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RESUMO

Dias Junior JA. Avaliacdo do percentual de células Natural Killer e de auto-
anticorpos em sangue periférico de pacientes com endometriose pélvica
[tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2010. 95p.

Objetivo: o objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia de auto-
anticorpos e a dosagem da concentragao de ceélulas Natural Killer (NK) no
sangue periférico em pacientes com endometriose. Métodos: Entre
dezembro de 2004 e dezembro de 2007 foram avaliadas 155 pacientes
submetidas a videolaparoscopia, divididas em um grupo sem
endometriose(n=55) e outro com endometriose (n=100). Foi coletada
amostra de sangue periférico de todas as pacientes no momento da
laparoscopia e nessa amostra foi realizada a quantificacao do percentual de
células NK em relagao aos linfécitos periféricos (por citometria de fluxo), e a
determinagao dos seguintes auto-anticorpos: anticorpos antinucleares (ANA,
por imunofluorescéncia indireta), anticorpos antitireoglobulina e
antiperoxidase (anti-TG e anti-TPO, por eletroquimioluminescéncia),
anticorpos anticardilipina e antifosfatidilserina (aCL e aPS IgG, IgM e IgA,
todos por ensaio imunoenzimatico). Além da presenca de endometriose,
essas pacientes também foram avaliadas quanto ao estadiamento, os locais
de doenca, relagdes com a fase do ciclo, e a classificagao histologica dessa
doenca. Resultados: as pacientes com endometriose apresentaram
percentual de células NK (média + DP de 15,3 + 9,8%) superiores aquelas
sem a doenca (média +DP de 10,6 +5,8%), p<0,001. Quanto aos auto-
anticorpos, as portadoras de endometriose também apresentaram
positividade para ANA mais frequentemente (33%) que as pacientes do
grupo controle (12,7%), p=0,006. Quanto aos anti-TG, anti-TPO, anti-CL
(IgG, IgM e IgA) e aPS ( IgG, IgM e IgA), ndo houve diferengas estatisticas
quanto a sua positividade. As células NK também mostraram-se mais
elevadas nas protadoras de endometriose em estadios avancados e
naquelas com comprometimento de retossigméide, grupo no qual
encontramos o maior percentual de células NK com concentragdo meédia de
19,8 +10,3%. Concentragdes de células NK = 12,5% podem ser usadas
como marcadores de endometriose em retossigmoide, com sensibilidade de
73% e especificidade de 65%. Utilizando-se de um modelo estatistico de
probabilidades, demonstramos que associagdo desse marcador (NK =
12,5%) com a presencga de sintomas como dor e/ou sangramento intestinal
durante a menstruacdo nos possibilitou estimar uma probabilidade de
comprometimento de retossigmoide de 60,4%. Conclusées: pacientes com



endometriose apresentam maior concentragdo de células NK periféricas,
além de maior prevaléncia de ANA positivo em relacdo aquelas sem
endometriose. As células NK aumentam nas pacientes com endometriose
predominantemente nos estadios avangados, com comprometimento de
retossigmoide. Nesse sentido poderiam ser utilizadas como marcadores
diagnosticos desse tipo de comprometimento da doencga, principalmente se
forem avaliadas em conjunto com os sintomas das pacientes.

Descritores: 1.Endometriose 2.Células Natural Killer 3.Auto-anticorpos
4 Marcadores biologicos



SUMMARY

Dias Junior JA. Evaluation of the percentage of natural killer cells and
autoantibodies in the peripheral blood of patients with pelvic endometriosis
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2010. 95p.

Objectives: The objective of this study was to evaluate the prevalence of
autoantibodies and the percentage of natural killer (NK) cells in the
peripheral blood of patients with endometriosis. Methods: Between
December 2004 and December 2007, 155 patients submitted to
videolaparoscopy were evaluated. Patients were divided into two groups:
one group of women without endometriosis (n = 55) and another in which all
the women had endometriosis (n = 100). Samples of peripheral blood were
collected from all the patients at the time of laparoscopy and flow cytometry
was used to determine the percentage of NK cells in relation to peripheral
blood lymphocytes in these samples. In addition, the following
autoantibodies were measured: antinuclear antibodies (ANA) by indirect
immunofluorescence, anti-thyroglobulin  and anti-thyroid peroxidase
antibodies (anti-TG and anti-TPO) by electrochemiluminescence, and
anticardiolipin and anti-phosphatidylserine antibodies (aCL and aPS IgG, IgM
and IgA), all performed using immunoenzymatic assay. In addition to the
presence of endometriosis, these patients were also evaluated with respect
to staging, to the sites of the disease, any association with the phase of the
menstrual cycle and the histological classification of the disease.
Results: The patients with endometriosis had a higher percentage of NK
cells (15.3 £ 9.8%; mean £ SD) compared to those without the disease (10.6
t 5.8%; mean = SD), (p<0.001). Evaluation of the autoantibodies showed
that positivity for ANA was more common in the group of patients with
endometriosis (33%) compared to the patients in the control group (12.7%),
(p = 0.006). With respect to anti-TG, anti-TPO, aCL (lgG, IgM and IgA) and
aPS (IgG, IgM and IgA), no statistically significant differences were found
between the groups of patients with or without endometriosis. NK cell
concentrations were also found to be higher in patients with advanced stages
of endometriosis and in those in whom the rectosigmoid was affected by the
disease, this being the group in which the highest percentage of NK cells
was found, with mean concentrations of 19.8 + 10.3%. NK cell
concentrations = 12.5% may be used as markers of endometriosis of the
rectosigmoid, with sensitivity of 73% and specificity of 65%. Using a
statistical model of probability, these findings showed that the association of
this marker (NK = 12.5%) with the presence of symptoms such as pain



and/or intestinal bleeding during menstruation permitted an estimation to be
made of a likelihood of 60.4% of rectosigmoid endometriosis.
Conclusions: Patients with endometriosis have higher percentages of
peripheral NK cells, as well as a greater prevalence of positive ANA
compared to those without endometriosis. The concentration of peripheral
NK cells increases in patients with endometriosis, predominantly in patients
with advanced stages of the disease and those in whom the rectosigmoid is
affected. Therefore, the concentration of NK cells in peripheral blood could
be used as a diagnostic marker of this type of endometriosis, particularly
when evaluated together with patients’ symptoms.

Descriptors: 1.Endometriosis  2.Natural Killer cells  3.Autoantibodies
4 .Biological markers
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1 INTRODUGAO

A endometriose é uma doenga que compromete 10-15% das
mulheres na menacme, caracterizada pelo desenvolvimento de tecido
endometrial (epitélio glandular e/ou estroma) em localizagao extra-uterina,
normalmente nos ovarios e peritbnio pélvico e mais raramente em porgdes
dos tratos digestivo e urinario (Giudice e Kao, 2004). Os sintomas mais
freqlentes sao dismenorréia, dispareunia de profundidade, dor pélvica
aciclica, infertilidade, além de sintomas intestinais e urinarios ciclicos
(Bulun, 2009). As portadoras dessa afecgao podem esperar muito tempo
desde o inicio dos sintomas até que se faca o diagndstico, percorrendo
hospitais e consultorios por até 7 anos desde o inicio dos sintomas até que o
diagndstico seja estabelecido (Arruda et al., 2003).

Os implantes de endometriose podem ser em superficiais e
profundos, na dependéncia de apresentarem-se com profundidade de
infiltracdo menor ou maior/igual a 5mm, tendo sido demonstrado que a
doenca profunda relacionada-se a maior intensidade de dor (Cornillie et al.,
1990). Nisolle e Donnez, em 1997, langaram um conceito que dividiu a
endometriose em trés doencas distintas: peritoneal superficial, ovariana e de
septo retovaginal. A doenca peritoneal seria uma doenga superficial com

menos que 5mm de profundidade, a ovariana incluiria os implantes
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superficiais de ovario e os endometriomas. Ja doenca que naquele momento
foi chamada de septo retovaginal, seria aquela que causaria obliteracao do
fundo-de-saco posterior (Nisolle & Donnez, 1997). Hoje denominada doenca
profunda, caracteriza-se por focos de profundidade superior a 5mm
acometendo as regides retro-cervical, para-cervical, septo reto-vaginal,
diversas porgdes do tubo digestivo como retossigmoide, além de ureteres e
bexiga (Chapron et al., 2004).

Dentre as teorias classicas sobre a etiopatogenia da doenca destacam-
se a da menstruacao retrograda (Sampson, 1927) e da metaplasia celémica
(Meyer, 1919). Contudo a presenca de células endometriais viaveis durante
a menstruacao é encontrada em até 90% das mulheres (Halme et al., 1984),
no entanto nem todas desenvolvem a doenga, o que sugere a contribuigcao
de outros fatores para o desenvolvimento da doenca.

Existem evidéncias de que fatores imunoldgicos, inflamatodrios,
genéticos e ambientais tenham importancia nos processos que permitem
que as células endometriais localizadas em ambiente extra-uterino se
implantem e/ou desenvolvam, permitindo o aparecimento da endometriose
(Simoens et al., 2007; Bulun, 2009). Esses fenbmenos poderiam gerar
alteragdes imunes celulares, de substancias como citocinas ou alguns
anticorpos em sangue periférico, 0 que em tese poderia ser usado para se
estabelecer algum tipo de marcador diagndstico para essa afecgéo (Abrao

et al., 1999; Bedaiwy et al., 2002).
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1.1 Consideragdes gerais sobre o sistema imune

O sistema imune consiste numa complexa interagdo entre diferentes
tipos celulares como linfécitos, mondcitos, macrofagos, neutrodfilos, células
natural killer (NK) e substancias secretadas por essas células como
anticorpos (Acs), interleucinas (ILs) e componentes do sistema
complemento. Sua fungdo é identificar e destruir micro-organismos, células
neoplasicas ou que nao sejam da propria pessoa. Classifica-se a resposta
imune em inata e adquirida. A resposta inata caracteriza-se pela auséncia
de necessidade de estimulos ou memoria imunologica prévia, utiliza
barreiras epiteliais, células fagocitarias (neutréfilos, mondcitos, macréfagos),
células que liberam mediadores inflamatérios como o complemento e
citocinas (basodfilos, mastécitos e eosinodfilos) e as células NK para destruir
microorganismos estranhos (Benjamini, 2002).

A resposta imune adquirida é um padrdao de resposta mais
especializado, que envolve a proliferagdao de linfécitos B e T antigeno-
especificos que ocorre quando receptores de membrana dessas células
entram em contato com antigenos estranhos ao organismo, com o objetivo
de otimizar a resposta imune, além de gerar mecanismos de memoria
imunoldgica (Abbas, 2008).

Todas as células do sistema imune apresentam em sua membrana
celular algumas proteinas que sao utilizadas como receptores que norteiam
a resposta imunologica a determinados estimulos. Essas proteinas sao

utilizadas como marcadores fenotipicos, que podem diferenciar os tipos
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celulares, ou seja um grupamento de diferenciacédo, sendo designadas como
Cluster of Differentiation (CD). Os linfécitos humanos podem ser divididos
em 3 principais categorias (Linfécitos T, Linfocitos B e células NK) baseados
nas suas funcdes biolégicas e presenca de determinados antigenos de
superficie (CD), por exemplo, as células NK podem ser caracterizadas
conforme seus antigenos de superficie como (CD3-/CD56+/CD16+),
enquanto outros linfécitos sdo CD3+. Os linfocitos T podem ser classificados
em Linfécitos T Helper ou auxiliadores (CD3+CD4+CD8-) e linfécitos T
supressores ou citotoxicos (CD3+CD4-CD8+). Os linfécitos B apresentam
em suas membranas receptores para proteinas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (CPH) de classe Il além de CD19+ e CD21+ (Delves e
Roitt, 2000a).

A figura 01 ilustra de forma resumida os principais aspectos do
sistema imune. Normalmente, a primeira linha de defesa imunoldgica é
constituida pelos macréfagos e células natural killer (NK), ambos com a
funcdo de destruir sem a necessidade de memoaria imunoldgica as células
alvo ou antigenos estranhos. Cabe a células como os macrofagos destruir
esses elementos, além de processa-los e apresenta-los a linfécitos T fato
que ird deflagrar uma proliferacdao de linfécitos T (Abbas, 2008), com

fungdes que serdo descritas a seguir.
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Macréfagos Antigenos
. s s L]
‘ i @G O@ = Citotoxicidade .... .
e =) .o.o

Processamen Células NK

dos Antigenos
Citotoxicidad

itocinas

Secregéo de
Anticorpos

T citotéxica

Células T CD4+ (helper)  citocinas

Apresentagio
antigénica
para Linfécito T

.0

Células B

Ativagio
Células T CD4++

Figura 1 - Representagao esquematica resumida do sistema imune

Paralelamente aos mecanismos citotoxicos dos macrofagos e das
células NK, os linfocitos B entram em contato com essas células e antigenos
estranhos através de imunoglobulinas de membrana permitindo o
reconhecimento desses antigenos como “proprios” ou “ndo-préprios”.
Gracas a esse reconhecimento, ocorre proliferagao de clones de linfécitos B,
que serdo responsaveis pela producéo de anticorpos (Delves e Roitt, 2000a).
Esses por sua vez, otimizam a resposta imune, quer seja inativando
antigenos soluveis, quer seja facilitando a fagocitose dos macréfagos, quer
seja estimulando respostas imunes mediadas por anticorpos em células
NK. Esse tipo de resposta imune é chamada de resposta imune humoral

(Abbas, 2008).
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Os anticorpos sao proteinas (imunoglobulinas) secretadas pelos
linfocitos B com duas cadeias leves e duas cadeias pesadas de
aminoacidos. Gragas a conformacdo das cadeias pesadas, podemos
classificar essas substancias como imunoglobulinas de cinco classes
principais: 1gG, IgM, IgA, IgE e IgE. Cada classe tem mecanismos e locais
de acgdes especificos, sempre com fins de otimizar a resposta imune
(Delves e Roitt, 2000a).

Algumas situagdes clinicas podem levar a produgao de anticorpos
contra antigenos proprios, o que gera uma resposta auto-imune e destruigao
de células proprias, caracterizando assim doengas auto-imunes causadas
por auto-anticorpos. Entre essas doencas podemos citar o lupus eritematoso
sistémico (anticorpos anti-nucleares e contra outras proteinas celulares),
miastenia gravis (anticorpos anti-receptor de acetilcolina) e tireoidite auto-
imune de Hashimoto (anticorpos anti-tiroglobulina e/ou anti-tiroperoxidase)
(Delves e Roitt, 2000b).

A apresentagcdo de antigenos pelos macrofagos aos linfocitos T
ocorre através de proteinas de membrana celular chamadas de Complexo
Principal de Histocompatibilidade (CPH) classificadas como do tipo | e I, e
essa apresentacgao gera proliferacdo dos linfocitos T e produgao de diversas
citocinas (Benjamini, 2002). Os linfécitos T CD8+ estimulados através de
proteinas do CPH tipo | irdo produzir citocinas que tém a capacidade de
estimular a atividade citotoxica dos macrofagos e células NK, além de
destruirem diretamente os antigenos ou células alvo, sendo por isso

chamados de linfécitos T citotoxicos). Ja os linfécitos T CD4+ estimulados
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através da apresentacdo antigénica através de proteinas do CPH tipo Il
produzem citocinas que auxiliam os linfécitos B a produzir anticorpos,
otimizando assim a resposta imune humoral, sendo por isso chamados de
linfocitos T auxiliadores (Delves e Roitt, 2000b).

As células NK sdo uma linhagem de células do sistema imune,
originadas predominantemente na medula éssea de um precursor comum ao
linfécito T e constituem 5-20% da subpopulagédo linfocitaria no sangue
periférico (Abbas, 2008). Sua funcado é a de destruir células infectadas por
virus e células neoplasicas através de liberacdo de substancias como
perforinas e proteases que causam nas células alvo necrose ou apoptose.
Além disso as células NK secretam citocinas inflamatérias como o interferon
gama, que ativa os macréfagos, aumentando sua capacidade de fagocitose.
Fenotipicamente as células NK caracterizam-se como CD3- CD16+ CD56+,
existindo ainda alguns autores que utilizam o CD57+ no lugar do 56 para a
identificacdo dessas células (Delves e Roitt, 2000a).

Essas células reconhecem seus alvos de duas maneiras. O mecanismo
de reconhecimento mais importante, que € caracteristico das células NK, é o
de receptores de membrana semelhantes a imunoglobulinas chamados Killer
Imunoglobulin-like receptor (KIR) que podem ser ativadores e inibidores (killer
imunoglobulin-like-activating receptor e killer imunoglobulin-like-inhibitory
receptor). Os KIRs ativadores da células NK reconhecem moléculas
presentes na superficie de todas as células nucleadas, enquanto os
receptores inibidores reconhecem moléculas do CPH Classe |, as quais

também estédo presentes em todas as células nucleadas (Moretta et al., 1995).
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Assim, ao entrar em contato com as células de nosso organismo, as células
NK gracas aos seus receptores ativadores irdo destruir essa célula, no
entanto, se o receptor inibitério for ativado, gracas a presenca do CPH-I nédo
havera destruicdo. Esses receptores inibitorios reconhecem as células como
proprias € normais gragas ao contato com as moléculas da classe | do CPH
expressas nessas células (Moretta et al., 2002). Todas as células nucleadas
humanas expressam moléculas do CPH Classe |, mas perdem essa
capacidade ao serem infectadas por virus ou ao sofrerem transformacoes
neoplasicas. Por ndo expressarem essas proteinas, acabam nao ativando os
receptores inibitorios das células NK e com isso as células NK acabam
destruindo essas células proprias “modificadas”, gragas ao contato pelos KIRs
ativadores (Delves e Roitt, 2000a).

No segundo mecanismo de agado das ceélulas NK, elas possuem
receptores onde se ligam a Imunoglobulina G (IgG), o que permite que as células
NK se adiram a antigenos reconhecidos por esses anticorpos; esses receptores
séo identificados como CD16 e esse tipo de resposta imune é chamada de
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (Moretta et al., 2002).

Além da regulacdo mediada pelos receptores ativadores, inibitorios e
relacionados aos anticorpos, as células NK podem ser ativadas através de
estimulos diretos pelas citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 e por altas
concentragdes de IL-2 (Delves e Roitt, 2000a). A principal citocina efetora
produzida pelas células NK é o interferon gama (IFN-gama), que aumenta a
atividade da propria célula NK além de estimular a atividade fagocitica de

macrofagos (Abbas, 2008).
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1.2 O sistema imune e suas relagoes com a endometriose

A endometriose é associada a alteracdes do sistema imune inato e
adquirido, tanto nos componentes humoral quanto celular (Lebovic et al.,
2001). Nos anos 80, Weed e Arquembourg foram os pioneiros em propor a
participacdo do sistema imune nas pacientes com endometriose; estudando
o bindmio infertilidade e endometriose com a hipétese de que nas pacientes
com endometriose, os endometriomas funcionariam como antigenos, que
causariam resposta auto-imune, com produgdo de auto-anticorpos contra
antigenos endometriais e do complemento, elementos que se depositariam a
distdncia, no endométrio tépico das portadoras da doenca (Weed e
Arquembourg, 1980). Na mesma década estudou-se macacas Rhesus com
e sem endometriose, detectando-se diminuicdo da resposta imune celular
nas macacas portadoras de endometriose (Dmowski et al., 1981). Desde
entdo, diversos autores tém se dedicado ao estudo da participagao do papel
do sistema imune na endometriose, postulando-se que através da
menstruacao retrograda, as células endometriais penetrariam na cavidade
peritoneal e gracas a disfungdes imunoldgicas ocorreria desenvolvimento
destas células, formando o foco inicial da doenca (Harada et al., 2001;
Bulun, 2009).

Em 1988, Hill et al. caracterizaram os tipos de leucdcitos encontrados
no sangue e fluido peritoneal de 33 pacientes com endometriose
comparadas com 9 pacientes com infertiidade sem causa aparente e 8

pacientes férteis. Esses autores ndo encontraram diferengas nos subtipos de
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leucdcitos (macrofagos, linfocitos B, linfécitos T e células NK) no sangue
periférico das pacientes com ou sem endometriose. No liquido peritoneal
foram encontrados mais macréfagos e células NK nas portadoras de
endometriose, independentemente do estadiamento (Hill et al., 1988).

Além de elementos celulares, substancias como citocinas e auto-
anticorpos vém sendo estudados tanto no sangue periférico quanto no
liguido peritoneal e os resultados quanto a suas quantificacbes e
prevaléncias sao conflitantes (Barcz et al., 2000; Podgaec et al., 2007).
Iremos nos concentrar nos estudos que avaliaram as relagbes entre as
células NK e os principais fendbmenos auto-imunes mediados por anticorpos

nas pacientes com endometriose.

Células Natural Killer

As células NK participam ativamente dos mecanismos imunes frente
as células endometriais regurgitadas para a cavidade peritoneal. O primeiro
estudo publicado em lingua inglesa sobre o comportamento das células NK
em pacientes com endometriose foi realizado na Bélgica. Em 1991,
Oosterlynck e colaboradores publicaram um interessante trabalho no qual
avaliaram o percentual de células NK em relagcao a subpopulacéo linfocitaria
em sangue periférico, além de avaliar a citotoxicidade das mesmas em
relacdo ao endométrio topico dessas pacientes. Para isso avaliaram 34
pacientes, submetidas a videolaparoscopia por dor e/ou infertilidade,
divididas segundo os achados laparoscopicos em 24 com endometriose e 10

pacientes sem endometriose. Inicialmente os autores avaliaram por
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citometria de fluxo o percentual de células NK no sangue periférico,
encontrando 17.1% e 18.1% de NK entre os linfocitos circulantes nos grupos
sem e com endometriose, sem encontrar diferenca estatistica. Ao avaliar a
citotoxicidade in vitro os autores notaram que as células NK foram
responsaveis pela lise de células endometriais e que a citotoxicidade das
células NK periféricas das pacientes com endometriose era menor que as do
grupo controle, e que quanto maior o estadiamento, menor a capacidade
citotoxica das células NK (Oosterlynck et al., 1991). Esse mesmo grupo
relatou diminuigao da atividade das ceélulas NK também no liquido peritoneal
das portadoras de endometriose(Oosterlynck et al., 1992).

Tanaka et al. em 1992 também realizaram estudo avaliando a
citotoxicidade das células NK periféricas, sem avaliar o percentual de células
NK em sangue periférico. A citotoxicidade das células NK periféricas foi
avaliada contra células alvo obtidas de pacientes com leucemia mieldide,
chamadas de células humanas K562 (diferentemente do estudo de
Oosterlynck de 1991, que estudou a citotoxicidade contra células
endometriais tépicas). Além disso, os autores também avaliaram as
repercussdes do soro de pacientes com endometriose sobre um ensaio de
citotoxicidade realizado entre células NK de doadores higidos e as mesmas
células alvo K562. Ficou demonstrada uma diminuicdo estatisticamente
significativa da citotoxicidade das células NK no grupo de pacientes com
endometriose. Além disso, 0 soro de pacientes com endometriose foi capaz
de inibir a acéo citotoxica de células NK de maneira significativa em relagéao

ao soro de pacientes sem endometriose (Tanaka et al., 1992).
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Iwasaki et al., (1993) realizaram quantificacgdo de células
mononucleares no sangue periférico e no liquido peritoneal em 45
pacientes, das quais 19 com endometriose demonstrando um aumento
significativo da concentragcao dessas no liquido peritoneal das pacientes com
endometriose. Ao avaliar os subtipos de células mononucleares, detectou-se
um aumento significativo de linfocitos T supressores e diminuigao
significativa de linfécitos T citotoxicos nas pacientes com endometriose,
tanto no sangue quanto no liquido peritoneal. Ao se determinar a
subpopulacao linfocitaria, quanto as células NK ficou demonstrado um
percentual de células NK elevado nas pacientes com endometriose em
relacdo ao grupo controle, mas sem atingir significancia estatistica tanto no
liquido peritoneal (21,3+9,0 x 17,8 £9.9, respectivamente), quanto no sangue
periférico, onde o percentual de células NK foi de 23.3+9.6 nas portadoras
de endometriose e de 18.6 £8.9 no grupo controle. (lwasaki et al., 1993).

Kikuchi et al., (1993) avaliaram o percentual de células NK no sangue
periférico de 10 pacientes com endometriose comparando com 10 pacientes
com miomas e 9 mulheres higidas. Esses autores encontraram uma
diminuicdo do percentual das células NK nas pacientes com endometriose
(Kikuchi et al., 1993).

Assim, nao existe consenso sobre a quantificacdo de células NK em
relacdo aos linfécitos no sangue e liquido peritoneal. Por outro lado, a
diminuicdo da atividade das células NK foi sistematicamente comprovada
pelos estudos citados acima, assim como por outros estudos publicados

(Kanzaki et al., 1992; Hirata et al., 1994). Os motivos da diminuicdo da
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atividade citotoxica das células NK seriam uma expressdo aumentada de
receptores KIR inibitérios nas células NK (Maeda et al., 2002), assim como
um aumento da expressao de moléculas de CPH classe | no endométrio
tépico e ectopico das pacientes com endometriose(Semino et al., 1995)
(Vernet-Tomas Mdel et al., 2006).

Mais recentemente as células NK foram avaliadas em pacientes com
endometriose, agora buscando utilizar ensaios que demonstrassem a
diminuigao da citotoxicidade como marcadores diagnosticos. Nesse sentido,
foi realizado um estudo piloto que avaliou 58 portadoras de endometriose e
25 pacientes de um grupo controle; ao encontrar uma diminuicdo na
producado da citocina interferon gama pelas células NK apds exposigao
dessas ao soro de pacientes com endometriose, esses autores relataram
que a diminuicdo da atividade das células NK poderia ser usada como
ferramenta diagnostica para endometriose sem calcular a acuracia desse

método para o diagndstico da endometriose (Bohler et al., 2007).

Imunidade Humoral

Nas portadoras de endometriose, paralelamente a diminuigdo da
efetividade da resposta imune celular citotoxica (gragas a diminuicdo da
atividade de células NK e linfécitos T citotoxicos), parece ocorrer um
aumento da atividade de linfécitos B, com consequente aumento de
producdo de auto-anticorpos (Yeaman et al.,, 2002). Os dois primeiros
estudos que observaram maior prevaléncia de anticorpos contra antigenos

endometriais detectados no soro, liquido peritoneal, no tecido endometrial
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tépico e ectdpico portadores de endometriose pélvica foram realizados na
década de 80 (Mathur et al., 1982; Mathur et al., 1988), demonstrando assim
a participagao da imunidade humoral na doencga, tanto a nivel local quanto
sistémico.

Em 1985, Grimes e colaboradores realizaram um interessante estudo
caso-controle avaliando 109 pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico
(LES) e 109 mulheres escolhidas randomicamente na instituigdo, sem
diagnostico de Lupus. Esses autores descreveram um aumento de duas
vezes no risco de desenvolver LES nas portadoras de endometriose, sem
atingir significancia estatistica, além do fato de que as mulheres submetidas a
histerectomia ou laqueadura tubaria tinham um efeito protetor sobre o risco de
desenvolvimento do LES; os autores indagaram assim a eventual participacao
da menstruacéao retrograda como co-fator de risco para o desenvolvimento de
fendbmenos auto-imunes como o LES (Grimes et al., 1985).

Kennedy et al., (1989) avaliaram 40 pacientes com endometriose e 65
pacientes presumidamente sem a doencga (por ndo apresentarem sintomas),
com objetivos de estudar a prevaléncia alguns auto-anticorpos; esses
autores demonstraram maior prevaléncia de anticorpos anticardiolipina (IgG)
nas portadoras de endometriose (7,5%) em relacdo ao grupo controle
(nenhum caso). Nao houve diferengas estatisticas relacionadas ao
estadiamento da doencga. Para isso, os autores estabeleceram que a amostra
seria positiva se ultrapassasse 4 desvios padrao da média das cardiolipinas
da populagdo controle (Kennedy et al.,, 1989). Esses resultados foram

semelhantes aos publicados por outro grupo em 1991 (Kilpatrick et al., 1991).
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Outros anticorpos como anticorpos antinucleares (ANA), anticoagulante
lupico também foram encontrados em maior prevaléncia nas portadoras de
endometriose (Kim et al., 1997).

Ao avaliar 112 pacientes portadoras de endometriose operadas no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (HCFMUSP), foi
observada prevaléncia de 41% de positividade para ANA ( titulo de 1/80 ou
mais). Esse estudo mostrou ainda nado haver diferencas quanto ao
estadiamento ou sintomas como infertilidade nas pacientes com
endometriose na dependéncia da presenga ou ndo desses auto-anticorpos,
sugerindo que a presencga desses auto-anticorpos seria um epifendbmeno,
sem relagdes com a gravidade da doencga (Dias et al., 2006).

Reacdes auto-imunes contra a glandula tiredide também foram
estudadas nas pacientes com endometriose. A avaliagdo de anticorpos
antitiroperoxidase (Ac Anti-TPO) de 438 pacientes inférteis por diferentes
fatores foi comparada com a de 100 mulheres férteis com idade semelhante.
Foram encontradas prevaléncias semelhantes desses auto-anticorpos nos
dois grupos, no entanto, ao se dividir o grupo de pacientes inférteis segundo
a causa da infertilidade, notou-se que o grupo de pacientes inférteis com
endometriose apresentava prevaléncia estatisticamente superior desses
anticorpos em relagdo ao grupo controle (29% x 8%, p=0,016); esses
autores demonstraram ainda que o risco relativo de uma paciente com
infertilidade por endometriose apresentar positividade para o Ac anti-TPO
era de 3.57, com intervalo de confianga variando de 1,09 a 11,8 (Poppe et

al., 2002). Resultados semelhantes haviam sido publicados por (Gerhard et
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al., 1991), ao estudarem 185 pacientes inférteis nas quais avaliaram a
presenca de anticorpos antitiroglobulina (Ac Anti-TG) e de Ac Anti-TPO.
Esses autores relataram uma prevaléncia de 44% de endometriose nas
pacientes com presenga desses auto-anticorpos, ao passo que apenas 8%
das pacientes que apresentavam-se sem a presengca desses tinham
endometriose.

Por outro lado, em nosso pais, pacientes com endometriose pélvica
apresentaram prevaléncia de Ac anti-TPO e/ou Ac anti-TG semelhantes a
um grupo controle. Essa conclusao foi obtida ao se estudar 148 pacientes
com confirmacao cirurgica de endometriose, comparadas com 154 pacientes
de um grupo controle. Vale ressaltar que o grupo controle desse estudo foi
composto por pacientes sem sintomas de endometriose, que no entanto nao
foram submetidas a video-laparoscopia para a efetiva exclusdo da doenca
(Petta et al., 2007).

Gragas as publicagdes demonstrando maior prevaléncia de auto-
anticorpos em pacientes com endometriose levantou-se duas hipéteses: a
presenca desse auto-anticorpos seria um epifendmeno ou a endometriose seria
uma doenga auto-imune por apresentar uma série de caracteristicas comuns a
este tipo de doenga como ativagao policlonal de células B, anormalidades
imunoldgicas nas fungdes das células T e B, dano tecidual, envolvimento de
diversos o6rgaos, possivel ocorréncia familiar com base genética associada
além da presenca de uma série de auto-anticorpos para uma variedade de
fosfolipides, histonas e polinuclecotideos (Gleicher et al., 1987). No entanto, até

os dias atuais, nenhum auto-anticorpo conseguiu ser evidenciado como
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marcador especifico para endometriose, além de nenhum estudo ter provado a
manifestagdo da endometriose em animais normais apods transferéncia de
imunoglobulinas séricas ou tecidos afetados de cobaias doentes, o que definiria
uma doencga auto-imune real (Nothnick, 2001).

Com base nestas informacdes, o que permitiia o implante de
endométrio na cavidade peritoneal das portadoras de endometriose, seria a
diminuicdo do poder de citotoxicidade das células NK contra esse tecido
ectopico. Esse fato estaria associado a um processo inflamatério, com
alteragbes no padrao de secregao de algumas citocinas, e paralelamente a
isso, as pacientes com endometriose peélvica demonstrariam maior produgao
de auto-anticorpos. Assim, o presente estudo se propde a avaliar de maneira
conjunta a prevaléncia de auto-anticorpos e a concentragéo de células NK
no sangue periférico, avaliando assim fendmenos imunoldgicos sistémicos
relacionados a endometriose e a eventual utilizacdo desses fendmenos

como marcadores diagnosticos de endometriose em suas diversas

apresentacgoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Principal

Avaliar no sangue periférico o percentual de células NK em relagao
ao numero total de linfocitos e a presenca de anticorpos antinucleares,
antitiroglobulina, antitiroperoxidase, anticardiolipinas (IgG, IgM, IgA) e

antifosfatidilserina (IgG, IgM e IgA) em pacientes com e sem endometriose .

2.2 Secundarios

2.2.1) Relacionar em pacientes com e sem endometriose, as dosagens
séricas das células NK e a presenca dos auto-anticorpos acima citados com:
e estadiamento da American Society for Reproductive Medicine
(ASRM, 1997)
¢ J|ocais de acometimento da endometriose;

¢ classificagdo histolégica da endometriose;

2.2.2) avaliar a aplicagao da dosagem destas substancias no diagndstico da

endometriose.
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3 METODOS

Realizamos um estudo transversal, avaliando 155 pacientes
consecutivas submetidas a videolaparoscopia no periodo de dezembro de
2004 a dezembro de 2007, as quais foram divididas em grupo com (n=100) e
sem (n=55) endometriose pélvica.

Em decorréncia das diversas avaliagdes a que nos propusemos no
presente estudo, além da discrepancia nos resultados encontrados na
literatura, optamos por realizar um estudo exploratério no qual o total de
pacientes participantes foi determinado baseando-se na possibilidade de
realizar esse numero de procedimentos cirurgicos no periodo do trabalho.
Ao final do estudo calculamos o poder estatistico da amostra para os
resultados encontrados.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(Anexo 1) e todas as pacientes leram e assinaram o termo de consentimento
pos-informagao (Anexo 2). A Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo (FAPESP) possibilitou a realizagdo do presente estudo (Processo

05/01218-3).
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3.1 Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusédo para o grupo de pacientes com endometriose
foram: idade entre 18 e 40 anos; confirmacgao histolégica da doencga nos
espécimes obtidos durante a cirurgia. Para o grupo controle, os critérios de
inclusdo foram: idade entre 18 e 40 anos e auséncia de confirmacao
laparoscopica ou anatomopatologica (quando realizada biopsia de lesao
suspeita) de endometriose.

Os critérios de exclusao para ambos os grupos foram: presenca
de diagnostico de neoplasias malignas; presenga de doengas auto-
imunes conhecidas; diagndstico de processos infecciosos nos 3 meses
antecedentes ao procedimento cirurgico; sinais clinicos ou laboratoriais
de insuficiéncia ovariana; utilizacdo de terapéutica hormonal nos 3
meses antecedentes ao procedimento cirurgico (analogos mensais do
GnRH, progestégenos e contraceptivos hormonais) ou utilizacdo de
analogos trimestrais do GnRH nos 6 meses antecedentes ao
procedimento.

Doencas neoplasicas, infecciosas ou auto-imunes foram excluidas
por anamnese dirigida e quando necessarios, exames de imagem ou

laboratoriais foram utilizados.
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3.2 Dinamica do estudo

A figura 2 esquematiza a dinamica do estudo. Inicialmente 167
pacientes foram avaliadas e tiveram historia clinica, exame fisico, e exames
complementares (ultrassonografia pélvica e /ou transvaginal com preparo
intestinal, ressonancia magnética ou ecocolonoscopia) realizados conforme
indicacéo clinica. Tal rotina obedecia a propedéutica clinica para suspeita de
endometriose e indicacdo de video-laparoscopia realizadas no Setor de
Endometriose do HCFMUSP. A video-laparoscopia foi indicada em
pacientes sintomaticas (dor e/ou infertiidade) quando a paciente
apresentava indices de CA 125 superiores a 100 U/ml ou método de
imagem (ultrassom ou ressonancia magnética) sugestivos de endometriose,
na forma de endometriomas ovarianos ou doenga profunda. Nas pacientes
com dor, o procedimento cirurgico também foi indicado mesmo na auséncia
dos fatores citados acima, naqueles casos em que essas pacientes nao
apresentassem melhora dos sintomas apds seis meses de tentativas de
tratamento clinico com uso de contraceptivos hormonais orais combinados

e/ou antiinflamatorios.

Dessas 167 pacientes, quatro nao foram submetidas a
videolaparoscopia por razdes pessoais (desistiram de operar) e duas por
terem engravidado. Foram entdo submetidas a videolaparoscopia 161
pacientes, das quais 6 foram excluidas por ndo preencherem os critérios de
inclusdo ou exclusao (3 por idade superior a 40 anos, 2 por terem referido

febre (temperatura 237,8°C) nas semanas anteriores ao procedimento
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cirurgico, 1 por apresentar sinais de salpingite aguda, com exsudato

purulento perianexial).

Imediatamente antes da anestesia, foram colhidos 15ml de sangue
periférico que foram distribuidos em um tubo seco e em um tubo contendo
EDTA (acido etilenediaminotetraacetico). A paciente foi submetida a
laparoscopia, seguindo a rotina habitual do servigo e nessa data foi anotado
o dia do ciclo menstrual em que a paciente se encontrava.

A laparoscopia separou os dois grupos de estudo: o grupo com
endometriose, com confirmacao histolégica das amostras teciduais das
areas suspeitas, e o grupo controle no qual descartou-se a presenga dessa
doenca.

Ambos os tubos foram imediatamente transportados para o
laboratério onde a determinagao da concentragcdo das células Natural Killer
(NK) foi realizada no mesmo dia da cirurgia no material transportado no tubo
com EDTA. O restante do material (tubo seco) foi centrifugado, aliquotado
e congelado em freezer a -80°C. Depois de estocado, o mesmo foi
descongelado apenas apds a coleta completa de todos os dados, para
realizacdo das dosagens de ANA, Ac Anti-TG, Ac anti-TPO, anticorpos
anticardiolipina 1gG, IgM e IgA (aCL-G, aCL-M, aCL-A) e anticorpos

antifosfatidilserina IgG, IgM e IgA (aPS-G, aPS -M, aPS -A).
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Suspeita Clinica de
Endometriose
n=167
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Figura 2 - Dindmica do estudo

3.3 Quadro clinico

As pacientes foram questionadas quanto a presenca dos sintomas

mais comumente associados a endometriose, tais como:

a. Dismenorréia: dor em codlica no periodo menstrual, conforme
classificagcao abaixo (Eskenazi et al., 2001)
e Leve, quando a paciente referiu dor que melhorou sem

utilizagcdo de medicagao analgésica;



Métodos 24

e Moderada, quando a paciente referiu dor que melhorou com
uso de analgésicos;

e Severa, quando a paciente referiu que a dor ndo melhorou
completamente com analgésicos, mas ndo a impediu de
exercer suas atividades habituais;

e Incapacitante, quando a paciente referiu que a dor ndo
melhorou e a impediu de exercer suas atividades habituais.

Para melhor avaliacdo das pacientes com sintomas mais

significativos, consideramos a dismenorréia de intensidade severa ou

incapacitante.

b. Dispareunia de profundidade: dor pélvica e/ou relatada como
localizada no fundo da vagina que ocorresse durante a relagao

sexual,

c. Dor pélvica aciclica: dor pélvica sem relagdo com o ciclo menstrual
por pelo menos seis meses, sem melhora com a utilizagdo de

analgésicos.

d. Infertilidade: tentativa de engravidar em casal possuindo vida
sexual ativa sem utilizar método contraceptivo por pelo menos um
ano. Pacientes sem parceiros sexuais no momento do estudo ou

que nunca haviam tentado engravidar, ou que porventura
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estivessem usando métodos contraceptivos naturais ou de barreira

foram classificadas como “sem tentativa”.

e. Sintomas intestinais ciclicas: dor a evacuacao, incluindo puxo ou
tenesmo ou ainda sangramento nas fezes durante o periodo

menstrual.

f. Sintomas urinarios ciclicos: sintomas urinarios durante o periodo
menstrual incluindo disuria, hematuria, polaciuria e urgéncia

miccional.

3.4 Estadiamento da Endometriose

As pacientes com endometriose foram estadiadas durante o
procedimento cirurgico pelo critério da American Society for Reproductive
Medicine revisado em 1996 em estadios de | a IV (Figura 3)

(ASRM, 1997).
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Estadio | (minima): 1-5 Estadio Il (leve): 6-15
Estadio lll (moderada): 16-40 Estadio IV (severa): > 40
ENDOMETRIOSE <lcm 1-3cm >3cm
. Superficial 1 2 4
PERITONIQ
Profunda 2 4 6
D superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20
OVARIO
E superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20
OBLITERECAO DO FUNDO Parcial Completa
DE SACO POSTERIOR 4 40

ADERENCIAS < 1/3 Envolvido 1/3 - 2/3 Envolvidos > 2/3 Envolvidos
D Velamentosa 1 2 4
OVARIO
Densa 4 8 16
E Velamentosa 1 2 4
Densa 4 8 16
D Velamentosa 1 2 4
TROMPA Densa 4 8 16
E Velamentosa 1 2 4
Densa 4* 8* 16

* Se as fimbrias tubarias estiverem totalmente envolvidas por aderéncias, mude o escore para 16.

E Usar em caso de trompas

W

7\

D

E Usar em caso de trompas D

7 \

7\

Figura 3 - Classificagdo da American Society for Reproductive Medicine

revisada em 1996, extraida do texto original
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3.5 Endometriose: locais de doencga e classificagao histolégica

As pacientes com endometriose foram avaliadas quanto a presenca
de focos de doenca em peritbnio, ovario e/ou em localizagao infiltrativa
profunda (nas regides retrocervical, cupula vaginal, retossigmoide, ureteres
e bexiga e outras porgdes do tubo digestivo, como ileo e apéndice),

conforme podemos observar exemplos nas figuras 4, 5 e 6.

a - Foto de videolaparoscopia em paciente com endometriose peritoneal superficial em ligamento Utero-sacro esquerdo;
b) exérese de lesdo peritoneal superficial em reflexdo vésico-uterina.

Figura 4 - Fotos de videolaparoscopia em pacientes com endometriose

peritoneal superficial
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a - Foto de videolaparoscopia em paciente com endometrioma ovariano bilateral e bloqueio parcial de fundo de saco
posterior; b) exérese de endometrioma ovariano.

Figura 5 - Fotos de laparoscopia em pacientes com endometriomas

ovarianos

a - Foto de videolaparoscopia em paciente com bloqueio parcial de fundo-de-saco posterior por endometriose profunda
de retossigmoide associada a endometrioma ovariano; b) endometriose de apéndice.

Figura 6 - Fotos de laparoscopia em pacientes com endometriose

profunda intestinal
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A analise histolégica dos tecidos excisados seguiu os padroes da

classificagao (Abrao et al., 2003) que divide a doenga em:

padrdo estromal: presenga de estroma morfologicamente
similar ao do endométrio tépico em qualquer fase do ciclo

(Figura 7a);

padrdao glandular bem diferenciado: quando o epitélio
glandular era composto por células epiteliais com
morfologia indistinguivel dos endométrios tépicos nas

diferentes fases do ciclo menstrual (Figura 7b);

padrdao glandular indiferenciado: presengca de epitélio
glandular sem as caracteristicas morfolégicas vistas no

epitélio endometrial topico (Figuras 7c e 7d);

padrdao glandular misto de diferenciagdo: presenga na
mesma localizagao de epitélios de padrao bem diferenciado

e indiferenciado.
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d B e ] 2 - B R ~ 4
Fotomicrografia optica corada com hematoxilia e eosina de espécimes de endometriose: a)
endometriose com padrio histologico estromal, com aumento de [00x; b) endometriose com
padriao histolégico bem-diferenciado, com aumento de 400; c) endometriose com padrio
histologico indiferenciado ( padrio seroso), com aumento de 400 ; d) endometriose com padrio
histolégico indiferenciado ( padrio mucinoso), com aumento de 400x.

Figura 7 - Fotomicrografias épticas de espécimes com endometriose

Para analise estatistica, os locais de doenga foram categorizados, em
doencga peritoneal (pacientes com focos peritoneais superficiais, sem
doenga ovariana ou profunda), ovariana (pacientes com endometriomas
ovarianos, independentemente da presenca de focos peritoneais superficiais
e sem doenca profunda) e doenga profunda (pacientes com focos
classificados como profundos, independentemente da presenca ou auséncia
de focos peritoneais superficiais ou endometriomas ovarianos. O tipo

histolégico foi dividido em dois grupos para a realizagdo da analise
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estatistica: endometriose com indiferenciagao, quando qualquer dos focos
apresentava tipo histoldgico indiferenciado ou misto; e endometriose sem
indiferenciagcdao, quando em nenhum dos focos foi encontrado os tipos

histoldégicos indiferenciado ou misto.

3.6 Meétodo laboratorial

3.6.1 Células NK

A identificacdo e quantificacdo do percentual das células NK foi
realizada no dia da cirurgia, logo no momento do recebimento do material
através de citometria de fluxo no tubo com EDTA. Antes da analise do
percentual de células NK obteve-se a quantificacdo total e diferencial dos
leucécitos utilizando metodologia automatizada (Sysmex SF3000 — Roche
Diagnosticos®, Brasil), obtendo-se assim o numero absoluto de leucécitos
assim como os linfécitos. ApoOs adicionarmos o sangue ao reagente
comercialmente obtido, chamado BD TriTEST CD3 FITC / CD16+56 PE /
CD45 PerCP (BECTON DICKINSON®, San Diego, Califérnia, Estados
Unidos), com isso, os anticorpos do kit comercial marcados com
fluorescéncia aderem-se aos antigenos especificos de membrana das
células da amostra a ser estudada e ao se avaliar a amostra, o citbmetro de
fluxo obtém o percentual de células marcadas por fluorescéncia. As células

NK foram caracterizadas conforme seus antigenos de superficie como
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(CD3-/CD56+/CD16+) (Figura 8). O citometro de fluxo utilizado foi o
FACSCalibur® (BECTON DICKINSON®, San Diego, Califérnia, Estados
Unidos). Quanto aos resultados obtidos, utilizamos para esse estudo o

percentual de células NK obtidos entre os linfocitos.

Lymph Events 2848
CD3+ %Lymph 80
CD16+56+ %Lymph 5 g
T o
0 ("p]
A 2 5
3 2
o
o

. populagdo de célualas NK (CD16+CD56+)

Opopu]a{;éo negativa para os marcadores

CD3-FITC

C

‘pnpu]a;z‘m de linfocitos T (CD3+)

Legenda: Figura 8A: Total de linfécitos analisados em 10.000 eventos, porcentagem de
linfécitos T e porcentagem de cél. NK. Figura 8B: Populagdo de linfécitos. Figura 8C:
Separacgao dos linfécitos conforme legenda de cores

Figura 8 - Laudo ilustrativo emitido apos citometria de fluxo para
quantificacao de células Natural Killer em citometro de fluxo
FACSCalibur®

3.6.2 Auto-Anticorpos

Todos os auto-anticorpos foram avaliados em conjunto ao final do
estudo. A avaliagdo do ANA foi realizado por imunofluorescéncia indireta
(IF1), utilizando células HEp-2 como substrato (Hemagen®, Columbia,
Maryland, Estados Unidos). A imunofluorescéncia é um método que permite

a localizagdo de um antigeno utilizando um anticorpo marcado com uma
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molécula fluorescente. Microscépios equipados com luz ultravioleta sao
utilizados para visualizacdo dos anticorpos fluorescentes presentes no
espécime. Numa primeira etapa ocorre reagcao entre a amostra da paciente e
um anticorpo especifico ndo marcado, em seguida adiciona-se uma anti-
imunoglobulina marcada com um grupo fluorescente, a qual mostrara a
microscopia a existéncia dos auto-anticorpos. Foram consideradas
“positivas” amostras com titulos de ANA iguais ou superiores a titulacdo de
1/80 (Adams e Mutasim, 2000).

A deteccao dos auto-anticorpos circulantes do tipo IgG, IgM e IgA
dirigidos contra a cardiolipina e fosfatidilserina foi realizada por teste ELISA,
técnica de ensaio imunoenzimatico quantitativo tipo sanduiche. As placas
onde os antigenos de cardiolipina e fosfatidilserina foram desenvolvidas
segundo metodologia previamente descrita (Canoso e de Oliveira, 1988).

Foram realizadas diluicdes das amostras a 1/51 (10ul da amostra/ 500
pl do diluente). As microcavidades de placas contendo antigenos especificos
( CL e FS) foram adicionados 100 pl de cada amostra. Nas amostras com
anticorpos presentes, estes ligavam-se aos antigenos presentes nas placas.
Estas foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente (20 a 25°C).
Procederam-se a quatro lavagens da placa com solugdo de lavagem e
transferiram-se 100 pl de conjugado Anti-lgG ou IgM ou IgA (anti-anticorpo
especifico), utilizando-se pipetador multicanal. As placas foram novamente
incubadas por um periodo de 30 minutos e novamente lavadas. Foram
adicionados 100 pl de Tetrametilbenzidina (TMB-substrato que da cor a

reagdo) a cada cavidade das placas, seguindo-se de incubagdo por 10
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minutos. Foi adicionado acido sulfurico 1N (50 ul) a cada cavidade para a
parada da reacao enzimatica. A leitura foi realizada imediatamente em um
leitor de microplacas a 450 nm. A intensidade da cor esta relacionada a
quantidade de anticorpos presentes na amostra. Para avaliagcéo estatistica de
todas as cardiolipinas e fosfatidilserinas, consideramos como positivos os
concentragbes acima de 40 GPL, MPL e APL para IgG, IgM e IgA
respectivamente(Miyakis et al., 2006).

Vale ressaltar que também foram feitas avaliagcbes para esses
anticorpos utilizando como critério de positividade amostras acima do
percentil 99, assim como a comparacao das medianas e todas as avaliagdes
apresentaram resultados semelhantes. Optamos por demonstrar apenas os
valores como positivo ou negativo na dependéncia dos resultados
apresentarem-se maiores ou menores que 40.

Anticorpos antitiroglobulina (Anti-TG) e antitiroperoxidase (Anti-TPO)
foram avaliados através da técnica de eletroquimioluminescéncia utilizando-se
kits comerciais com antigenos recombinantes e anticorpos monoclonoclonais
(Roche Diagnosticos®, Brasil). Resumidamente, particulas magnéticas
revestidas com estreptavidina sao utilizadas como fase sélida. O primeiro
reagente consiste de tiroglobulina ou peroxidase ligados a biotina. Apds adicéo
do soro do paciente, os anticorpos sado revelados utilizando-se anti-
imunoglobulina humana e revelados por eletroquimioluminescéncia. Conforme
recomendacdes do fabricante, foram considerados positivos anticorpos anti-TG
com concentragées acima de 115 Ul/ml. Para anticorpos anti-TPO, foram

consideradas amostras positivas no caso de concentragdes acima de 34 Ul/ml.
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3.7 Meétodo estatistico

As variaveis categoricas foram analisadas pelo teste qui-quadrado ou
teste exato de Fisher, com nivel de significancia de 5%, considerando dois
grupos inicialmente para comparagao: grupo controle (sem endometriose) e
grupo com endometriose. Quanto as variaveis quantitativas continuas, foi
realizada a comparacdo das concentragcbes das células NK entre os dois
grupos em estudo, pelo teste t de Student para amostras independentes,
com nivel de significdncia de 5%. As pacientes com endometriose foram
categorizadas de acordo com o estadio e local da doenga e de acordo com a
classificagao histologica. Para essas comparacoes, foi realizada analise de
variancia (Anova) e, quando significativo, foi realizado o teste post-hoc de
comparagdes multiplas de Bonferroni, para verificar se as dosagens no soro
foram semelhantes ou diferentes, alternativamente.

As variaveis que apresentaram diferengas estatisticas entre os grupos
pesquisados, foram entdo estudadas com objetivos de utilizagcdo como
marcadores diagnosticos. Nesse sentido, nas variaveis qualitativas
avaliamos a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP),
valor preditivo negativo (VPN) e acuracia. A relacdo de sensibilidade e
especificidade foi avaliada através de curva ROC (receiver operator
characteristic) para o percentual de células NK. Finalmente realizamos uma
regressao logisitca com as variaveis que apresentaram significancia
estatistica para tentar se obter um modelo para deteccdo de endometriose.

Os calculos estatisticos foram realizados pelo software SPSS (SPSS

Inc ®., USA).
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4 RESULTADOS

Foram estudadas 155 mulheres, sendo 100 com endometriose
(casos) e 55 sem endometriose (controles). A média de idade das pacientes
com endometriose foi 32,0 (£5,5) anos, semelhante ao grupo controle, com
média igual a 32,5 (x5,0) anos (p=0,582). Na tabela 1 mostramos as
caracteristicas clinicas das pacientes estudadas. Nota-se que as pacientes
do grupo com endometriose apresentavam mais dismenorréia, dispareunia
de profundidade, infertilidade e sintomas intestinais ciclicos ( 66%, 58%,
63% e 48%) que as do grupo controle ( 27,3%, 38,2%, 22,4%, 7,3%), com
diferencas estatisticamente significativas. As pacientes com endometriose
também tiveram um numero médio menor de gestagcdes e partos prévios em

relagdo as do grupo controle.



Resultados 37
Tabela 1 - Caracteristicas clinicas das pacientes estudadas
Casos Controles
Caracteristica clinica P
(n=100) ( n=55)
Idade (média = DP) ( anos) 32,0 (¢5,5) 32,5 (+5,0) 0,582

Fase do Ciclo

- Proliferativa (1°-14° dias do ciclo)

- Secretora (15° — 30° dias do ciclo)
Dismenorréia severa / incapacitante
Dispareunia de profundidade
Dor pélvica aciclica
Infertilidade *

Tempo de Infertilidade (anos) (média + DP)
Sintomas Intestinais Ciclicos

Sintomas Urinérios Ciclicos

Numero de gestagdes prévias (média + DP)
Numero de partos prévios (média + DP)

Numero de abortos prévios (média + DP)

76 (76,0%)
24 (24,0%)
66 (66,0%)
58 (58,0%)
44 (44,0%)
41 (63,1%)
2,87 (1,73)
48 (48,0%)
4 (4,0%)
0,54(0,91)
0,39(1,53)

0,15(0,41)

37 (67,3%)
18 (32,7%)
15 (27,3%)
21 (38,2%)
17 (30,9%)
11 (22,4%)
2,18 (0,60)
7.3% (4)
2 (3,6%)
1,82(1,67)
0,72(1,56)

0,18(0,39)

0,242
<0,001
0,018
0,110
<0,001
0,205
<0,001
1,000
<0,001
<0,001

0,639

* 114 pacientes estavam tentando engravidar, 65 do grupo com endometriose e 49 do grupo controle
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Na tabela 2 observamos os achados cirurgicos das pacientes do
grupo com endometriose, das quais 61% foram classificadas como estadios
avancados (lll e V). A predominancia de mulheres com doenca mais grave
pode ainda ser notada pelo fato de 66% delas apresentarem doenca

profunda e 72% com classificagéo histolégica de doenca indiferenciada.

Tabela 2 - Achados cirurgicos e histopatologicos das pacientes com

endometriose

Caracteristica estuda n (%)

Estadiamento (ASRM 1996)
Inicial: I/1l 39 (39)
Avancada: lIl/IV 61 (61)

Locais de Doencga

Endometriose Peritoneal Superficial 14 (14)

Endometrioma Ovariano 20 (20)

Endometriose Profunda 66 (66)
- Retrocervical + Cupula Vaginal 53 (53)
- Retossigmoide 41 (41)
- Ureter 8 (8)
- Bexiga 7(7)
- Apéndice 6(6)
- fleo 2(2)

Classificagao Histologica
- Endometriose sem Indiferenciagédo 28 (28)

- Endometriose com Indiferenciagédo 72 (72)




Resultados 39

Na tabela 3 comparamos os percentuais das células NK, assim como
a prevaléncia dos auto-anticorpos estudados nos dois grupos. Pacientes
com endometriose apresentaram percentual de células NK de 15,3+9,8%,
enquanto as do grupo controle apresentavam percentual de 10,645,8,
p<0,001. Quanto aos auto-anticorpos, as pacientes com endometriose
apresentaram prevaléncia de auto-anticorpos contra cardiolipina,
fosfatidilserina, tiroglobulina e tiroperoxidase semelhantes em ambos os
grupos estudados. Ja a prevaléncia de ANA foi estatisticamente superior nas
pacientes com endometriose ( 33/100, 33%) em relagdo ao grupo controle

(7/55, 12,7%), com p=0,006.

Tabela 3 - Dosagem de células NK e auto-anticorpos nas pacientes com e

sem endometriose

Endometriose Controle
n=100 n=55 P

% de Células NK - (média £ DP) 15,3+9,8 10,6 £5,8 <0,001
ANA Positivo n(%) 33 (33%) 7 (12,7%) 0,006
Ac-TG Positivo - n(%) 15 (15%) 6 (10.9%) 0,640
Ac-TPO Positivo - n(%) 18 (18%) 11 (20%) 0,760
Ac-TPO e/ ou Ac-TG Positivo - n(%) 24 (24%) 13 (23,6%) 0,959
Ac-aCL IgG Positivo - n(%) 3 (3,0%) 1(1,8%) 0,554
Ac-aCL IgM Positivo - n(%) 0 0

Ac-aCL IgA Positivo - n(%) 5 (5,0%) 1(1,8%) 0,305
Ac-aPS IgG Positivo - n(%) 1(1,0%) 0 1,000
Ac-aPS IgM Positivo - n(%) 0 0

Ac-aPS IgA Positivo - n(%) 3 (3,0%) 0 0,309

ANA Positivo: Titulos> 1/80; Ac-TG Positivo: concentragdes = 115 Ul/ml; Ac-TPO Positivo: concentragées= 34 Ul/ml;
Ac-aCL, Ac-aPS Positivo: IgG >40 GPL ; IgM >40 MPL ; IgA >40 APL.
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A tabela 4 ilustra a relacdo entre a fase do ciclo menstrual e as
caracteristicas pesquisadas no sangue periférico. Como podemos observar,
nao houve influéncias nas dosagens das células NK, assim como na
prevaléncia de auto-anticorpos relacionadas a fase do ciclo no dia da coleta

da amostra nas pacientes com ou sem endometriose.

Tabela 4 - Achados Laboratoriais das pacientes divididas conforme a fase

do ciclo menstrual

Endometriose Controle

1°-14° 15° - 30° p* 1°-14° 15°-30° p**

dias do dias do dias do dias do
ciclo ciclo ciclo ciclo
n 24 76 18 37
% de Células NK - (média + DP) 15,3£10,4 14,5 9,7 0,961 9,1+3,1 11,3+6,7 0,566
ANA Positivo n(%) 6 (25,0%) 27 (35,5%) 0,339 1(56%) 6(16,2%) 0,457
Ac-TG Positivo - n(%) 4(16,7%) 11(14,5%) 0,180 3(16,7%) 3(8,1%) 0,381
Ac-TPO Positivo - n(%) 5(20,8%) 13(17,1%) 0,104 5(27,8%) 6 (16,2%) 0,315

Ac-TPO e/ ou Ac-TG Positivo - n(%) 6 (25%) 18 (23,7%) 0,347 3(33,3%) 7(18,9%) 0,238

Ac-aCL IgG Positivo - n(%) 1(4,2%) 2 (2,6%) 0,565 0 1(2,7%) 1,000
Ac-aCL IgM Positivo - n(%) 0 0 0 0
Ac-aCL IgA Positivo - n(%) 1(4,2%) 4 (5,3%) 1,000 0 1(2,7%) 1,000
Ac-aPS IgG Positivo - n(%) 0 1(1,3%) 1,000 0 0
Ac-aPS IgM Positivo - n(%) 0 0 0 0
Ac-aPS IgA Positivo - n(%) 0 3(3,9%) 1,000 0 0

ANA Positivo: Titulos= 1/80; Ac-TG Positivo: concentragdes = 115 Ul/ml; Ac-TPO Positivo: concentracdes= 34
Ul/ml; Ac-aCL, Ac-aP$S Positivo: 1gG >40 GPL ; IgM >40 MPL ; IgA >40 APL

* Comparagao nas pacientes com endometriose ; ** Comparagéo nas pacientes sem endometriose
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Prosseguindo a avaliagcdo das pacientes com endometriose, esse
grupo foi subdividido conforme o estadiamento, os locais comprometidos
pela doenca e a classificagcao histologica, tentando identificar um subgrupo
de pacientes no qual as alteragbes detectadas acima foram mais
importantes. Na tabela 5, observamos as pacientes do grupo com
endometriose divididas quanto ao estadiamento. Nota-se que o percentual
de células NK elevou-se no grupo com endometriose predominantemente
em decorréncia das pacientes com doenca avangada. No grupo controle
(n=55) o percentual de células NK encontrado foi de 10,64+5,8%, nas
pacientes com endometriose inicial (n=39) 11,8 +7,3% e nas com
endometriose avangada (n=61) o percentual foi de 17,8+10,6%, p=0,001. As
pacientes em endometriose avancada mostraram niveis de NK superiores
tanto ao grupo controle quanto ao grupo com doenga inicial (p<0,05). Nao
houve diferengas entre o grupos com endometriose inicial e controle quanto
as células NK.

Quanto ao ANA, notamos aumento da prevaléncia desse auto-
anticorpo tanto nas pacientes com doenga inicial (13/39; 33%) como
naquelas com doenga avangada (20/61; 32,8%) em relacdo ao grupo
controle(7/55; 12,7%), p=0,022. Nao houve diferengas na prevaléncia dos
outros auto-anticorpos estudados quando o grupo endometriose foi dividido

em doenca inicial e avangada.
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Tabela 5 - Dosagem de células NK e auto-anticorpos nas pacientes sem e

com endometriose, divididas conforme o estadiamento

Endometriose  Endometriose

ST Inicial Avancada P
(=) (n=39) (n=61)
% de Células NK - (média + DP) 10,645,8 11,8£7,3 17,8+10,6 <0,001
ANA Positivo - n(%) 7 (12,7%) 13 (33,3%) 20 (32,8%) 0,022
Ac-TG Positivo - n(%) 6 (10.9%) 7 (17.9%) 8 (13.1%) 0,747
Ac-TPO Positivo - n(%) 11 (20%) 7 (17,9%) 11 (18,0%) 0,954
Ac-TPO e/ ou Ac-TG Positivo - n(%) 13 (23,6%) 10 (25,6%) 14 (23,0%) 0,953
Ac-aCL IgG Positivo - n(%) 1(1,8%) 0 3 (4,9%) 0,453
Ac-aCL IgM Positivo - n(%) 0 0 0
Ac-aCL IgA Positivo - n(%) 1(1,8%) 0 5 (8,2%) 0,092
Ac-aPS IgG Positivo - n(%) 0 0 1(1,6%) 1,000
Ac-aPS IgM Positivo - n(%) 0 0 0
Ac-aPS IgA Positivo - n(%) 0 2 (2,6%) 2 (3,3%) 0,471

ANA Positivo: Titulos> 1/80; Ac-TG Positivo: concentragdes = 115 Ul/ml; Ac-TPO Positivo: concentragdes= 34Ul/ml;
Ac-aCL, Ac-aPS$ Positivo: IgG >40 GPL ; IgM >40 MPL ; IgA >40 APL.

Na tabela 6 mostramos os achados laboratoriais das pacientes
estudadas, dividindo aquelas com endometriose segundo o local
comprometido pela doenga. As células NK mostram-se elevadas nas
pacientes com doenga profunda com 17,3+10,5% em relacdo ao grupo
controle com 10,6+5,8%, e ao grupo de pacientes com endometriose sem
comprometimento profundo com 11,7+7,3%, p=0,001. N&o houve diferencas
quanto ao percentual de células NK entre as pacientes com endometriose
sem comprometimento profundo e aquelas do grupo controle. N&o houve

diferencas quanto aos auto-anticorpos, exceto o ANA que manteve-se com
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maior prevaléncia nas portadoras de endometriose em relagédo ao controle,

sem no entanto haver diferengcas entre o grupo de pacientes com

endometriose com ou sem focos profundos.

Tabela 6 - Achados Laboratoriais das pacientes estudadas, divididas

conforme o local comprometido pela endometriose

Controle Endometriose
(n=55) PSEM Doen_ga COM Doenca
rofunda(n=34) Profunda(n=66)

% de Células NK - (média + DP) 10,615,8 11,747,3 17,3+10,5
ANA Positivo - n(%) 12,7% (7) 38.2% (13) 30,0% (20)
Ac-TG Positivo - n(%) 10.9% (6) 17.6%(6) 13.64% (9)
Ac-TPO Positivo - n(%) 20,0% (11) 20.6% (7) 16,7% (11)
Ac-TPO e / ou Ac-TG Positivo - n(%) 23,6% (13) 26,5% (9) 22,7% (15)
Ac-aCL IgG Positivo - n(%) 1,8%(1) 0%(0) 4,5%(3)
Ac-aCL IgM Positivo - n(%) 0 0 0
Ac-aCL IgA Positivo - n(%) 1,8% (1) 0% (0) 7,6% (5)
Ac-aPS IgG Positivo - n(%) 0% (0) 0% (0) 1,5% (1)
Ac-aPS IgM Positivo - n(%) 0 0 0
Ac-aPS IgA Positivo - n(%) 0% (0) 2,9% (1) 3,0%(2)

<0,001
0,015
0,665
0,852
0,916

0,545

0,152

1,000

0,442

ANA Positivo: Titulos= 1/80; Ac-TG Positivo: concentragdes = 115 Ul/ml; Ac-TPO Positivo: concentracdes= 34 Ul/ml;
Ac-aCL, Ac-aPS Positivo: IgG >40 GPL ; IgM >40 MPL ; IgA >40 APL

A avaliacdo mais detalhada de nossos dados mostrou que as

pacientes com endometriose com comprometimento de retossigmoide sao

as principais responsaveis pelo aumento do percentual das células NK no

sangue periférico. Como podemos observar na tabela 7, nas pacientes com

comprometimento de retossigmoide, o percentual de NK encontrado foi de

19,8 +10,3%, enquanto naquelas com endometriose sem comprometimento
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de retossigmoide e as do grupo controle os percentuais de NK foram de
12,4+8,3% e 10,645,8%, respectivamente, p<0,001. Nao houve diferencas
entre o subgrupo com endometriose sem comprometimento de
retossigmoide e o grupo controle. Essa subdivisdo também evidenciou que a
prevaléncia dos ANA n&o relacionou-se com algum local especifico de
doenga, como o retossigmoide, pois encontramos nessa comparagao
prevaléncia de ANA semelhantes nos dois grupos com endometriose e em

ambos significativamente maiores que no grupo controle.

Tabela 7 - Achados Laboratoriais das pacientes estudadas, divididas
conforme o local comprometido pela endometriose, destacando-se as

pacientes com comprometimento de retossigmoide

Controle Com Endometriose
Sem Com
endometriose de Endometriose de
retossigmaoide retossigmoide P
(n=55) (n=59) (n=41)

% de Células NK - (média + DP) 10,6 £5,8 12,4 +8,3 19,8 £+10,3 <0,001
ANA Positivo - n(%) 7(12,7%) 18 (30,5%) 15 (36,6%) 0,016
Ac-TG Positivo - n(%) 6 (10.9%) 10 (16,9%) 5(12,2%) 0,943
Ac-TPO Positivo - n(%) 11 (20,0%) 11 (18,6%) 7 (17,1%) 0,966
Ac-TPO e / ou Ac-TG Positivo - n(%) 13 (23,6%) 16 (27,1%) 8 (19,5%) 0,680
Ac-aCL IgG Positivo - n(%) 1(1,8%) 1(1,7%) 2 (4,9%) 0,678
Ac-aCL IgM Positivo - n(%) 0 0 0
Ac-aCL IgA Positivo - n(%) 1(1,8%) 1(1,7%) 4 (9,8%) 0,126
Ac-aPS IgG Positivo - n(%) 0 0 1(2,4%) 0,265
Ac-aPS IgM Positivo - n(%) 0 0 0
Ac-aPS IgA Positivo - n(%) 0 1(1,7%) 2 (4,9%) 0,268

ANA Positivo: Titulos> 1/80; Ac-TG Positivo: concentragées = 115 Ul/ml; Ac-TPO Positivo: concentragbes= 34 Ul/ml;
Ac-aCL, Ac-aPS Positivo: IgG >40 GPL ; IgM >40 MPL ; IgA >40 APL
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Na tabela 8 observamos que existem relagbes entre as

concentracdes de células NK e a classificagao histolégica da endometriose,

fato que nao ocorreu com os auto-anticorpos estudados. As portadoras de

endometriose com tipo histologico indiferenciado ou misto apresentaram

percentual de células NK de 17,5+10,2%, enquanto as com endometriose,

mas com tipo histolégico sem indiferenciacédo quer seja na forma pura, quer

na forma mista apresentaram um percentual de células NK de 10,1+6,4%,

p=0,001.

Tabela 8 - Achados Laboratoriais das pacientes com endometriose, divididas

conforme a classificagéo histologica da endometriose

Sem indiferenciagao Com indiferenciagao
n=28 n=72 P

% de Células NK - (média + DP) 10,116,4 17,5+10,2 <0,001
ANA Positivo - n(%) 9 (32,1%) 24 (33,3%) 0,909
Ac-TG Positivo - n(%) 6 (21.4%) 9(12.5%) 0,349
Ac-TPO Positivo - n(%) 7 (25%) 11 (15,3%) 0,256
Ac-TPO e / ou Ac-TG Positivo - n(%) 9 (32,1%) 15 (20,8%) 0,234
Ac-aCL IgG Positivo - n(%) 0 4,2%(3) 0,369
Ac-aCL IgM Positivo - n(%) 0 0

Ac-aCL IgA Positivo - n(%) 1(3,6%) 4 (5,6%) 1,000
Ac-aPS IgG Positivo - n(%) 1(3,6%) 0 0,280
Ac-aPS IgM Positivo - n(%) 0 0

Ac-aPS IgA Positivo - n(%) 2 (7,1%) 1(1,4%) 0,189

ANA Positivo: Titulos> 1/80; Ac-TG Positivo: concentragdes = 115 Ul/ml; Ac-TPO Positivo: concentragdes= 34Ul/ml;
Ac-aCL, Ac-aPS Positivo: IgG >40 GPL ; IgM >40 MPL ; IgA >40 APL

45
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Com o achado de percentual de células NK elevado no sangue
periférico de pacientes com endometriose em relacdo ao grupo controle
principalmente gragcas as pacientes com endometriose profunda,
especificamente naquelas com comprometimento de retossigmadide, assim
como a maior prevaléncia de ANA nas portadoras de endometriose
tentamos estabelecer um modelo para a utilizagdo desses marcadores como
ferramenta no diagndstico de endometriose.

Quanto ao ANA, esse auto-anticorpo ndo se mostrou como
ferramenta util na predicdo da endometriose. Sua positividade com titulos de
1/80 ou mais mostrou sensibilidade de 33%, especificidade de 87%, valor
preditivo positivo de 82% e valor preditivo negativo de 41%. Sua utilizagéo
também n&o mostrou resultados de aplicabilidade clinica para a predi¢céo de
endometriose profunda ou de retossigmaide.

Quanto as células NK, por se tratar de uma variavel nao paramétrica,
buscou-se através de curvas ROC estabelecer o ponto de corte do
percentual de células NK que encerrasse melhor sensibilidade e
especificidade na predicdo de diagndstico de endometriose, endometriose
profunda e endometriose de retossigmoéide. Curvas ROC referentes ao
percentual de NK ndo apresentaram areas sobre a curva com boa
capacidade preditiva para pacientes com endometriose (0,628; IC de 95%
0,541-0,715) ou para aquelas com endometriose profunda sem
especificagao do local comprometido pela doenga (0,669; IC de 95% 0,580-
0,748). Ja naquelas com endometriose de retossigmdide encontramos area

sob a curva de 0,735 com 95% do IC entre 0,640-0,831. Ou seja, uma area
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maior que 0,7 como podemos observar no grafico 1, indicando boa
capacidade preditiva do percentual de células NK para esse desfecho
(Cantor e Kattan, 2000). Procurando-se associar a maior sensibilidade
possivel, sem baixa de especificidade, chegou-se ao ponto de corte de 12,5

% de células NK (Tabela 9).

Grafico 1 - Curva ROC, analisando sensibilidade e especificidade do
percentual de células NK para predicdo de endometriose, endometriose
profunda ou endometriose com comprometimento de retossigméide
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Tabela 9 - Sensibilidade e especificidade, valores preditivos positivo,
negativo e acuracia do percentual das células NK na predigdo de

endometriose de retossigméide

Teste Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuracia
Positivo (95% IC ) (95% IC ) (95% IC ) (95% IC) (95% IC)
NK 211,5% 78,0% 61,4% 42,1% 88,6% 65,8%

(62,0%- 88,9%) (51,8%- 70,2%) (31,0%- 54,0%) (79,0%- 94,3%) (57,8%-73,2%)

NK 212,5% 73,2% 64,9% 42,9% 87,1% 67,1%
(56,8%- 85,2%) (55,3%- 73,5%) (31,3%- 55,2%) (77,6%- 93,1%) (59,1%-74,4%)

NK 213,5% 65,9% 67,5% 42,2% 84,6% 67,1%
(49,3%- 79,4%) (58,0%- 75,8%) (30,2%- 55,2%) (75,2%- 91,0%) (59,1%-74,4%)

A avaliagdo global de nossos dados mostrou algumas variaveis
significativamente relacionadas a endometriose. Do ponto de vista clinico
vale citar dismenorréia, dispareunia de profundidade, infertilidade e sintomas
intestinais ciclicos. Laboratorialmente os itens estudados ndo se mostraram
como bons marcadores diagndsticos de endometriose. No entanto as células
NK mostraram-se efetivas para detectar pacientes com endometriose de
retossigmoide. Com essas informagdes realizamos uma regressao logistica
utilizando essas variaveis tendo como objetivo a deteccdo do desfecho
endometriose de retossigmoide.

Assim, na tabela 10 percebemos que na avaliagdo em conjunto das
quatro variaveis clinicas associadas a variavel NK com valor =2 12,5%
percebemos que variaveis como dismenorréia severa/incapacitante,
dispareunia de profundidade, e infertilidade perdem a significancia estatistica

para predicdo de endometriose de retossigmodide. Por outro lado, sintomas
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intestinais ciclicos e concentracdo de células NK em sangue periférico
mantiveram-se como variaveis capazes de predizer endometriose de
retossigmoide. Assim, pacientes com sintomas intestinais ciclicos tém 7,3
vezes mais chance de apresentar endometriose e aquelas com dosagem de
células NK maior ou igual a 12,5% apresentam chance 4,7 vezes maior de

terem esses desfecho.

Tabela 10 - Regressao logistica para o diagnostico endometriose de

retossigmoide

Razéo de chances de IC de 95%
Endometriose Retossigmoide

Dismenorréia severa / incapacitante 2,114 0,523 -8,554

Dispareunia de Profundidade 1,910 0,527 - 6,929
Sintomas intestinais ciclicos 7,338 2,189 - 24,593
Infertilidade 2,638 0,831 -8,376
NK 212,5% 4,692 1,487 - 14,807

Os dados dessa regressao logistica, permitem a aplicagdo de um
modelo de probabilidades em nossa populacdo estudada, conforme
mostrado a seguir, com o objetivo de diagnosticar endometriose de

retossigmoide.

1
1_|_ e_(a+ﬂl)(l+ﬂ12X12+"'+ﬂan)

P(Y) =

- P(Y): probabilidade de endometriose de retossigmoide ;

- e: exponencial

ae B1: coeficientes de regresséo (variaveis estimados pelo modelo de regresséo logistica)
- X4.sintoma intestinal ciclico

- X2.NK=12,5%
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Na tabela 11 observamos que a probabilidade de uma paciente ter
endometriose de retossigmodide no caso dela apresentar-se com sintoma
intestinal ciclico e com percentual de NK = 12,5 é de 60,4%. Por outro lado,
se ela tiver apenas sintomas intestinais ciclicos, essa probabilidade sera
41,3%; se a paciente apresentar apenas NK= 12,5 a probabilidade seria de

36,5%.

Tabela 11 - Resultados em modelo de probabilidades para endometriose de

retossigmoide

Probabilidade de ter Sintoma

endometriose de a B1 intestinal B2 NK >12,5%
retossigméide ciclico

60,4% -1,349 0,997 sim 0,773 sim
41,3% -1,349 0,997 sim 0,773 nao
36,0% -1,349 0,997 nao 0,773 sim

20,6% -1,349 0,997 n&o 0,773 n&o
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5 DISCUSSAO

Muitos aspectos desafiadores fazem da endometriose uma das
afecgdes ginecoldgicas mais pesquisadas nos ultimos anos. As sociedades
européias e americana de medicina reprodutiva (ESHRE e ASRM) publicaram
“guidelines” objetivando normatizagao do diagnostico e tratamento da doenga
(Kennedy et al, 2005, ASRM, 2008). Paralelamente, aspectos
etiopatogénicos véem sendo estudados e nesse sentido a imunologia € uma
das principais linhas de pesquisa. A associagdo da endometriose com
infertilidade permanece desafiadora, e a participagao do sistema imune neste
binbmio foi um dos motivos do inicio das pesquisas relacionando o sistema
imune a endometriose (Weed e Arquembourg, 1980).

As pesquisas mostram que a endometriose € uma doenga que deve
originar-se com por meio de implante ou metaplasia e que aspectos
genéticos e de meio ambiente imbricam-se a permissao imunologica para o
seu desenvolvimento (Giudice e Kao, 2004). Fenémenos como diminuicdo
da efetividade da resposta celular das células NK contra antigenos
endometriais (Oosterlynck et al., 1992), associados a um alteragbes na
secregao de citocinas gerando resposta inflamatoria (Noble et al., 1997;

Harada et al., 2001) e maior produgao de certos auto-anticorpos (Shanti et al.,



Discussdo 52

1999) nos fizeram procurar estudar de uma maneira global os fenbmenos
sistémicos especificos (com dosagem das células NK e a pesquisa de auto-
anticorpos) dessa intrigante doenca.

Visando analisar didaticamente os parametros estudados, dividiremos
esta discussdo em avaliacdo dos aspectos clinicos dos grupos estudados,
da prevaléncia de auto-anticorpos e niveis de células NK nas pacientes
estudadas e finalmente discutiremos a utilizagdo das células NK como

marcador diagnostico de endometriose em retossigmoide.

5.1 Aspectos Clinicos dos grupos estudados e a dinamica

do estudo

Inicialmente, avaliando o quadro clinico, vale citar a maior prevaléncia
de sintomas como dismenorréia severa ou incapacitante (66%), dispareunia
de profundidade (58%), infertilidade (63%) e sintomas intestinais ciclicos
(48%) nas portadoras de endometriose. Em série de 535 pacientes com
endometriose e 200 sem a doenca publicados pela Universidade de Yale,
nos Estados Unidos, sintomas de dismenorréia e dispareunia e dor aciclica
também foram mais frequentes no grupo com endometriose, sendo
relatados em 70% e 49% e 79% das pacientes. Esse mesmo estudo
demonstrou que as portadoras da doenca tém menor numero de gestacdes
do que o grupo controle, resultados semelhantes aos encontrados em nosso

estudo (Matalliotakis et al., 2008).
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Nossos grupos foram divididos em casos ou controles gragas a
laparoscopia, que permitiu a visualizagdo de focos de endometriose em
pacientes sintomaticas (com dor e/ou infertilidade). Esse método nos
permitiu isolar a endometriose como variavel que poderia ou nao se
relacionar aos achados laboratoriais pesquisados. Quando se escolhe esse
tipo de grupo controle, fica a discussao de outros grupos controles possiveis
que teriam beneficios em relagéo ao por nés estudado.

Poderiamos, por exemplo, escolher um grupo de pacientes sem
sintomas sugestivos da doenga, que nao precisariam ser submetidas a
videolaparoscopia, onde estimariamos em 5-10% a prevaléncia de
endometriose (Giudice e Kao, 2004) e utilizariamos esse dado na realizagao
dos calculos estatisticos. O nitido beneficio desse grupo seria o de se obter
um numero maior de pacientes, o que reforcaria o poder dos achados da
pesquisa. Por outro lado, esse grupo teria aspectos negativos: nao
poderiamos presumir 0os eventuais locais comprometidos por endometriose
(peritbnio, ovario e profunda) nos 5% da populagdo do “grupo controle”, o
que inviabilizaria ou no minimo causaria discussdes sobre achados como os
niveis de células NK na populagdo com endometriose profunda de
retossigmoide.

Outro tipo de grupo controle seria o de pacientes multiparas que
seriam submetidas a laqueadura tubaria. Esse grupo seria interessante pelo
fato de também haver a documentacdo laparoscopica da auséncia de
endometriose, no entanto, esse grupo sofre com a auséncia de sintomas,

fato que ndo encontramos em nossa pratica clinica diaria, o que minimizaria
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os achados encontrados quando pensamos em usar os elementos avaliados
como marcadores de doenca. Assim, optamos pelo grupo controle de
pacientes sintomaticas, 0 que em nossa opinido pode homogeneizar os
grupos estudados, utilizando-se como Unica diferenga a presenga ou nao da
endometriose.

Uma caracteristica marcante de nosso estudo foi a alta prevaléncia
das formas mais graves da endometriose. Como pode ser observado na
tabela 2, encontramos uma prevaléncia de estadios avancados de 61%,
além de 66% das pacientes apresentarem formas profundas da doenca. Isso
obviamente deve-se ao fato do estudo ter sido realizado em um servico de
referéncia para tratamento dessa afeccédo. Se por um lado isto aumentou a
prevaléncia de formas mais graves, por outro facilitou a avaliagdo dessa
forma da doenca, possibilitando termos encontrado exatamente nas
pacientes com endometriose avangada, com focos profundos os
interessantes achados de maior percentual de células NK no sangue
periférico. Todos os outros estudos sobre o tema foram realizados com
casuisticas menores ou em populagdes menos selecionadas, o que pode ter
contribuido para o ineditismo de nossos achados. Quanto a classificagao
histolégica, 72% apresentavam focos com formas indiferenciadas ou mistas
da doencga, dados semelhantes aos publicados por nosso grupo no ano de
2003, onde as formas mais graves associavam-se a tipos histolégicos misto

ou indiferenciado (Abrao et al., 2003).
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5.2 Prevaléncia de auto-anticorpos e niveis de células NK

nas pacientes estudadas

O presente estudo fundamenta-se no fato de existir um papel do sistema
imune para o desenvolvimento da endometriose (Ulukus e Arici, 2005) e
em nosso questionamento se essa eventual alteragdo imunologica
poderia ser detectada no sangue periférico. Assim procuramos dosar o
percentual das células NK e de alguns auto-anticorpos, pois esses
parametros sdo frequentemente relacionados a endometriose e
infertilidade, além de serem exames disponiveis na pratica clinica de
muitos laboratorios. Nesse sentido a comparagdo dos achados
laboratoriais nos trouxe algumas informag¢bes relevantes. Em
decorréncia dos resultados conflitantes obtidos na literatura, além da
dificuldade em obter dados homogéneos quanto a métodos laboratoriais
optamos por realizar um estudo exploratorio, incluindo todas as
pacientes submetidas consecutivamente a laparoscopia em nosso
servico. Calculamos entdo, apos os dados obtidos, o poder estatistico da
amostra estudada. O poder estatistico da amostra estudada, utilizando-
se um indice alfa de 5%, para a comparacgao entre as pacientes com e
sem endometriose foi de 96,3% para as células NK e de 78,5% para
avaliacao dos ANA. Ja para os outros auto-anticorpos o poder estatistico

variou entre 5-37%.
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5.21 Endometriose e Auto-Anticorpos

Alguns estudos sugerem que a relacdo de linfécitos T helper /
linfécitos Tsupressor no sangue e liquido peritoneal esteja aumentada nas
portadoras de endometriose, com maior numero relativo de linfécitos T
helper (Hill et al., 1988); essa relacdo alterada estaria associada a
exacerbagdes na resposta imune humoral, o que explicaria a maior
producao de auto-anticorpos nas portadoras de endometriose (Cunningham
et al., 1992). Nesse sentido, e baseados na maior prevaléncia descrita para
alguns auto-anticorpos, pesquisamos os auto-anticorpos ANA, Anti-TG, Anti-
TPO, Anti-cardiolipinas e antifosfatidilserinas, que sao auto-anticorpos que ja
foram estudados e previamente mostraram-se relacionados a endometriose
e/ou infertilidade.

Gleicher et al., (1987) encontraram uma maior prevaléncia de auto-
anticorpos em pacientes com endometriose, sugerindo uma ativagao
policlonal de linfocitos B. Esses autores chegaram a essa conclusao
estudando inicialmente 59 pacientes portadoras de endometriose,
comparando os niveis de anticorpos antinucleares (ANA) com 50 mulheres
férteis, sem sintomas de endometriose. Encontraram positividade para ANA
(titulos acima de 1/80) em 20.3% das pacientes com endometriose. Esse
estudo avaliou ainda diversos outros potenciais auto-anticorpos em 31
portadoras de endometriose. Compararam os resultados com as 50
mulheres assintomaticas descritas acima e consideraram como positivo,

apenas as amostras nas quais os titulos ou concentracbes dos auto-
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anticorpos estivessem acima de 2 desvios-padrdao dos titulos e
concentragbes médios encontrados no grupo controle. Dos diversos auto-
anticorpos estudados, os autores salientaram reatividade para IgG
antifosfatidilserina em 41.9% das portadoras de endometriose, além de
outros anticorpos contra diversos fosfolipides (entre eles anticardiolipina,
com 25.8%; fosfatidilinusitol com 19.4%) foram mais prevalentes nas
portadoras de endometriose (Gleicher et al., 1987).

Comparando com esses resultados, nossa populagao de pacientes
com endometriose também apresentou maior prevaléncia de ANA (33%) em
relacdo ao grupo controle (12,7%), no entanto, nossos resultados
demonstraram que a prevaléncia de anticorpos antifosfatidilserina e
anticardiolipina foi semelhante nos grupos estudados. E importante ressaltar
que Gleicher et al (1987) utilizaram como critério para positividade dos
anticorpos aCL e aPS concentragdes superiores a dois desvios-padrao da
meédia da populagdo do grupo controle. Além disso, o grupo controle de
Gleicher et al (1987), foi constituido por pacientes assintomaticas sem a
confirmacéao laparoscopica da auséncia da endometriose, o que pode ser um
viés na comparagao com nossos dados.

Assim como nossos resultados, outros estudos também relataram
maior prevaléncia de ANA nas pacientes com endometriose, como em nosso
meio, quando (Pasoto et al., 2005) estudaram 45 portadoras de
endometriose, comparando a prevaléncia de ANA com 21 pacientes de um

grupo controle de pacientes férteis submetidas a laqueadura tubaria e 15
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pacientes lupicas. Esse estudo encontrou positividade para ANA em 18% da
populagao com endometriose, 0 no grupo controle e em 93% das lupicas.

Em 1991, Taylor e colaboradores estudaram a prevaléncia de ANA,
anticorpos  anticardiolipina (aCL) das classes IgG e IgM, além de
anticoagulante lupico e niveis de imunoglobulinas e complemento no sangue
periférico de 71 pacientes com endometriose diagnosticadas por video-
laparoscopia, usando como grupo controle as amostras de banco de sangue
de uma série de 109 mulheres ndo gravidas de 20 a 40 anos, independente
de sintomas, fertilidade ou co-morbidades. Esses autores relataram
prevaléncias significativamente superiores de positividade para ANA, aCL
(IgG ou IgM) e anticoagulante lupico nas mulheres com endometriose
(27,8% , 9,9% e 4,3%) em relagao ao grupo controle ( 4,6%, 0 e 0). Ao se
avaliar o pool de auto-anticorpos estudados, 58% das pacientes com
endometriose ( 41 / 71) e 12% do grupo controle (13/109) apresentaram
algum auto-anticorpo positivo, diferenga estatisticamente significativa. Vale
ainda ressaltar que esses autores relataram que a prevaléncia de ANA foi
diretamente proporcional ao estadiamento e que, ao contrario, a prevaléncia
de aCL foi inversamente proporcional ao estadiamento da endometriose
(Taylor et al., 1991).

Novamente comparando com nossos resultados, ressaltamos que as
pacientes com endometriose apresentaram prevaléncia de ANA
significativamente superior ao grupo controle (12,7%), mesmo quando o
grupo de portadoras de endometriose foi subdividido em estadios iniciais

(32,8%) e avancados (33,3%), o que também foi relatado no estudo de
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Pasoto et al., 2005. Nossos dados também mostraram nao haver diferencas
quanto a prevaléncia de quaisquer outros auto-anticorpos estudados na
dependéncia dos locais de doenga, fato que nao foi estudado por outros
autores na literatura.

Ainda em nosso meio (Abrao et al., 1997) estudaram 35 portadoras
de endometriose e 15 de um grupo controle de pacientes submetidas a
laqueadura tubaria. Esses autores relataram que houve aumento nos niveis
de AcL IgM em relacédo a aos niveis do grupo controle, e maior prevaléncia
de positividade para esse auto-anticorpo, utilizando o nivel de corte 10 MPL.
Nossos resultados diferem dos publicados nesse estudo, mesmo quando
usamos um nivel de corte semelhante aos relatados por Abrao, pois
encontramos prevaléncias semelhantes de aCL e aPS dos tipos IgG, M e A
nos dois grupos estudados.

Avaliando-se criticamente a dosagem de ANAs, estudos mostram que
esses anticorpos podem estar presentes na populagdo geral livre de
doencas como o lupus e a prevaléncia da positividade para esse anticorpo
depende do titulagdo. Considerando-se titulos de até 1/40, até 30% da
populacao normal apresenta ANA +, ao passo que valores de 1/80 ou mais
estdo presentes em até 13% da populagdo normal (semelhante ao
encontrado em nosso grupo controle), sendo por isso o0s valores
considerados com importancia clinica (Adams e Mutasim, 2000).

Anticorpos aCL e aPS sao anticorpos antifosfolipides que sao auto-
anticorpos associados a fenbmenos tromboembdlicos e abortamentos de

repeticdo (Ulcova-Gallova et al., 2005). Da mesma maneira que o ANA, nem
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todos os portadores desses auto-anticorpos desenvolverdo a doenca e
esses auto-anticorpos podem apresentar-se transitoriamente presentes
gragcas a processos infecciosos ou uso de determinados farmacos como
clorpromazina, fenitoina, hidralazina, procainamida, quinidina,
estreptomicina, fenotiazinas (Canoso e de Oliveira, 1988). A Sindrome
Antifosfolipide, entidade clinica relacionada a anticorpos antifosfolipides
caracteriza-se por critérios clinicos bem estabelecidos como tromboses,
acidentes vasculares cerebrais, abortamentos de repeticdo a presenca de
determinados anticorpos como o anticoagulante lupico e os anticorpos
anticardiolipina do tipo IgG ou IgM (Miyakis et al., 2006); salientamos que
nenhuma de nossas pacientes apresentava episédios prévios de trombose,
trés ou mais abortamentos ou mau passado obstétrico.

Salientamos ainda que além das avaliagbes demonstradas em
nossas tabelas, também avaliamos estatisticamente os aCL e aPS de trés
outras maneiras: através da comparagao de suas medias e DPs, através da
categorizagao em positivo ou negativo segundo o critério de o valor daquela
aCL ou aPS estar acima da média mais dois DPs e finalmente utilizando o
critério de positividade na dependéncia do valor estar acima do percentil 99
da populacdo estudada. Nenhuma dessas trés avaliagdes mostrou
resultados estatisticos diferentes dos apresentados com o ponto de corte em
40 GPL, MPL ou APL.

Ao compararmos os resultados dos anticorpos antifosfolipides
estudados com publicagbes prévias, notamos que nossos resultados

mostram prevaléncia desses auto-anticorpos semelhantes nos grupos
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estudados, enquanto outros estudos demonstram maior prevaléncia de
positividade desses auto-anticorpos nas portadoras de endometriose.
(Kennedy et al., 1989; Taylor et al., 1991; Abrao et al., 1997). Isso pode ser
explicado pelo fato do corte por nds utilizado ser superior a outras
publicagdes. Outra explicagdo para essa discrepancia € o grupo controle
utilizado em nosso estudo, que € um grupo de pacientes sintomaticas (dor
e/ou infertilidade), o que difere dos controles utilizados nos estudos citados,
que foram compostos por amostras de bancos de sangue de pacientes
assintomaticas ou de pacientes submetidas a laqueadura tubaria.

Um interessante estudo caso-controle foi realizado nos Estados
Unidos com o objetivo de determinar a prevaléncia de determinadas
doencgas auto-imunes e metabdlicas nas pacientes com endometriose. Para
isso os autores enviaram um questionario as mulheres da Associagao
Americana de Endometriose e compararam os resultados com a prevaléncia
dos mesmos agravos na populagao norte-americana obtidos por pesquisa
em bancos de dados como Pubmed ou por relatérios do Centro de Controle
de Doencas (CDC). As portadoras de endometriose (n=3680) relataram
maior prevaléncia de LES (0,8%), fibromialgia (5,9%), artrite reumatdide
(1,8%) do que a populagado geral que apresenta as prevaléncias 0,04%,
3,4% e 1,2%, respectivamente (Sinaii et al., 2002).

A prevaléncia de fendmenos auto-imunes contra a tiredide na
populagcao geral € maior nas mulheres que nos homens e varia entre 3-25%;
sabemos que aumenta proporcionalmente a idade tendo sido relatada em

18% nas mulheres de 25 a 30 anos de idade e de 24,9% naquelas com 40-
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45 anos de idade em uma grande série de pacientes estudadas na
Dinamarca (n=3712) (Bulow Pedersen et al., 2006).

No que tange aos anticorpos antitiredide, a nossa populacao
apresentou positividade para anticorpos anti-TPO e anti-TG no grupo com
endometriose (15% e 18% respectivamente) semelhantes ao grupo controle
(10,9% e 20% respectivamente). Esses achados sdo semelhantes aos
publicados por (Petta et al., 2007), que estudaram em nosso meio 148
pacientes com endometriose confirmada cirurgicamente comparadas a 158
mulheres que freqlientavam o ambulatério de planejamento familiar da
Universidade de Campinas, que nao foram submetidas a videolaparoscopia
mas foram consideradas como nao portadoras de endometriose por nao
apresentarem histéria prévia ou sintomas sugestivos da doenca. Esses
autores relataram anticorpos anti-TPO e anti-TG no grupo com endometriose
(11,5% e 8,1% respectivamente) semelhantes ao grupo controle (19,6,% e
8.2% respectivamente). Esse estudo também mostrou nao haver diferencas
na prevaléncia de fenbmenos auto-imunes relacionados ao estadiamento da

doenca, resultados semelhantes aos obtidos em nosso estudo.

5.2.2 Endometriose e as Células NK no sangue periférico

Utilizamos a citometria de fluxo para a dosagem das células NK no
sangue periférico, por tratar-se de um método consagrado e altamente
reprodutivel. A maioria dos trabalhos previamente publicados utilizou a

mesma tecnologia laboratorial, mas outros utilizaram métodos laboratoriais
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menos reprodutiveis, como Hill et al . (1988), que usaram uma leitura em
microscopia optica, com marcadores fluorescentes para as células NK. Com
esse método, estudou 33 pacientes com endometriose e 8 mulheres férteis
sem endometriose. Esses autores relataram numero maior de células NK no
liquido peritoneal e semelhante no sangue periférico de portadoras de
endometriose em relagao ao grupo controle (Hill et al., 1988).

No ano de 2003 um estudo multicéntrico realizado no Canada avaliou
0 numero de leucdcitos e seus subtipos no sangue periféricos de 175
portadoras de endometriose e 131 controles (pacientes submetidas a
laparoscopia para re-anastomose ou laqueadura tubaria) no periodo de 1997
a 2001. Os autores encontraram percentuais semelhantes de leucdcitos,
assim como de células NK nas pacientes com (9,9 + 5,3 %) e sem ( 9,2 +
5,7%) endometriose (Gagne et al., 2003b), o que diferiu dos resultados
obtidos em nosso estudo, pois encontramos concentragéo significativamente
maior de células NK no sangue periférico de portadoras de endometriose
(19,8 + 10,3%) em relagdo ao grupo controle (10,6 + 5,8%). Algumas
caracteristicas importantes do estudo canadense merecem ser citadas, para
comparagao com os dados obtidos em nossas pacientes:

- 0s autores nao relataram o estadiamento das pacientes operadas
por endometriose, nao estabelecendo assim eventuais diferencas
relacionadas a gravidade da doencga. A observagao cuidadosa de
nossos dados mostra que as células NK aumentam no sangue
periférico gragas a casos mais avangados de endometriose e nao

temos essas informacdes no estudo canadense;
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- 0 marcador da célula NK utlizada foi o CD3-/CD56+,
diferentemente do nosso, que identificou a célula NK de maneira
mais especifica, através dos marcadores de membrana CD3- /
CD56+ / CD16+. O CD16+ é um dos marcadores caracteristicos
da célula NK, funcionando como um receptor para a fragdo Fc dos
anticorpos IgG, caracterizando assim um tipo de NK com atividade
citotoxica ativada por anticorpos. (Moretta et al., 1989; Dosiou e

Giudice, 2005; Fettback et al., 2009).

Outros estudos também avaliaram o percentual de células NK no
sangue periférico ou no liquido peritoneal e os resultados sédo conflitantes.
Ho et al., (1995) estudando uma populacdo de 14 mulheres com
endometriose em estadios Il e IV, comparou o numero e percentual de
células NK (utilizando citdbmetro de fluxo com anticorpos monoclonais) no
sangue periférico e liquido peritoneal, assim como a citotoxicidade das
células NK. Esses autores relataram numero semelhante de células NK e
menor atividade citotdxica no liquido peritoneal da portadoras de
endometriose. Em sangue periférico ndo foram encontradas diferengas no
nuamero ou na atividade das células NK (Ho et al.,, 1995). Numero
semelhante de células NK nos grupos com e sem endometriose também
foram relatados por (Oosterlynck et al., 1991; Provinciali et al., 1995); por
outro lado (Kikuchi et al., 1993) relataram menor numero de células NK nas

portadoras de endometriose em relagdo ao grupo controle.
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Nao existem dados na literatura relacionando a concentragéo de
células NK com caracteristicas especificas das portadoras de endometriose,
como os locais comprometidos pela doenca ou a classificacao histolégica da
mesma. Nossos dados demonstraram maior percentual de células NK
relacionadas aos estadios avancados (lll e IV), a endometriose profunda,
predominantemente de retossigmdéide e ao tipo histolégico com
indiferenciagao do componente epitelial dos focos de endometriose.

Quanto as caracteristicas histolégicas da endometriose, aceita-se que
a doenca profunda esteja mais relacionada a classificagao indiferenciada ou
mista da doenca (Abrao et al., 2003; Kamergorodsky et al., 2009), o
que relaciona-se com o0 achado porcentagem de ceélulas NK
aumentadas em pacientes com endometriose intestinal e com tipo
histoldgico indiferenciado.

Quais seriam os motivos dos nossos achados de aumento do
percentual de células NK nas portadoras de endometriose em estadios
avangados com comprometimento profundo de retossigmoéide?

Os achados de mais células NK circulantes nas pacientes com
endometriose em relagdo ao grupo controle associado ao fato
exaustivamente demonstrado na literatura de diminuicdo da atividade das
células NK nas pacientes com endometriose (Kanzaki et al., 1992; Tanaka et
al., 1992; Vigano et al., 1993; Oosterlynck et al., 1994a; Oosterlynck et al.,
1994b; Wilson et al., 1994; Garzetti et al., 1995) nos levam a concluséo de
que nas pacientes com endometriose, 0 aumento periférico das células NK

encontrado em nosso trabalho é uma resposta sistémica do organismo ao



Discussdo 66

desenvolvimento da doenca. Essa hipotese ganha forga ao salientarmos

alguns aspectos, como:

observarmos que o subgrupo responsavel por esse aumento

sisttmico é o de pacientes com doenca avancada, profunda,

predominantemente em localizacdo de retossigmoide; nossos

dados demonstraram claramente que nos estadios iniciais ou
naquelas em que nao ha doenga profunda, ndo existe um aumento
significativo dos niveis das células NK.

algumas publicagbes que avaliaram a atividade das células NK
demonstraram que a maior queda na atividade dessas células
ocorreu em estadios avangados (Wilson et al., 1994; Garzetti et al.,
1995). Com menor atividade haveria uma tentativa do organismo
de aumentar o numero dessas células com objetivos de diminuir o

desenvolvimento da endometriose.

E quais seriam os motivos para a diminuigdo da atividade das células

NK nas portadoras de endometriose? Temos alguns dados interessantes na

literatura que podem nos ajudar a entender esse fenémeno:

Substincias solliveis no liquido peritoneal ou no soro: Kanzaki e

colaboradores avaliaram em 1992 a acdo do soro de pacientes
com endometriose sobre a atividade citotdoxica de células natural
killer. Para isso, adicionaram o soro de pacientes com e sem
endometriose a um ensaio de citotoxicidade. Demonstraram uma

diminuicdo da atividade citotoxica significativa frente a exposi¢cao



Discussdo 67

do soro das pacientes portadoras de endometriose, (Kanzaki et al.,
1992). Achados semelhantes foram também relatados pelo grupo
de Oosterlynck (Oosterlynck et al., 1993). Nos ultimos anos, o setor
de endometriose do HCFMUSP avaliou diversas citocinas em
pacientes com e sem endometriose, tanto no sangue quanto no
liquido peritoneal. Vale citar os achados de aumento nas
concentragbes de IL-12 no liquido peritoneal encontrado nas
portadoras de endometriose em estadios avancados (Fairbanks et
al., 2009), assim como o aumento das concentragcdes do interferon-
gama (Podgaec et al., 2007) e das IL-2 e IL-6 (Ejzenberg, 2007)
nas portadoras de endometriose. Percebemos com esses
resultados que a endometriose € uma doencga inflamatéria, com
uma alteragdo no padrao de secregdo das citocinas. Finalmente,
vale lembrar o fato das células NK poderem ser estimuladas por
citocinas como IL-12 e que uma das principais citocinas secretadas

pelas células NK é o Interferon-gama (Abbas, 2008).

. Papel do Complexo Principal de Histocompatibilidade: Ao

avaliarmos o comportamento das células NK frente a tumores,
postula-se que as células tumorais podem tornar-se alvos para
essas células ao diminuirem a expressdo de moléculas de
superficie do CPH, os chamados antigenos leucocitarios humanos
ou HLA (Benjamini, 2002) e sabemos que as pacientes com
endometriose apresentam maior expressao de CPH-I no

endométrio topico e ectopico (Semino et al., 1995; Kitawaki et al.,
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2002). Em 1995, Semino et al demonstraram que a resisténcia das
células endometriais topicas e ectopicas a acgao citotdxica de
linfocitos e células NK seria proporcional a expressdo HLA-I nas
células endometriais. Ao se estimular a expressao de HLA-I nas
culturas de células endometriais com interferon gama, esses
autores também demonstraram que ocorreu uma resisténcia ainda
maior a agao citotdéxica das células efetoras estudadas (o que
também demonstra a possivel interagao de substancias soluveis do
liquido peritoneal ou do sangue periférico).  Mais recentemente,
estudou-se a expressao de HLA-I por imunohistoquimica no tecido
endometrial tépico, relatando expressao significativamente superior
de HLA-I nas glandulas e no estroma endometrial topico de
pacientes com endometriose em relagdo aquelas sem
endometriose (Vernet-Tomas Mdel et al., 2006).

Ill.Receptores Inibitérios das células NK: conforme citado

anteriormente, as células NK expressam receptores KIR inibitorios
e ativadores. Alguns desses KIRs inibitérios reconhecem
antigenos do CPH Classe |, sendo esse o gatilho para a inibigao da
citotoxicidade das células NK. Maeda et al em 2002, ao comparar
40 pacientes sem endometriose com 42 pacientes com
endometriose demonstraram uma relagdo entre a diminuicdo da
atividade citotdoxica das células NK e aumento da expressao de
determinados KIRs inibitérios (KIR2DL1) na superficie dessas

células NK, fato que ocorreu exclusivamente naquelas pacientes
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em estadios avancados, ja que a expressao dos KIRs mostrou
semelhante nas pacientes em estadios iniciais em relagao ao grupo

controle (Maeda et al., 2002).

5.3 Utilizagcao das células NK como marcador diagnéstico

de endometriose em retossigmaéide

Varios pesquisadores tentaram desenvolver marcadores sorologicos
diagnosticos para endometriose, 0 que baseia-se em achados de
substéncias que podem participar na génese da doenga e
consequentemente podem estar com suas concentracbes alteradas no
sangue periférico, liquido peritoneal, sangue menstrual ou mesmo em
bidpsias endometriais. Essas alteragbes seriam entdo utilizadas como
marcadores da doenga, e obviamente o mais pratico seria a utilizacdo de
algum marcador sorologico (Evers et al., 1993; Lambrinoudaki et al., 2009;
Lermann et al., 2009). O marcador isolado que mais utilizado foi o CA 125
que inicialmente foi utilizado para diagnostico de tumores ovarianos. Abrao
et al., em 1997 publicaram estudo de 50 pacientes, demonstrando que o CA
125 mostrava-se significativamente elevado (niveis superiores a 100 Ul/ml)
nos casos de endometriose estadio Ill e IV (Abrao et al., 1997). Outros
autores relatam que a sensibilidade do CA125 para o diagnéstico de
endometriose é baixa. Um interessante estudo realizado na Italia

demonstrou que o CA125 num nivel superior a 35 Ul/ml apresenta
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sensibilidade de 27% e especificidade de 97%. Esses mesmos autores
também avaliaram outros marcadores como IL-6 e CA19-9, mas esses
marcadores ndo adicionaram acuracia ao CA 125 no diagnéstico de
endometriose (Somigliana et al., 2004).

Atualmente as publicagcbes tendem a utilizar diversos marcadores em
conjunto, formando um painel diagndstico para proporcionar melhor
sensibilidade e especificidade diagndstica. (Gupta et al., 2006; Nalbanski e
Kiurkchiev, 2008). Em 2008, um interessante trabalho publicado por Seeber
et al avaliaram um painel de sete potenciais marcadores: IL-6, TNF-alfa, MIF
(fator inibitorio da migracao de macréfagos), MCP-1(proteina quimiotatica de
macrofago) IFN-gama, leptina, e CA-125. Avaliaram todos esses
marcadores em 63 pacientes com endometriose e 78 sem endometriose
(sintomaticas, e com laparoscopia sem endometriose). A associacao de trés
marcadores ( CA-125, leptina e MCP-1) propiciou maior acuracia diagnéstico
de endometriose, com especificidade de 94% (95% IC: 86%, 98%) e com
sensibilidade de 49% (95% IC: 36%, 62%) (Seeber et al., 2008).

Nossos resultados demonstram que ANA e células NK também néao
se prestam ao diagnostico de endometriose na populagdo geral.
Consideramos que podemos adicionar um provavel marcador diagndstico
mas que prestar-se-a ao diagnéstico de formas mais graves da doenga,
como as pacientes com comprometimento de retossigmoide. O uso da
dosagem das células NK ndo se mostrou eficaz para o diagndstico de
endometriose (com area sob a curva ROC de 0,587) , mas a sua utilizagcao

numa populacdo de pacientes sintomaticas pode aumentar a suspeita de
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endometriose profunda de retossigméide. Ao utilizarmos o valor de 12,5%
de células NK como cut-off obtivemos sensibilidade de 78% e especificidade
de 61% para o diagndstico de endometriose de retossigmdide; com essa
informacao, poderiamos facilitar o direcionamento dessas pacientes para
centros terciarios, especializados no diagnéstico e tratamento de formas
mais graves de endometriose. Salientamos ainda que a dosagem do
percentual de células NK € um método n&o invasivo, altamente reprodutivel
e que nao sofre variagdes relacionadas a fase do ciclo, como nossos dados
e da literatura demonstraram (Yovel et al., 2001; Rai et al., 2005). Quanto a
fase do ciclo existem descricdes que mostram que ocorre diminuigdo na
atividade (e nao do percentual) das células NK periféricas na fase lutea
(Souza et al., 2001). Nao encontramos estudos na literatura utilizando a
dosagem de células NK no sangue periférico com objetivos de diagndstico
de endometriose ou de endometriose profunda de retossigmoéide.

Vale citar uma pesquisa realizada por Gagne et al (2003), que
avaliou 173 mulheres com endometriose e 195 controles com o objetivo de
associar ao CA125 sérico os resultados de um painel de marcadores de
leucdcitos pesquisados no endométrio tépico (obtidos por bidpsia
endometrial). Essa associacdo demonstrou sensibilidade de 61% e
especificidade de 95% para o diagnéstico de endometriose. Entre os
leucécitos avaliados, as diferengas na concentracdo de células NK
(caracterizadas como CD16+) fizeram parte do modelo preditivo utilizado

para o diagnéstico de endometriose (Gagne et al., 2003a).
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Outro aspecto inédito de nosso estudo foi a tentativa de estabelecer
um modelo estatistico de probabilidades. Ao realizarmos inicialmente uma
regressao logistica conseguimos isolar variaveis que em pacientes
sintomaticas podem relacionar-se a endometriose de retossigmoide:
sintomas intestinais ciclicos e dosagem de células NK 212,5%. A utilizagcao
dessas variaveis em uma populagao sintomatica, demonstrou que pacientes
com ambas variaveis positivas teriam aproximadamente 60% de
probabilidade de apresentar endometriose de retossigméide. O
comprometimento intestinal da endometriose é estimado em 5-12% das
portadoras de endometriose, € o local mais freqiientemente comprometido é
o retossigmoide, responsavel por 70-93% de todas as lesdes intestinais, ou
seja, podemos estimar que a prevaléncia de endometriose de retossigmoide
na populagédo geral varia entre 3-11% (Darai et al., 2005). Obviamente
nossos dados ainda devem ser validados em populagdes maiores e nao tao
selecionadas. Poderemos com a utilizagdo desse modelo proporcionar as
pacientes maior agilidade diagndstica, ou seja, triando aquelas que
necessitam passar por exames de imagem mais detalhados e com maior
acuracia para o diagnostico desse tipo de endometriose, como ultrassom
transvaginal com preparo intestinal, ressonancia magnética de pelve ou
ecoendoscopia (Dumontier et al., 2000; Abrao et al., 2007; Chamie et al.,
2009; Goncalves et al., 2009) o que possibilitaria um melhor preparo da
equipe cirurgica e portanto menos complicagdes relacionadas ao tratamento

cirargico da endometriose.
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Nosso estudo foi pioneiro ao avaliar em conjunto as células NK e
alguns auto-anticorpos, evidenciando que existem alteragdes imunes
sistémicas relacionadas a endometriose. A identificacdo do aumento das
células NK periféricas em pacientes com doenga avangcada € uma
informacéao relevante que abre espaco para novas linhas de pesquisa no
sentido de entender as relagdes existentes entre essas células e os focos de
endometriose, além do potencial uso desse tipo celular em modelos de
diagnostico e eventualmente do tratamento da endometriose. Paralelamente
a maior prevaléncia de ANA encontrada em nosso estudo corrobora com
dados existentes na literatura e também nos da uma sinalizagao no sentido
da co-existéncia de fenbmenos de imunidade humoral em pacientes com
endometriose, fendmeno esse que precisa ser mais estudado e
compreendido.

A continuidade desse estudo passa pela validagdao de nosso modelo
de probabilidades para o diagnodstico de endometriose de retossigmoide
através de estudos envolvendo mais pacientes. Além disso pretendemos
em laboratdrios de pesquisa basica avaliar os mecanismos imunologicos
envolvidos com aumento de células NK. Para isso deveremos avaliar quais
as relagdes entre a diminuicdo da a atividade das células NK, a expressao
de KIRs, expressao dos diversos tipos de HLA-I no tecido endometrial topico
e ectodpico, padrao de producdo de citocinas, com foco principal na doencga

profunda de retossigmaide.
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6 CONCLUSOES

6.1)

6.2)

6.3)

6.4)

6.5)

6.6)

6.7)

A concentracédo de células NK, assim como a prevaléncia de ANA no
sangue periférico encontram-se elevadas nas portadoras de
endometriose;

A prevaléncia em sangue periférico de auto-anticorpos antitiroglobulina,
antitiroperoxidase, anticardiolipina ( 1gG, IgM, IgA) e antifosfatidilserina
(IgG, IgM e IgA) foi semelhante nas pacientes com e sem endometriose;
Pacientes com endometriose em estadios avangados apresentam
concentragdes superiores de células NK no sangue periférico;
Pacientes com endometriose de retossigmoide apresentam
concentragdes superiores de células NK no sangue periférico;
Pacientes com endometriose com padrao histologico indiferenciado
apresentam maiores concentragdes sanguineas de ceélulas NK;

Nao existem relagdes entre as prevaléncias de auto-anticorpos anti-TG,
anti-TPO, aCL ( IgG, IgM, IgA), aPS ( IgG, IgM e IgA) e ANA com o
estadiamento, local de doencga ou tipo histolégico da endometriose.
Concentragdo de células NK acima de 12,5% em pacientes com
sintomas intestinais ciclico relaciona-se a maior probabilidade

diagndstico de endometriose de retossigmoide.
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7 ANEXOS

Anexo 01 - Aprovacao do Comité de Etica e pesquisa da FMUSP

KC

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
08.12.04, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 888/04, intitulado:
“Avaliacto de marcadores imunolégicos no sangue e fluido peritoneal de
pacientes portadoras de endometriose pélvica” apresentado pelo
Departamento de OBSTETRECIA E GINECOLOGIA, inclusive o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resoluglo do

Conselho Nacional de Sadde n® 196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Mauricio Simdes Abrdo

Pesquisador(a) Executante: Dr. Jodo Antonio Dias Junior

CAPPesq, 08 de Dezembro de 2004.

INGER
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Poulo
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Anexo 2 - Termo de Consentimento

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMAGAO

(Obrigatério Para Pesquisas Cientificas em Seres Humanos - Resolugdo N° 01 de 13.6.1988 - CNS)

| - DADOSDE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

F DATA NASCIMENTO: [/ [/

BAIRRO: ..ottt s CIDADE : ..ottt
(03 = = TELEFONE: DDD (............ ) JE
2. RESPONSAVEL LEGAL ...ccoivuvieiiesiisie sttt sttt ss s
NATUREZA (grau de parentesco, tUtOr, CUFAOOr €1C.) ........cceveieirieiiieieesieisie et se e a et e e sbe s saesaenan
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: .....ccoeeeeveeeeeeen. SEXO: M F DATA NASCIMENTO: / /
ENDEREGQCO ..ottt NO e APTO: e,
BAIRRO: ..ot CIDADE : ...t
CEP: .« o TELEFONE: DDD (............ ) e

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA .....cevuiieiiiisieeie et sssesssnns

Avaliagdo de marcadores imunolégicos no sangue e fluido peritoneal de pacientes
portadoras de endometriose comparando com um grupo de pacientes sem
endometriose.

2. PESQUISADOR: Joao Antonio Dias Junior
CARGO/FUNCAO: M édico Ginecologista /Obstetr a INSCRICAO CONSELHO REGIONAL Ne 89.292
UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Ginecologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA: SEM RISCO RISCO MINIMO

(probabilidade de que o individuo sofraalgum dano RISCOMEDIO X RISCO MAIOR

como consequénciaimediata ou tardia do estudo)

4. DURACAO DA PESQUISA : .3 anos
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1l - EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL:

1

jugtificativa e os objetivos da pesguisa (explicitar): Existe grande
probabilidade de a senhora ser portadora de uma doenca chamada
endometriose. Nesta doenca, o endométrio, que a parte do Utero que se
desprende e sangra na menstruacdo, pode crescer fora do Utero, em outros
lugares, como 0s ovérios, 0 tecido que reveste o abdome internamente
(chamado de peritbnio) e outras localizagdes como o intestino,bexiga, entre
outros Orgéos. Esta doenca ( a endometriose) pode causar sintomas como
aqueles gque a senhora tem. A endometriose acomete um grande nimero de
mulheres, podendo também causar dificuldade para engravidar, sendo
interessante avaliar se alguns exames de sangue( como 0S que Seréo
realizados na senhora) poderiam gjudar no diagndstico da doencga, assim
como na avaliagdo da dificuldade de gravidez. Para o tratamento da sua
doenca, a senhora tera que ser submetida a uma cirugia. O objetivo deste
estudo é avaiar através da coleta de sangue de seu brago e de liquido que
existe em seu abdome no inicio da cirurgia podem gjudar no diagnéstico e
tratamento da sua doenca que se chama endometirose.

procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluindo a
identificacdo dos procedimentos que sd0 experimentais. (explicitar) : A
senhora serd ainda submetida a uma videolaparoscopia, que é um tipo de
cirurgia na qual sdo relizados 3 ou 4 pequenos cortes na barriga e os médicos
realizam a cirurgia observando o interior da barriga em uma televisdo. O
tratamento da senhora ndo serd prejudicado caso a senhora ndo concorde em
participar deste estudo, pois acirurgiaja estaindicada e sera realizada mesmo
gue a senhora ndo queira participar do estudo. No momento do inicio da
cirurgia colheremos uma amostra de sangue de uma de suas veias

(costumeiramente no braco) e de liquido do abdémen durante esta cirurgia.

desconfortos e riscos esperados: (explicitar): os riscos da cirurgia para a senhora seréo os

mesmos que a senhora teria se ndo participasse deste estudo, ou sgja, durante a cirurgia podem ocorrer

complicagfes, ja que a senhora estard anestesiada, mas, conforme comentado, sua doenga exige esta
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cirurgia. Todo o procedimento da pesquisa serd realizado enquanto a senhora estiver anestesiada. Os
desconfortos podem ocorrer depois, como: dor no local da cirurgia, fraqueza, vémito (pela anestesia),

infeccdo no corte e hematoma (mancha roxa na pele) ou infecgdes.

4. beneficios que poder&o ser obtidos. (explicitar): com esta pesquisa da qual
a senhora esta participando, tentamos descobrir se com 0s exames de sangue
e do liguido de seu abddbmen poderiamos evitar a cirurgia nos casos de
endometriose.

5. procedimentos alter nativos que possam ser vantaj0sos para o individuo:
(explicitar): A0 invés de ser realizada cirurgia, existe tratamento com remédios
por boca para a endometriose, sendo que muitas pacientes apresentam
melhora sem necessidade de operar. Para o tipo de endometriose que a
senhora provavel mente apresenta, sabemos que o tratamento sO com remédios
costuma ser insuficiente para melhorar os sintomas, sendo a cirurgia uma

etapa importante do tratamento.

IV — ESCLARECIMENTO DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos,
riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir
eventuais duvidas.

Sim Nao

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de
deixar de participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a
continuidade da assisténcia.

Sim N&o
3. compromisso sobre a seguranga de que nao se identificara o
individuo e que se mantera o carater confidencial da informagao

relacionada com a sua privacidade:

Sim Nao
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4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos
a saude, decorrentes da pesquisa.

Sim Nao

5. compromisso de proporcionar informacdo atualizada obtida
durante o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do
individuo em continuar participando:

Sim Nao

V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGCOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REAGOES
ADVERSAS.

Joao Antonio Dias Junior

R. S&o Sebastido, 550

Séo Paulo — SP

F: 5182-8205 /9631-6179

Pronto-Socorro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
R. Enéas de Carvalho Aguiar — 255

Cerqueira César — Sdo Paulo — SP

Fone: 3069-6000

11. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:
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IV - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds ter sido convenientemente esclarecido pelo pesguisador, conforme registro
nositenslalil,

do inciso Ill, consinto em participar, na qualidade de paciente, do Projeto de Pesquisa
referido no inciso |1

Sa0 Paulo, de de 20

assinatura do paciente ou responsavel legal assinatura do pesquisador que obteve o consentimento
(carimbo ou nome Legivel)

NOTA: Este termo devera ser elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do paciente ou seu
representante legal e outra devera ser juntada ao prontuério pelo paciente.
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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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