, Estados Unidos da
América), na concentracdo de 2 ug/ml. Os niveis de IL-6 no soro e no
liquido peritoneal foram calculados, utilizando-se curva padrao, obtida
com IL-6 recombinante humana (R&D Systems, Estados Unidos da

América), em concentragdes variando de 3,12 pg/ml a 300 pg/ml.

3.8.3 Dosagem laboratorial do fator de necrose tumoral alfa

A determinagao do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

no soro e no liquido peritoneal foi realizada segundo o protocolo descrito

para a leptina, no item 3.8.1. O anticorpo monoclonal de camundongo
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anti-TNF-a marcado com biotina (R&D Systems, Minneapolis, Estados
Unidos da Ameérica), foi empregado na concentragdo de 2 ug/ml e o
anticorpo revelador policlonal de coelho anti-TNF-a (R&D Systems,
Minneapolis, Estados Unidos da América), na concentragdo de 2 pg/ml.
Os niveis de TNF-a no soro e no liquido peritoneal foram calculados,
utilizando-se curva padrao, obtida com TNF-a recombinante humana
(R&D Systems, Minneapolis, Estados Unidos da Ameérica), em

concentragdes variando de 15,6 pg/ml a 2.000 pg/ml.

3.9 Analise estatistica

Foi realizada por analise descritiva e numérica das
variaveis estabelecidas e sua distribuicdo foi realizada de acordo com
seus respectivos grupos, tendo como grupo controle as pacientes do
grupo C. Os niveis de significancia adotados no presente estudo foram de
5%.

Para o calculo do tamanho da amostra, foi usada a
informacdo sobre a idade das pacientes, obtida por meio de um
levantamento de 1200 atendimentos no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista -
UNESP, em que, 25% (300) a 30% (360) das pacientes do ambulatério do

Setor de Endoscopia Ginecoldgica e Planejamento Familiar apresentaram
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endometriose®’. Considerando uma amostra inicial de tamanho 36
(referente a 10% de 360 pacientes), e considerando uma idade média de
29 anos com um desvio padrdo de 5 anos, o intervalo de confianga de
95% de confianga foi de [27; 31], com um comprimento de tamanho 4. O

comprimento € calculado pela férmula:

2
{s
L=2y,> Yy

Para t,» sendo o quantil bilateral da distribuicdo t-Student
com (n-1) graus de liberdade; s é a variancia amostral e n é o tamanho
da amostra.

Assim, pré-fixando o comprimento do intervalo de
confianga para um comprimento referente a 6 anos (referente a um
intervalo entre 24 e 34 anos) calculamos o valor do tamanho da amostra,

segundo a férmula:

n> (2205/28)2
2 —|_2

Considerando z,, como sendo o quantil bilateral da
distribuicdo normal padrdo. Neste caso, o tamanho minimo da amostra
para a realizagcdo do experimento deve ser de 11 pacientes para cada
grupo. Como serao considerados 2 grupos, o tamanho minimo da amostra
deve ser de 22 pacientes.

A metodologia estatistica a ser utilizada segue a analise
de um experimento do tipo caso-controle para as variaveis a serem

estudadas.
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Para as variaveis idade e indice de massa corporea,
foram aplicados o teste t de Student, para a comparacao de duas médias.
Para as demais variaveis de controle utilizadas, como fase do ciclo
menstrual, raca e tabagismo, aplicou-se o teste para a comparacgao de
duas proporgdes, com o calculo de uma estatistica z, com distribuicao
aproximadamente normal.

Para as variaveis de estudo leptina e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), obtidas no soro e no liquido peritoneal, foi utilizado o
teste t de Student para a comparagao de duas médias, apds a eliminagao
de observacodes discrepantes e aplicagao da transformacgao logaritmica.

Para a analise estatistica da interleucina-6 obtida no soro
e no liquido peritoneal, foi utilizado o teste de Wilcoxon, ndo paramétrico,
uma vez que os dados apresentaram observacdes discrepantes e com

alta variabilidade.

3.10 Aspectos éticos

A presente pesquisa foi realizada obedecendo as normas
éticas da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude do Ministério
da Saude. Nestes termos, foram ressaltadas as seguintes diretrizes:

e As informagbes obtidas na pesquisa s&o sigilosas e

foram utilizadas apenas nesta pesquisa.
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e Nome e endereco ou qualquer outra forma de
identificacdo da paciente ndo aparecerao em nenhum tipo de publicagao,
nem serao revelados aos profissionais de saude, exceto aos médicos dos
ambulatérios do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP que tém acesso ao prontuario e fazem seu
acompanhamento objetivando uma melhor abordagem diagnéstica ou
terapéutica.

e O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP para apreciagdao e aprovacdo antes do inicio da
pesquisa em questao.

e As pacientes foram esclarecidas, previamente, dos
riscos e beneficios, da existéncia de métodos alternativos, da metodologia
e da sua liberdade de recusa ou retirada do consentimento sem
penalizagao, segundo os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexos Il e 1ll).

O projeto de pesquisa recebeu parecer favoravel do
relator do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, aprovado em reuniao de 7
de margo de 2005, de acordo com o oficio 23/2005-CEP (Anexo VI) e a

justificativa de alteracao no titulo do projeto de pesquisa (Anexo VII).
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RESULTADOS

4. Resultados

Os dados de idade encontrados no experimento com o
grupo C (grupo controle), correspondente as pacientes nao portadoras de
endometriose e com prole constituida, variaram entre 26 e 40 anos, com
mediana de 34 anos e média de 33,14 anos, com desvio-padréo de 5,21
anos. No grupo E (grupo de estudo), entre as pacientes portadoras de
endometriose peritoneal minima e leve, variou entre 25 e 39 anos, com
mediana de 33 anos e média de 32,33 anos, apresentando desvio-padrao
de 4,43 anos. Embora a mediana, a média aritmética, o desvio-padréao e a

variancia tenham sido superiores no grupo controle, ndo houve diferenga
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significante entre os dois grupos estudados (p>0,05) para este

experimento, conforme demonstram a Tabela 1 e o Quadro 1.

Tabela1 - Medidas descritivas da idade (anos), segundo o grupo de
nao portadoras de endometriose (grupo C) e portadoras de
endometriose minima e leve (grupo E), e respectivo

resultado estatistico

Medida descritiva Grupos

controle estudo
Valor minimo 26 25
Valor maximo 40 39
Mediana 34 33
Média 33,14 32,33
95% IC [30,13-36,15] [29,88-34,79]
Desvio-padrao 5,21 443
Numero de casos 14 15

Resultado do teste estatistico 0,65 (=0,45)
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Quadro 1 — Distribuicdo da idade (anos), segundo o grupo de néo
portadoras de endometriose (grupo C) e portadoras de

endometriose minima e leve (grupo E)

37.5 4

35 —

Idade

32.5 —

30 —

27.5

25 —

| T
Grupos
Controle Estudo
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Em relagcdo aos achados de indice de massa corporal,
foram estudados os resultados, conforme os experimentos realizados
entre os grupos de nao portadoras (grupo C) e de portadoras de
endometriose peritoneal minima e leve (grupo E), de acordo com o
apresentado a seguir.

O grupo C (controle), de nao portadoras de endometriose
peritoneal, obteve indice de massa corporal que variou entre 18,3 e 35,9
kg/m?, com mediana de 24,85 e média de 26,08 kg/m?, com desvio-
padrdao de 5,65. O grupo E (estudo), composto por portadoras de
endometriose minima e leve variou entre 18,9 e 36,7 kg/mz, com mediana
de 27,10 e média de 26,98 kg/mz, com desvio-padrao de 4,78. Embora a
variancia e a mediana do grupo controle foram visivelmente superiores ao
do grupo de estudo, ndo houve diferengca estatisticamente significante

entre os grupos estudados, conforme demonstra a Tabela 2 e o Quadro 2.
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Tabela 2 - Medidas descritivas do indice de massa corporal (kg/m?),
segundo o grupo de nao portadoras de endometriose (grupo
C) e portadoras de endometriose minima e leve (grupo E), e

respectivo resultado estatistico

Medida descritiva Grupos

controle estudo
Valor minimo 18,3 18,9
Valor maximo 35,9 36,7
Mediana 24,85 27,10
Média 26,08 26,98
95% IC [22,82-29,34] [24,33-29,63]
Desvio-padrao 5,65 478
Numero de casos 14 15

Resultado do teste estatistico 0,64 (=0,46)
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Quadro 2 — Distribuicdo do indice de massa corporal (kg/m?), segundo

portadoras de endometriose minima e leve (grupo E)

o grupo de nao portadoras de endometriose (grupo C) e

35.0

IMC

30.0

25.0

20.0

Controle

Estudo

Grupos



RESULTADOS 79

Quanto a fase do ciclo menstrual, o grupo C (grupo
controle), composto por ndo portadoras de endometriose peritoneal, 9
mulheres estavam em periodo proliferativo, enquanto 5 estavam em
periodo secretor do ciclo menstrual. No grupo E (grupo de estudo),
obtivemos 10 pacientes na fase proliferativa do ciclo menstrual e 5
pacientes na fase secretora, na ocasiao da realizagcdo do procedimento
videolaparoscopico. Nao houve diferenga significante entre os grupos

estudados, como demonstra a Tabela 3.

Tabela 3 — Frequéncia de mulheres quanto a fase do ciclo menstrual,
segundo o grupo de nao portadoras de endometriose (grupo
C) e portadoras de endometriose minima e leve (grupo E), e

respectivo resultado estatistico

Fase do ciclo Grupos

controle estudo
Proliferativa 9 10
Secretora 5 5
Numero de casos 14 15

Resultado do teste estatistico 0,8928 (Z=0,13)
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Em relacdo a origem étnica das pacientes estudadas,
também nao houve diferenga significante entre os grupos C (grupo
controle), composto por 11 mulheres de cor predominantemente branca e
3 predominantemente negras, ndo portadoras de endometriose peritoneal.
Por outro lado, o grupo E (grupo de estudo) era formado por 12 pacientes
de ragca predominantemente branca e 3 predominantemente negras,
portadoras de endometriose peritoneal minima ou leve, como demonstra a

Tabela 4.

Tabelad4 — Freqiéncia de mulheres quanto a origem étnica
predominante, segundo o grupo de n&o portadoras de
endometriose (grupo C) e portadoras de endometriose

minima e leve (grupo E), e respectivo resultado estatistico

Origem étnica Grupos

controle estudo
Branca 11 12
Negra 3 3
Numero de casos 14 15

Resultado do teste estatistico 0,9244 (Z=0,09)
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Na comparagao entre os grupos estudados quanto ao
habito de fumar, o grupo C (grupo controle), era composto por 4
mulheres tabagistas e 10 ndo tabagistas, n&o portadoras de endometriose
peritoneal. O grupo E (grupo de estudo), de portadoras de endometriose
peritoneal minima ou leve, 4 eram fumantes enquanto que 11 nao tinham
o habito de fumar, na época de realizagdo do estudo. Este resultado
também nao apresentou diferenga significante entre os grupos estudados,

como é observado na Tabela 5.

Tabela 5 — Frequéncia de mulheres quanto a freqiéncia do tabagismo,
segundo o grupo de nao portadoras de endometriose (grupo
C) e portadoras de endometriose minima e leve (grupo E), e

respectivo resultado estatistico

Tabagismo Grupos

controle estudo
Nao 10 11
Sim 4 4
Numero de casos 14 15

Resultado do teste estatistico 0,8759 (Z=0,16)
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Inicialmente foi realizada uma analise descritiva geral dos

dados obtidos em relagdo as dosagens de citocinas no soro e no liquido

peritoneal, conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Descrigdo geral das dosagens de leptina, interleucina-6 e

fator de necrose tumoral-alfa (pg/ml) no soro e no liquido

peritoneal, segundo os grupos controle (grupo C) e de

estudo (grupo E)

Ob ~ Leptina Leptina IL-6 IL-6 TNF-a TNF-a
servagao Grupo - . . . . .
soro lig.perit soro liq.perit soro lig.perit
1 controle 29,16 44,94 6,82 392,34 17,53 20,56
2 controle 16,28 10,61 7,02 18,56 18,61 20,34
3 controle 10,24 4,19 6,16 10,30 20,34 20,34
4 controle 24,19 18,43 8,56 371,02 18,61 21,42
5 controle 36,56 36,84 8,34 13,98 18,83 18,39
6 controle 29,91 48,55 572 215,34 18,83 23,15
7 controle 80,73 78,98 11,16 40,08 21,43 21,21
8 controle 51,87 11,55 9,86 25,08 21,86 21,42
9 controle 32,25 24,10 6,16 48,56 19,69 19,91
10 controle 20,12 27,14 84,88 0 25,97 20,77
11 controle 40,19 34,08 8,34 27,46 19,47 24,24
12 controle 11,41 9,53 18,34 23,34 19,47 23,37
13 controle 32,95 31,73 8,34 55,08 21,21 26,40
14 controle 11,13 12,11 6,82 45,96 17,96 28,13
15 estudo 106,30 59,23 7,24 40,80 20,34 22,07
16 estudo 100,63 77,73 6,60 162,72 18,18 33,33
17 estudo 45,93 44,43 8,12 121,62 23,37 34,85
18 estudo 88,92 62,32 0 23,34 19,47 19,47
19 estudo 7,89 32,16 5,50 110,54 18,61 25,54
20 estudo 76,84 40,03 6,82 59,86 18,39 29,99
21 estudo 13,61 23,30 17,46 47,70 18,83 21,64
22 estudo 42,37 40,63 638,48 664,36 93,99 2398,80
23 estudo 27,80 45,46 12,68 113,36 21,86 27,70
24 estudo 58,29 57,96 6,60 28,12 19,47 24,67
25 estudo 52,58 53,19 0 322,32 21,86 25,75
26 estudo 45,18 43,12 8,76 288,40 19,26 24,02
27 estudo 46,49 34,64 30,08 17,04 22,94 23,59
28 estudo 28,64 40,73 20,52 690,02 21,21 29,86
29 estudo 10,94 17,26 7,68 66,82 19,26 255,44

A fim de adequar a distribuicdo normal ou simétrica dos

dados, em algumas variaveis, foi necessario retirar uma ou duas
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observacbes discrepantes e utilizar uma transformacdo, uma vez que
alguns dados relativos as variaveis de estudo, apresentaram observacdes
discrepantes e com alta variabilidade, de acordo com o apresentado na

Tabela 7.

Tabela 7 — Resumo das observagdes discrepantes excluidas da analise

estatistica e da transformacao utilizada, segundo a variavel

de estudo
Variavel Observagoes Transformagao
excluidas utilizada
Leptina soro - logaritmica
Leptina lig.perit. 1(7) -
IL-6 soro - -
IL-6 liq.perit. - -
TNF-a soro 2 (10/22) logaritmica

TNF-a lig.perit. 2 (22/29) logaritmica
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Na comparacédo entre os grupos de nao portadoras de

endometriose (grupo C) e portadoras de endometriose minima e leve

(grupo E), estudados quanto as dosagens de leptina no soro, ndo houve

diferengca significante, quando utilizado o teste t de Student para a

comparacao de duas medias, sem a necessidade de eliminagdo de

observacgdes discrepantes e apds a transformacao logaritmica, embora

seja possivel observar valores superiores para a leptina no grupo de

estudo, como observado na Tabela 8 e no Quadro 3

Tabela 8 — Medidas descritivas das dosagens de leptina no soro

(pg/ml), segundo o grupo de

nao portadoras de

endometriose (grupo C) e portadoras de endometriose

minima e leve (grupo E), e respectivo resultado estatistico

Medida descritiva Grupos

controle estudo
Valor minimo 10,24 7,89
Valor maximo 80,73 106,30
Mediana 29,53 45,93
Variancia 355,49 980,41
Média 30,49 50,16
95% IC [19,61-41,38] [32,82-67,50]
Desvio-padrao 18,85 31,31
Numero de casos 14 15

Resultado do teste estatistico p=0,0809




PESULTADOS 78

Quadro 3 — Distribuicdo das dosagens de leptina no soro (pg/ml),

Leptina Soro

segundo o grupo de nao portadoras de endometriose (grupo

C) e portadoras de endometriose minima e leve (grupo E)

120.00

100.00

80.00

60.00

40.00—

20.00
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Quando comparamos as dosagens de leptina no liquido

peritoneal entre os grupos de nao portadoras de endometriose (grupo C)

e portadoras de endometriose minima e leve (grupo E), encontramos

diferencgas estatisticamente significantes, quando utilizado o teste t para a

comparacao de duas médias. Com a eliminagcdo de uma observagao

discrepante no grupo C (grupo controle), encontramos valores superiores

nas dosagens de leptina no liquido peritoneal das pacientes do grupo de

estudo, como observado na Tabela 9 e no Quadro 4.

Tabela 9 — Medidas descritivas das dosagens de leptina no liquido

peritoneal (pg/ml), segundo o grupo de nao portadoras de

endometriose (grupo C) e portadoras de endometriose

minima e leve (grupo E), e respectivo resultado estatistico

Medida descritiva Grupos

controle estudo
Valor minimo 4,19 17,26
Valor maximo 48,55 77,73
Mediana 2410 43,12
Variancia 207,12 241,92
Média 24,14 44,81
95% IC [15,44-32,84] [36,20-53,43]
Desvio-padrao 14,39 15,55
Numero de casos 13 15

Resultado do teste estatistico p=0.0129
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Quadro 4 — Distribuicdo das dosagens de leptina no liquido peritoneal

Leptina Liquido Peritoneal

(pg/ml), segundo o grupo de nado portadoras de
endometriose (grupo C) e portadoras de endometriose

minima e leve (grupo E)
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Para a comparacao entre as dosagens de interleucina-6
no soro entre os grupos C (grupo controle), de pacientes nao portadoras
de endometriose e o grupo E (grupo de estudo), de portadoras de
endometriose minima e leve, ndo encontramos diferencas
estatisticamente significantes. Uma vez que os dados apresentaram
observagodes discrepantes e com alta variabilidade, foi utilizado o teste de
Wilcoxon, ndao paramétrico. Os resumos da comparagao entre 0s grupos

estao descritos na Tabela 10 e no Quadro 5.

Tabela 10 — Medidas descritivas das dosagens de interleucina-6 no
soro (pg/ml), segundo o grupo de nao portadoras de
endometriose (grupo C) e portadoras de endometriose

minima e leve (grupo E), e respectivo resultado estatistico

Medida descritiva Grupos

controle estudo
Valor minimo 5,72 0
Valor maximo 84,88 638,48
Mediana 8,34 7,68
Variancia 425,92 26.404,65
Média 14,03 51,76
95% IC [2,12-25,95] [-38,21-141,75]
Desvio-padrao 20,63 162,49
Numero de casos 14 15

Resultado do teste estatistico p=0.4569
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Quadro 5 — Distribuicdo das dosagens de interleucina-6 no soro

IL-6 Soro

(pg/ml), segundo o grupo de nado portadoras de
endometriose (grupo C) e portadoras de endometriose

minima e leve (grupo E)
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Da mesma forma, a comparagao entre as dosagens de
interleucina-6 no liquido peritoneal entre os grupos C (grupo controle),
de pacientes nao portadoras de endometriose e o grupo E (grupo de
estudo), de portadoras de endometriose minima e leve, ndo encontramos
diferencgas estatisticamente significantes. Os dados também apresentaram
observagdes discrepantes e com alta variabilidade, sendo necessaria a
utiizacdo do teste de Wilcoxon, ndo paramétrico. Os resumos da

comparagao entre os grupos estdo descritos na Tabela 11 € no Quadro 6.

Tabela 11 — Medidas descritivas das dosagens de interleucina-6 no
liquido peritoneal (pg/ml), segundo o grupo de nao
portadoras de endometriose (grupo C) e portadoras de
endometriose minima e leve (grupo E), e respectivo

resultado estatistico

Medida descritiva Grupos

controle estudo
Valor minimo 0 17,04
Valor maximo 392,34 690,02
Mediana 27,46 110,54
Variancia 17.793,21 48.412,52
Média 91,93 183,80
95% IC [14,91-168,95] [61,95-305,64]
Desvio-padrao 133,39 220,02
Numero de casos 14 15

Resultado do teste estatistico p=0.0650
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Quadro 6 — Distribuicdo das dosagens de interleucina-6 no liquido

IL-6 Liquido Peritoneal

peritoneal (pg/ml), segundo o grupo de nao portadoras de
endometriose (grupo C) e portadoras de endometriose

minima e leve (grupo E)
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RESULTADOS

Quando comparamos os grupos C (grupo controle), de
pacientes nao portadoras de endometriose e o grupo E (grupo de estudo),
de portadoras de endometriose minima e leve, ndo encontramos
diferencgas estatisticamente significantes em relagao as dosagens de fator
de necrose tumoral alfa no soro das pacientes estudadas, com
resultados bastante semelhantes em ambos os grupos. Foi utilizado o
teste t de Student para a comparagdo de duas médias, com a
necessidade de eliminagdo de observagdes discrepantes de numero 10
(grupo controle) e da observagcao de numero 22 (grupo de estudo), além
da transformacao logaritmica, como observado na Tabela 12 e Quadro 7.
Tabela 12 — Medidas descritivas das dosagens de fator de necrose

tumoral alfa no soro (pg/ml), segundo o grupo controle
(grupo C) e portadoras de endometriose minima e leve

(grupo E), e respectivo resultado estatistico

Medida descritiva Grupos

controle estudo
Valor minimo 17,53 18,18
Valor maximo 21,86 23,37
Mediana 19,47 19,47
Variancia 1,80 2,97
Média 19,53 20,22
95% IC [18,71-20,34] [19,22-21,21]
Desvio-padrao 1,34 1,72
Numero de casos 13 14

Resultado do teste estatistico p=0.4500
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Quadro 7 — Distribuicdo das dosagens de fator de necrose tumoral alfa

TNF-a Soro

no soro (pg/ml), segundo o grupo de nao portadoras de
endometriose (grupo C) e portadoras de endometriose

minima e leve (grupo E)
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RESULTADOS

Na comparacgao entre os grupos C (grupo controle) e o
grupo E (grupo de estudo), encontramos diferencas estatisticamente
significantes em relacdo as dosagens de fator de necrose tumoral alfa
no liquido peritoneal das pacientes estudadas. Foi utilizado o teste t de
Student para a comparagdao de duas médias, com a necessidade de
eliminagcao das observagdes discrepantes de numeros 22 e 29 (grupo de
estudo), além da transformagdo logaritmica, com valores
significativamente maiores no grupo de estudo, como observado na
Tabela 13 e no Quadro 8.

Tabela 13 — Medidas descritivas das dosagens de fator de necrose
tumoral alfa no liquido peritoneal (pg/ml), segundo o
grupo de nao portadoras de endometriose (grupo C) e
portadoras de endometriose minima e leve (grupo E), e

respectivo resultado estatistico

Medida descritiva Grupos

controle estudo
Valor minimo 18,39 19,47
Valor maximo 28,13 34,85
Mediana 21,42 25,75
Variancia 7,13 21,09
Média 22,12 26,34
95% IC [20,58-23,66] [23,57-29,12]
Desvio-padrao 2,67 4,59
Numero de casos 14 13

Resultado do teste estatistico p=0,0029
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Quadro 8 — Distribuicdo das dosagens de fator de necrose tumoral alfa

TNF-a Liquido Peritoneal

no liquido peritoneal (pg/ml), segundo o grupo de nao
portadoras de endometriose (grupo C) e portadoras de

endometriose minima e leve (grupo E)
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5. Discussdo

5.1 Consideragoes gerais

Nesta pesquisa, foram estudadas somente as pacientes
portadoras de endometriose minima ou leve, segundo a classificagéo
atualizada da American Society for Reproductive Medicine — ASRM™.
Entretanto, foi necessario que o grupo de estudo fosse composto por
pacientes portadoras de endometriose com sintomas de dor pélvica

crénica ou em investigacao de esterilidade conjugal, embora apresentem
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na literatura diferentes taxas de prevaléncia da patologia em questéao,
quando analisadas separadamente’.

Segundo a literatura, as pacientes portadoras de dor
pélvica crénica recebem diagnostico de endometriose em 5 a 50% dos
casos, ao passo que, pacientes assintomaticas submetidas a ligadura
tubaria apresentam cerca de 2 a 18% deste diagnostico™ .

Epidemiologistas apontam o estudo de coorte como o
meétodo ideal para o estudo da prevaléncia da endometriose, embora
demandem maior necessidade de tempo, e, na impossibilidade deste,
recomendam os estudos caso-controle™. Este ultimo sofre criticas,
oriundas da presenga de um amplo espectro de sintomas e achados
patolégicos na endometriose, ndao havendo selegcdo de controles
plenamente satisfatérios'. O grupo controle deve ser composto de uma
amostra representativa da populacdo geral, que tenha indicacdo de
realizacdo de videolaparoscopia, considerado como o método “padrao-
ouro” para a obtencdo de bidpsias peritoneais que confirmem o
diagnéstico de endometriose por meio do exame histolégico™"".

As pacientes que desejam esterilizagao cirurgica, ainda
que pautada em critérios éticos, obedecem ao requisito de indicacdo da
videolaparoscopia. Estas pacientes sao consideradas como grupo
controle na maioria dos estudos sobre endometriose, mesmo sendo

grandes multiparas, na maioria dos casos. Em nosso estudo, foram

excluidas duas pacientes do grupo controle, submetidas a ligadura
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tubaria, por terem apresentado lesbées compativeis com endometriose,
confirmadas ao exame histolégico. Portanto, encontramos freqiéncia de
endometriose em 11,1% das pacientes submetidas a ligadura tubaria,
dado inferior ao da literatura, de 18 a 22%°.

Embora tivéssemos realizado o procedimento de ligadura
tubaria em cinco pacientes na fase secretora do ciclo menstrual, todas as
pacientes nestas condi¢cdes foram submetidas a dosagem laboratorial pré-
operatoria da fragdo beta da gonadotrofina humana (BhCG). Este
procedimento se faz necessario para evitar a realizagdo da cirurgia em
pacientes com gravidez precoce, dada a dificuldade de agendamento da
totalidade destas pacientes na fase folicular do ciclo menstrual.

D’Hooghe (1997) acredita que as dificuldades no
progresso da pesquisa da endometriose se devem a metodologia
utilizada. Devido a consideracdes praticas e éticas, esse autor considera a
utilizacdo de modelos animais com babuinos como ideal, uma vez que os
experimentos invasivos ndo devem ser utilizados em humanos’.

Zondervan et al. (2002) consideram que a relativa alta
prevaléncia da endometriose minima e leve em mulheres assintomaticas
pode representar um processo fisiolégico normal, e que o grupo de estudo
seja limitado a mulheres com doenca severa ou no minimo, sintomatica’”.

A crescente prevaléncia da endometriose minima e leve
apontada em estudos nos ultimos 15 anos tem sido severamente criticada

com a determinacdo de lesbes denominadas como “sutis” ou
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“microscépicas” .

O cirurgiao remove as lesbes suspeitas de
endometriose que podem ou nao ser confirmadas pelo exame histoldgico,
ou ainda ser surpreendido pelo diagndstico anatomo-patolégico quando
tal anormalidade nao fora suspeitada em biopsias de aparente periténio
normal’™.

A possibilidade de diagnostico da endometriose
microscopica dependeria da resolugdo optica do instrumento utilizado e
dos critérios visuais utilizados no julgamento do periténio “normal”, ainda

pouco estabelecidos’*"°.

Em estudos sistematicos, a prevaléncia de
endometriose microscépica em babuinos € baixa, ndo concordante com
os dados apresentados em humanos’’®. Em nosso estudo, ndo foram
realizadas biopsias aleatérias na tentativa de diagnosticar a presenca de
endometriose microscopica.

Varios estudos avaliaram a correlacdo dos achados
videolaparoscopicos com o resultado da anadlise histologica dos
espécimes biopsiados, determinando uma acuracia entre 78 e 84% para o
diagnéstico de endometriose’"’""®. Tais resultados sdo semelhantes aos
encontrados em nosso estudo, onde 3 casos foram excluidos dentre 18
pacientes sem confirmacéo histologica.

O numero de 29 pacientes remanescentes foi superior ao
numero minimo da amostra obtido pela analise estatistica, de 22

pacientes. No entanto, com o tamanho da amostra obtida, nao foi possivel

a subdivisdo em grupos quanto aos sintomas (dor pélvica ou esterilidade

93



DICUSSAO

conjugal), estadiamento da doenca, caracteristica das lesées ou fase do
ciclo menstrual.

No presente estudo, optamos por avaliar a determinagao
da leptina, no diagndstico laboratorial da endometriose minima e leve,
pela ampla disponibilidade da realizagao deste exame em laboratoérios de
analises clinicas, atualmente utilizada com a finalidade de avaliagcéo pré-
operatéria em cirurgia bariatrica. Estudos apontam o aumento da
concentracdo da leptina no liquido peritoneal de pacientes com
diagnéstico de endometriose®®>"°. No entanto, evidéncias do aumento da
concentracao da leptina no soro de pacientes portadoras de endometriose
ainda s&o controversas’®%.

A decisado pela determinacdo da interleucina-6 (IL-6) no
presente estudo se deve ao maior numero de evidéncias apontadas na
literatura para o aumento desta citocina no liquido peritoneal de pacientes

48-50,81

com endometriose No entanto, sdo poucas as evidéncias do

aumento da concentracdo de interleucina no soro de pacientes com
endometriose®",

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) tem papel central
na resposta inflamatéria, como fator desencadeador da cascata de
liberacdo de substancias no liquido peritoneal, associadas a presencga da
endometriose, sendo possivel a sua deteccdo precoce em estadios

iniciais*®°°.
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5.2 Discussao dos resultados

Comparamos os resultados das variaveis de controle
obtidos no presente estudo em relagdo aos demais estudos que tiveram
tais dados apresentados na literatura. Em relagcdo a idade, observamos
que nossos dados foram semelhantes aos demais apresentados em
estudos semelhantes, com médias de 29,5 a 33 anos®>%%7980,

Quando consideramos os resultados de indice de massa
corporal, o estudo de Bedaiwy et al. (2002) apresentou valores da ordem
de 26 kg/m?, semelhantes aos obtidos no presente estudo®. Nos demais
estudos que disponibilizaram tais dados, foram encontrados valores entre
21,5 a 22,9 kg/m? de indice de massa corporal®’®®. Tal discrepancia
poderia ser determinada pelo local de realizagdo dos estudos, uma vez
que ha diferencas de habitos alimentares entre populagcdes das Américas
em relacdo a cultura alimentar mediterranea quanto ao consumo de
calorias.

Em relacdo a fase do ciclo menstrual, Mahutte et al.
(2003) encontraram valores superiores para a leptina no liquido peritoneal
na fase secretora do ciclo menstrual em relagdo a fase proliferativa®.
Kyama et al. (2006) também observaram valores mais elevados do TNF-a
no peritdnio e no endométrio na fase menstrual do ciclo®’. Embora

tivéssemos obtido mais amostras da fase proliferativa, ambos os grupos

de estudo e de controle tiveram numero de pacientes estatisticamente
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semelhantes, ndo tendo havido possibilidade de erro de selegdo de
pacientes por este motivo.

Considerando nossa preferéncia pela realizacdo da
videolaparoscopia no periodo folicular do ciclo menstrual, a fim de evitar a
realizacdo do procedimento no periodo precoce da gravidez, ja
esperavamos maior numero de pacientes nessa fase do ciclo. No entanto,
alguns procedimentos foram realizados na fase secretora do ciclo,
resguardando o cuidado da exclusao de uma gravidez incipiente por meio
do exame negativo da fragdo beta da gonadotrofina coriénica humana (B-
hCG), previamente realizado no dia da internacao. Isto se fez necessario
com o objetivo de evitar transtorno as pacientes que necessitavam
imperiosamente de contracepgao eficaz ou de diagndstico etioldgico para
a esterilidade conjugal ou dor pélvica.

Foram considerados os dados de origem étnica, de
acordo com a predominancia da cor da pele observada na entrevista de
admissdo das pacientes. Apesar de nao haver diferengas estatisticas
entre os grupos estudados, néao obtivemos dados de comparagao com
demais estudos na literatura em relacdo a esta variavel de controle.
Dados apontam aumento de prevaléncia da endometriose em pacientes
de cor branca, embora os estudos n&o apresentem consisténcia
epidemioldgica’. Em nosso meio, dada a grande heterogeneidade étnica
da populacado brasileira, ndo consideramos relevantes tais achados na

possibilidade de erro de selecido das pacientes.
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Embora os dados epidemioldgicos apontem diminuicdo da
prevaléncia da endometriose em mulheres que fumam, os estudos sao
inconsistentes'. Em nosso estudo, ndo houve diferencas entre os grupos
estudados em relacdo ao habito de fumar. Embora tal dado nao se
encontre disponivel nos demais estudos apresentados sobre
endometriose e citocinas na literatura, consideramos necessaria a
introducédo desta variavel de controle com a finalidade de evitar erro de
selecao das pacientes.

Até o presente momento, ndo encontramos na literatura
estudos sobre a determinacao da leptina no soro e no liquido peritoneal
de pacientes com diagndstico de endometriose minima ou leve,
comparadas ao grupo controle de pacientes submetidas a ligadura
tubaria.

No presente estudo, encontramos valores superiores de
leptina no soro das pacientes do grupo controle quando comparamos a
amostra de Matarese et al. (2000), de apenas 7 casos, composto também
por pacientes que nao apresentavam endometriose e portadoras de
esterilidade conjugal e malformacgdes miillerianas’®. Tal diferenca poderia
ter ocorrido pelo pequeno numero de casos daquele estudo, além da
distinta formagao de seu grupo controle.

Vigand et al. (2002) ndo encontraram resultados
estatisticamente significantes que possibilitassem a utilizagdo da leptina

no soro, como método laboratorial para o diagnéstico da endometriose®.
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Estes autores encontraram valores rigorosamente iguais de leptina sérica
quando compararam 20 pacientes com endometriose minima ou leve a 25
pacientes-controle, portadoras de miomas, esterilidade conjugal, dor
pélvica e cistos ovarianos®.

Em outro estudo no qual pacientes inférteis ou portadoras
de endometriose foram comparadas a pacientes com diagndstico de
sindrome dos ovarios policisticos, ndo foram encontradas diferencas
significantes quanto as dosagens de leptina sérica®®. Porém, ha relato na
literatura de que a leptina também se encontra elevada em pacientes
portadoras de sindrome de ovarios policisticos®®>. Embora tendo utilizado
grupo controle com pacientes submetidas a ligadura tubaria, da mesma
forma nao encontramos diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos de estudo e controle no presente estudo. Supomos que a
determinagao da leptina no soro ndo seja tdo sensivel e especifica ao
observado no liquido peritoneal de pacientes portadoras de endometriose.

No liquido peritoneal, encontramos valores da leptina
significativamente superiores aos do grupo controle, da mesma forma que
em estudos disponiveis na literatura com metodologia semelhante®"®.
Mahutte et al. (2003) compararam 36 pacientes portadoras de
endometriose minima e leve a 18 controles submetidos a ligadura
tubaria®®. Da mesma forma, ndo foram encontradas diferencas
significantes quanto as dosagens de leptina no liquido peritoneal quando

foram comparadas pacientes inférteis ou portadoras de endometriose a
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pacientes com diagndstico de sindrome dos ovarios policisticos®®. Ha
possibilidade de que as pacientes portadoras de ovarios policisticos
também apresentem concentragcbes elevadas de leptina no liquido
peritoneal, ndo configurando adequado grupo controle.

Quando comparamos as dosagens de interleucina-6 no
soro de pacientes portadoras de endometriose minima ou leve a
controles, nao encontramos diferenga estatisticamente significante.
Mesmo utilizando transformacado logaritmica dos resultados, houve
observacgoes discrepantes e com alta variabilidade. Tal resultado contraria
os demais estudos disponiveis na literatura.

Bedaiwy et al. (2002) encontraram valores de interleucina-
6 no soro de 20 pacientes com diagnéstico de endometriose, sem
distincao de estadiamento, significativamente superiores aos do grupo
controle®. Outro estudo demonstrou valores elevados de interleucina-6
sérica em pacientes portadoras de endometriose quando comparados a
valores de referéncia®. Em recente estudo de revisdo, Bedaiwy e Falcone
(2004) confirmaram a possibilidade da utilizagdo da interleucina-6 como
método diagndstico da endometriose, com sensibilidade de 90% e
especificidade de 67% em estadios iniciais 2.

Da mesma forma, na comparagao entre as dosagens de
interleucina-6 no liquido peritoneal entre as pacientes portadoras de
endometriose minima e leve e as pacientes submetidas a ligadura tubaria,

nao encontramos diferencas estatisticamente significantes. Os dados
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encontrados no presente estudo também apresentaram observacdes
discrepantes e com alta variabilidade, discordantes da literatura.

Nosso estudo teve resultados concordantes com a
pesquisa de Gomez-Torres et al. (2002), realizado com metodologia
semelhante para a determinacéo de interleucina-6 no liquido peritoneal®.
Estes autores nédo observaram diferengas significantes entre as dosagens
de interleucina-6 no liquido peritoneal de pacientes com endometriose
minima ou leve quando comparadas com pacientes submetidas a ligadura
tubaria®,

No entanto, outros estudos ndao foram concordantes com
nossos resultados*®*98°® Embora apresentassem pequenas diferencas
na composicdo dos respectivos grupos-controle, foram observadas
dosagens significativamente superiores de interleucina-6 no liquido
peritoneal dos grupos de estudo*®*°#. Khan et al. (2002) compararam 20
pacientes portadoras de endometriose minima ou leve a 20 pacientes com
as mesmas indicagdes de videolaparoscopia, onde foram classificadas
como livres de endometriose*®. Iwabe et al. (2002) compararam 53
pacientes portadoras de diversos estadios de endometriose, classificadas
quanto aos tipos de lesdo encontradas, a 40 pacientes livres de
endometriose®®. Estes autores encontraram correlagdo positiva entre os
niveis de interleucina-6 no liquido peritoneal e a presenca de lesbes
vermelhas de endometriose®®. Cheong et al. (2002) correlacionaram a

presenca de aderéncias pélvicas com a concentracdo das citocinas no
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liquido peritoneal e também houve correlagdo positiva da dosagem de IL-
6 com o diagndstico de endometriose®®.

Supomos que as discrepancias observadas quanto as
dosagens de interleucina-6 (IL-6) no soro e no liquido peritoneal entre o
presente estudo e os demais publicados na literatura, se devem a limitada
especificidade do método e a selegcao de grupos controle distintos.

Nao encontramos diferencas estatisticamente
significantes, em relagdo as dosagens de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), no soro das pacientes estudadas, quando comparamos com o
grupo controle, dados discordantes da literatura. No entanto, Pizzo et al.
(2002) obtiveram dosagens de TNF-a no soro de 26 portadoras de
endometriose significativamente superiores a 5 pacientes do grupo
controle, portadoras de infertilidade ndo imunoldgica®®. Bedaiwy et al.
(2002) encontraram valores de TNF-a no soro de 21 pacientes com
diagndstico de endometriose, sem distingdo de estadiamento,
significativamente superiores aos do grupo controle, composto por 20
pacientes submetidas & ligadura ou reanastomose tubaria®®. No mesmo
estudo, os autores ndo observaram diferencas nas dosagens das
citocinas entre as fases do ciclo menstrual®®. Supomos que os resultados
conflitantes entre nosso estudo e os dados presentes na literatura podem
ser decorrentes da fase do ciclo menstrual em que as coletas dos

espécimes foram realizadas.
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No liquido peritoneal das pacientes estudadas,
encontramos diferengas estatisticamente significantes, em relagao as
dosagens de TNF-a, concordante com a maioria dos dados encontrados
na literatura. Pizzo et al. (2002) obtiveram dosagens de TNF-a em 26
portadoras de endometriose significativamente superiores a 5 pacientes
do grupo controle, portadoras de infertilidade ndo imunolégica®. Iwabe et
al. (2002) também observaram diferencas significantes nas dosagens de
TNF-a no liquido peritoneal, quando compararam 53 pacientes portadoras
de diversos estadios de endometriose, classificadas quanto aos tipos de
lesdo encontradas, a 40 pacientes livres de endometriose*®. Da mesma
forma, Bedaiwy et al. (2002) encontraram valores de TNF-a no liquido
peritoneal de 20 pacientes com diagndstico de endometriose, sem
distincao de estadiamento, significativamente superiores aos do grupo
controle®®. Em estudo de revisdo sistematica, Bedaiwy e Falcone (2004)
encontraram sensibilidade de 100% e especificidade de 89% no
diagndstico de endometriose, quando dosado o TNF-a no liquido
peritoneal®>. Consideramos que tais resultados se devem a maior
biodisponibilidade do TNF-a quando dosado no liquido peritoneal de
pacientes portadoras de endometriose.

Por outro lado, Cheong et al. (2002) ndo encontraram
valores significativamente superiores de TNF-a no liquido peritoneal em
pacientes portadoras de endometriose, mas somente em pacientes

portadoras de aderéncias pélvicas, quando comparadas ao grupo
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controle®®. Tais discrepancias nos resultados também podem ocorrer pela
grande heterogeneidade na apresentacdo clinica das lesbes
endometrioticas.

Consideramos que a determinacdo das citocinas
avaliadas no soro das pacientes portadoras de endometriose nao
apresenta a mesma biodisponibilidade observada no liquido peritoneal. A
possivel presenga de enzimas proteoliticas poderia reduzir a
concentracdo destas citocinas no soro das pacientes estudadas. No
liquido peritoneal, supomos que a concentragao de citocinas seria menos
influenciada pela presenca de proteases.

Embasado em nosso estudo, e, apds analise comparativa

com a literatura, chegamos as conclusdes apresentadas a seguir.
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6. Conclusoes

1. No liquido peritoneal, ha evidéncias da possibilidade da utilizagdo da
leptina e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no diagnéstico da

endometriose minima ou leve.
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2. No liquido peritoneal, a dosagem da interleucina-6 (IL-6) n&o se
mostrou util no diagndstico da endometriose minima ou leve, na

amostra avaliada.

3. No soro, nao se observaram evidéncias da possibilidade da utilizagao
da leptina, da interleucina-6 (IL-6) e do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) no diagndstico da endometriose minima ou leve, na amostra

avaliada.
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ALEXOS

Anexo | — Solicitacdo para Realizagao de Ligadura Tubaria

AVA
AVAVAY
unesp « UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU
CONSENTIMENTO POS-INFORMADO PARA REALIZACAO DE

LIGADURA TUBARIA

Nome: Idade:
Identidade n.°: Org&o Expedidor:

Estado Civil: Solteira [ ] Casada [ ] Unido estavel [ ]
Numero de filhos vivos: [ ] Sexo dos filhos: M [ ] F[ ]
Nome do cOnjuge: Idade:
Identidade n.°: Org&o Expedidor:

Endereco:

Telefone:

Noés, acima identificados e adiante assinados, por livre e espontanea vontade e por
entendermos ser o mais certo e conveniente para nossos interesses como marido e mulher,
declaramos que o Dr. informou-nos sobre a
INTERVENCAO DE LIGADURA TUBARIA, esclarecendo-nos que:

1. A LIGADURA TUBARIA consiste basicamente na INTERRUPCAO DAS TROMPAS, para

impedir uma nova gravidez.

2. Embora, a ligadura tubaria seja o método mais eficaz de planejamento familiar da mulher, sua

eficacia NAO é de 100%. Existe uma porcentagem de falha de 0,41%, ou seja, 4 casos em 1.000

pacientes submetidas a este procedimento.

3. Temos conhecimento que este procedimento é virtualmente IRREVERSIVEL e que, se nos

arrependermos, as chances de gravidez serdo pequenas, mesmo apos cirurgia.

4. Esta técnica necessita de anestesia, cujo risco sera avaliado por consulta médica, estando

cientes das suas possiveis complicagbes, especialmente em mulheres que fumam, tenham

doencgas do coragdo ou dos pulmdes, sejam obesas ou tenham tido complicagbes em outras

anestesias anteriores.

5. Como em toda cirurgia, existe um risco de complicagbes possiveis:

e hemorragias, lesbes de o¢rgaos internos, dificuldade de cicatrizagdo, infecgdes, anemia,
trombose.

6. Existem outros métodos de contracepgao temporarios, que me foram oferecidos:

e Métodos de barreira (“camisinha” masculina e feminina);

Anticoncepgao hormonal (pilula anticoncepcional, injegbes, adesivos, anel vaginal, implantes);

Dispositivos Intra-Uterinos (DIU com cobre ou com hormonio);

Métodos naturais (“tabelinha”, muco cervical e temperatura basal).

ENTENDEMOS as explicacdes que me foram prestadas em linguagem clara e simples,
esclarecendo-nos todas as duvidas que nos ocorreram. Também entendemos que, a qualquer
momento e sem necessidade de dar nenhuma explicagdo poderemos revogar o consentimento
que agora prestamos. Assim, DECLARAMOS agora que estamos satisfeitos com as informagdes
recebidas e que compreendemos o alcance e riscos do tratamento programado.

Por tal razdo e nestas condicdes, CONSENTIMOS que se realize a INTERVENCAO DE
LIGADURA TUBARIA proposta. Reservamo-nos expressamente o direito de revogar a qualquer
momento este consentimento antes que o procedimento objeto deste documento se realize.

Botucatu, de de

Paciente ou Representante Legal Conjuge
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ALEXOS

Testemunha Testemunha
Anexo Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo C

AVA
AVAYAY

unesp =« UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA

REALIZACAO DE VIDEOLAPAROSCOPIA

Grupo Controle

Nome: Idade:
Registro Hospitalar: Telefone:

Eu, acima qualificada como paciente e abaixo assinada, DECLARO,
em atendimento ao estabelecido pelo item 1l-11 da Resolugao n°® 196/96 que disciplina
pesquisa envolvendo seres humanos, que recebi do médico Dr. Mauro lhlenfeld,
CREMESP 103.940, explicagbes completas e pormenorizadas a respeito da natureza,
objetivos e métodos de sua pesquisa, bem como dos riscos que a mesma possa me
acarretar. Portanto, ENTENDO que:

e A pesquisa tem como objetivo avaliar o uso de exames laboratoriais para diagnédstico
da endometriose em fases iniciais podendo evitar a necessidade de cirurgia.

e Sera realizada visualizagdo minuciosa dos orgdos internos para verificagdo da
presenca de endometriose, durante a cirurgia de ligadura tubaria.

e Durante a cirurgia sera necessaria a coleta de pequeno fragmento para exame e a
coleta do liquido existente no abdome para a realizagdo de exames laboratoriais,
para certeza diagndstica.

e A ligadura tubaria, conforme solicitagdo anexa, sera realizada de acordo com técnica
que permite realizar a cirurgia por meio de pequenas incisdes de 0,5 a 1 cm, o que
permite menor permanéncia hospitalar e a realizagdo de atividades fisicas em 7 a 10
dias.

¢ No entanto, existem riscos inerentes a qualquer cirurgia, como infecgdo, hemorragias
e lesdes de estruturas internas, o que podera acarretar na conversdo a técnica
convencional e maior periodo de internagao.

e Como alternativa a videolaparoscopia, € possivel a realizagdo da cirurgia
convencional, com incisdo de 5 cm, porém nao permite a visualizagdo minuciosa de
todo abdome.

e Nome e endereco ou qualquer outra forma de identificacdo da paciente nao
aparecerdo em nenhum tipo de publicagdo, nem serdo revelados aos profissionais
de saude.

Assim, DECLARO agora que estou satisfeita com a informagao

recebida e eu entendi as explicagbes que me foram prestadas em linguagem clara e

simples, estando a equipe a disposi¢do para esclarecer outras duvidas que surgirem

durante a realizagdo da pesquisa.
Entendo que poderei revogar o consentimento que agora presto, sem

qualquer penalizagédo. Por tal razdo e nestas condicdbes CONSINTO que se realize a

VIDEOLAPAROSCOPIA e o PROTOCOLO DE PESQUISA proposto.
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Botucatu, de de

Assinatura do Médico Assinatura da paciente
Anexo lll - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo E
AVA
AVAVAY
VAV
unesp UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA

REALIZACAO DE VIDEOLAPAROSCOPIA

Grupo de Estudo

Nome: Idade:
Registro Hospitalar: Telefone:

Eu, acima qualificada como paciente e abaixo assinada, DECLARO,

em atendimento ao estabelecido pelo item [I-11 da Resolugdo n° 196/96 que disciplina
pesquisa envolvendo seres humanos, que recebi do médico Dr. Mauro lhlenfeld,

CREMESP 103.940, explicagdes completas e pormenorizadas a respeito da natureza,

objetivos e métodos de sua pesquisa, bem como dos riscos que a mesma possa me

acarretar. Portanto, ENTENDO que:

e A pesquisa tem como objetivo avaliar a utilizacdo de exames laboratoriais para
diagnéstico da endometriose em fases iniciais podendo evitar a necessidade de
realizagdo de videolaparoscopia para o diagnéstico desta doenca em outras
pacientes com dor ou infertilidade conjugal.

e Sera realizada visualizagdo minuciosa dos 6rgaos internos para verificagdo da
presencga de endometriose, durante a cirurgia proposta, de videolaparocopia.

e Durante a cirurgia sera necessaria a coleta de pequeno fragmento e a coleta do
liquido existente no abdome para a realizagao de exames laboratoriais, para certeza
diagndstica.

e A videolaparoscopia consiste em uma técnica que permite a visualizagao direta dos
orgédos internos e realizar o diagndstico de minusculos focos de endometriose, por
meio de pequenas incisées de 0,5 a 1 cm, o que permite menor permanéncia
hospitalar e a realizagédo de atividades fisicas em 7 a 10 dias.

¢ No entanto, por ser um procedimento cirurgico, existem riscos inerentes a qualquer
cirurgia, como infeccdo, hemorragias e lesdes de estruturas internas, o que podera
acarretar na conversao a técnica convencional e maior periodo de internagéo.

e Como alternativa a videolaparoscopia, € possivel a realizagdo da cirurgia
convencional, com incisdo de 5 cm, porém nao permite a visualizagdo minuciosa dos
orgéaos internos e o diagndstico de pequenos focos de endometriose.
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e Nome e endereco ou qualquer outra forma de identificacdo da paciente nao
aparecerdo em nenhum tipo de publicacdo, nem serdo revelados aos profissionais
de saude.

Assim, DECLARO agora que estou satisfeita com a informagao

recebida e eu entendi as explicagbes que me foram prestadas em linguagem clara e

simples, estando a equipe a disposi¢do para esclarecer outras duvidas que surgirem

durante a realizagdo da pesquisa.
Entendo que poderei revogar o consentimento que agora presto, sem

qualquer penalizagdo. Por tal razdo e nestas condicbes CONSINTO que se realize a

VIDEOLAPAROSCOPIA e o PROTOCOLO DE PESQUISA proposto.

Botucatu, de de

Assinatura do Médico Assinatura da paciente
Anexo IV — Protocolo de Atendimento

AVA
AVAVAVY

unesp =« UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU

CORRELACAO DOS ASPECTOS VIDEOLAPAROSCOPICOS,
HISTOPATOLOGICOS E IMUNOLOGICOS NA ENDOMETRIOSE

PERITONEAL MINIMA E LEVE

Protocolo de Atendimento

Nome: Idade:
Registro: Peso: Altura:
Paridade: G P A C DUM: Raca:

Tempo de infertilidade:

Quadro Clinico

Anamnese:

Exame fisico e ginecoldgico:

Ultra-sonografia transvaginal:

Videolaparoscopia
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Tipos de leséo:

Localizagao:

Estadiamento ASRM: Pontuacgao

Bidpsias: [ ] Fossa ovariana [ ] Esp. vésico-uterino [ ] Fundo de saco posterior

Anatomo-Patoldgico:

Dosagem Laboratorial
Soro Liquido peritoneal

Leptina
IL-6
TNF-o

Anexo V — Estadiamento das lesdes de endometriose - ASRM
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American Society for Reproductive Medicine
Revised Classification of Endometriosis.

Fatient's Name — Date.
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To Be Used with Normal To Be Used with Abnormal

Tubes and Ovaries | Tubes and/or Ovaries
L . [
: R s R
i W
7, T

Anexo VI — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Botucatu — UNESP



ALEAOS

a
4 Universidade Estadual Paulista
wv
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n® - Botucatu — S.P
CEP: 18.618-970

Fone/Fax. (0xx14) 3811-6143 Registrado no Ministério da Satide em 30 de
e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br abril de 1997

Botucatu, 07 de marco de 2.005 OF.232005-CEP

lustrissimo Senhor

Prof. Dr. Rogério Dias

Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Prof. Rogério

De ordem da Senhora Coordenadora deste CEP, informo que o Projeto de Pesquisa
“Correlagdo dos aspectos viodeolaparoscopicos, histopatligicos na endometriose perifoneal
minima e leve associada a infertilidade”, de autoria de Mauro Fernando Kiirten Thlenfeld,
orientado por Vossa Senhoria , recebeu do relator parecer favordavel, aprovado em reunido de
07 de mar¢o de 2.005.

Situagdo do Projeto: APROVADC)

Alberto Santos Capelluppi
Secretario do CEP
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Anexo VIl — Justificativa de alteracao no titulo do projeto de pesquisa

UNEeSP UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE BOTUCATU
EVISAD TECHIGA ACADEMICA FACULDADE DE MEDICINA

Segac de Pés-Graduagio

BOTUCATU, SP - RUBIAQ JUNIOR - CEP 18.618-970 - PABX (0xx1 4) 3811-6022

JUSTIFICATIVA DE ALTERACAO NO TITULO DO PROJETO DE PESQUISA

Declaramos que o Projeto de Pesquisa “Correlacéo dos aspectos videolaparoscépicos,
histopatoldgicos na endometriose peritoneal minima e leve associada 2 infertilidade”,
aprovado pelo CEP em 07/03/2005, teve seu titulo alterado para ‘Deferminacéo de
citocinas no diagndstico laboratonial da endometriose peritoneal minima e leve” sem
nenhuma alteragdo no seu conteudo metodolégico da época de apresentacdo para
analise do CEF.

A presente alteragdo foi efetuada somente para adequag&o do titulo da Tese de

Doutorado.

Botucatu, 25 de junho de 2007,
i -
s Hfﬁm.’(jézﬁ j«{é&%ﬁé{‘.—,-
Nome/Assinatura do(a) afunoé) Mauro Fernando Kiirten Ihlenfeld.

r

~
Nome/Assinatura ) orientador (a) ?mf. Adj. Rogério Dias

Programa de Pés Graduag&o em Ginecologia, Obstetricia e Mastologia - FMB

OBS.: Preencher formulirio em 2 vias e protocolar no respectivo CEP

Comid de Enca em Pesguud
L do dle E1ca cm Exp

-Rﬂlehi aos ;'2_5_“' _0_{0" gz-

Capelluppt
ﬂ:::ﬂ% PACEEA

il




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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