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RESUMO

A endometriose ¢ definida pelo aparecimento de focos de tecido endometrial com
caracteristicas glandulares e/ou estromais idénticos aos da cavidade uterina em outras
localizagdes, que ndo o endométrio. E esses focos de tecido geralmente sdo funcionantes e
sensiveis a agdo de hormonios apresentando um forte componente genético correlacionando
a doenca com diversos polimorfismos. Incide principalmente em mulheres em idade
reprodutiva. Esta presente em 10% na populagdo geral e com infertilidade em 30% a 40%
dos casos. O grau do comprometimento da endometriose baseia-se num sistema de pontos
proposta pela American Society for Reproductive Medicine (1978), com base nos achados de
laparoscopia. A acao estrogé€nica ¢ mediada por receptores intracelulares, que com a ligagao
dos ligantes sdo translocados para o nlcleo onde ativam a transcricdo génica € o RES ¢ uma
das isoformas destes receptores. O gene do REf foi mapeado e localizado no braco longo do
cromossomo 14 no loco 2 entre os sublocos 22 e 24 (14q22-24) e o polimorfismo consiste em
uma transi¢ao silenciosa G1082A no dominio de ligagdao do éxon 5. A intengao deste estudo
foi determinar a freqiiéncia do polimorfismo Rsal do gene REfS, em dois grupos de pacientes
com endometriose ¢ sem sintomas da doenca. O estudo incluiu 54 amostras de sangue
periférico de mulheres com endometriose proveniente de um centro de referéncia em
videolaparoscopia e infertilidade de Goiania (FERTILE) e 46 amostras de sangue periférico
de mulheres sem clinica de endometriose chamado de grupo controle. Posteriormente o grupo
com endometriose foi subdividido em dois grupos férteis (n= 25) e inférteis (n= 27). O
polimorfismo Rsal do gene RES (AA, AG, GG) e do gene p53 no cddon 72 foi avaliado por
PCR. A freqiiéncia do gendtipo heterozigoto AG foi 9 vezes maior nas pacientes com
endometriose (59,3%) do que no grupo controle (6,5%). As pacientes férteis (68%)
apresentaram uma freqiiéncia AG de 10,5 vezes maior que no grupo controle (6,5%) e as
inférteis (55,6%) 8,5 vezes maior que no grupo controle. Dos hébitos sociais como o fumo,
alcool, anticoncepcionais e atividade fisica ndo foi encontrado uma associagdo significante.
Das pacientes com genotipos ArgPro/ProPro (51,5%) do polimorfismo do gene p53 a
frequéncia AG foi 8,6 vezes maior do que no grupo controle (6%). Conclui-se que, a
freqiéncia AG do polimorfismo Rsal do gene RES  esta associada a presenca da

endometriose.

Palavras chave: endometriose, receptores estrogenos, e infertilidade.
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ABSTRACT

Endometriosis is defined by the appearance of foci of endometrial tissue with glandular
features and / or stromal identical to the uterine cavity at locations other than the
endometrium. And these foci of tissue are usually functioning and sensitive to the action of
hormones showing a strong genetic component to disease correlated with several
polymorphisms. It focuses primarily on women of reproductive age. Is present in 10% of
general population and infertility in 30% to 40% of cases. The degree of involvement of
endometriosis is based on a points system proposed by the American Society for
Reproductive Medicine (1978), based on the findings of laparoscopy. The action of estrogen
is mediated by intracellular receptors that, with the binding of ligands are translocated to the
nucleus where it activates gene transcription and REf is one of the isoforms of these
receptors. The REPB gene was mapped and located on the long arm of chromosome 14 in the
loco 2 among subloco 23:24 (14q22-24) and the polymorphism consists of a silent G1082A
transition in the binding domain of exon 5. The intent of this study was to determine the
frequency of the Rsal polymorphism of the gene REPB in two groups of patients with
endometriosis and without symptoms. The study included 54 samples of peripheral blood of
women with endometriosis from a referral center in laparoscopy and infertility in the city of
Goiania (FERTILE) and 46 peripheral blood samples from women without endometriosis
clinic called the control group. Later the group with endometriosis were divided into two
groups fertile (n = 25) and infertile (n = 27). The Rsal polymorphism of the gene REB (AA,
AG, GG) and the gene p53 in codon 72 was assessed using PCR. The frequency of
heterozigous genotype AG was nine times higher in patients with endometriosis (59.3%) than
in the control group (6.5%). The fertile patients (68%) had a frequency of AG 10.5 times
higher than in the control group (6.5%) and infertile (55.6%) 8.5 times higher than in the
control group. Social habits like smoking, alcohol, contraceptives and physical activity was
not found a significant association. Of the patients with genotypes ArgPro/ProPro (51.5%) of
the polimorphism of p53 gene the AG frequency was 8.6 times higher than in the control
group (6%). We conclude that the AG frequency of the Rsal polymorphism of the gene RES is

associated with the presence of endometriosis.

Keywords: endometriosis, estrogen receptors, and infertility.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Endométrio

O utero ¢ constituido pelas camadas: perimétrio, miométrio e endométrio, sendo o
endométrio a mucosa que reveste a cavidade uterina. Esta mucosa cresce durante o ciclo
ovulatério e desprende-se ao final (caso ndo ocorra gravidez), ¢ ¢ eliminada no ciclo

menstrual (Lecke et al., 2006) (Figura 1).

| T roampas
| Finndm da dalern

Corpa oo e e

Figura 1 - Detalhamento do utero e seus anexos. Fonte: Netter, 1988.

O endométrio € constituido por epitélio e lamina propria, contendo glandulas tubulosas e
simples que podem ramificar até o miométrio (Figura 2). Este epitélio além de revestir e
proteger o utero, secreta um muco de constitui¢do glicoprotéica. O tecido da lamina prépria é
rico em células e apresenta grande quantidade de material intercelular amorfo.

Os hormoénios ovarianos produzidos pelo estimulo da hipdfise anterior submetem o
endométrio a mudangas estruturais ciclicas que constituem o ciclo menstrual (Lecke ef al.,

2006).
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Perimétrio

Figura 2 - Corte histologico de 20pum da parede uterina demonstrando a constitui¢do da parede. Fonte:
UNIFESP Ensino, 2008.

1.2 O Ciclo Menstrual

O conjunto de modificagdes ciclicas que ocorrem no corpo da mulher, de carater
periodico e temporario, que se repete cada meés, entre a menarca € a menopausa, S€
convencionou chamar de ciclo menstrual (Moreira ef al., 2002).

Lima (1975) relata que o episddio da menstruacdo dentro do ciclo menstrual,
representado pelo sangramento genital, configura o epilogo de uma sériec de eventos
enddcrinos dindmicos e independentes do sistema hipotalamo-hipdfise-ovariano (SHHO)

(Moreira et al., 2002).

1.2.1 A Correlacao entre o Ciclo Menstrual e Ovulatério

A neuroendocrinologia ¢ o estudo da produgdo e liberagdo de hormodnios por células
nervosas - neurdnios, € a intera¢do destes com varios orgaos e tecidos alvo, sendo a ovulacao
o resultado final dessas interacdes hormonais, gonadais e extra-gonadais, que se iniciam na
menarca e continuam até a menopausa (Ganong et al., 2000).

O sistema neuroenddcrino composto de: hipotdlamo, hipofise e ovario (SHHO) tem
caracteristicas basicas que o identificam, como o complexo sistema nervoso, controle
retroativo ovariano e a unidade folicular e corpo Iuteo (Moreira et al., 2002; Yen et al., 1990)
(Figura 3). Para que aconteca essa interagdo entre o sistema neuroldgico e enddcrino €
necessario haver a integridade anatdmica e funcional do eixo neuroenddcrino, e influenciado

pelo cortex cerebral e o sistema limbico (Ganong ef al., 2000).
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Figura 3 - Demonstra a correlag@o do sistema neuroenddcrino e menstruac¢do. Fonte: Tindall , 1987.

A hipofise era considerada a glandula principal nesse comando neuroendocrino, no
entanto, estudos apontaram o hipotdlamo como a glandula principal, influenciado pelo sistema
nervoso central e periférico. Atualmente acredita-se que os eventos que regulam o ciclo
menstrual s3o produzidos pelos esterdides sexuais sintetizados pelo proprio foliculo destinado
a ovular naquele ciclo (Ganong ef al., 2000).

O ciclo menstrual da mulher dura em média 28 dias, embora ocorram aumentos
intervalares nos dois extremos da vida reprodutiva e que correspondem a ciclos endocrinos
nao ovulatdrios, ocorréncia que é conseqiiéncia de irregularidades no padrao secretor ciclico
das gonadotrofinas e do estradiol (Moore et al., 2001).

Didaticamente, o ciclo menstrual ¢é dividido em trés fases: fase folicular
(foliculogénese), fase ovulatodria e fase lutea. A glandula hipéfise que fica dentro do cranio €
responsavel pela secrecdo de dois importantes hormonios, o luteinizante (LH) e o foliculo
estimulante (FSH). Essas gonadotrofinas hipofisarias nao s6 regulam o ciclo ovariano, mas,
sobretudo o estradiol (Moreira et al., 2002).

Na fase folicular, FSH ira desenvolver o foliculo e o pico do LH ird desencadear a
ovulagdo normalmente por volta do 14° dia do ciclo. O foliculo no ovério produz o estrogénio
que faz com que o endométrio prolifere, ou seja, aumente sua espessura. Mas a partir da

ovulacdo o ovdrio passa a secretar também a progesterona e ela faz o endométrio "inchar" e
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este inchago, que ¢ o edema do estroma caso ndo ocorra a fecundagdo do 6vulo, as células do
estroma tornam-se hipertrofiadas desencadeando a descamagdo endometrial € o corrimento
menstrual. Na fase ovariana a fungdo ovariana ¢ dupla: gametogénica e endocrina;
influenciando toda parte endocrinologica da mulher; ja que a funcdo enddcrina precede a
menarca de forma indeterminada, essa fungdo hormonal é responsavel pelo desenvolvimento
fisico e dos caracteres sexuais secundarios (Moreira et al., 2002; Moore et al., 2001).

Na fase lutea, com a hiperplasia das células da granulosa a partir da ovulacio
juntamente com as células tecais, elas passam a ter fung¢des endocrinas, com sintese
esteroidal, constituindo o corpo luteo. Estas células tém papel importante na aromatizagao
dos androgénios em estrogénios que relataremos no capitulo de endometriose (Moreira et al.,

2002; Moore et al., 2001).

1.3 Endometriose

1.3.1 Definicao

Entre inimeras defini¢des de endometriose, a classica de Giordano (1998), define como
o aparecimento de focos de tecido endometrial com caracteristicas glandulares e/ou estromais
idénticos aos da cavidade uterina em outras localizagdes que ndo o endométrio, caracteriza a

doenca. Esses focos de tecido geralmente sdo funcionantes e sensiveis a agdo de hormonios.

1.3.2 Historico

Relatos afirmam que, a primeira descri¢do dos sintomas caracteristicos da endometriose
bem como o tratamento para as alteragdes menstruais provocadas pela doenga teria ocorrido
em 1600 a.C. através do Papiro Egipcio de Ebers (Nakata et al., 2004) e Cruveilhier em 1835
d.C. fez referéncia a lesdes cisticas de anexos, Utero e vagina (Baranova et al., 1987).

Marques et al. (2005) relata em seu estudo que o aspecto histérico da endometriose ¢
bastante prejudicado, por ter sido negligenciado por muitos anos, entretanto um estudo
publicado por Knapp (1999), demonstrou que as primeiras descri¢des da patologia se deram
ha cerca de 300 anos na Europa, mais precisamente em 1690, pelo médico alemdo Daniel
Shroen, através do livro “Disputativo Inauguralis Medica de Ulceribus Ulceri”. Shroen
descreve o que chama de “inflamagdes” que acometiam mulheres em maturidade sexual, que

se distribuiam inicialmente em peritonio e bexiga, intestinos e ligamento largo, vindo a formar
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aderéncias. Ainda segundo Knapp, outros médicos no século XVII fizeram relatos
semelhantes de “ulceras peritoneais” que levavam a uma sintomatologia bastante especifica,
com dor pélvica e sangramentos, embora ainda ndo percebessem o carater ciclico do
sangramento dessas ulceras e nem mesmo a origem endometrial das mesmas (Marques et al.,
2005).

Tailford (1765) teria sido o primeiro a enfatizar o comprometimento ovariano na
endometriose € Hoctin (1779) que relatou a importancia da dor pélvica no quadro clinico da
doenca (Marques et al., 2005).

A primeira descrigdo patolégica de um caso de endometriose quando deparou com a
presenca de tecido semelhante ao endométrio, ectopico, em pecas de necropsia teria sido de
Carl Von Rokitansky (1860) d.C., na Alemanha, segundo a maioria dos estudos (Ribeiro et
al., 2000, Giordano et al., 1998).

Atualmente a teoria de Sampson (1927) ¢ a mais divulgada, onde apo6s outros estudos
sobre a doenga descreveu a endometriose da forma como ¢ conhecida e sugeriu a menstruacao
retrégrada como provavel etiologia apds observar sangue saindo pelas tubas uterinas € no

limen das trompas de mulheres operadas durante a menstruagao (Abrao, 2000).

1.3.3 Epidemiologia

Segundo Yanez (2007), a endometriose ¢ um acometimento cujo diagnostico s6 pode
realizar-se mediante a observacao direta das lesdes de maneira intencionada por laparoscopia
ou como achado transcirtrgico de algum procedimento com outro fim. Devido a isto, a
estatistica tem uma dificuldade em representar de uma forma verdadeira este acometimento.

Estudos (Velebil ef al., 1995) demonstram que, entre as cinco causas mais freqiientes de
acometimentos ginecoldgicos em mulheres norte americanas em idade reprodutiva se destaca
a endometriose (terceiro lugar em um estudo com 10.000 mulheres), com uma incidéncia
media anual de 32,4 anos, com intervalo de confianca de 95% de 28.5 — 36.3anos. Citam
também outro estudo de coorte, efetuado nos Estados Unidos entre 1988 e 1990, com mais de
cinco milhdes de casos, em 11,2% o diagndstico primario foi de endometriose e estudo prévio
em 1980, relatou que 6,9% das hospitalizacdes por problemas geniturinirios se deve a
endometriose (Yéanez, 2007). Quanto ao calculo da incidéncia (percentual de novos casos que
sdo determinados em uma populacdo higida em determinada unidade de tempo) e prevaléncia
(percentual de pessoas em uma populagdo, em um determinado tempo, acometidas pela

doenca) sdo necessarios dados consistentes sobre o diagnostico desta patologia (Abrao, 2000).
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No caso especifico da endometriose esses dados sdo especialmente dificeis de serem
obtidos, ja que o diagnodstico definitivo desta afeccdo depende de um exame histoldgico o que
requer a realizacdo de procedimentos invasivos. Estima-se, baseado na maioria dos estudos,
que a endometriose esteja presente em pelo menos 10% a 15% da populagdo geral e que nos
grupos de pacientes com infertilidade ou com dor pélvica cronica possa chegar a 50% (Abrao,
2000). A epidemiologia da incidéncia de endometriose em mulheres com infertilidade gira
em torno de 6% a 58% contra apenas 2% a 5% nas mulheres da populacdo em geral (Nisolle,
2008), entretanto, Donnez (2002) relata que a incidéncia de infertilidade em mulheres com
endometriose varia em torno de 30% a 50%.

Segundo a Federagao Brasileira de Ginecologia e Obstetricia (FEBRASGO) (2007), o
aumento da prevaléncia da endometriose se deve & melhora dos recursos diagndsticos,
especialmente pela evolucdo da video-endoscopia. Sem desconsiderar que ¢ uma patologia
contemporanea, onde ha mais menstruagdes em mulheres com menos filhos, menstruagdes

mais precoces e gestacoes tardias.

1.3.3.1 Idade

Geralmente a idade ndo guarda nenhuma relagdo com a gravidade da endometriose, ha
este consenso entre os pesquisadores (Vercellini, 1996). Os estrogénios t€ém importancia no
desenvolvimento dessa doenca, assim fica claro perceber que o periodo reprodutivo da mulher
¢ de particular interesse. Moen et al. (1997) estimaram que 2% das mulheres entre 40 e 42
anos apresentavam esta patologia, demonstrando que ha a incidéncia também fora da idade
reprodutiva ja que, a doenca pode ser sintomatica anos antes do diagnostico.

Estudo feito no Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HC-FMUSP) entre 1992 a 1999, mostrou que a idade média era entre 30 e 34 anos,
sendo que o inicio das sintomatologias se deu ha mais de 5 anos. Observou-se a patologia em
mulheres variando de 12 a 80 anos, com uma idade média de diagnostico em torno de 28 anos
de idade.

Ressalta-se que nos Estados Unidos o aparecimento da doenga ¢ de 11,7 anos antes do

diagnostico (Marques et al., 2005).

1.3.3.2 Raca
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Considerando a literatura em estudo, ha uma controvérsia quanto ao parametro etnia.
Existem autores como Kirshon et al. (1989); Houston et al. (1989) que afirmaram ndo
perceber diferenca na incidéncia entre as diversas racas.

Por outro lado, Chatman ef al. (1976) defende a prevaléncia da doenca na raga negra e
Miyazawa et al., (1976) destacou a raga amarela como a predominante.

Woodworth et al. nos Estados Unidos (1995), chama a atencdo para uma outra face
dessa discussdo. O estudo verificou que, as mulheres de cabelos ruivos naturais tem a maior
possibilidade de desenvolverem fatores genéticos que levem a endometriose, mostrando que
das 143 mulheres selecionadas para o estudo, sendo 12 delas ruivas naturais, variando entre
23 a 41 anos de idade, observou-se que 10 das 12 ruivas, 83% (10/12) tinham endometriose,

comparadas com as ndo ruivas, 41% (55/131).

1.3.3.3 Avaliac¢ao Clinica

Dados clinicos mostram que os ciclos ovulatérios sdo as principais causas de
desenvolvimento, persisténcia e recorréncia da endometriose (Olive, 1993).

Os sintomas da patologia se iniciam com a menarca ¢ mantém-se até a menopausa.
Depois, a multiparidade esta associada a reducdo do risco de endometriose. Por ultimo, a
utilizagdo de medicagdes que causam anovulagdo (andlogo do GnRH - hormonios
gonadotréficos, contraceptivos orais ou progestagenos) reduzem as sintomatologias algicas da
paciente (Missmer, 2004).

Sobre a multiparidade, a mulher a qual passou por periodos de protecdo da agao
estrogénica, e por acdo da progesterona na gravidez, podemos dizer que tem uma incidéncia
menor de endometriose do que uma nulipara. Evidenciaria um equilibrio estroprogestacional,
assim manteria a incidéncia dessa patologia em torno de 3 a 4% nessas mulheres (Marques,
2005; Parazzini et al., 1989).

A patologia pode ocorrer devido a anormalidades anatomicas ou bioquimicas, por
exemplo: pacientes com obstru¢do mecanica do fluxo menstrual apresentam maior incidéncia
de endometriose devido ao fluxo retrégrado via tubas uterinas. Entretanto, a doenca pode
advir de situagdes independentes de fatores mecanicos, como nos casos onde a endometriose €
secundaria, como a exposicdo intra-utero do feto ao dietilbestrol, que ¢ um teratdgeno
quimico (Rock et al., 1982).

Na avaliagdo da esterilidade, estima-se que em 30% a 50% das situagdes exista

correlagdo entre esterilidade e endometriose, porém sem uma explicacdo bem estabelecida.
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Sao necessarias, quando se avalia esta relagdao, as mulheres assintomadticas, serem usudrias de

contraceptivos ou mesmo nao possuir vida sexual (Ribeiro Junior et al., 2009).

1.3.3.4 Fumo

Estudos de Cramer et al. (1986) onde mulheres que iniciaram o habito do tabagismo
antes dos dezessete anos, fumando vinte cigarros por dia, apresentam um risco
significativamente menor de apresentar endometriose quando comparadas com as nao
fumantes.

Observa-se diante deste cenario uma controvérsia importante sobre esta analise; contudo
o proprio Cramer ef al. (1986) conclui em seu trabalho que a mulher que fuma mais de vinte
cigarros por dia tem seu nivel sérico de estrogénios diminuidos e, portanto estaria protegida
contra a endometriose.

Por outro lado, Parazzini et al.(1989) em suas pesquisas, ndo encontrou diferenca entre

fumantes e ndo fumantes quanto a incidéncia de endometriose ovariana.

1.3.3.5 Atividade Fisica

No manual de orientagdo da Federacdo Brasileira de Ginecologia e Obstetricia
(FEBRASGO, 2007), recomenda-se a pratica desta atividade como uma das formas de
tratamento da dismenorréia presente na endometriose.

Seria um beneficio adicional, na medida em que melhora a imunidade das pacientes que
praticam atividade fisica de forma regular (Cramer et al, 1986). Porém leva-se em
consideracdo que esse efeito protetor depende da época de inicio e da freqiiéncia, para reduzir

os niveis de estrogénio circulante nas praticantes.

1.3.3.6 Historia Familiar

As limitagdes diagnosticas dificultam a pesquisa nos antecedentes familiares da mulher
que questiona sobre sua predisposicdo 4 endometriose, vide o procedimento invasivo para
tanto (Marques et al., 2005).

Bischoff e Simpson (2004), Moen (1993), relatam em seus trabalhos que a presenca da
doenca em parentes de primeiro e segundo grau, aumenta a incidéncia em algumas pacientes

de 5% a 7%.
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Moen et al. (1995), mostraram em um trabalho com 515 pacientes que a tendéncia de
desenvolver endometriose € muito maior em pacientes com historia familiar. Além disso, o
estudo mostra o caso das oito irmds monozigoéticas das quais seis tiveram endometriose
documentada.

No trabalho de Ranney (1971), foram realizadas entrevistas com 350 pacientes operadas
devido a endometriose, mostrando cerca de 22% delas tinha historia de endometriose em
familiares. Kennedy et al., (1995) observaram num grupo de 230 pacientes com endometriose,
19 casos de mae e filha portadoras, 16 pares de irmas e um caso de irmas gémeas portadoras.
O que ainda necessita de estudos profundos ¢é esclarecer se os resultados acima citados sao
devidos aos habitos de vida semelhantes ou fatores genéticos. Embora ndo se tenha
encontrado uma interacdo mendeliana clara, a maioria dos pesquisadores acredita que o
componente familiar seja de origem poligénica e multifatorial (Bishoff ez al., 2000).

Missmer et al.(2004) e Bischoff et al.(2004) relatam em seus estudos que, a
endometriose pode ser hereditdria de forma poligénica, sendo sete vezes mais comum em
pacientes com historia familiar da doenca.

Fica implicita a necessidade de mais estudos epidemioldgicos que possam elucidar essas
davidas, dentre as muitas que pairam sobre a endometriose, desde sua fisiopatologia até seu

tratamento (Ribeiro Junior et al., 2009).

1.3.4 Etiopatogenia da Endometriose

A endometriose ¢ uma doenga enigmatica que gera muitas incertezas quanto a sua
etiologia na medida em que existem diferentes teorias, embora nenhuma delas permita
explicar todos os casos e todas as localizagdes (Halme et al., 1984) (Figura 4).

As teorias propostas para o surgimento da endometriose segundo Yanez (2007) sdo:

A) Origem Miilleriana:

Transformacdo de restos embriondrios em que a endometriose se originaria da
transformagdo dos restos do sistema de Wolff e Miiller, baseando-se em estudos histologicos
e localizagcdo das lesdes em regides anatomicamente proximas aos ductos de Wolff ou de
Miiller.

B) Metaplasia Celomica:

Meyer (1919) relatou que o epitélio celdmico se transformaria em glandulas e estromas
endometriais. Baseia-se no fato de serem tecidos genitais, entre eles o endométrio e o

peritonio, oriundo embriologicamente do endotélio celomico, tendo estes a capacidade de se
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diferenciarem de elementos miillerianos como o endométrio, a partir de estimulos hormonais
exagerados. Acredita-se que essa seja uma provavel causa da endometriose do septo

retovagianal.

Intestinas

Wiangina

Locais de Endometricose

Figura 4 - Desenho ilustrativo dos possiveis locais de incidéncia da endometriose. Fonte:
Elkis, 2009.

C) Menstruacio Retrograda:

Sampson (1921) tem uma das teorias mais citadas e aceitas para explicar a origem da
endometriose, propondo que implantes ectopicos sdo desenvolvidos a partir de um fragmento
de endométrio que, em fungdo do fluxo menstrual retrégrado extravasam através das tubas
uterinas para a cavidade peritoneal e ali se aderem. Apesar de que em cirurgias laparoscopicas
¢ comum o encontro de sangue na cavidade peritoneal, essa teoria ndo explica o porqué nem
todas as mulheres que apresentam a menstruagao retrograda desenvolvem endometriose e nem
a presenca de focos da doenga em regides localizadas fora da cavidade pélvica.

D) Disseminacio Linfatica:

Teoria descrita por Halban et al. (1925) relata que a partir do encontro de tecido
endometrial na parede de vasos linfaticos e em linfonodos da regido pélvica foi postulado essa
teoria para explicar o encontro de focos de endometriose em locais como a parede pélvica e a
regido inguinal.

E) Disseminacio Hematogénica:

Teoria descrita por Sampson (1927) de modo semelhante & teoria da disseminacao

linfatica, o encontro de focos de tecido endometrial vidvel na parede de vasos sanguineos,
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bem como o fato de que os vasos no periodo menstrual sdo mais permedveis, essa teoria tenta
postular o encontro da endometriose em locais distantes, como pulmao, vulva, e bago.

F) Teoria Iatrogénica:

Teoria descrita por Greenhill (1942), ¢ uma teoria ndo aceita universalmente, em que se
encontram focos de endometriose em cicatrizes de cesariana e episiotomias, talvez justificada
pelo uso de material “contaminado” por tecido endometrial.

G) Teoria Composta:

Teoria descrita por Javert (1949), se baseia no reconhecimento de que nenhuma das
explicagdes encontradas para o surgimento da doenca ¢ suficiente para explicar os diversos
locais em que a mesma pode ser encontrada. Dessa forma, a endometriose nao seria explicada
por apenas uma teoria, mas pelo conjunto de todas.

Segundo o manual de orientacdo da FEBRASGO (2007), as teorias que predominam sao

basicamente duas: Menstruagdo Retrograda e da metaplasia celémica.

1.4 Endometriose e Diagnostico

Tem-se 4 meios principais para o diagndstico da endometriose: Diagnostico clinico:
basecado em histéria, exame fisico e exames laboratoriais ndo invasivos; Visualizacao
cirrgica das lesdes; Bidpsia das lesdes com confirmagdo histologica; Marcadores

bioquimicos, como CA-125 (Ulcova, 2001).

1.4.1 Diagnéstico Clinico

Segundo a FEBRASGO e SBE (Sociedade Brasileira de Endometriose) (2007), na
endometriose, quanto mais cedo se faz o diagnostico, melhor. Inclusive para as mulheres que
sonham em ter um filho, a precocidade na deteccdo e tratamento da doenga aumenta as
chances de gravidez. Outros fatores merecem atengdo, como o estadiamento da doencga, os
orgaos envolvidos, o tipo histolégico e as seqiielas cirurgicas. H4 também uma preocupagao
cada vez maior com a precocidade da doenca, que atinge inclusive as adolescentes.

O diagndstico da endometriose ndo € tao simples, ja que muitas vezes € assintomatica e
outras vezes se manifesta através de sintomas inespecificos que ndo orientam quanto a sua
presenca e desse modo dificulta o diagndstico precoce e oportuno e por conseqiiéncia, a

terapéutica de forma rapida (Maclaren, 1996). Suspeita-se de endometriose naquelas pacientes
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com queixa de infertilidade, dor pélvica ciclica, especialmente exacerbada durante a

menstruacao (dismenorréia) e a dispareunia profunda (Ribeiro Junior et al., 2009).

A endometriose ¢ uma doenca de manifestagdes clinicas variadas. Algumas

manifestagdes sdo mais freqiientemente descritas (Giordano, 1998):

a) Dismenorréia: descrita como sintoma classico da endometriose, ¢ secundaria e

progressiva (se agrava progressivamente);

b) Dispareunia: sintoma bastante comum, ocorrendo principalmente quando ha
comprometimento do fundo-de-saco de Douglas e do septo retovaginal e quando existe uma

retroversao fixa, do utero, associada;

¢) Dor a Defecagao: ocorre quando a endometriose se localiza no reto ou em suas

proximidades, sendo mais intensa durante a menstruagao;
d) Formacao tumoral: pode ser a queixa principal da paciente, principalmente no
caso de uma lesdo da parede abdominal ou do perineo;

e) Dor abdominal: a endometriose geralmente forma aderéncias entre orgaos
pélvicos, produzindo dor cronica no abdome inferior e na pelve, as vezes referida as virilhas,

quadris e coxas;

f) Distirbios menstruais: observam menorragia, hipermenorragia em pacientes com
endometriose pélvica, geralmente significando funcdo ovariana alterada devido a

comprometimento ovariano bilateral;

g) Queixas urinarias: cerca de 1 a 11% das pacientes com endometriose podem

apresentar envolvimento ureteral e da bexiga.

Em um estudo realizado na Clinica Ginecologica do HC-FMUSP com 244 casos foi
observado os seguintes sintomas em pacientes com endometriose: disuria, polacitria,
infeccdes urinarias de repeti¢do, hematiria e urgéncia miccional (Abrao, 2000).

h) Infertilidade: ha incidéncia de endometriose em pacientes inférteis de acordo com
diversos estudos. Alguns estudos classicos como Hasson (1976) e de Wheeler (1989) relatam
que 6% a 58% das pacientes com infertilidade apresentam endometriose e de Fedelle et al.
(1992); Thomas (1995) que 30% a 50% das mulheres com endometriose sdo inférteis
(Giordano, 1998).

1.4.2 Visualizacao Cirurgica das Lesoes
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A endometriose s6 pode ser confirmada por meio de observagdo direta através da
laparoscopia ou de uma laparotomia, associada a biopsia das areas de endométrio ectdpico

(Missmer et al., 2004; Giordano, 1998).

E considerado o padrio ouro para o diagnoéstico de endometriose por vérios estudos e
sociedades de ginecologia no mundo inteiro. Alguns servigcos chegam a sugerir a dispensa da
confirmacdo por bidpsia, com histopatologia, pela eficacia diagnostica da visualizagdo
cirirgica (Marques et al., 2005; Missmer et al., 2004).

O aspecto encontrado na avalia¢do laparoscopica da endometriose peritoneal se da pelo
encontro de lesdes com aspectos sugestivos. Existe a lesdo considerada tipica de endometriose
composta de glandulas, estromas e debris endometriais. Na laparoscopia se observa uma lesao
negra, azulada ou arroxeada, pregueada, associada a uma cicatrizagdo em forma de estrela
decorrente de sangramento tecidual e reten¢do de pigmentos sanguineos (Figura 5 ) (Junior et
al., 2009; Nissole et al., 1994). O procedimento, entretanto, apresenta algumas desvantagens e
problemas técnicos como o custo do procedimento e a acuidade do diagnostico que depende

da experiéncia e conhecimento do cirurgido ao visualizar uma lesdo (Nisole, 2002).

Figura 5 - Lesoes enrugadas pretas foram descritas uma mistura difusa de fibrose, como "classico" e "tipico”.
Fonte: Ribeiro Junior et al., 2009.

Quanto a variabilidade de diagnodstico por diferenca entre visualizagdo e interpretagao
pelos cirurgides, Pardanani e Barbieri, em 1998, fizeram o trabalho demonstrando como

padrdo ouro a cirurgia no diagnéstico da endometriose nos achados visuais ou nos resultados
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de bidpsia (“The gold standard for the surgical diagnosis of endometriosis: visual findings or
biopsy results ) (Marques, 2005).

Nesse estudo foi avaliada a variabilidade diagnostica da endometriose inter cirurgido. O
que se percebeu ¢ que entre os trés cirurgides envolvidos no estudo, tivemos uma taxa de
confirmagdo patoldgica das endometrioses por eles visualizadas de 42% de acerto para o
primeiro cirurgido, 65% para o segundo e 76% para o terceiro. Esses valores mostram de
modo explicito que essa técnica diagndstica tem um grau de variacdo de resultados
relativamente alta. Um ponto importante ¢ que, a localizagdo e o volume das lesdes de
endometriose também podem prejudicar o acerto diagnostico. Lesdes subperitoneais ou
profundamente invasivas em fundo de saco de Douglas podem ser de dificil visualizacao
numa laparoscopia padrdo. Lesdes pequenas ou de apresentagdo atipica também podem

induzir ao erro (Marques, 2005).

1.4.3 Biopsia e Histopatologia

E o método cirargico superior para confirmar diagnostico. Os critérios utilizados para o
diagnéstico histologico sdo na ordem s3ao as glandulas estroma endometriais; epitélio
glandular com hemosiderina; tecido endometrial-like com hemosiderina.

Um problema que repercute sobre essa técnica ¢ que os critérios diagndsticos podem
variar entre os patologistas e ndo se tem estudos inter-observacionais, como se tem com 0s

cirurgides (Nisole, 2001).

1.4.4 Marcadores Bioquimicos - Diagndstico Laboratorial

A primeira vez que relataram sobre um marcador bioquimico, CA 125, que estaria
aumentado no soro de mulheres com endometriose nos graus III e IV foi em 1986. Teria sido
também a primeira vez que se levantou a hipotese de um teste sanguineo para o diagndstico
desta patologia (Nisole, 2001).

Barbieri e Missmer (2002) relatam que em 147 mulheres submetidas a
laparoscopia/laparotomia diagnostica, o CA-125 pré-operatorio estava aumentado em
mulheres com endometriose graus III/IV, se comparado com mulheres do grupo controle, com
laparoscopia/laparotomia normais.

Conclusoes dos mesmos autores, também indicaram aumento do marcador, caso de grau

I de endometriose (13%), leiomioma uterino (14%) e DIP cronica (5%). O estudo mostrou
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ainda que as lesdes de endometriose aumentam a expressao do CA-125 também por técnicas
imunocitoquimicas (Nisole, 2001).

Segundo Nisole (2001), existem outros marcadores que sdo Uteis no diagndstico da
endometriose como os niveis de integrina endometrial, auto-anticorpos anti-endometriais e
expressao do endométrio eutdpico da P450-CYP19 (aromatase).

No caso de marcadores como o CA15-3 e CA19-9, antigeno carcino-embrionario(CEA),
alfafetoproteina (AFP) e beta-2 microglobulina (B2MG), seu comportamento nas mulheres
com endometriose em diferentes fases do ciclo menstrual, vem sendo motivo de estudos. CA
15-3 e CA19-9 revelaram pequenas variagdes em suas concentragcdes, porém sem
significancia estatistica que pudesse ser aproveitada em termos diagnosticos ou de
seguimento. Nao apresentam, portanto significado principalmente ao serem comparados aos
demais marcadores estudados (Marques et al., 2005; Abrao, 2001). Um estudo em especial,
dosando os valores médios desses marcadores em portadoras de endometriose I, II, IIT e IV,
no 1°, 2°, 3° dias do ciclo e no 8°,9° e 10° dia, mostrou que as dosagens séricas do CEA, AFP e
B2MG se aproximaram do normal em todos os casos (Abrao ef al., 2007).

Podgaec et al. (2008) realizaram um estudo para avaliar os marcadores bioldgicos no
sangue e fluido peritoneal de pacientes portadoras de endometriose e sua relagdo com a
classificagdo histologica da doenca. Os autores analisaram a relacdo e a predominancia dos
padrdes de resposta imune Thl e Th2 em pacientes com endometriose. Entre fevereiro de
2004 e abril de 2005 foram avaliadas 98 pacientes divididas em dois grupos de acordo com a
presenga (Grupo A) ou auséncia de endometriose (Grupo B), confirmada histologicamente.
Foram coletados sangue periférico e fluido peritoneal de todas as pacientes para a dosagem de
interleucinas (IL) 2,4 e 10, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa) e interferon-gama (IFN-
gama) por citometria de fluxo. Neste estudo, observou-se elevacdo de citocinas relativas a
resposta imune Th2, denotando haver um predominio deste padrido de resposta em pacientes

com endometriose.

1.5 Endometriose e Infertilidade

A relagao entre a endometriose e infertilidade vem sendo demonstrada claramente na
literatura. Torna-se evidente o efeito que a endometriose tem nas etapas avancadas sobre a
fertilidade pelas agdes de aderéncias sobre as trompas e ovarios (Goémez et al., 1997).

A infertilidade pode ser definida como sendo a incapacidade de conceber um filho apos

um ano de tentativas regulares sem a utilizagdo de qualquer método contraceptivo (Shah et
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al., 2003). Aproximadamente 15% de todos os casais que desejam ter filhos serdo afetados
pela infertilidade que pode estar relacionada a diversos fatores. Entretanto, cerca de 20%
desses casais sao diagnosticados como infertilidade idiopatica (Trummer et al., 2000).

Os mecanismos pelos quais a endometriose leva a infertilidade ainda ndo sdo totalmente
conhecidos. Em mulheres com endometriose em estddio mais avangado, as alteracdes
anatdmicas, como obstrucdo tubaria, aderéncias entre as estruturas pélvicas podem
perfeitamente explicar a infertilidade em conseqiiéncia de comprometimento da postura
ovular, da captagdo do odcito e/ou do transporte do embrido. No entanto os mecanismos pelos
quais a endometriose causa infertilidade em pacientes que ndo apresentam modificagdes
anatomicas importantes (endometriose minima ou leve) ainda ndo sao bem esclarecidos. Os
possiveis mecanismos pelos quais a endometriose ocasiona a infertilidade sdo a interferéncia
com a func¢do sexual (dispaurenia, redu¢do da freqiiéncia de coitos) e Interferéncia com a
ovulagdo levando a anovulagdo, fase Iutea deficiente, sindrome da luteinizacdo do foliculo
nao roto (LUF) (Moura et al., 1999).

Para os autores Bedone et al. (1994) a endometriose, no que diz respeito a
sintomatologia clinica comporta-se de maneira diferente do esperado. Na pratica didria de
consultorio observam-se pacientes que apresentam sintomas exacerbados no que diz respeito
as manifestacdes de dor e/ou infertilidade, mas que sdo diagnosticados laparoscopicamente
como tendo endometriose minima. Por outro lado, também ndo ¢ raro o diagnostico ocasional
de pacientes em graus mais avangados da doenga e que sdo completamente assintomaticas no

que diz respeito aos sintomas clinicos e a possibilidade de gravidez.

1.5.1 Disfun¢ao Ovariana

Quando presente no ovario, os cistos endometridticos podem ter varios centimetros e

sdao chamados endometriomas ou “cistos de chocolate” (Muse ef al., 1994) (Figura 6).

No ovério, a endometriose se comporta de maneira diferente do que nos outros tecidos.
Isso ocorre devido a alta concentragdo de hormonios e fatores de crescimento presentes no
interior do ovario. Sua integridade estrutural ¢ alterada pela formagao de cistos funcionais e

sua superficie ¢ interrompida temporariamente no periodo da ovulagdo (Nezhat et al., 1992).

De acordo com Brosens et al. (1989) o aprofundamento das lesdes com a formacao dos
endometriomas parece ser o resultado do processo seqiiencial. A partir dos implantes

superficiais, hd formagao de aderéncias, invagina¢do do cortex, implantes na parede cortical
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invertida, secrecdo de material sanguinolento e formacao de cisto. Nos cistos maiores ¢

comum a combinacao com a presenca de cistos hemorragicos funcionais.

Figura 6 - Endometrioma ovariano. Sangramento “achocolatado”. Fonte: Ribeiro Junior et al., 2009.

A distensdo progressiva do cisto com fibrose da parede esconde a lesdo original e
produz superficie de pigmentagdo escura, fibrdtica e pobre em vascularizagdo. Por este
processo, a endometriose superficial do ovario parece resultar em endometriose dita profunda,
ou endometrioma (Reich et al., 1991). A analise ultra-sonografica detectou LUF nas pacientes
com diagnostico de endometriose entre 4 a 34% dos casos. A sindrome do foliculo ndo roto e
luteinizado foi proposta como um fator facilitador para o desenvolvimento da endometriose
(Koninckx, 1992), uma vez que a concentracao de progesterona no fluido peritoneal era muito
inferior a obtida nas mulheres ovulatorias. A disfungao ovulatoria, como anovulagdo tem sido
descrita em pacientes com endometriose numa incidéncia variando de 17% a 27%, embora
ndo se saiba ao certo qual o mecanismo envolvido. Uma possibilidade seria a
hiperprolactinemia. O modo pelo qual a endometriose levaria a uma hiperprolactinemia ¢é
discutivel, embora se acredite no papel da inervagdo do peritonio parietal (nervos toracicos),
que estimulada pelo processo inflamatério levaria a maior producdo de prolactina, como

ocorre pelo estimulo da amamentacao (Marques, 2005).

A sindrome de LUF, sindrome do foliculo luteinizado ndo roto, em outras palavras
ocorre quando o foliculo ovariano desenvolve-se normalmente, mas ndo rompe para liberar o

ovulo; depois, as células que o compde iniciam a secre¢ao de progesterona, tal como um
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foliculo que rompeu e se transformou em corpo luteo, dai as dosagens de progesterona serem
normais (Acosta ef al., 1996).

Nao se sabe a causa da LUF e o objetivo de varios estudos € tentar estabelecer sua
associacdo com endometriose, porém ndao se conseguiu estabelecer se ¢ causa ou
simplesmente uma patologia associada. Niveis baixos de LH em foliculos dominantes vém
sendo responsabilizados pela ocorréncia de sindrome de LUF e outras disfungdes ovulatoérias.
Insuficiéncia lutea — tem sido descrita em pacientes com endometriose e poderia ser
conseqiiéncia de hiperprolactinemia, sindrome de LUF, e de alteragdes do LH, porém os
estudos quanto ao seu papel no mecanismo causador de infertilidade na endometriose nao sao

unanimes (Aldrighi et al., 2005).

1.5.2 Disturbios de Implantacao

Hé4 evidéncias de producdo de anticorpos antiendometriais em pacientes com
endometriose, detectados nos implantes através de técnicas de imunofluorescéncia e no soro
das pacientes. Discute-se que esses anticorpos poderiam interferir no fenomeno de
implantacdo do zigoto e até contribuir para abortamento precoce nessas pacientes (Vigano et
al., 1991).

Sabe-se também que o endométrio das pacientes com endometriose possui a enzima
aromatase p450, Cypl9, que ndo existe no endométrio de mulheres sadias. Este distirbio
relacionado a sintese e a metabolizacdo de estrogénios gera ambiente hiperestrogénico, de
cunho proliferativo, contribuindo de forma importante para o estabelecimento da doenca
(Carvalho et al., 2004).

Inumeros autores (Yanez et al., 2007; Carvalho et al., 2004) ja demonstraram a
expressao exagerada de receptores de estrogénio nos implantes de endometriose, ¢ também, o
que parece importante, defeitos no receptor de progesterona. As alteragdes, descritas acima,
sdo conseqliéncia da anormalidade do efeito progestacional sobre o endométrio tdpico e
ectopico.

A progesterona regula a maior secrecdo de colagenases, bem como a menor expressao
de seus fatores inibidores, a secrecdo de peptideos angiogénicos, o controle do ciclo celular e
a metabolizacdo dos estrogénios nas células endometriais. Alteragdes da sua funcdo podem,
portanto, facilitar o aparecimento da moléstia, porque, no sentido amplo, deixam de

antagonizar os efeitos proliferativos dos estrogénios (Nakata et al., 2004).
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Segundo Nakata et al. (2004) acredita-se que a presenga de concentracdes altas de
progesterona no fluido normal poderia dificultar a implantacdo, a sobrevida e a proliferacao
das células endometriais regurgitadas da cavidade uterina; produg@o continua de progesterona
até a fase folicular seguinte. Assim como a falha de uma lutedlise adequada; diminui¢do da
produgdo de células da granulosa; Interferéncia na captagdo do 6vulo aderéncias peri-
ovarianas; aderéncias tubo-ovarianas; fixacdo dos ovarios; inibi¢do da captacdo ovular;
Interferéncia com o transporte do évulo (aumento da motilidade tubdria); salpingite cronica;
aumento no volume do liquido peritonial; Interferéncia com a fertilizagdo aumento da
fagocitose dos espermatozoides pelos macréfagos; diminuigdo da penetragdo espermatica;
diminuigdo da fertilizagdao; diminui¢ao da clivagem; Interferéncia com a implantagdo defeitos
da fase lutea; anticorpos anti-endometriais; Interferéncia com outros hormonios aumento da
secrecdo de prostaglandinas; associagdo com hiperprolactinemia; duplo pico de LH; e a
Interferéncia com o desenvolvimento da gestagdo alteragdes na clivagem e desenvolvimento

embrionario; aumento dos abortos espontaneos (Nakata ef al., 2004; Halme et al. ,1984).

Segundo Carvalho ef al., 2004 o equilibrio entre estrogénios e progesterona identifica o
endométrio saudavel e o desequilibrio desencadeia sinais importantes ao desenvolvimento de

endometriose.

1.5.3 Fatores Imunolégicos

Recentemente em 1980 segundo Podgaec et al., 2007 os fatores imunoldgicos foram
inseridos como facilitador dos implantes ectopicos do tecido endometrial. O sistema imune
parece estar envolvido na patogénese da endometriose, visto que a enfermidade apresenta
caracteristica de doenga inflamatdria cronica (Bulun ez al., 2003).

A falha de um possivel sistema imunoldgico local de protecdo instala-se a doenga
endometridtica nas formas penetrantes dos septos reto-vaginais, adenomiose ou no ovario,
com a formacdo de endometriomas. As células como os linfocitos T (Timo dependente) e B
(sistema imune), macréfagos, mondcitos, granulocitos e células naturais killer foram
envolvidas juntamente com os fatores soliiveis como as citocinas, fator de necrose tumoral
(TNF), interleucinas (IL1, IL6, IL8), fragdes do complemento, lisozimas, proteinas
inflamatorias da fase aguda e imunoglobulinas (Redelara, 2008).

As células endometriais na cavidade peritoneal sao identificadas como antigenos, e

estdo sujeitas a resposta imune local. Os macrofagos agem como antigenos, e por meio de
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histocompatibilidade nos complexos presentes na superficie da célula, formam-se antigenos
anti linfocitos T. Existem grande histocompatibilidade nas moléculas de classe I e II. Quando
o antigeno se liga a molécula de classe I, os linfocitos T citotdxicos, sdo atraidos. Quando
vinculando a molécula de classe II, os linfécitos T helper sdo atraidos. Resumindo, podemos
dizer que os linfocitos T podem liberar substancias toxicas letais para célula alvo e os
linfécitos T helper secretam citocinas que tem atividades diferentes e podem estar

relacionadas 4 génese da endometriose (Podgaec et al., 2007; Benjamini et al., 2002).

Por outro lado, hd& um aumento de subpopulacdes de leucocitos e sua atividade no
liquido peritoneal reflete os efeitos citotoxicos contra os espermatozoides, odcitos, interacao
de gametas e desenvolvimento embriondrios. H4 também um aumento na secrecdo de
citocinas e fatores de crescimento que favorecem e estimulam o crescimento dos focos
endometrioticos em um ambiente de tolerancia imunolégica (Goémez, 1997).

Ainda hoje se desconhece a causa especifica da endometriose. Os componentes do
sistema imunologico podem estar afetados e ter um papel central na fisiopatogenia da doenca,
alterando todo o meio ambiente peritoneal (Gomez, 1997).

Atualmente pode-se demonstrar que as células endometriais topicas de mulheres com
endometriose sdo distintas, em varios aspectos, das células de mulheres sem endometriose
(Rodrigues et al., 2009). De fato, o endométrio ectopico de endometridticos apresenta
inimeras modificagdes. H4 maior atividade de aromatase, o receptor de progesterona nao
funciona e, portanto, a atividade progestacional ¢ deficiente fazendo com que a atividade de
17-beta HSD esteja reduzida, assim como a apoptose. Portanto, tudo isso leva a uma situagao
de hiperestrogenismo local, ja confirmado por aumento de lisossomas, do KI-67 ¢ diminui¢do
da P27, da Tob-1 e da P53 . Outro fator importante ¢ que a progesterona ativa o fator inibidor
tissular de metaloproteinases. Havendo déficit local de progesterona ha mais atividade de
metaloproteinases, permitindo maior invasdo celular. Analisando os aspectos histologicos e
bioquimicos das células endometriais de mulheres com endometriose € sem a patologia, o
aspecto histoldgico, ao longo do ciclo, ¢ similar nos dois grupos, portanto, a morfologia ¢
normal, mas o comportamento bioquimico (endégeno) ¢ diferente e, o endométrio, é entdo
dito disfuncional (Ackerman et al., 2002). Todos estes fatores interligados a gatilhos
ambientais e situacdes de estresse, que ¢ comum na mulher moderna, modulam o sistema de

defesa e precisam ser melhor compreendidos para que a génese da patologia seja esclarecida.

1.5.4 Fatores Genéticos e Endometriose
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A endometriose € caracterizada pela presenca e crescimento de células endometriais fora
do tutero, comprometendo a fertilidade, e estudos (Wenzl et al., 2003 ; Halis et al., 2004)
reafirmam que a doenga tem um forte fator genético (Tempfer et al., 2008; Vigano et al.,
2007; Treloar et al., 1999). Este fator tem sido foco de inimeros estudos correlacionando a
doenca com diversos polimorfismos (Tempfer et al., 2009).

A tendéncia familiar ou racial na ocorréncia da endometriose tem sido objeto de estudos
genéticos. O risco genético pode estar associado a um ou mais genes que agem de forma
multiplicativa. Missmer (2004) reafirma em seus estudos que, a endometriose pode ser
hereditaria de forma poligénica. O genoma dos individuos € 99% idéntico, com apenas 1% do
genoma apresentando polimorfismo, que sdo caracterizados como variagdes de seqiliéncias,
que ocorrem em mais de 1% da populagdo e ndo estdo necessariamente associados com
doengas, podendo apresentar papel protetor ou deletério no sentido de interferir na idade ao
diagnéstico (mais precoce) ou velocidade de progressao (mais acelerada) da doenga (Wild et
al., 2007).

Publicagdes envolvendo polimorfismos tém aumentado nestes Ultimos vinte anos,
passando de 470 artigos publicados em 1976, para aproximadamente 12.000 em 2006 no
Medline. O interesse no estudo de polimorfismos reside no fato de que as variagdes nas
seqliéncias genOmicas estao por trds da suscetibilidade de desenvolver, ou da capacidade de
evitar doencas como o cancer de mama. Estas diferengas podem indicar o surgimento da
doenga, a intensidade e que tipo de tratamento serd o mais efetivo (Wild et al. 2007).

A prolifera¢ao de tecido endometrial ectdpico tem sido alvo de diversos estudos onde
com a evolucdo da biologia molecular, consegue-se aprofundar na pesquisa de marcadores
moleculares na busca do esclarecimento da endometriose. Os estudos de polimorfismos de
baixa penetrancia de diversos genes tém sido associados a maior ou menor suscetibilidade a
determinadas doengas e se tornam importantes quando sdo muito prevalentes em uma
determinada populacao. Esses genes sao divididos em diversos grandes grupos: os envolvidos
no metabolismo de esteréides (COMT, CYP19, CYP17, CYPD6, ER, e PR), os que codificam
enzimas importantes no metabolismo de carcinégenos (CP1A1, GSTM1, GSTTI, GSTPI,
NATI, e NAT2), os relacionados ao ciclo celular (STK15 e ATM) e os alelos comuns em
genes como BRCAI e TP53 (Kanna ef al., 2004) .

Em relagdao as enzimas CYPs, uma das mais extensivamente estudadas ¢ a CYPIAI.
Uma vez que a expressdo do gene CYPIAI parece ser regulada na transcricdo por fatores
resultantes do estresse oxidativo; sua elevada atividade pode também ser deletéria e contribuir

para a suscetibilidade a algumas, doencas; incluindo-se a endometriose. Um polimorfismo de
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restricao Mspl (CYP1A4Iml) na regido 3' ndo codificante do gene, resultante da transicdo de
uma timina para citosina (T—C), parece promover aumento da sua expressao (Rossit ef al.,
2000; Baranova et al., 1987).

Sabe-se também que o endométrio das enfermas possui a enzima aromatase p450,
CYP19, que ndo foi encontrada no de mulheres sadias. Este disturbio relacionado a sintese e a
metabolizacdo de estrogénios gera ambiente hiperestrogénico, de cunho proliferativo,
contribuindo de forma importante para o estabelecimento da doenga (Carvalho ef al., 2004).
Inumeros autores ja demonstraram a expressao exagerada de receptores de estrogénio nos
implantes de endometriose, ¢ também, o que parece importante, defeitos no receptor de
progesterona (Berqvist ef al., 1996 ; Nissole et al., 1997 ; Carvalho et al., 2004).

Recentemente, vérios polimorfismos do receptor de progesterona tém sido descritos.
Dentre eles destaca-se o polimorfismo PROGINS, que consiste em uma inser¢cao A/u de 306
pb no intron G entre o exon 7 ¢ 8 do gene do receptor de progesterona humano (Donaldson et
al., 2002). As alteragdes, descritas acima, sao conseqliéncia da anormalidade do efeito
progestacional sobre o endométrio topico e ectdpico, onde os estudos de genes PROGINS tém
sua importancia no esclarecimento da etiopatologia da endometriose (Carvalho et al., 2004).

Os subtipos do receptor de progesterona sdo expressos, € a sua concentragdo varia de
acordo com a fase do ciclo menstrual. Entretanto, parece que os efeitos antiproliferativos da
progesterona sobre o endométrio sdo mediados principalmente pela isoforma A do receptor de
progesterona. A ativagdo da isoforma B, na auséncia do receptor tipo A, leva a aumento da
proliferacdo no epitélio. Portanto, havendo a predominancia da isoforma B, nao ha adequada
acdo da progesterona, especulando-se, desse modo, que talvez essa alteragdo esteja
relacionada a génese da endometriose (Mulac ef al., 2000).

Rowe et al. (1995) observaram alteracdes fenotipicas decorrentes dos polimorfismos do
gene do receptor de progesterona, sugerindo que esta insercdo Alu seria responsavel por
alteragdes na transcricdo do gene desse receptor, tanto por recombinagao ou por alteragao no
splicing do transcrito primario. O polimorfismo PROGINS tem sido estudado em associa¢do
com afecgdes estrogénio-dependentes (Kurz et al., 2001).

Wieser et al. (2002) estudaram a freqiiéncia desta mutacdo em mulheres com
endometriose; encontraram-na em 28% dos casos e em apenas 14% das sadias. Todos os
dados indicam que uma mutacdo no gene do receptor da progesterona, seja qualquer uma das
mencionadas acima, contribui para o desenvolvimento de doencas em tecidos hormoénio

dependentes,inclusive na endometriose.
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Dentre as enzimas GSTs (glutathione -S transferase) mais conhecidas no estudo da
endometriose estao as GSTT1 e GSTM1. O gene GSTM1 ¢ polimérfico na populagdo humana,
com dois alelos funcionais ativos que apresentam a mesma eficiéncia metabdlica e um alelo
com atividade nula. Este ultimo ndo sintetiza seu produto protéico devido a grande dele¢ao no
gene. Homozigotos para o alelo GSTM1 nulo s3o considerados grupo de risco, principalmente
se expostos a elevados niveis de carcindgenos e compostos quimicos, devido ao defeito
enzimatico em seu sistema de detoxificacdo. Assim como o gene GSTM1, o GSTT1 também ¢
polimorfico na populagdo humana, podendo apresentar fendtipo nulo por delegdo (Nakata et

al., 2004).

1.5.5 Proteina p53

A proteina p53 foi descrita pela primeira vez em 1979, formando um complexo com o
antigeno T do virus simio (SV-40), sendo entdo referida como uma oncoproteina e, em 1989,
como gene supressor de tumor (Lane e Crawford, 1979). Sob condig¢des fisioldgicas normais,
apresenta uma meia vida muito curta, calculada em seis minutos, tornando dificil sua detec¢ao
em razao da rapida degradacdo, o que ndo ocorre com o acimulo da forma mutada no ntcleo
da célula, podendo ser facilmente detectada por técnicas de imuno-histoquimica, Western
blot, ou por citometria de fluxo.

O termo “guardia do genoma”, atribuido a proteina p53 ¢ decorrente da sua fungdo
como “policial molecular”, por monitorar a integridade do genoma. Atua como um sensor de
danos no DNA e auxilia o sistema de reparo, utilizando os momentos de checkpoints para
paralizar o ciclo celular ou induzir a apoptose, prevenindo, assim, que ocorra a proliferacao de
células com o DNA mutado (Levine et al., 1991). Durante o ciclo de divisdo celular, a p53 faz
uma verificagdo se hd eventual ocorréncia de mutagdes na seqiiéncia do genoma, em
conseqiiéncia de uma replicacao defeituosa do DNA. No caso de lesdes por agentes fisicos,
quimicos ou biologicos, ¢ funcdo da p53, através de uma cascata de reagdes, impedir que esta
célula entre em processo de mitose e complete a divisdo celular. Assim dois caminhos podem
ser seguidos: a corre¢do da mutagdo através da ativacao da proteina de reparo ou a indugdo a
apoptose (Rivoire et al., 2001).

A proteina p53 ¢ constituida por 393 aminoacidos na sua extensdo, apresentando quatro
regides com fungdes distintas, chamadas dominios da proteina (Figura 7)

O dano ao DNA desencadeia rotas celulares sinalizadoras que garantem que a p53 se

acumule no nucleo através da fosforilagao da proteina.
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Figura 7 - Desenho esquematico da proteina p53, mostrando a localizagdo de regides distintas com diferentes
fungdes. Cada dominio é responsavel por uma determinada fung¢do da proteina Tp53. Fonte: Jinior et al, 2009.

Esse processo esta associado a ativacdo da p53, que inibe sua exportagdo para o
citoplasma. Assim, o reparo ocorre com a super expressao € com o conseqiiente acimulo da
proteina p53 selvagem no nucleo, que atua em alvos especificos e por mecanismos de
transativacdo génica, ativando outros genes e determinando a parada do ciclo celular no inicio
da fase Gl e o reparo do DNA. No inicio do ciclo mitotico, o gene p53 ativa
transcricionalmente o gene p2/, induzindo a sintese da proteina p21, cuja fungdo ¢ inibir a
acdo das quinases dependentes de ciclinas (CDKs), fazendo com que a célula pare na fase G1,
até que complete o reparo do DNA. Para tanto, a proteina p53 ativa o gene GADD-45
(Growth Arrest DNA Damage Inducille), que atua corrigindo a lesdo no DNA (Cavalcanti
Janior et al., 2002).

O gene supressor de tumor p53 encontra-se situado no brago curto do cromossomo 17
(17p13.1), tendo como seu produto de transcricdo uma fosfoproteina nuclear de 53
KiloDaltons (kDa), denominada p53 em conseqiiéncia do seu peso molecular. Esse gene
possui 20 Kb e ¢ composto por 11 éxons, sendo o primeiro nao-codificante, e altamente
conservado, apresentando homologia estrutural entre diferentes espécies (Almeida et al,
1986).

O primeiro chamado de dominio de transativagao esta localizado na extremidade amino-
terminal (N-terminal), estando compreendido entre os aminoacidos 28 e 42, sendo
responsavel por regular a expressao de genes que atuam na mediagao da parada do ciclo
celular e apoptose (Klumb et al., 2002).

Na regido central existem quatro dominios de ligacdo ao DNA, entre os aminoacidos
102 e 292, que possibilitam a ligacdo de p53 em sitios especificos do DNA. Na extremidade
carboxi-terminal (C-terminal) existem dois dominios: o dominio de tetramerizacao, que situa
entre os aminodcidos 319 a 360, ¢ responsavel pela formacdo de tetrdmeros de P53, que ¢ a
forma mais ativa (selvagem ou wild type) em transativacdo; o dominio regulatorio, que se

situa entre os aminoacidos 364 a 393, cuja fung¢do ¢ ligar-se ao dominio central de ligacdo ao
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DNA, impedindo a interacdo desta regido com promotores de genes relacionados com a
supressao ¢ morte celular programada (Silva et al., 2003).

Uma vez ativada por fosforilagdo na extremidade N-terminal, a p53 ndo ¢ capaz de
ligar-se a0 DNA de maneira especifica. A ligacdo ndo-especifica ¢ causada pela ligacdo da
extremidade C-terminal com o dominio central, bloqueando este dominio que pode ser
revertido. Assim, a proteina p53 pode se ligar de maneira especifica ao DNA, agindo como
fator de transcricdo. Essa ativag@o da proteina por fosforilagdo acetilacio ainda ¢ controversa,
mas a modificacdo de p53 faz com que essa proteina possa atuar como fator de transcri¢ao
através da ligagdo em seqiiéncias especificas, promovendo a transativacdo downstream de

genes alvos.

1.6 Receptores Celulares

1.6.1 Sinalizaciao Celular

A intercomunicagdo celular ¢ realizada através de moléculas sinalizadoras ou ligantes que
podem ser proteinas, pequenos peptideos, aminodcidos, nucleotideos, esterdides, retindides e
gases (6xido nitrico ¢ monoxido de carbono). Esta comunicagao € essencial no controle de
processos metabolicos, nos controles de crescimento, diferenciacdo celular e na integracao
fisiologica dos organismos vivos (Griffits et al., 2006; Alberts et al., 2003) (Figura 8).

Os receptores sdo proteinas especificas que sdo produzidas pelas células alvo através de
um sinal. Esta ligacdo entre as moléculas sinalizadoras e seus receptores especificos
desencadeia varios processos metabdlicos de respostas especificas dentro da célula alvo.

Através da ligagdo da molécula sinalizadora, ¢ exercido o controle dos processos e
respostas transcricionais (Taneja et al., 2005; Rechavi et al., 2003).

De acordo com a localizacdo na célula os receptores dividem-se em dois grupos
proteinas do tipo transmembrana que se localizam na superficie das células alvo que sdo
ativados por molécula sinalizadora especifica, que desencadeia processos intercelulares
modificando o comportamento celular e localizados no interior das células alvo que requer a
entrada de molécula sinalizadora no citosol ou no ntcleo para serem ativados (Franzotti et al.,
2006). O sinal ¢ recebido no interior da célula e s6 sdo desencadeadas suas agdes depois que
o complexo receptor-ligante interagir com seqiiéncias especificas no interior do nicleo, sdo os

receptores nucleares (Taneja et al., 2005; Rechavi et al., 2003).
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Figura 8 - Representando o esquema de sinalizacdo por moléculas secretadas e por moléculas ligadas a
membrana. Demonstrando a molécula sinalizadora e seu receptor. Fonte: Alberts, 2003.

Os receptores atuam em conjunto com o0s parceiros em complexos, denominados como
co-ativadores, quando em presenca de seu ligante natural, participando da ativacdo da
transcri¢do e co-repressores quando participam da repressdo da transcricdo na auséncia de

ligante (Taneja et al., 2005).

1.6.2 Receptores Nucleares

Os receptores nucleares sao proteinas que agem por meio da regulacdo da transcri¢ao
dos genes-alvo, mediando os efeitos dos hormoénios na célula. Tém como principal
caracteristica regular a transcri¢do dos genes no interior das células.

A superfamilia dos receptores nucleares compreende 49 genes que codificam 75
proteinas diferentes (Carpentier et al., 2001). Esta superfamilia que evoluiu a partir de um
ancestral comum, inclui receptores para esteroides, vitamina D, retindides, hormodnios
tiroideanos, e prostaglandinas, além de um grande nimero de receptores cujos ligantes
naturais, ainda ndo foram identificados, sdo denominados de “receptores orfaos” (Gustafsson
et al., 2004; Lehmann, 1999). A anélise filogenénica tem demonstrado seis subfamilias (NR 1
— 6) com varios grupos e genes individuais (Figura 9).

Os receptores nucleares estdo amplamente envolvidos no controle de diversos processos
fisiologicos e representam alvos terapéuticos para um grande nimero de doencas humanas

incluindo cancer, doencas cardiacas, distirbios endocrinos e metabolicos, doengas
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reprodutivas, infertilidade e obesidade (Gustafsson et al., 2004; Chawla et al., 2001; Xu et al.,
2001).

Por esta caracteristica, atualmente sdo muito estudados em industrias bioquimicas no

mercado mundial dos farmacos (Gustafsson et al., 2004).
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Figura 9- Representacdo esquematica da filogenia dos receptores nucleares com 6 subfamilias e os varios grupos
e genes individuais. Demonstrando os receptores de estrogeno na subfamilia 3A (NR 3A). Fonte: Heuvel , 2009.

Todos receptores partem de um composto estrutural basico similar, tendo um dominio
especifico do DNA altamente conservado; um dominio especifico hormonal que é conservado
entre os receptores de hormonios relatados como o receptor de progesterona, o receptor do
glucocorticoide, e o receptor do mineralocorticdide; uma regido dependente localizada entre o
dominio especifico do DNA e o dominio especifico hormonal; € um dominio amino-terminal,

que € a regido mais varidvel entre os membros desta superfamilia (Gustafsson et al., 2004;

Gronemeyer, 1991) (Figura 10 ).
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Figura 10 - Principais dominios funcionais de receptores de esterdides. Um Dominio aminoterminal (NH2),
dominio de dimerizacdo e ligacdo ao DNA (DBD), dobradi¢a do LBD em relagdo ao DBD (Hinge), dominio de
ligagdo ao ligante (LBD). Fonte: Barra et al,, 2004.
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No dominio amino terminal, também conhecido como A/B que contém o dominio de
transativagdo AF1(ativa¢dao da fun¢do 1) de tamanho e seqiiéncia variados entre os membros
das familias, responsaveis pelo reconhecimento de co-ativadores e outros fatores de
transcri¢ao; contribui para a especificidade de acdo entre as isoformas de um receptor e ¢ alvo
de fosforilagcdo que podem afetar a atividade transcricional (Warnmark et al., 2003; Treuter et
al., 2003; Ribeiro et al., 1998).

DBD ¢ o dominio mais conservado dos receptores nucleares e ¢ composto por dois
dedos de zinco e possui de 60 a 70 aminoacidos e na sua regido N terminal possui as caixas T
e A. E responsavel pela ativagio dos genes através do reconhecimento de seqiiéncias
especificas (elementos responsivos) e possui motivos de 9 cisteinas que fazem o LDB ter
afinidade ao DNA. Alguns aminoacidos responsdveis pelo reconhecimento de seqiiéncias
especificas de DNA ou motivos situados na base do primeiro dedo de zinco, sdo as caixas P
box, enquanto que na regido proxima ao segundo dedo de zinco estd a D box envolvida no
processo de dimerizagdo. Este dominio possui um enovelamento em duas hélices, sendo que a
primeira comeca na terceira cisteina conservada (hélice de reconhecimento) ligada a cavidade
principal do DNA em contato com bases especificas e a outra proxima ao C-terminal ao dedo
de zinco forma um angulo reto com a primeira, que ¢ a hélice de reconhecimento (Ribeiro et
al., 1998).

Os receptores nucleares se ligam via DBD aos elementos responsivos, derivados do
motivo AGGTCA. A forma como estes receptores se ligam esta vinculada ao seu estado de
oligomerizagdo. Esta ligagdo ocorre de trés maneiras: Como mondmeros (receptores 6rfaos),
homodimero quando se liga a sitio duplicado com palindromo invertido (receptores de
esteroides), e heterodimeros quando se liga a sitio duplicado com repeticdo direta
(heterodimeros com RXR). Este fendmeno acontece devido a uma regido presente na primeira
hélice que ¢ responsavel pelo reconhecimento de residuos expostos e que fazem a
discriminacao entre os diferentes sitios de ligacdo, modulando o padrao de ligagao do receptor
nuclear ao respectivo gene para desencadear sua atividade bioldgica (Wu et al., 2001).

A regido hinge (dobradi¢a) ou dominio D, é a por¢ao conectora entre os dominios LDB
e DBD e esta conecgdo permite 0 movimento de um modulo sobre o outro. Nao ¢ um dominio
conservado entre os receptores nucleares em muitos casos ligados a sinalizacao interferindo
em nivel de cessar as interacdes entre receptores e co-repressores (Wu et al., 2001; Yen,
2001).

LDB ¢ o dominio de ligacdo ao ligante e tem multiplas fung¢des. Atua como

desencadeador do mecanismo de agdo dos receptores nucleares, localizacdo nuclear, homo-
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heterodimeriz¢do, associacdo com repressores e coativadores, proteinas de choque térmico, e
possui a regido de transativagao AF-2 ou funcao de ativacdo ligante dependente. Nesta regido
os receptores nucleares possuem uma fraca ativagdo via dominio AF-2 ou AD. O
enovelamento LDB ¢ constituido de 12 hélices o numerada 1 a 12 numa folha B (entre as
hélices 5 e 6) organizadas em um sandwich “a —helical”. O tamanho da cavidade hidrofobica
formada varia entre os membros da familia dos receptores nucleares e entre os estados onde o
receptor se liga ao ligante (holo) e na auséncia do ligante (apo). A estrutura holo ¢ mais

compacta e confere a proteina uma maior estabilidade (Wu et al., 2001; Yen, 2001).

1.6.2.1 O Receptor de Estrogeno (RE)

O hormonio estrogénio tem um importante papel para os processos fisioldgicos nas
mulheres ¢ homens. Esta envolvido no crescimento, diferenciagdo e na funcdo de tecidos
reprodutivos, incluindo ovdrios, utero, glandulas mamarias, vagina e prostata nos machos.
Também participa das vias de manutencdo de densidade Ossea e no cérebro regula o
comportamento reprodutivo, a produ¢do de gonadotrofinas, a liberacdo de hormdnios pela
glandula pituritaria, o humor e o comportamento social (Zhao et al., 2000).

A acdo estrogénica ¢ mediada por receptores intracelulares, que com a ligacao dos
ligantes sdo translocados para o nucleo onde ativam a transcricdo génica. Existem dois
subtipos de receptores de estrogénio (REa e REf) que apresentam distingdo celular e
diferenciagdo de distribuicao tecidual (Sneige ef al., 2005).

Em 1995, estas isoformas da proteina receptora para o estrégeno foram encontradas,
clonadas e caracterizadas em varias espécies inclusive em humanos, denominadas receptor
estrogénico a (REa) e receptor estrogénico S (REf) (Kuiper et al., 1996; Mosselman et al.,
1996; Moore et al., 1998; Ogawa et al. , 1999). No entanto, uma func¢do do estrogeno nao foi
descoberta até ratos sem receptores o de estrogeno, REa knockout (aERKO), ter sido
produzido (Lubahn et al., 1997). O rato adERKO mostrou pela primeira vez que ERa ¢
essencial para a fertilidade do macho (Eddy et al., 1996). Este modelo animal foi
desenvolvido para mostrar que o estrogeno fornece uma funcdo fisioldogica na regulagdo
fluido-dindmica no trato reprodutivo masculino, uma funcdo que ¢ "essencial" para o
desempenho reprodutivo normal (Nakai ef al., 2001).

Estes dois tipos majoritarios de RE (Online Mendellian Inheritance in Man (OMIM) —
133430), tém estrutura similar, porém o REfS ¢ menor que o REa (National Center for

Biotechnology Information, 2008). O REfS humano chega a ter 47% de homologia com o REa
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humano e ser cerca de 89% idéntico ao REf de ratos e camundongos. A estrutura proteica dos
RE humanos apresenta 97% de homologia no dominio de ligacdo ao DNA (regido C) e 59,1%
no dominio de acoplamento ao ligante (regido E) (Enmark et al., 1999; Koehler et al., 2005).

A biossintese dos receptores estrogenos ¢ catalisada pela aromatase citocromo P450 que
¢ produto do gene CYP19. No ser humano, varios tecidos tém a capacidade de expressar
aromatase e, conseqlientemente, sintetizar estrégenos, dentre eles incluem os ovarios e
testiculos.

O estrogénio ovariano tem um importante papel na diferenciagdo, maturagdo e fungdo
do sistema reprodutivo em fémeas, e também a distribuicdo do tecido adiposo através do
sistema endocrino e efeitos paracrinos mediados pela ativacdo dos receptores de estrogénio
(RE/ER) (Enmark et al., 1999; Ackerman et al., 2002).

O estrogénio ¢ um hormdnio lipofilico que ultrapassa a membrana celular e interage
com seus receptores especificos, presentes no nicleo de células alvo, onde regula a expressao
génica (Chlebowski et al., 2002). A primeira reagao, a conversdao do colesterol em esteroides
nos carbonos C18, C19 e C21, envolve a clivagem de um grupo de 6 carbonos do colesterol e
este ¢ o passo principal, regulador e determinante da velocidade da reacdo de biossintese de
esterdides (Ackerman et al., 2002).

O sistema enzimatico que cataliza a reagdao de clivagem ¢ conhecido por desmolase e
pode ser encontrado na mitocondria de células produtoras de esterdides. A desmolase
mitocondrial ¢ um sistema enzimatico complexo, sendo constituido pelo citocromo P450 e
adrenadoxina (um agente redutor do P450). A atividade de cada um destes componentes
aumenta através de processos dependentes da cAMP e da PKA. Primeiramente, a cAMP
estimula a PKA, levando a fosforilagdo de uma colesteril-éster esterase e gerando elevadas
concentragdes de colesterol, que ¢ o substrato da desmolase. Seguidamente, dé-se a regulagao
em longo prazo no gene para a desmolase.

Este gene cont¢ém um elemento regulador da cAMP (CRE) que se liga a cAMP e
aumenta o nivel da transcricdlo do RNA da desmolase, levando assim a uma grande
concentragdo da enzima. Finalmente, o colesterol ¢ um regulador por feedback negativo da
atividade da HMG CoA reductase. Entdo, quando o colesterol citosolico se esgota, surge uma
nova sintese do colesterol que ¢ estimulada pela libertagdo da HMG CoA redutase da restrigao
do seu feedback. Subseqiientemente para a atividade da desmolase, a pregnenolona move-se
para o citosol, onde o futuro processo depende da célula (tecido) considerada (Yager et al.,
1996; Cavalieri et al., 2000). A classe de hormdnios esteroides sintetizada por um dado tipo

de células depende dos receptores do hormoénio, da sua resposta a estimulagdo do horménio e
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do complemento enzimatico expresso geneticamente. No caso do estradiol, o hormodnio
peptidico responsavel pela estimulacdo da sua sintese ¢ o FSH (hormonio folicular
estimulante). De acordo com a teoria das 2 células, 2 gonadotrofinas se completam: o LH
(hormoénio luteinizante) estimula as células da teca produzirem androgénios, que serdo
aromatizados em estrogénio pelas células da granulosa sob estimulo do FSH. Assim,
sintetizam novos receptores de FSH e LH (Silberstein, 2002; Freitas et al., 2001; Speroff et
al., 1999) (Figura 11).
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Figura 11 - Esquema da Teoria das duas células, demonstrando a fun¢do das gonadotrofinas no eixo hipofise-
hipotalamo-célula na sintese de estrogénios pela aromatizagdo de androgénios. Fonte: Franco, 2009.

Como citado anteriormente, estudos demonstraram que a secrecdo anormal de LH,
atribuida a polimorfismos na subunidade £ do gene RE, induz a anovulagdo, maturagao
prematura do odcito, anormalidades menstruais, sindrome dos ovarios policisticos, abortos
recorrentes e infertilidade, particularmente aquela relacionada a endometriose (Mafra et al.,
2008).

Em geral, o mecanismo de a¢do do REfS, embora sendo similar ao REa, o hormoénio
especifico de inativagdo do REf monomérico, resulta na ativagdo e transativagdo conduzindo
para a dimerizac¢do. A transativa¢do do dimero REfS conduz avidamente para a especificidade

do RE localizada na regido promotora do gene responsavel pelo estrogeno. Contudo, o REfS
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pode formar heterodimero com o REa, expressando junto a célula alvo, ambas isoformas

(Ogawa et al., 1999).
1.6.2.2 Gene Receptor De Estrogeno (RE)

O gene do RES foi mapeado e localizado no brago longo do cromossomo 14 no loco 2

entre os sublocos 23 e 24 (14q22-24) (Enmark et al., 1997). (Figura 12.)
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Figura 12 - Esquema do Cromossoma 14 loco 2 (q23-24). Demonstrando em vermelho o loco 2 onde situa o
gene REf.Fonte: UCSC Genome Browser, 2009.

A organizacao gendmica do gene RES humano, proteinas e dominios funcionais (figura

13),
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Figura 13 — Organizacdo Gendmica do gene RE beta humano, proteina e dominios funcionais. Gene: éxons sdo
indicados com caixas ¢ introns com linhas. Os niimeros acima de cada caixa indicam o tamanho dos éxons (bp);
os numeros abaixo de cada linha indicam o tamanho respectivo dos introns (bp). As linhas entre os gene e pontos
de proteinas sdo os dominios das juncdes protéicas. Proteinas: O nimero indica o tamanho total do aminoacido
da proteina. Na area pintada mostra a divergéncia das regides C-terminal entre as isoformas. Descrigdo: O gene
ER beta consiste de 8 éxons. A abertura de leitura da regido codificada é 1,593 bp. Fonte: Gustafsson, 1999.

Mosselman et al. (1996) relataram pela primeira vez, o sequenciamento do cDNA
REp de humanos, anunciando uma proteina de 477 aminoacidos. Moore ef al. (1998); Ogawa
et al. (1999) clonaram o cDNA e encontraram 53 aminoacidos adicionais na regido terminal
amino (NHy) do REp. Recentes estudos confirmam a expressdo do comprimento total da
proteina REf, contendo 530 aminoacidos. Apds a primeira caracterizagcdo realizada por
Tsukamoto et al. (1998) do dinucleotideo altamente polimdrfico repetido, no éxon 5 do gene

humano RES na populacao japonesa, os primeiros estudos foram ampliados para este gene.
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O polimorfismo do gene RES (ESR2) nao foi caracterizado no primeiro trabalho em
populagdo japonesa (1998) e consistia numa repeticdo dinucleotidea altamente polimoérfica no
éxon 5; talvez por isso ndo existam muitos trabalhos que relacionam este gene com doencas
ginecologicas. Atualmente j& existem alguns trabalhos correlacionando o gene RES e
endometriose, isto pelo fato de que em 2002 foi descrito os polimorfismos Rsal e Alul em
mulheres chinesas com disfungdes ovarianas (Galliano, 2009).

Cinco diferentes seqiiéncias de variantes, incluindo duas mutagdes e trés polimorfismos,
foram detectadas por um screening de mutacao sistematica. A primeira foi transi¢ao silenciosa
T1421C no éxon 7; A segunda foi transicao silenciosa G1082A no dominio de ligagcdo do
éxon 5; a terceira foi polimorfismo de nucleotideo tnico A1730G na regido 3'-untranslated do
éxon 8 (Nakata ef al., 2004). As variantes polimoérficas sdo caracterizadas no gene RES e
resumidas na Figura 14. A importancia funcional destes polimorfismos ndo tem sido
esclarecida, e diferenca na distribuicdo dos genotipos entre as populacdes caucasianas e
asiaticas tem sido descritas (Galliano, 2009).

Mais recentemente, cinco novos polimorfismos foram identificados em uma populacao
africana. Trés deles (C143T no éxon 1, A566T no éxon 2, e T1100G no exon 5) sao
polimorfismo silenciosos, enquanto os outros dois trocam a seqiiéncia de aminoacidos do
REpS. Estes incluem A105G polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) no éxon 1
correspondendo a isoleucina para valina por substituicdo no aminoacido na posi¢ao 3 e um
T1057G SNP no éxon 5 determina a substitui¢do da valina pela glicina na posi¢do 320, na
hélice 4 no dominio de ligacdo. A hélice 4 ndo participa diretamente na ligagdo , mas interage
com os cofatores. Importante, ¢ a analise in vitro, a presenca da valina na posicao 320
mostrando significante decréscimo na atividade transcricional (Galliano, 2009).

Aschim et al. (2005) realizaram, pela primeira vez, estudo mostrando uma associagao
entre variantes genéticas do gene REf e infertilidade masculina, e constataram a freqiiéncia
do genoétipo Rsal AG aumentada em homens inférteis, comparado com grupo controle
(Bordin et al., 2009). Recentemente vdrias variantes do gene REf foram descritas, incluindo o
polimorfismo Rsal, que ¢ super-expresso em disfun¢des ovulatérias. Neste polimorfismo
ocorre a troca de bases guanina por adenina (G —A) na posi¢do do nucleotideo 1082, no
exon 5, do gene RES (Ashim et al, 2005).

Muitos aspectos da fungdo reprodutiva feminina sdo fortemente influenciados por
fatores genéticos. Numerosos estudos procuram num esfor¢o conjunto para identificar os

genes de susceptibilidade para doengas que afetam a fertilidade feminina como: Sindrome
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dos ovarios policisticos, endometriose, fibrose, cancer, falha ovariana prematura, perda

recorrente de gravidez e pré-eclampsia (Tempfer et al., 2009).

TAF 1 TAF 2
[ ]
Dominios Funcionais Ligac¢io Hormonal —
Ligacio do DNA
[ A/B 1 c [ D ] E
Proteina | T 1 1
cDNA 1 2 3 4 5 6 7 8

rrLLS

-@— E1 pdE2HE3H E4 ks Es-lEEI- E7 E8/
z A566T<J / G1082A 2

A105G (Rsal) A1505-4G

(Fokl) Deletion ~ G846A T1057G A1730G
(Cfri) (Alul)
C143T 244 (21bp) T1100G T1421C
(Van 911)

(CA)n Repeats
Figura 14 - Estrutura dos Dominios funcionais e descri¢do dos Polimorfismos do gene humano receptor B . éxons
codificados e indicados dentro das caixas pela letra E. TAF, fun¢o de atividade transcricional; UTR, regido ndo
codificada. Fonte: Gennari et al., 2005.

A desordem genética na endometriose, tem sido foco de diversos estudos associando
uma grande variedade de polimorfismos & doenga. Em mulheres japonesas, por exemplo, o
estudo de Wang et al. (2004) detectou que o gene REfS estd relacionado a um risco
aumentado no estagio IV da endometriose (Tempfer et al., 2009).

Nos estudos de Matsuzaki et al. (2001), concluiram que ambas isoformas dos
receptores de estrogenio (isoformas o e f) foram encontradas em células epiteliais e
estromais nos tecidos endometridticos em elevados niveis de espressao (Qin et al., 2007).
Bulun et al. (2010), em seus estudos relata que o evento inicial na endometriose pode ser a
deficiéncia de metilagdo do RES , resultando na super - expressao patoldgica deste receptor
nas células estromais.

Como citado anteriormente existe diversas vertentes no aprofundamento do estudo da
endometriose ¢ a busca de desvendar sua enigmatica etiologia. O estudo dos receptores de
estrogénio e sua correlacdo com a doenga podem esclarecer a etiologia genética da
endometriose ajudando no diagndstico e no tratamento. Assim como a metodologia de
associacdo molecular, correlacionando os polimorfismos considerando os genes especificos e

marcadores genéticos de interesse (Tempfer et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a freqiiéncia alélica do polimorfismo Rsal do gene RES em mulheres com

endometriose em relacdo as pacientes controles.

2.2 Objetivos Especificos

*Analisar a freqiiéncia do polimorfismo Rsal do gene REp;

*Analisar os gendtipos (AA, AG ou GG) do polimorfismo Rsal no gene (REfS) nas

pacientes com clinica de endometriose e sem a clinica de endometriose;

*Analisar a distribuicdo genotipica do polimorfismo Rsal do gene RES nas pacientes

com clinica de endometriose fértil e infértil;

*Analisar a distribui¢ao genotipica do polimorfismo Rsal do gene RES em relagao aos
habitos sociais como: fumo, ingestdo de bebidas alcodlicas, anticoncepcionais e atividades

fisicas;

Analisar a distribuicdo genotipica do polimorfismo Rsal do gene REf e o polimorfismo

p53 do codon 72 em pacientes com clinica de endometriose e sem a clinica de endometriose.
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3. JUSTIFICATIVA

Nas tltimas décadas ocorreu um aumento significativo no nimero de pacientes inférteis
com endometriose. Essa constatacdo pode representar apenas o aumento na prevaléncia desta
enfermidade na populacdo feminina ou, simplesmente, a melhora da investigacdo diagnostica
do casal infértil, sobretudo com o desenvolvimento da videolaparoscopia como instrumento

diagnoéstico fundamental desta patologia. (Abrao, 2000).

Na literatura, a incidéncia de endometriose nas mulheres com infertilidade varia de 6% a
58% (Wheeler, 1989; Hasson, 1976), ao passo que 30 a 50% das mulheres com endometriose
sao inférteis (Thomas, 1995; Fedelle et al., 1992).

Como a endometriose incide em mulheres em idade reprodutiva, e ¢ uma fase
importante de relagdes pessoais e profissionais, a sua ocorréncia compromete € muito a
qualidade fisica e emocional, determinada pelos sintomas da doenca, como dismenorréia,
dispareunia e infertilidade. O tempo médio estimado para que se faga o diagnostico gira em
torno de sete anos. Como a doenga possui um carater progressivo, este tempo determinara

também um comprometimento na capacidade de engravidar (Valadares ef al., 2006).

O progresso no entendimento da etiologia da endometriose e prognostico de
infertilidade tem sido lento, devido a caréncia de estudos moleculares que investiguem as

provaveis alteracdes genéticas associadas ao desenvolvimento e progressao da infertilidade.

Este estudo justifica-se como diagndstico complementar pré-tratamento, possibilitando
uma melhor indicag¢do e conseqiientemente um melhor prognostico na endometriose podendo
assim correlacionar fatores clinicos, histologicos e moleculares na utilizacdo de
procedimentos em reprodugdo assistida, onde se tem expandido e sem o desenvolvimento

concomitante de técnicas moleculares.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

Foram coletadas 100 amostras de sangue periférico de mulheres para andlise
molecular de DNA para o gene REfS e p53. As amostras foram separadas em dois grupos de
acordo com a presenca ou auséncia da endometriose, grupo com endometriose com 54
mulheres com diagndstico laparoscopico de endometriose com idade entre 25 e 35 anos
denominado grupo com endometriose e 46 mulheres sem clinica da doenca denominado

grupo controle.

As pacientes com clinica de endometriose foram submetidas a videolaparoscopia
para a confirmagdo da presenca da endometriose (em qualquer grau) realizado pela Clinica

Fértile Diagnosticos em Goidnia.

Ap0s a realizagdo da laparoscopia as 54 pacientes foram classificadas quanto ao
grau da endometriose, de acordo com o niimero ¢ a localizagdo das lesdes (Admerican Fertility
Society - revisada ou AFS-r): - Grau I (minimo), Grau II (leve), Grau III (moderado), Grau IV

(severo).

O sangue venoso (10 ml) das pacientes foi coletado no Laboratorio Replicon da
Pontificia Universidade Catolica de Goias (PUC-Go6ias). S6 foram submetidas a esta coleta de
sangue venoso as pacientes que aceitaram assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Anexo I). O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em

Pesquisa da PUC — Goias (Anexo II).

Foram formados dois subgrupos entre as pacientes com endometriose, quanto a
fertilidade (fértil ou infértil). Todas as pacientes responderam a um questionario (Anexo III),
sobre dados de idade, cor de pele, queixa de infertilidade, atividade fisica, consumo de fumo,

alcool ou anticoncepcional que em conjunto chamamos de habitos sociais.

4.2 Metodologia - Analise Molecular

4.2.1 Extracio do DNA
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A extracdo de DNA do sangue periférico foi realizada seguindo-se as instrugdes de
acordo com o fabricante do kit GEX™ (4mersham Pharmacia Biotech, EUA) protocolo para
sangue total. A integridade do DNA foi certificada por meio de eletroforese em gel de agarose
a 2% corado com brometo de etidio (0,5mg/mL) e visualizado no Sistema de Video

Documentagdo VDS® (Admersham Biosciencs, USA)

4.2.2 Reacio em cadeia da Polimerase (PCR)

A especificidade de um teste ¢ a propor¢do de individuos sem a doenca que tem um
teste negativo e por outro lado, a sensibilidade de um teste ¢ a propor¢do de pessoas com a
doenca que tem um teste positivo (Fletcher, 2007). A técnica de PCR foi realizada de acordo
com o manual de biosseguranga para evitar os vieses da reacdo tendo a acuracia de 100% e a
identificacdo dos primers de 100% na seqiiéncia sem gap ( NCBI, 2010).

O uso da PCR com o primer especifico para a variante polimorfica “A” e uma utilizando
primer especifico para a variante do tipo selvagem “G”. Cada reagdo foi feita juntamente com
primers controles. Os primers (Tabela I) utilizados foram sugeridos por Aschim et al. (2005).
As condi¢des da PCR foram estabelecidas para gerar tanto um fragmento controle e um mais
curto, banda alelo-especifica, presenga da variante ou s6 o fragmento controle na auséncia da

variante (Figura 15).

Paciente 1 Paciente 2

Paciente 1 - AG
Paciente 2 — GG

Banda controle 409 pb

Banda Especifica 127 pb

Figura 15: Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio, evidenciando as bandas referentes a cada primer
utilizado na analise do polimorfismo Rsal do gene RES. Paciente 1: Presenca do polimorfismo heterozigoto
AG; Paciente 2: Presenca do homozigo tipo selvagem GG; L: Marcador de peso molecular de 100pb
(Invitrogen).
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Os possiveis resultados dos gendtipos do polimorfismo Rsal do gene RES com o uso destes
primers sao AA, AG ou GG.

Tabela | - Seqléncia dos primers e tamanho esperado dos fragmentos para o gene RERG.

Tamanho do fragmento, pares

Primer Seqiiéncia (5°- 3”)
de bases (bp)

Rsal Fw ACT TGC CAT TCT GTC TCT ACA
RsalRev

CAC AGG ACC CTG AAT CCT 409 (controle)
Controle
Rsal RevA AGC TCT CCA AGA GCC GT 127 (variante A)
Rsal RevG AGC TCT CCA AGA GCC GC 127 (variante G)

Fw - Rsal Forward, Rev - Rsal reverse; Fonte: Aschim et al., 2005.
O protocolo utilizado para a amplificacao esta especificado na Tabela II e Tabela III.

Tabela Il - Protocolo para amplificagdo do polimorfismo Rsal do gene REB (Rsal variante A,
Rsal variante G).

REAGENTES [ ] UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Rsal variante A
Tampao(10x) 1X 2,5yl
MgCl, (50mM) 1,5 mM 1,5 uL
dNTPs 1,25 mM de cada 1 uL de cada=4 pL
Taq polimerase 5 U/ul 2,5 U/uL 0,2 uL.
Primer Fw 20 uM 0,5 uL
Primer Rev controle 20 uM 0,5 pL
Primer Rev a 20 uM 0,5 uL
H,O Mili Q --- 12,3 pL
DNA amostra 300 ng/uL 3uL
Volume final 25 pLL
Rsal variante G
Tampao (10x) 1X 2,5 ulL
MgCl, (50mM) 1,5 mM 1,5 uL
dNTPs 1,25 mM de cada 1 uL de cada =4 pL
Taq polimerase 5 U/uL 2,5 U/uL 0,2 uL
Primer Fw 20 uM 0,5 pL
Primer Rev controle 20 uM 0,5 uL.
Primer Rev G 20 uM 0,5 pL
H,O Mili Q -—- 13,3 uL
DNA amostra 200 ng/pL 2 uL
Volume final 25 pL

Fw - Rsal Forward ; Rev - Rsal reverse ; ANTPs — deoxinucleotideotrifosfato; Fonte: Bordin et al., 2009.
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O produto da PCR foi separado por eletroforese em gel de agarose 2% corado com
brometo de etidio (10mg/mL) em solug¢ao tampao Tris-borato de EDTA (TBE) a 1x. O gel foi
submetido a um campo elétrico constante de 10 V/cm por um periodo de 1 hora e 30 minutos.
Em seguida, o gel foi corado com brometo de etidio a 5 pg/ml, por um periodo de 20 minutos.
O registro visual do gel foi feito com o auxilio de um sistema de video-documentagdo (/mage

Master VDS® - Amersham Pharmacia Biotech, EUA). As reagdes foram realizadas em

duplicatas.
Tabela Il - Protocolo de Termociclagem para amplificacdo dos primers do polimorfismo Rsal
do gene REQ para as variantes Ae G
Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao 96°C 3 1
96°C 1
Amplificagdo ciclica 58°C 30 seg
72°C 3 .
Extensdo final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C

Fonte: Bordin, et al., 2009.

A detec¢do do polimorfismo Rsal do gene RES (Homo sapiens chromosome 14 genomic
contig) apresentou uma especificidade de 59% e uma sensibilidade de 93%. Com valor

preditivo positivo de 91% e o valor preditivo negativo de 66%.

Também foi realizada a analise molecular para o polimorfismo no cédon 72
do gene p53 em DNA extraidos das amostras de sangue periférico dos dois
grupos estudados. (Ribeiro Junior et al., 2009).

O produto obtido em cada reagdo de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose
como descrito acima. Os possiveis resultados dos gendétipos do polimorfismo no cdédon 72 do

gene p53, na seqiiéncia dos primers analisados das variantes, Arginina e Prolina do p53 nas

amostras de DNA (Tabela IV).

Tabela IV - Seqiiéncia dos primers analisados nas amostras de DNA em pares de bases

Primer Seqiiéncia 5° > 3’ Tamanho (pb)

F-5' CTG GTG CAG GGG CCA CGC 3"
P33 ARG R-5’ CGT GCA AGT CAC AGA CTT -3’ 4l

F-5" GCC AGA GGC TGC TCC CCC -3’
P53 PRO R-5" ATC TAC AGT CCC CCT TGC CG -3’ 177

Pb- pares de base; R- A/G; Y- C/T Fonte: Storey et al., 1998.
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O protocolo usado para a amplificagdo esta especificado na Tabela V e VI.

Tabela V - Protocolo para amplificacdo do polimorfismo no cédon 72 do gene p53 (Arginina e

Prolina)
REAGENTES ‘ [ ] UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Arginina
Tampao(10x) X 2,5 L
MgCl, (50mM) 1,5 Mm 1,5 uL
dNTPs 2,0 Mm de cada 1 uL de cada=4 pL
Taq polimerase 5 U/uL 0,2 U/uL 0,2 uL
Primer Fw 0,5 uM 0,5 uL
Primer Rev controle 0,5 uM 0,5 uL.
Primer Rev a 0,5 uM 0,5 uL
H,O Mili Q 17,3 uM 12,3 uL
DNA amostra 200ng/uL 3ulL
Volume final 25 pL
Prolina
Tampao (10x) X 2,5 L
dNTPs 1,25 mM de cada 1 uL de cada=4 uL
Taq polimerase 5 U/uL 2,5 U/uL 0,2 uL
Primer Fw 20 uM 0,5 uL
Primer Rev controle 20 uM 0,5 uL.
Primer Rev G 20 uM 0,5 uL
H,O Mili Q --- 13,3 uL
DNA amostra 200 ng/pL 2 uL
Volume final 25 pL

Fw - Forward ; Rev - Reverse; Fonte: Storey et al., 1998.

O protocolo de termociclagem para amplificacio dos primers (Arginina), as

temperaturas de desnaturagdo, amplificacdo, extensao e armazenamento com seus respectivos

tempos e ciclos estdo na Tabela VI.

Tabela VI - Protocolo de Termociclagem para amplificacdo dos primers (Arginina)

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao 94°C 5 1
94°C 1
Amplificacao ciclica 59,4°C 1 35
70°C 1
Extensao final 70°C 7 1
Armazenamento 4°C 00

Fonte: Ribeiro Junior et al., 2009.
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O protocolo de termociclagem para amplificacio dos primers (Prolina), as
temperaturas de desnaturagdo, amplificacdo, extensao € armazenamento com seus respectivos

tempos e ciclos estdao na tabela VII.

Tabela VII - Protocolo de Termociclagem para amplificacio dos primers (Prolina)

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao 94°C 5 1
94°C 1
Amplificacdo ciclica 56°C 1 3
72°C 1
Extensao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C 00

Fonte: Ribeiro Junior et al., 2009.

O resultado esperado pode ser de homozigoze AA (Arg/Arg), homozigoze PP (Pro/Pro),
heterozigoze AP (Pro/Arg). O alelo arginina ¢ representado por fragmentos de 141 pb
enquanto o alelo prolina por 177 pb (Figura 16).

Figura 16 — Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio, evidenciando as bandas referentes a cada
primer utilizado na analise do polimorfismo no cddon 72 do gene p53 os alelos Arginina e Prolina do gene p53
e seus pb. Paciente 1: Presenca do homozigo Arginina; Paciente 2: Presenga do homozigoto Prolina ; Paciente 3:
Presenca do heterozigoto Arginina/Prolina L: Marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen).

4.3 Analise Estatistica

Foram realizados célculos quantitativos de média e desvio padrdo para as variaveis
relativas aos pacientes e aos aspectos clinico-patolégicas. O teste do Qui-Quadrado (%) teste
exato de Fisher, Odds Ratio com intervalo de confianca de 95%, foram utilizados para a
verificacdo de diferencas significativas entre a analise molecular e os habitos sociais das

pacientes.
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Foi realizado o teste do * na analise estatistica das freqiiéncias dos genotipos AA, AG,

e GG do polimorfismo Rsal do gene RES dos grupos estudados.

As freqliéncias genotipicas das pacientes com endometriose foram comparadas com
graus de classificagdo de vdrios estagios, de acordo com o nimero e localizacdo das lesdes
segundo a “American Fertility Society” e nos grupos de fertilidade ¢ infertilidade usou-se o

teste exato de Fisher.

As freqliéncias genotipicas Arg/Arg, Arg/Pro, Pro/Pro do polimorfismo p53 das

pacientes com endometriose foram comparadas aos controles utilizando teste exato de Fisher.

Freqiiéncia genotipica do p53 em pacientes com endometriose foram comparadas a

presenca genotipica do polimorfismo Rsal do gene RES utilizando o teste do y*.

Estes testes estatisticos foram feitos com o auxilio do pacote estatistico do sofiware

Bioestat (5.0) (Sociedade Civil Mamiraua/MCT — CNPgq).
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5. RESULTADOS

A média de idade observada no grupo das pacientes com endometriose, foi de 32,5
(DP £ 2,9) e das pacientes controles foi de 37,4 (DP + 11,0), o valor P = 0,007 indicando que

a diferenca das idades entre os grupos e estatisticamente significante (Tabela VIII).

Tabela VIII - Correlacio entre as idades das pacientes com endometriose e controles.

Grupo n Idade Média DP P*
Endometriose 54 32,5 2.9

0,007
Controles 46 37,4 11,0

*Valor de P pelo teste do U Mann Withney

Ao analisarmos o polimorfismo do gene REP as freqiiéncias genotipicas encontradas
nas pacientes com diagndstico de endometriose (n=54) foi de 0% (0/54) do genétipo AA,
59,3% (32/54) do gendtipo AG e 40,7% (22/54) do gendtipo GG. Nas pacientes controles (n=
46) 0% (0/46) foi do genodtipo AA, 6,5% (3/46) do gendtipo AG e 93,5% (45/46) do genotipo
GG. A freqiiéncia genotipica AA ndo foi encontrada em nenhum dos grupos estudados
(endometriose e controle). A freqiiéncia do genotipo heterozigoto AG do polimorfismo Rsal
do gene REP nas pacientes com endometriose foi aproximadamente 9 vezes maior do que nas

pacientes controles, sendo estatisticamente significante P < 0,001 (Tabela IX).

Tabela IX - Distribuicio da freqiiéncia alélica do polimorfismo Rsal do gene REf das pacientes
com diagndstico de endometriose e pacientes controles.

Rsal
Grupo/Genétipo AA AG GG P
n % n % n %
Endometriose (n = 54) 0 0 32 593 22 40,7
<0,0001
Controle (n = 46) 0 0 3 6,5 43 935

“ Valor de P calculado pelo teste *

O grupo de pacientes com diagnostico de endometriose foi dividido em 2 subgrupos
férteis e inférteis. A distribuicao da freqii€ncia alélica de pacientes férteis (n=25) foi de 68%
(17/25) do heterozigoto AG e 32% (8/25) do homozigoto GG. Nas pacientes inférteis (n=27) o
gendtipo heterozigoto AG foi de 55,6% (15/27) e o gendtipo homozigoto GG foi de 44,4%
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(12/27).Verificou-se que a freqiiéncia alélica AG das pacientes férteis com endometriose foi
de aproximadamente 10,5 vezes maior comparado com grupo controle, e a freqiiéncia alélica
do genotipo AG das pacientes inférteis foi 8,5 vezes maior em relagdo aos controles e o
gendtipo GG nas pacientes férteis com endometriose foi de aproximadamente 3,0 vezes
menor comparado com grupo controle e nas pacientes inférteis foi 2,0 vezes menor e relagdo

aos controles. Sendo estatisticamente significantes, P < 0,0001 (Tabela X).

Tabela X - Distribuicio da freqiiéncia alélica nas amostras de pacientes com diagnéstico de
endometriose em subgrupos de pacientes férteis e inférteis e controles.

Rsal
Grupos/Genétipos AA AG GG P
o n % n % n %
8 Férteis (n = 25) 0 0 17 68,0 8 32,0
b5
£ Inférteis (n=27) 0 0 15 55,6 12 444
= <0,0001
&)
Controles 0 0 3 6,5 43 93,5

“Valor de P foi calculado pelo teste do

Quanto ao grau de classificagdo da endometriose de acordo com o numero e a
localiza¢ao das lesdes (I/IT ou II/IV) 94% (51/54) das pacientes informaram os resultados

histologicos e 6% (3/54) ndo informaram (Tabela XI).

Detectou-se a freqiiéncia do genotipo polimoérfico do gene RES nas pacientes com
endometriose férteis do grau de classificagao I/Il (n=22) foi de 40,9% AG e GG (9/22) foi de
18,2% (4/22); Ja nas pacientes com endometriose inférteis do grau de classificacao I/II (n=
22) detectou-se 27,3% (6/22) do gendtipo AG e 13,6% (3/22) do gendtipo GG. Verificou-se
que a freqiiéncia alélica AG das pacientes férteis com endometriose do grau de classificagao
I/I1 foi de aproximadamente 1,5 vezes maior que as pacientes inférteis com endometriose do

mesmo grau de classificagao.

Quanto ao grau de classificacdo da endometriose de acordo com o nimero ¢ a
localizacdo das lesdes (I/II ou HI/IV) 94% (51/54) das pacientes informaram os resultados

histologicos e 6% (3/54) ndo informaram (Tabela XI).

Detectou-se a freqiiéncia do genotipo polimérfico do gene RES nas pacientes com
endometriose férteis do grau de classificacdo I/Il (n=22) foi de 40,9% AG e GG (9/22) foi de
18,2% (4/22); J& nas pacientes com endometriose inférteis do grau de classificacdo I/Il (n=
22) detectou-se 27,3% (6/22) do gendtipo AG e 13,6% (3/22) do gendtipo GG. Verificou-se

que a freqliéncia alélica AG das pacientes férteis com endometriose do grau de classificagao
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I/IT foi de aproximadamente 1,5 vezes maior que as pacientes inférteis com endometriose do

mesmo grau de classificagao.

A freqiiéncia do genotipo do gene REP das pacientes com endometriose férteis do
grau de classificacao III/IV (n=29) foi de 27,7% (8/29) AG e 10,3% (3/29) do gendtipo GG;
J& nas pacientes com endometriose inférteis do grau de classifica¢ao III/IV (n= 29) detectou-
se 31,0% (9/29) do gendtipo AG e 31,0% (9/29) do gendtipo GG. Verificou-se que a
freqiiéncia alélica AG nas pacientes inférteis com endometriose de classificagdo III/IV foi de
aproximadamente 1,1 vezes maior que as pacientes férteis com endometriose da mesma

classificagdo. Nao sendo estatisticamente significante P = 0,408.

Tabela XI - Distribuicio genotipica do polimorfismo Rsal do gene REP nas pacientes com
endometriose e subgrupos de férteis e inférteis em seus graus de classificacio de varios estagios,
de acordo com o nimero e a localizacdo das lesdes segundo American Fertility Society.

Grupos/Genétipos Férteis Inférteis
Rsal

AA AG GG AA AG GG P
Endometriose n % n % n % n % n % n %
Classificagao 0 0 9 40,9 4 182 0 0 6 273 3 13,6
VIl (n = 22)

0,408

HI/IV (n=29) 0 0 8 27,7 3 103 0 0 9 31,0 9 31,0

“Valor de P calculado pelo teste do

Analisou-se os habitos sociais fumar, ingerir bebida alcodlica, uso de
anticoncepcionais, e a pratica de exercicios fisicos e o polimorfismo Rsal do gene RES nos

grupos de pacientes com endometriose e controles.

A freqiiéncia do genotipo AG do gene RES das pacientes do grupo com endometriose
que fumam foi de 3% (1/32)e ndo fumam 97% (31/32) Ja o gendtipo GG em fumantes foi de
10%(2/20) e 90% (18/20) em ndo fumantes (Tabela XII). Nao detectou-se neste estudo 0%
(0/0) do gendtipo AA; Sendo P = 0,672 nao foi estatisticamente significante € o OR = 0,290 .
Nos controles do gendtipo AG do gene RES do grupo que fumam foi de 0% (0/3) e que nado
fumam foi de 100% (3/3). J& o gendtipo GG em fumantes foi de 7% (3/43) e 93% (40/43) em
ndo fumantes. A freqiiéncia genotipica do polimorfismo em estudo AG foi maior em ndo
fumantes; nao sendo estatisticamente significante P = 0,461. A freqiiéncia do gendtipo AG do
gene REf das pacientes do grupo com endometriose que bebem foi de6% (2/32)e ndo bebem

94% (30/32). Ja o gendtipo GG em pacientes do grupo com endometriose que bebem foi de
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15% (3/20) e 85% (17/20) em pacientes do grupo com endometriose que ndo bebem (Tabela
XIII).

Tabela XII - Distribuicio genotipica do polimorfismo Rsal do gene REf nas pacientes com
endometriose quanto ao habito de fumar.

Grupos/Genotipos Fumam

Sim Nao

n % n % P° OR Min Max
Endometriose
AA 00 00
AG 1 3,0 31 97,0 0,326 0,290 - -
GG 2 10,0 18 90,0
Controles
AA 0 0 00
AG 0 0 3 100 0,813 - - -
GG 3 70 40 93,0

*Valor de P calculado pelo teste exato de Fisher.

Sendo P = 0,283 ndo foi estatisticamente significante e o OR = 0,3778 com intervalo
de confianga (IC) de 95% (minimo de 0,057 e maximo de 2,490). Nos controles do genotipo
AG do gene RES do grupo que bebem foi de 0% (0/3)e que nao bebem foi de 100% (3/3). Ja o
genotipo GG em em pacientes do grupo com endometriose que bebem foi de 30% (13/43) e

70% (30/43) em pacientes que ndo bebem. Nao sendo estatisticamente significante P = 0,359.

Tabela XIII - Distribuicdo genotipica polimorfismo Rsal do gene REf nas pacientes com
endometriose quanto ao habito de ingerir bebida alcoélica (bebem).

Grupos/Genotipos Bebem

Sim Nao

n % n % i OR Min Max
Endometriose
AA 0 0 0 0
AG 2 6,0 30 94,0 0,283 0,3778 0,057 2,490
GG 3 15,0 17 85,0
Controles
AA 0 0 0 0
AG 0 0 3 100 0,359 - - -
GG 13 30,0 30 70,0

“Valor de P calculado pelo teste exato de Fisher

A freqiiéncia do genodtipo AG do gene RES das pacientes do grupo com endometriose
que usam anticoncepcionais foi de 22% (7/32) e que ndo usam 78% (25/32). Ja o genotipo
GG foi de 40% (8/20) em pacientes que usam anticoncepcionais e 60% (12/20) em pacientes
que ndo usam (Tabela XIV). Sendo P = 0,138 ndo foi estatisticamente significante e 0 OR =
0,420. Nos controles do gendtipo AG do gene RES que usam anticoncepcionais foi de 33,3%
(1/3) e 66,7% (2/3) nao usam anticoncepcionais. Ja o genotipo GG em fumantes foi de

35%(15/43) em pacientes que usam anticoncepcionais € 65%(28/43) em pacientes que nao
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usam. A freqii€ncia genotipica do polimorfismo em estudo AG foi 2 vezes maior em pacientes
que ndo usam anticoncepcionais que as que fazem uso; ndo sendo estatisticamente
significante P = 0,726 ¢ OR = 0,933 1C=95% (0,078 a 11,157).

A freqiiéncia do gendtipo AG do gene RES das pacientes do grupo com endometriose
que que praticam atividades fisicas foi de 72% (23/32) e nao praticam 28% (9/32). Ja o
genotipo GG em fumantes foi de 45% (9/20) nas pacientes que praticam atividades fisicas e

55% (11/20) nas que ndo praticam (Tabela XV).

Tabela XIV - Distribuicio genotipica polimorfismo Rsal do gene RES nas pacientes com
endometriose quanto ao habito de usar anticoncepcionais.

Grupos/Genotipos Anticoncepcionais

Sim Nao

n % n % i OR Min Max
Endometriose
AA 0 0 0 0
AG 7 22,0 25 78,0 0,138 0,420 0,123 1,431
GG 8 40,0 12 60,0
Controles
AA 0 0 0 0
AG 1 333 2 66,7 0,726 0,933 0,078 11,157
GG 15 35,0 28 65,0

“Valor de P calculado pelo teste exato de Fisher

Sendo P= 0,05 nao foi estatisticamente significante e o OR= 3,123 IC= 95% (0,969 a
10,068). Nos controles do genotipo AG do gene RES do grupo que praticam atividades
fisicas foi de 66,7% (2/3) e que ndo praticam atividades fisicas foi de 33,3% (1/3). Ja o
gendtipo GG em pacientes que praticam atividades fisicas foi de 65% (28/43) e 35% (15/43)
ndo praticam. A freqiiéncia genotipica do polimorfismo em estudo AG foi 2 vezes menor em
pacientes do grupo controle que ndo praticam atividades fisicas do que nas que praticam,
enquanto nas pacientes do grupo controle que praticam atividades fisicas foi 2 vezes maior
que em pacientes que ndo praticam. Nao sendo estatisticamente significante P= 0,726 e OR=
1,071 IC = 95% (0,090 a 12,808).

A freqliéncia genotipica do polimorfismo do gene p53 no cdédon 72 (n=20), em
pacientes com endometriose (Tabela XVI) foi de 37,7% (20/53) com Arg/Arg e 62,3%
(33/53) do Arg/ Pro + Pro/Pro; Ja das pacientes do grupo controle (n=40), o gendtipo
Arg/Arg foi de 57,5% (23/40) e 42,5% (17/40) do Arg/ Pro + Pro/Pro. Obtivemos
aproximadamente 2 vezes maior freqiiéncia do genotipo Arg/ Pro + Pro/Pro do que Arg/Arg

no grupo com endometriose.
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Tabela XV - Distribuicdo genotipica polimorfismo Rsal do gene REf nas pacientes com
endometriose quanto ao habito de praticar atividades fisicas .

Grupos/Genotipos Atividades Fisicas
Sim Nao

n % n % P OR Min Max
Endometriose
AA 0 0 0 0
AG 23 72,0 9 28,0 0,05 3,123 0,969 10,068
GG 9 45,0 11 55,0
Controles
AA 0 0 0 0
AG 2 66,7 1 33,3 0,726 1,071 0,090 12,808
GG 28 65,0 15 35,0

“Valor de P calculado pelo teste exato de Fisher

A freqiiéncia do polimorfismo do gene p53 com alelo Prolina (Arg/ Pro + Pro/Pro) foi
1,5 vezes maior em pacientes do grupo com endometriose do que no grupo controle, sendo

estatisticamente significante (P= 0,04).

Tabela XVI - Freqiiéncia genotipica do polimorfismo do gene p53 em pacientes com
endometriose e controles.

Grupos/Genotipos pi3
Arg/Arg ArgPro/ ProPro P’
n_ % n_ %
Endometriose 20 37,7 33 62,3
(n=53) 0,04
Controles 23 57,5 17 425
(n=40)

“valor de P calculado pelo teste exato de Fisher

A freqiiéncia genotipica do polimorfismo do gene p353 e o polimorfismo Rsal do gene
REp em pacientes com endometriose (Tabela XVII) foi de foi de 75% (15/20) do gendtipo
AG do polimorfismo Rsal do gene REfS com Arg/Arg e 25% (5/20) do gendtipo GG para o
mesmo alelo. Os genétipos Arg/Pro + Pro/Pro foi de 51,5% (17/33) do gendtipo AG e 48,5%
(16/33) do genotipo GG.

Detectou-se a freqiiéncia do gendtipo AG do polimorfismo Rsal do gene RES no
grupo com endometriose 3 vezes maior para o alelo ArgArg do que o gendtipo GG para o
mesmo alelo. Ja das pacientes do grupo controle (n = 40), o genotipo Arg/Arg foi de 4,3%
(1/23)do genotipoAG e 95,7% (22/23) do genotipo GG. Ja Arg/Pro + Pro/Pro foi de 6%
(1/17) do gendtipo AG e 94% (16/17) do genotipo GG.

Obtivemos aproximadamente 8,5 vezes maior freqliéncia do gendtipo Arg/ Pro +
Pro/Pro no grupo com endometriose do que no grupo controle. Sendo estatisticamente

significante (P< 0,0001).
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Tabela XVII - Freqiiéncia genotipica do gene p53 nas pacientes dos grupos com endometriose e
controle, em relacdo polimorfismo Rsal do gene RES .

Rsal AG GG pP
n % n %
Endometriose
Arg/Arg 15 75,0 5 250
ArgPro+ ProPro 17 51,5 16 48,5
TOTAL 32 21
< 0,001
Controles
Arg /Arg 1 43 22 95,7
ArgPro+ProPro 1 6,0 16 94,0
TOTAL 2 38

“Valor de P calculado pelo teste do ¥’
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6. DISCUSSAO

A endometriose tem como caracteristica a presenc¢a de implante ectdpico de glandulas
e/ou estroma endometrial, funcionante e sensivel (Giordano, 1998). E uma doenga enigmatica
e de etiologia ndo esclarecida, que incide principalmente em mulheres em idade reprodutiva.
Hoje a endometriose ¢ considerada multi-sistémica podendo afetar varios o6rgaos (ovarios,
peritdneo pélvico, tecido subcutaneo, trompas, intestino, reto sigmoide etc.) (Moura, 1999). A
endometriose segundo Abrao et al., 2000 esta presente em pelo menos 10% da populagao

geral e que nos grupos de pacientes com infertilidade pode chegar a 50% .

No nosso estudo realizado em mulheres com endometriose, verificou-se que a
freqiiéncia alélica do polimorfismo Rsal do gene RES em heterozigose AG, foi
aproximadamente 9 vezes maior nos casos com endometriose que nos controles. Nao
detectou-se a homozigose (AA) do polimorfismo em nenhuma paciente do grupo com
endometriose ou controle . Nossos resultados concordam com o estudo de Sundarrajan et al.
(2001) que relata que em mulheres chinesas com disfun¢des ovulatorias com a presenca do
polimorfismo Rsal do gene RES foi significativamente maior do que em pacientes controles.
Porém o gendtipo em homozigose AA foi detectado no grupo de pacientes com disfungdes

ovulatorias e ndo nas pacientes do grupo controle, diferente do nosso estudo.

Os resultados de Aschim et al., 2005 que analisou a freqiiéncia do polimorfismo Rsal
do gene REfS em homens, demonstraram que o heterozigoto Rsal AG foi 3 vezes maior em
homens inférteis comparados aos controles, levando a concluir que o polimorfismo no gene
REpS deve modular a spermatogenese humana. Seguindo a mesma linha de estudo Bordin et
al., 2009 relataram que em pacientes com espermogramas alterados a freqiiéncia do

heterozigoto Rsal AG, foi 4 vezes maior que nos controles.

A literatura relacionando o gene RES e a patologia foco deste trabalho (endometriose),

¢ praticamente inexistente, o que torna nosso trabalho bastante inovador.

No levantamento bibliografico realizado, detectou-se que no ano de 2007 surgiram
trabalhos visando desvendar o papel bioldégico do RES no endométrio e endometriose,
ressaltando-se o trabalho de Qin Xue et al. (2007) que afirmam o papel biologico do RES
ainda nao esta esclarecido, o que o levou a escolher o estudo. Considerando as diferengas
entre endométrio e endometriose e a possibilidade do uso terapéutico, os autores verificaram

que a presenca da expressio do REa ¢ menor que o REfS em células estromais
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endometridticas. Nosso estudo ndo quantificou a expressdo € também ndao comparou com
outra isoforma, no entanto confirma a presen¢a do polimorfismo do gene RES nas pacientes

com endometriose.

Bukulmez ef al. (2008) relatam que o estrogénio tem um importante papel no controle
da expressdo de uma grande variedade de genes e que os receptores o e f mediam os efeitos
do estrogénio. Postulam que o REf se opde aos processos proliferativos do REa e conclui que
o primeiro podera servir como marcador de resposta inflamatéria cronica tendo um papel anti
inflamatorio e oposto a progressdo. No ano seguinte a equipe de pesquisadores chefiada por
Trukhucheva (2009), relatam que elevados niveis de RES em células estromais devem
estimular a progressao através do ciclo celular, da proliferagdao do tecido doente in vivo. Nos
nossos resultados a presenga do polimorfismo AG do gene REf estd presente nas pacientes
com endometriose de grau de classificacdo de acordo com as lesdes (American society) 1/11 e
III/TV,sendo que nas pacientes com grau I/II férteis ha maior presenca do polimorfismo do
que nas inférteis do mesmo grau de classificacdo. Ja nas pacientes férteis de classificagao
III/IV ha menor presenga do polimorfismo do gene REf do que nas pacientes inférteis da
mesma classificacdo. Avaliamos a presenca do polimorfismo AG do gene RES e nao
especificamente do gene, entretanto notamos a sua presenca em qualquer nivel de
estadiamento da doenca. Podemos afirmar que a presenga de estrogénio local favorece o
desenvolvimento da endometriose, j4 que nos estagios iniciais a freqiiéncia do polimorfismo

AG ¢ maior nas pacientes férteis do que nas inférteis.

Ao analisarmos a distribui¢do da freqiiéncia alélica AG do polimorfismo do gene REf nas
pacientes com endometriose férteis detectamos uma frequencia aproximadamente 10,5 vezes
maior em relacdo ao grupo controle e nas pacientes com endometriose inférteis 8,5 vezes
maior. Todavia, quando correlacionamos os subgrupos de fertilidade e infertilidade entre si,
ndo encontramos significAncia estatistica, apresentando assim uma associagdo do
polimorfismo em estudo a endometriose independente do grau de fertilidade. Tempfer et
al.(2008) relatam que o gene RES foi relacionado a um risco aumentado no estagio IV da
endometriose em mulheres japonesas onde ao compararmos ao nosso estudo foi encontrado a
presenca do polimorfismo em todos os estagios de classificagdo da endometriose.

Embora no nosso levantamento bibliografico nao tenhamos encontrado trabalhos
correlacionando a freqiiéncia do polimorfismo Rsal do gene REfS em pacientes com
endometriose e seus subgrupos de férteis e inférteis de acordo com seus graus de

classificagdo, o estudo de Hapanangama et al.(2008) afirmam que a endometriose estad
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associada ao decréscimo da expressao do RES endometrial e esta associada 4 proliferagdao
celular e a up regulacdo da telomerase. Esta andlise complexa relata que a telomerase
especificamente correlaciona com a proliferagdo celular e que varios canceres expressam altos
niveis de telomerase. Sugere ainda que esta expressdao na camada endometrial varia de acordo
com as fases hormonais ciclicas nas mulheres saudaveis e que em mulheres com endometriose
ha um nivel muito elevado no endométrio. Relatam também que estes achados foram
associados ao decréscimo vascular e estromal da expressio do RES em mulheres com

endometriose.

Renner et al.(2006) relatam em seus estudos que, sendo a endometriose uma patologia
estrogeno dependente, ¢ possivel que a variacdo genética na via de mediagao do estrogénio
viabilize uma potencializa¢do do estrogénio facilitando a invasdo e aumento da endometriose.
Questiona-se que talvez por esta via de potencializacdo de estrogénio € que em nossos
resultados nas mulheres férteis com endometriose o polimorfismo AG estd em maior
freqiiéncia. Bardin et al. (2004), em seu artigo de revisdo sobre a perda de expressdao do REfS
em tumores estrogénio dependente, afirmam que o estrogénio induz a proliferacdo celular e ¢
um passo crucial na carcinogénese dos tecidos alvo ginecologicos e seus efeitos mitogénicos

em tecidos como no endométrio, pulmao e ovarios.

Entretanto Collins et al. (2009), relatam dados sobre o papel do REf na progressao do
cancer, sobrevivéncia celular e proliferagdo. A expressdo exagerada do REf resulta em efeitos
antiproliferativos e pr6 apoptdticos, concluindo que a ativagdo do gene RES dependente pode
ocorrer em cancer endometrial. Os autores pesquisaram em linhagens celulares de
adenocarcinoma endometrial a presenca de 3 isoformas do RES (2, 5 e alfa) e de acordo com

a diferenciagdo celular a expressdo dos REs foi considerada minima.

Quin Xue et al. (2007), afirmam que em tecidos endometridticos humanos e células
estromais ha um nivel elevado de REf em relacdo a tecidos endometriais eutopicos. Através
de bidpsia o endométrio sadio e a parede do tecido endometridtico ovariano foram analisados
histologicamente e retiradas as células estromais para realizacdo da extragdo do RNA e RT-
PCR(PCR em tempo real). A presenga do RES foi detectado maior em células estromais de
tecidos endometrioticos e quase ausente em células estromais endometriais. No nosso estudo
ndo avaliamos a expressao do RNA o que ndo invalida a possibilidade de estudos futuros
para avaliarmos a freqiiéncia do mesmo gene, a expressao do RNA e em biopsia de tecidos

endometridticos.



70

Nosso estudo ndo demonstrou uma significancia estatistica do polimorfismo Rsal do
gene RES nas pacientes com endometriose € grupo controle de acordo com as variaveis de
habitos sociais como o fumo, ingestdo de bebida alcodlica, uso de anticoncepcionais e a
pratica de atividades fisicas. O hébito de fumar, na andlise da freqiiéncia do polimorfismo
Rsal AG ¢ relevante embora estatisticamente sem significancia. As ndo fumantes
apresentaram a freqliéncia do polimorfismo AG maior do que nas pacientes com
endometriose e fumantes. Estes resultados estdo de acordo com a literatura onde observamos,
o fumo como fator controverso no estudo da endometriose. Cramer et al. (1986) relatam
mulheres que iniciaram o habito do tabagismo antes dos dezessete anos, fumando vinte
cigarros por dia, como tendo um risco significativamente menor de apresentar endometriose
quando comparadas com as ndo fumantes. As mulheres fumantes t€ém uma tendéncia a
apresentar niveis séricos de estrogénio diminuidos, o que serviria, portanto como agente
protetor da endometriose; Por outro lado, Parazzini et al. em suas pesquisas, ndo encontrou
diferenca entre fumantes e ndo fumantes quanto a incidéncia de endometriose ovariana
(Marques et al., 2005).Estudos comprovam que fumantes sdo relativamente estrogenos
deficientes, além de estarem expostos a altos niveis de dioxina e outros componentes do

cigarro que tem atividade hormonio-like (Abdalla H et al.,1998).

Quanto ao habito de ingerir bebida alcodlica, observa-se no nosso estudo que hd uma
presenca maior da freqiiéncia AG do polimorfismo em pacientes do grupo com endometriose
e que ndo tem este habito. Missmer et al. (2004) relatam em seus estudos de endometriose
correlacionando estilo de vida, que doses moderadas de bebida alcodlica e café¢ nao estdo
associados com a fertilidade ou infertilidade e sim uma relagdo inversa e contraditoria. Nos
resultados de seus estudos mulheres que ingerem bebida alcoolica t€ém um baixo risco para
endometriose. Entretanto, Martinii AC et al., 2004, relatam a correlacdo entre o consumo de
bebidas alcoolicas associado ao aumento da infertilidade de causa anovulatoria e devido a
endometriose e que o uso de cinco doses diarias de alcool reduziria em 40% a chance de

gravidez.

Nosso estudo demonstrou que a freqiiéncia do polimorfismo em estudo em pacientes
que nao fazem uso de anticoncepcionais € 3,5 vezes maior do que em pacientes que fazem uso
embora estatisticamente nao foi significante, vem de encontro a afirmacdo do estudo de
Ribeiro et al. (2009), relatam que o uso de anticoncepcionais por periodos prolongados tém o
potencial de prevenir a endometriose por seu efeito bloqueador da producao de estrogenos, se

constituindo numa das armas para o tratamento complementar.
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Na observagdo da freqiiéncia genotipica AG do polimorfismo no gene RES quanto a
pratica de atividade fisica, detectou-se uma freqiiéncia maior em pacientes que praticam do
que nas que nao praticam revelando uma relacio inversa aos trabalhos levantados.

Analisando estes resultados quanto a pratica de exercicios, observa-se o guia de
orientacio da FEBRASGO (Federacao Brasileira de Ginecologia e Obstetricia), onde se
recomenda a pratica desta atividade como uma das formas de tratamento da dismenorréia
presente na endometriose. Assim como o trabalho de Petta et al.,(2002) afirmam que através
da pratica de exercicios fisicos diarios, hd melhora do sistema imunoldgico da paciente e
aumenta a capacidade de suportar a dor; se o sistema imunologico esta saudavel, o corpo
elimina facilmente as células do endométrio existentes em lugares errados (coagulos
ectopicos) e com uma atividade fisica freqiiente, h4 inibi¢do do estrégeno, que “alimenta” a
doenga.

A analise do polimorfismo do gene p53 no cédon 72 em pacientes com endometriose e
controle; a freqliéncia genotipica ArgPro+ProPro no grupo com endometriose foi 1,5 vezes
maior que nas pacientes controle.

Essa diferenca entre as freqiiéncias dos genotipos ArgPro+ProPro em pacientes com
endometriose vao de encontro ao relatado no trabalho de Hsieh e Lin (2006) que concluiram a
associacao de endometriose e polimorfismo de p53. O alelo arginina em homozigoze no
codon 72 estd relacionado com baixa suscetibilidade de desenvolvimento da endometriose. A
presenga do alelo prolina em dose dupla (PRO/PRO) ou apenas um alelo (PRO/ARG) esté
relacionado com suscetibilidade mais alta. No trabalho de Chang (2002) o alelo prolina estaria
relacionado a uma incidéncia de duas a trés vezes maiores de desencadear a endometriose.

Ammendola et al.(2007), realizaram um estudo com mulheres caucasianas e nao
encontraram diferencas estatisticamente significativas do polimorfismo do p53 no cdédon 72
entre as pacientes com endometriose e as pacientes sem a doenca sugerindo um papel
secundario a esse polimorfismo em determinar suscetibilidade genética para endometriose.

Nosso estudo também realizou a anélise da freqiiéncia genotipica do polimorfismo p53
e sua correlacdo com o polimorfismo Rsal gene REfS e detectou uma freqiiéncia maior nos
gendtipos ArgPro+ProPro em pacientes com endometriose do que no grupo controle. Nao ha
estudos semelhantes para esta correlacao nos trabalhos levantados. Porém podemos afirmar
que existe uma semelhanca como marcadores moleculares, auxiliando no ciclo celular,
atuando na proliferagdo celular e apoptose.

A endometriose ¢ enigmatica por sua etiologia ndo ser totalmente esclarecida. Nosso

estudo vem colaborar com seus resultados para desvendar a andlise molecular da
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endometriose € sua correlacio com o polimorfismo do receptor beta estrogeno. Estudos
futuros poderdo aprofundar e linha de pesquisa comparando nossos resultados com materiais
e métodos diferentes como bidpsias de tecidos endometriais (topicos) e endometrioticos

(ectdpicos) somando a andlise da expressdo do RNAm.
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7 - CONCLUSOES

A freqiiéncia do gendtipo heterozigoto AG do polimorfismo Rsal do gene RES foi 9

vezes maior em pacientes com endometriose do que nas pacientes controles.

A freqiiéncia do polimorfismo Rsal do gene REf do gendtipo AG das pacientes com

endometriose férteis foi de 1,2 vez maior do que nas pacientes inférteis.

Verificou-se que a freqiiéncia do genotipo heterozigoto AG do polimorfismo Rsal do
gene REf nas pacientes com endometriose que ndo fazem uso de anticoncepcionais foi

3,5 vezes maior comparado nas pacientes que fazem uso de anticoncepcionais.

A freqiiéncia do genotipo heterozigoto AG do polimorfismo Rsal do gene REf nas
pacientes com endometriose quanto a pratica de atividade fisica foi estatisticamente

significante.

A freqiiéncia genotipica AG do polimorfismo Rsal do gene RES em pacientes com
endometriose férteis de classificagdo I/II foi 1,5 vezes maior do que em pacientes com
endometriose inférteis de mesma classificacio e nas pacientes inférteis de

classificagdo III/IV foi 1vez maior que as férteis de mesma classificagao.

A presenca do alelo Arg/Arg em pacientes do grupo controle foi 1,5 vezes maior do
que em pacientes com endometriose, ja a presenca do alelo Arg/Pro ¢ 1,5 vezes menor

nas pacientes do grupo do grupo controle em relagcdo a pacientes com endometriose.
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» A freqiiéncia AG do polimorfismo Rsal do gene REf nas pacientes com endometriose
com os gendtipos Arg/Pro + Pro/Pro do polimorfismo do gene p53 foi de

aproximadamente 8,6 vezes maior do que no grupo controle.

» Quando a freqiiéncia AG do polimorfismo Rsal do gene RES ¢ correlacionada ao
polimorfismo do gene p53 com os genotipos Arg/Pro + Pro/Pro, detecta-se a

existéncia de freqliéncia dos dois polimorfismos na endometriose .
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ANEXO |

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntaria, de uma pesquisa
cientifica. Apos ser esclarecida) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma
delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao
sera penalizado de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité

de Etica em Pesquisa da Universidade Catdlica de Goias pelo telefone 3946-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do Projeto: Analise do polimorfismo do gene receptor beta estrégeno (REB) em

pacientes com endometriose associado a infertilidade.

Coordenador Responsavel: Dra. Katia Karina Verolli de Oliveira Moura
Telefones para contatos: 39467-1385 e 3946-1442

Eu abaixo qualificado, apds ter sido esclarecido verbalmente e depois de ler o
resumo do projeto intitulado: Anélise do polimorfismo Rsal do gene receptor beta
estrégeno (REB) em mulheres com endometriose realizado pelo Nucleo de

Pesquisa Replicon da Universidade Catélica de Goias.

DECLARO assumir, por espontdnea vontade, livre de qualquer coacdo, a
responsabilidade pela participagdo voluntaria e gratuita, no grupo de pacientes
integrantes da pesquisa. Estou ciente que o trabalho consiste na analise molecular
de amostras de sangue, e resposta de um questionario, e que 0 mesmo sera
utilizados em exames correlacionados mantendo o objetivo de complementar o meu
diagndstico e de pesquisa. Vamos coletar 15ml de sangue venoso, e este
material sera utilizado para analisar diferentes genes associados a
endometriose para identificarmos um candidato a diagndstico precoce de

endometriose .



90

DECLARO que compreendi que a obtencdo das amostras citadas acontecera sob
minha total ciéncia, e sob os procedimentos adequados pela equipe responsavel
pela pesquisa, sem qualquer prejuizo a minha pessoa e que sera mantido o total

sigilo dos resultados, que serdo entregues apenas a mim ou responsavel.

Igualmente, tenho pleno conhecimento de que o material sera utilizado apenas e tao
somente para fins de pesquisa, além de autorizar, pelo presente, que os testes e os
resultados sejam utilizados em estudos cientificos, ressalvando o sigilo quanto ao
meu nome, reservando-me o direito de conhecer ou ndo os resultados da referida

pesquisa.

O risco que me submeto ao coletar sangue venoso periférico € de hematomas e que
caso ocorra o mesmo sera atendido pelo médico responsavel pela coleta no mesmo

Hospital.

Os beneficios desta pesquisa sera a criagdo de marcadores moleculares para
diagnostico precoce com utilizagdo de sangue periférico com vantagens as

cirurgicas hoje existentes.

Vocé podera ser ressarcido de despesas caso a mesma ocorra e podera ser

indenizado se advir algum risco.

¢ Nome do pesquisador:

e Assinatura do paciente:

e Data: / /
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ANEXO I

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG:
, CPF: , n° de
prontuario: , n° de matricula: , abaixo

assinado, concordo em participar no projeto: Analise do polimorfismo Rsal do gene
receptor beta estrogeno em mulheres com endometriose como sujeito. Fui
devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa, 0s
procedimentos envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes
de minha participagéo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a
qualgquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgédo de meu

acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data:

Pesquisador:

Nome do sujeito ou responsavel:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e aceite do sujeito em participar.
Testemunhas (nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

Observacdes complementares:



ANEXO Il
QUESTIONARIO:

-Nome:

-Data de nascimento: — Cor de pele:

-Endereco:

-Telefones:

-Queixa principal:

- Demais sintomas:

- Duragio:

- Periodo do ciclo: ciclo todo ( ); dor do meio do ciclo ( ); dor pré-menstrual ()
- Habitos de vida:

—> Atividade fisica: leve ( ) moderada ( ) intensa ( )

- Fumo () alcool ()

- Uso de Anticoncepcional ou contraceptivo: ndo () sim().

» Ha quanto tempo:

» Qual esquema: pilula

- Paridade: gesta ( 2 ) para () aborto ( ) cesariana ( ) Idade dos filhos: anos
-Filhos ( ) ndo

-Deseja engravidar ( ) sim ( ) ndo

-Tentativas: 1ano( ) 2anos( ) maisde2 anos( )

Pesquisador:

- RESULTADO ANATOMO-PATOLOGICO:

92



Livros Gratis

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

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

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

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

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

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

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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