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Lista de abreviaturas 

 

EDT – endometriose 

IL – interleucina(s) 

FIV – fertilização in vitro 

FSH – follicle-stimulating hormone (hormônio folículo-estimulante) 

IMC – índice de massa corpórea 

ELISA – Enzyme-linked immunosorbent assay (teste de imunoabsorbância ligado a 

enzima) 

NK – células Natural Killers 

FP – fluido peritoneal 

PCR – polymerase chain reaction (reação em cadeia da polimerase) 
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Resumo 

 

A endometriose (EDT) é uma doença prevalente e impactante quando tratamos de 

casais inférteis. Devido às constantes pesquisas, melhorou a compreensão da doença. 

Muitos autores têm focado seus estudos na área da Imunologia. De fato, sabe-se que 

mulheres com EDT apresentam resposta imune aberrante, tanto humoral como 

celular, refletindo-se em um padrão alterado de secreção de citocinas ou interleucinas 

(IL). Demonstrou-se em estudos prévios um predomínio da citocinas e outros fatores 

regulatórios secretados por linfócitos auxiliares Th2, o que explicaria o implante dos 

focos ectópicos endometrióticos e a gênese da doença. Um novo subtipo de células 

recentemente descobertas, chamadas Th17, parece estar associado à IL-23, o que 

abre uma nova rota de resposta imune. 

Nesse estudo, optamos por pesquisar as interleucinas 10, 12, 17 e 23 no fluido 

peritoneal e sangue de mulheres com EDT mínima e leve. Foi realizado um estudo 

transversal. O grupo em estudo foi constituído por 40 mulheres inférteis com 

endometriose mínima ou leve e o grupo controle por 40 mulheres férteis sem a 

doença. Todas as pacientes foram submetidas à laparoscopia, momento no qual foram 

coletados sangue periférico e fluido peritoneal. Foram dosadas as concentrações das 

interleucinas em questão no sangue e fluido peritoneal utilizando kits comerciais com 

metodologia ELISA. Os grupos não diferiram significativamente em idade, índice de 

massa corpórea (IMC), dosagem do hormônio folículo-estimulante (FSH). Não houve 

diferença significativa entre pacientes com e sem EDT nas IL 10, 12 e 17, tanto no 

sangue quanto no fluido peritoneal. A IL-23 mostrou-se aumentada significativamente 

no fluido peritoneal da pacientes com EDT (P = 0,003). No sangue, as concentrações 

foram semelhantes. 
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Foi a primeira vez que se demonstrou um aumento da IL-23 no fluido peritoneal de 

pacientes com endometriose. As demais citocinas não apresentaram diferenças entre 

os grupos, o que indica que pode existir uma rota alternativa ligada à IL-23 e às 

células Th17 para o desequilíbrio imunológico Th1/Th2 das pacientes inférteis com 

endometriose mínima e leve. 
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Introdução 

 

A endometriose é uma doença caracterizada por tecido endometrial fora da 

cavidade uterina e está associada à infertilidade e à dor pélvica crônica. Essas 

patologias estão associadas de inúmeras formas: alterações imunológicas, 

anatômicas, uterinas, endometriais, entre outras (Shaw 1995; Speroff and Fritz 2005). 

Nosso grupo já demonstrou que mulheres com endometriose têm secreção e 

controle da prolactina alterada (Cunha-Filho, Gross et al. 2001; Cunha-Filho, Gross et 

al. 2002) assim como anormalidades da fase lútea (Cunha-Filho, Gross et al. 2003) 

evidenciada pela disfunção na secreção de esteróides ovarianos, concentração 

folicular de fatores de crescimento modulada de forma anômala (Cunha-Filho, Lemos 

et al. 2003). Já investigamos a presença de interleucina 18 no líquido peritoneal de 

mulheres inférteis com endometriose, não encontrando diferença entre os controles 

(Glitz, Souza et al. 2009). 

Desde a primeira descrição da doença por Rokitansky em 1860, a teoria mais 

provável ainda que incerta data de 1927 (Sampson 1927). Podemos perceber que, 

apesar de há muito conhecermos a doença, e muito sabermos a seu respeito já que é 

uma das doenças mais investigadas na Ginecologia (Guarnaccia and Olive 1997), 

temos certeza de muito menos do que gostaríamos. Após décadas de estudos, a 

etiopatogenia dessa doença tão relevante ainda permanece obscura (Antsiferova, 

Sotnikova et al. 2005; Fairbanks, Abrao et al. 2009). 

Entretanto, uma série de questões e hipóteses foi levantada a partir destes 

estudos, para melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na infertilidade das 

mulheres com endometriose. É no mínimo intrigante a dificuldade para gestar nos 

casos de endometriose mínima e leve, onde não se evidencia uma alteração 



7 
 

anatômica significativa que a justifique. Em busca de respostas para esse enigma, 

vários pesquisadores voltaram seus olhares para o sistema imunológico. Já 

possuímos evidências de alterações na resposta imune celular e humoral de pacientes 

com endometriose (Senturk and Arici 1999; Berkkanoglu and Arici 2003). 

Em se falando de alterações no sistema imunológico das pacientes com 

endometriose, diversos autores já evidenciaram alterações na regulação das diversas 

células, especialmente linfócitos e células Natural Killers (NK). A comunicação entre as 

diversas células efetoras e reguladoras se faz através da secreção de diversas 

substâncias, em especial as citocinas, também chamadas interleucinas (IL). Essas 

moléculas desempenham papel crucial na iniciação e propagação da resposta 

imunológica, e um desequilíbrio entre elas pode gerar um desequilíbrio capaz de 

explicar a dificuldade de gestar neste grupo de pacientes.  

Estudiosos já detectaram um predomínio da resposta linfocitária Th2 através de 

diferenças no perfil de citocinas dessas pacientes. Tal alteração poderia justificar a 

razão pela qual as células endometriais regurgitadas durante a menstruação 

conseguiriam se implantar na pelve, de acordo com a teoria de Sampson (Sampson 

1927; Berkkanoglu and Arici 2003; Antsiferova, Sotnikova et al. 2005). Além de 

contribuir para a gênese da doença, essa mudança no perfil de células e citocinas do 

fluido peritoneal tornaria o mesmo um ambiente hostil, dificultando a fertilização e, 

conseqüentemente, poderia contribuir para a dificuldade de engravidar dessas 

pacientes (Gupta, Goldberg et al. 2008). 

É justamente para elucidar estas questões que foi realizado este trabalho. Esta 

pesquisa tem como objetivo inédito o estudo de uma série de interleucinas procurando 

alguma alteração imunológica nas pacientes com endometriose mínima e leve e 

infertilidade. 
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Revisão da literatura 

 

Endometriose 

 

A endometriose, tecido glandular e estroma endometrial fora da cavidade uterina 

(Olive and Schwartz 1993; Koninckx 1994; Nisolle and Donnez 1997) foi descrita pela 

primeira vez em 1860 por Rokitansky. Em 1927, Sampson foi o primeiro a caracterizar 

a endometriose como uma patologia responsável por alterações na pelve feminina 

(Sampson 1927). Leyendecker et al. discute a endometriose como doença da unidade 

endometrial-subendometrial (Leyendecker, Kunz et al. 1998). A etiologia da 

endometriose, ocorrência de tecido endometrial ectópico ainda é enigmática e está 

baseada nas teorias mais conhecidas: a metaplasia celômica, os implantes ectópicos 

e a indução de células multipotenciais. 

Estima-se que 10% a 15% da população feminina apresentam endometriose 

(Muse and Wilson 1982; Bancroft, Vaughan Williams et al. 1989; Olive and Schwartz 

1993). A endometriose pode ser assintomática, ocorrendo diagnóstico, muitas vezes, 

somente por ocasião da incapacidade de gestar ou na presença de desconforto 

pélvico grave. É uma patologia de importância clínica ginecológica e na medicina 

reprodutiva, sendo foco de constante pesquisa. A associação entre endometriose e 

infertilidade é bem estabelecida (Mahutte and Arici 2002; 2004). Mulheres com 

endometriose têm 20 vezes mais chances de serem inférteis (Muse and Wilson 1982; 

Koninckx 1994; Lima and Baracat 1995). Trinta a sessenta por cento das pacientes 

com endometriose apresentam infertilidade associada (Kistner 1975; Bancroft, 

Vaughan Williams et al. 1989; Olive and Schwartz 1993; Koninckx 1994). Em 1993, 
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Wardle&Hull apontaram a endometriose como fator de infertilidade em 80% dos casos 

(Wardle and Hull 1993). 

De acordo com a teoria de Sampson, ocorre regurgitação de células endometriais 

através das trompas durante a menstruação, com posterior implantação das mesmas 

na cavidade peritoneal. Apesar de ser a mais aceita, essa teoria não consegue 

explicar adequadamente o surgimento da EDT. Embora a menstruação retrógrada 

ocorra em torno de 76 a 90% das mulheres submetidas à diálise peritoneal 

(Blumenkrantz, Gallagher et al. 1981) e à laparoscopia (Halme, Hammond et al. 1984), 

uma porcentagem bem inferior, ao redor de 10%, desenvolve a doença. Essa 

divergência nos leva a crer que outros fatores estão envolvidos no desenvolvimento 

dos implantes ectópicos (Berkkanoglu and Arici 2003; Kyama, Debrock et al. 2003).  

As pacientes com infertilidade e endometriose moderada ou grave, segundo a 

classificação da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM), apresentam 

um substrato anatômico para sua incapacidade de gestar, tendo uma apresentação 

mais evidente desta patologia (1985; 1997). Entretanto, na ausência deste substrato 

anatômico, são propostos vários mecanismos para a etiologia da infertilidade de 

pacientes com endometriose mínima ou leve, sem ter, até o momento, uma definição 

clara a respeito (Muse, Wilson et al. 1982; Olive and Haney 1986; Candiani, Vercellini 

et al. 1991; Inoue, Kobayashi et al. 1992; Olive and Schwartz 1993; Shaw 1995). 

Aspectos hormonais como anormalidades na secreção de progesterona, estradiol, 

prolactina e na função lútea das pacientes inférteis com endometriose, anovulação, 

síndrome do folículo não roto e uma diversidade de anormalidades endócrinas vem 

sendo relacionadas à etiologia da endometriose que podem contribuir para dificuldade 

de gestar nestas pacientes (Muse, Wilson et al. 1982). 

A qualidade do ambiente folicular também tem sido foco de investigação nestas 

pacientes. Estudos sugerem alterações no fluido folicular de pacientes com 
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endometriose que são capazes de causar infertilidade. Estes autores também 

evidenciaram alterações oocitárias e embrionárias com conseqüente diminuição na 

capacidade de implantação (Garrido, Navarro et al. 2000).  

Nosso grupo de pesquisa já evidenciou uma série de anormalidades neste grupo 

de mulheres tais como: secreção de prolactina alterada (Cunha-Filho, Gross et al. 

2002), insuficiência lútea (Cunha-Filho, Gross et al. 2001), anormalidade no sistema 

IGF-IGFBP-1 no fluido folicular (Cunha-Filho, Lemos et al. 2003) e, mais 

recentemente, diminuição da reserva ovariana com coorte folicular heterogênea nestas 

pacientes (Lemos, Arbo et al. 2008). Por outro lado, refutamos a hipótese de 

anormalidade gênica do polimorfismo do FSH neste grupo de mulheres (Rodini 2010). 

 

Aspectos imunológicos 

 

Diversos estudos têm associado endometriose com mudanças na imunidade 

humoral e celular. Portanto, tais observações sugerem que uma resposta imune 

inadequada pode explicar a falha em remover células endometriais e debris da 

cavidade peritoneal, permitindo o implante de focos ectópicos de endométrio (Speroff 

and Fritz 2005). Em mulheres com endometriose, essas células parecem estar 

ativadas para secreção de fatores que contribuem para proliferação de endométrio 

ectópico. 

As células que compõem o sistema imune se dividem em: linfócitos (células B, T e 

Natural Killers), fagócitos (incluindo monócitos, neutrófilos e eosinófilos) e células 

auxiliares (basófilos, mastócitos e plaquetas). Os linfócitos T têm como tarefa 

reconhecer os antígenos, auxiliar os linfócitos B na diferenciação celular e na 
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produção de anticorpos e auxiliar fagócitos na destruição de patógenos (Roitt, Brostoff 

et al. 1998). 

As citocinas ou interleucinas (IL) são proteínas de baixo peso molecular ou 

glicoproteínas que podem ser sintetizadas pelos macrófagos peritoneais, linfócitos, 

implantes endometriais ectópicos ou células mesoteliais do peritônio (Kyama, Debrock 

et al. 2003). Desempenham papel importante na regulação da proliferação, ativação, 

motilidade, adesão, quimiotaxia e morfogênese celular. São fundamentais na iniciação, 

propagação e regulação da resposta inflamatória e imunológica (Bedaiwy, Falcone et 

al. 2002). 

O fluido peritoneal normalmente contém inúmeras células, incluindo macrófagos, 

células mesoteliais, linfócitos, eosinófilos e mastócitos. Linfócitos são células também 

presentes na cavidade peritoneal. Subpopulações de linfócitos T helper podem ser 

classificados em T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2) dependendo do perfil de citocinas 

secretadas. Linfócitos Th2 produzem apenas as seguintes citocinas: IL4, IL5, IL6, IL9, 

IL10, IL13 e estão envolvidos no desenvolvimento de imunidade humoral (secreção de 

anticorpos) contra patógenos. Células Th1 produzem interferon (IFN-), IL2, IL18 e 

fator de necrose tumoral (TNF -) e estão envolvidos em imunidade mediada por 

células. (Harada, Iwabe et al. 2001; Kwak-Kim, Chung-Bang et al. 2003). 

Estudos têm encontrado níveis elevados de inúmeras citocinas no fluido peritoneal 

de mulheres com endometriose, implicando então essas citocinas no desenvolvimento 

e progressão da endometriose e da infertilidade (Harada, Iwabe et al. 2001; Kyama, 

Debrock et al. 2003). As citocinas encontradas em mulheres com endometriose 

incluem, até o presente momento: IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, 

interferon-, fator de necrose tumoral (TNF) entre outros (Harada, Iwabe et al. 2001; 

Bedaiwy, Falcone et al. 2002; Kalu, Sumar et al. 2007). As citocinas podem regular a 
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ação de leucócitos no fluido peritoneal ou agir diretamente no endométrio ectópico, 

onde podem exercer vários papéis na patogênese e fisiopatologia da endometriose. 

O desequilíbrio entre a produção de citocinas Th1 e Th2 tem sido aventada como 

contribuinte para a implantação e proliferação de endométrio ectópico em mulheres 

com endometriose e também associada com dificuldades de gestar. O endométrio nas 

pacientes com EDT também se mostra alterado, com maior proliferação e habilidade 

em se implantar e sobreviver em focos ectópicos (Vinatier, Cosson et al. 2000). Um 

estudo com modelo animal identificou que injeção de tecido endometrial na cavidade 

peritoneal causa diminuição na população de linfócitos T citotóxicos e aumento de IL-

4, sugerindo modulação da resposta imunológica Th2 (Henandez-Guerrero, Vadilllo-

Ortega et al. 2001). Outro estudo demonstrou ativação da resposta imune Th2 

sistêmica e peritoneal em mulheres com endometriose através do aumento da 

produção de IL4 e IL10 (Antsiferova, Sotnikova et al. 2005). 

Apesar de parecerem histologicamente semelhantes, o endométrio de pacientes 

com e sem EDT apresentam inúmeras diferenças de acordo com estudos publicados 

(Vinatier, Cosson et al. 2000; Antsiferova, Sotnikova et al. 2005; Ulukus, Cakmak et al. 

2006; Gupta, Goldberg et al. 2008). Propriedades de invasão, redução da apoptose, 

alterações na expressão de genes e proteínas específicas e aumento na produção de 

esteróides e citocinas específicas foram identificados no endométrio de pacientes com 

EDT (Sharpe-Timms 2001; Ulukus, Cakmak et al. 2006). 

Uma base imunocelular tem sido aventada para explicar o surgimento da EDT. Foi 

demonstrada uma redução na atividade das células NK no soro e fluido peritoneal de 

mulheres com endometriose (Oosterlynck, Meuleman et al. 1993). Aumento da 

concentração de macrófagos e linfócitos ativados no fluido peritoneal (Haney, Muscato 

et al. 1981), bem como aumento na produção de citocinas específicas e fatores de 

crescimento, como IL-1b, TNF α, IL-6, IL-8, fator de crescimento endotelial vascular, 
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fator de crescimento endotelial (Harada, Iwabe et al. 2001; Gazvani and Templeton 

2002) também já foram há muito tempo demonstrados em pacientes com EDT. 

Diversos estudos têm demonstrado que um desequilíbrio imunológico pode estar 

associado com gestações que terminam em abortamento. Kwak-Kim et al. estudou o 

perfil imunológico do líquido peritoneal em mulheres com abortamentos de repetição 

ou múltiplas falhas de implantação após FIV e verificou um viés importante Th1 (Kwak-

Kim, Chung-Bang et al. 2003). Yokoo et al. estudou pacientes com abortamento de 

repetição que receberam terapia com células do marido. Essa terapia induziu um 

estado imunológico predominantemente Th2 que parece ter sido benéfico para 

evolução da gestação (Yokoo, Takakuwa et al. 2006). Esses achados indicam a 

importância destas citocinas para a fertilidade e progressão adequada da gestação. 

Como já citado anteriormente, um dos mecanismos na tolerância imune é a 

mudança no padrão de secreção de citocinas. A resposta inflamatória é controlada por 

mediadores antiinflamatórios que são secretados durante este processo regulatório. A 

habilidade de controlar o estado antiinflamatório depende do equilíbrio local entre 

fatores pró e anti-inflamatórios. A diferenciação de células T, que expressam citocinas 

inflamatórias Th2 e inibem a geração de células auto-reativas Th1 que produzem 

citocinas, também contribui para esse processo de modulação do sistema 

imunológico. A diferenciação em células efetoras Th1 ou Th2 é controlada pelo 

ambiente de citocinas e pelas células apresentadoras de antígenos (Gonzalez-Rey, 

Chorny et al. 2007). 

A teoria de um balanço Th1/Th2 ser responsável pela gênese de doenças 

autoimunes ou associadas à inflamação, apesar de ser a mais conhecida e estudada, 

falha em responder muitos dos questionamentos científicos, inclusive no que tange a 

EDT (Podgaec, Abrao et al. 2007). Com a descoberta de um novo tipo de célula 

imunológica, novas perspectivas surgiram para tentar sanar tantas dúvidas. A célula 
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Th17 é um subtipo de linfócito T CD4+ que, assim como as células Th1 e Th2, sofre 

diferenciação a partir de células T nativas (Hirata, Osuga et al. 2008). Essas células 

produzem IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22. As células Th17 e suas citocinas efetoras 

modulam mecanismos de defesa contra várias infecções, especialmente infecções por 

bactérias extracelulares, e estão involvidas na patogênese de doenças autoimunes, 

como, por exemplo, a doença inflamatória intestinal (Liu, Yadav et al. 2009). 

Interleukin-17A é uma das principais citocinas secretadas pelas células Th17 e está 

associada a vários tipos de resposta imune e inflamação (Ouyang, Kolls et al. 2008). 

Um estudo recente mostrou que aumentos nos níveis dessa citocina no fluido 

peritoneal correlacionam-se com a severidade da doença e infertilidade associada 

(Zhang, Xu et al. 2005). 

A IL-23 é uma citocina da família da IL-12, composta por uma sub-unidade p19 e 

outra p40. A sub-unidade p40 é comum à IL-12 e, portanto, a IL-23 pode exercer uma 

função de desencadear uma resposta Th1. Evidências atuais sugerem que a IL-23 

pode estimular a diferenciação de linfócitos T nativos em células Th17 (Iwakura and 

Ishigame 2006). Vários estudos têm associado IL-23, células Th17 e doenças 

autoimunes (McGeachy and Cua 2007). 

Diversos estudos mostraram um aumento na prevalência de doenças autoimunes 

em pacientes com endometriose, entre elas lúpus eritematoso sistêmico, artrite 

reumatóide, síndrome de Sjögren, hipotireoidismo, entre outras (Nothnick 2001; Sinaii, 

Cleary et al. 2002; Pasoto, Abrao et al. 2005; Seery 2006; Petta, Arruda et al. 2007). 

Os mecanismos associados não estão totalmente esclarecidos, mas um dos principais 

parece ser uma maior prevalência de anticorpos anti-nucleares em mulheres com 

endometriose, o que aumenta o risco de desenvolvimento de algumas doenças 

autoimunes (Seery 2006). 
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Métodos laboratoriais de detecção 

 

As citocinas são proteínas produzidas e secretadas pelas células do sistema 

imune, podendo ser detectadas basicamente de duas formas: intracelular ou 

extracelular. Como essas substâncias estão presentes em diversos fluidos e tecidos, a 

maneira mais utilizada é a detecção extracelular das mesmas. 

O teste de imunoabsorbância ligado a enzima (ELISA – Enzyme-linked 

immunosorbent assay) é uma das mais utilizadas na pesquisa de citocinas (Vignali 

2000). De fato, essa técnica laboratorial é utilizada quase que exclusivamente na área 

de Imunologia, tanto na pesquisa de antígenos como de anticorpos. De uma maneira 

resumida, o antígeno em estudo, no caso a citocina, é colocado em uma placa 

contendo anticorpo específico. Quanto maior a concentração da citocina, maior será a 

ligação antígeno-anticorpo. Um segundo anticorpo se liga ao complexo, e uma enzima 

acoplada ao mesmo converte o substrato produzindo determinada cor. É feita uma 

leitura da intensidade dessa cor em equipamento específico, obtendo então as 

concentrações desejadas (Lequin 2005). Diversos fabricantes oferecem kits 

comerciais para inúmeras citocinas, o que justifica a ampla aceitação e utilização 

desse método diagnóstico em pesquisas. 

Outra técnica baseada em ELISA é o teste Enzyme-linked immunosorbent spot 

(ELISPOT). É usado para identificar e enumerar células produtoras de citocinas, no 

nível individual de cada célula. Esse teste permite visualizar o produto da secreção de 

cada célula ativada, dessa forma permitindo análise qualitativa (tipo de proteína) e 

quantitativa (número de células reativas). A sensibilidade do ELISPOT é muito superior 

à técnica ELISA (Czerkinsky, Nilsson et al. 1983). 

A citometria de fluxo é outra técnica que pode ser utilizada na detecção de 

citocinas. Basicamente, uma fonte de luz, geralmente laser, é direcionada contra uma 



16 
 

corrente de fluido. Múltiplos detectores interpretam os sinais luminosos para fornecer 

os resultados desejados, podendo utilizar fluorescência (Loken 1990). Uma 

modernização da citometria de fluxo é a Cytometric Bead Array (CBA), que permite em 

um único teste a determinação simultânea de inúmeras citocinas. Com isso, é possível 

economizar tempo e amostra, já que um volume pequeno permite detectar até 30 

citocinas, dependendo do fabricante (Morgan, Varro et al. 2004). Dentro do grupo de 

testes baseados no fluxo de partículas, estão sendo desenvolvidos testes para 

múltiplas citocinas, também chamados de multiplex. O princípio é o mesmo da 

citometria de fluxo, porém com mais de uma cor fluorescente e possibilitando análise 

simultânea de inúmeras citocinas. O teste mais conhecido é o Luminex®, e permite a 

análise simultânea de múltiplas citocinas com maior rapidez e menor consumo de 

amostras. O principal empecilho ao uso dessa técnica ainda é o custo elevado (Vignali 

2000). 

Outra maneira de estudar o comportamento das células do sistema imunológico é 

através da pesquisa de RNA mensageiro (mRNA) de diferentes citocinas após 

estimulação celular utilizando a técnica de real time PCR. Essa técnica permite avaliar 

a secreção das citocinas, porém é um exame mais complexo para ser realizado e seu 

custo também dificulta a utilização (Vignali 2000). 

Vignali (Vignali 2000) faz uma análise comparativa dos diversos métodos 

disponíveis para avaliação de citocinas, conforme descrito a seguir. ELISA possui a 

vantagem de medir a proteína com sensibilidade e especificidade, porém permite 

apenas a análise de uma citocina por teste e demanda tempo considerável para sua 

realização. A técnica ELISPOT permite a análise de cada célula e fenótipo simultâneo 

e mede a proteína, porém não é muito sensível e pode não se correlacionar com a 

secreção. A técnica de PCR é muito sensível e específica, pode ser multiplex (até 10 

citocinas), mas é difícil de ser estabelecida e não mede a proteína. Por fim, os testes 

baseados no fluxo de partículas (citometria de fluxo, CBA, Luminex®) são sensíveis, 
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específicos e permitem análises de múltiplas citocinas (mais de 10). Além disso, o uso 

de testes comerciais já estabelecidos, com grupos (perfis) de citocinas, é custo-efetivo, 

e permite ainda a análise de proteínas e/ou DNA. A desvantagem desses testes é que 

eles não estão completamente estabelecidos e sua montagem inicial é cara e 

demorada. 

Fica claro o motivo pelo qual a maioria dos autores utiliza ELISA para analisar 

citocinas, pois trata-se de uma técnica conhecida, com custo acessível e amplo 

acesso aos pesquisadores, mas também possui limitações (Vignali 2000). Os avanços 

nas técnicas laboratoriais de detecção de citocinas apontam para o desenvolvimento e 

aprimoramento de tecnologias multiplex, fazendo que no futuro próximo os 

pesquisadores utilizem tais técnicas modernas (Vignali 2000). 
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Justificativa 

 

Apesar de surgirem progressivamente estudos tentando identificar um responsável 

por desencadear o surgimento da EDT, ainda não é possível estabelecer uma relação 

causa-efeito livre de questionamentos. Buscamos então, baseados na teoria principal 

de que mulheres com EDT têm uma resposta imune inadequada com desequilíbrio 

Th1/Th2, pesquisar as interleucinas 10, 12, 17 e 23. Pretendemos primeiramente 

detectá-las no sangue e especialmente no fluido peritoneal, e com os resultados, 

determinar um perfil de citocinas. Queremos também avaliar a rota Th17 e verificar 

uma possível associação com endometriose. Não encontramos na literatura nenhum 

estudo que tenha pesquisado essas quatro citocinas no mesmo momento. Além disso, 

não há publicação com a IL-23. Nenhum estudo foi feito com um grupo composto 

apenas por pacientes inférteis com endometriose mínima e leve, o que torna o 

presente estudo original. 
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Hipótese nula 

 

Nossa hipótese nula é de que a concentração de IL 10, 12, 17 e 23 no sangue e 

fluido peritoneal das mulheres inférteis com EDT mínima e leve é semelhante à de 

mulheres férteis sem endometriose. 
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Objetivos 

 

1. Comparar as concentrações séricas de IL-10 em mulheres com e sem 

endometriose 

2. Comparar as concentrações no fluido peritoneal de IL-10 em mulheres com e 

sem endometriose 

3. Comparar as concentrações séricas de IL-12 em mulheres com e sem 

endometriose 

4. Comparar as concentrações no fluido peritoneal de IL-12 em mulheres com e 

sem endometriose 

5. Comparar as concentrações séricas de IL-17 em mulheres com e sem 

endometriose 

6. Comparar as concentrações no fluido peritoneal de IL-17 em mulheres com e 

sem endometriose 

7. Comparar as concentrações séricas de IL-23 em mulheres com e sem 

endometriose 

8. Comparar as concentrações no fluido peritoneal de IL-23 em mulheres com e 

sem endometriose 
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Th1, Th2 and Th17 interleukin pathway in infertile patients with 

minimal/mild endometriosis 

Andreoli CG, Genro V, Souza CA, Michelon T, Bilibio JP, Scheffel C, Cunha-Filho JS. 

 

Abstract 

 

Objective: To evaluate interleukin (IL)-10, IL-12, IL-17 and IL-23 levels in the serum 

and peritoneal fluid of women with and without endometriosis. 

Design: Cross-sectional survey. 

Setting: University hospital. 

Patients: Interleukin-10, IL-12, IL-17 and IL-23 levels were measured in 40 patients 

submitted to laparoscopy as part of an investigation on infertility (study group), as well 

as in 40 fertile patients submitted to lapararoscopy for tubal ligation (control group). 

Minimal or mild endometriosis was confirmed in the study group and endometriosis 

was excluded from the control group. 

Intervention(s): Blood sample and peritoneal fluid were obtained from patients 

during video laparoscopy. 
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Main Outcome Measure(s): The levels of IL-10, IL-12, IL-17 and IL-23 in peripheral 

blood and peritoneal fluid were determined by enzyme immunoassay and compared 

between groups. 

Result(s): IL-23 levels measured in peritoneal fluid were higher in patients with 

endometriosis compared with the control group. This difference was not demonstrated 

in the serum for IL-23. No statistically significant differences were found in IL-10, IL-12 

and IL-17 levels, either in serum or in peritoneal fluid samples. 

Conclusion(s): Patients with minimal or mild endometriosis and infertility have 

higher peritoneal IL-23 levels irrespective of the other cytokines measured, suggesting 

that in this disease an alternative pathway is involved in induction of the Th2 immune 

response, possibly trough Th17 cells. This imbalance could contribute to these 

patients’ infertility. 

Key Words: Endometriosis, immunology, infertility, interleukin-10, interleukin-12, 

interleukin-17, interleukin-23 

 

Introduction 

 

Endometriosis is characterized by the presence of endometrial tissue outside the 

uterine cavity (Olive and Schwartz 1993; D'Hooghe, Debrock et al. 2003). Its 

prevalence varies according different studies, but it is believed to be around 10% of the 

female population in the reproductive age (Bancroft, Vaughan Williams et al. 1989; 

Olive and Schwartz 1993; Missmer and Cramer 2003). Since 1927 when Sampson 

described his theory on the implantation of ectopic endometrial cells (Sampson 1927), 

large amounts of papers have been published. Although many researchers have tried 
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to explain the pathogenic mechanisms of this disease, several aspects remain unclear 

(Antsiferova, Sotnikova et al. 2005; Fairbanks, Abrao et al. 2009). 

The association between endometriosis and infertility is long known and many 

authors have tried to dissect this association (Mahutte and Arici 2002; 2004). 

Numerous mechanisms have been proposed to account for fertility impairment. These 

include altered folliculogenesis (Doody, Gibbons et al. 1988), leading to ovulatory 

dysfunction (Cunha-Filho, Gross et al. 2002) and poor oocyte quality, as well as luteal 

phase defects (Cunha-Filho, Gross et al. 2001; Cunha-Filho, Gross et al. 2003), 

diminished ovarian reserve (Lemos, Arbo et al. 2008), reduced fertilization (Wardle, 

Mitchell et al. 1985), abnormal embryogenesis (Garrido, Navarro et al. 2002), 

endometrial alterations (Vinatier, Cosson et al. 2000; Ulukus, Cakmak et al. 2006), and 

immunological disturbances (Senturk and Arici 1999; Berkkanoglu and Arici 2003). The 

theory of an altered immune system and endometriosis suggests that changes in cell-

mediated immunity and humoral immunity may contribute to the development of the 

disease (Berkkanoglu and Arici 2003). 

It is known that effector lymphocytes are divided into two types based on the 

pattern of cytokine secretion produced by these cells following stimulation. Th1 cells 

are secretors of cytokines denominated pro-inflammatory, principally interleukin (IL)-2 

and interferon-gamma (IFN-gamma), whereas Th2 cells produce cytokines referred to 

as antiinflammatory, especially IL-4 and IL-10. The Th1 immune response pattern 

triggers an immune cell process, while Th2 response is characterized by its activation 

of B-lymphocytes, triggering a process that involves humoral immunity. The two 

responses coexist and rarely fall into exclusive pro-Th1 or -Th2 patterns, but there is a 

predominance of one over the other depending on a complex balance (Podgaec, Abrao 

et al. 2007). 
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The recent discovery of another type of T cell substantially revised the conventional 

Th1/Th2 hypothesis of T cell immunology. The Th17 cells is a novel CD4+ subset that, 

along with Th1 and Th2 cells, also differentiate from naive T cells (Hirata, Osuga et al. 

2008). They produce IL-17A, IL-17F, IL-21, and IL-22. Th17 cells and their effector 

cytokines mediate host defensive mechanisms to various infections, especially 

extracellular bacterial infections, and are involved in the pathogenesis of many 

autoimmune diseases, such as inflammatory bowel disease (Liu, Yadav et al. 2009). 

IL-17A is a representative cytokine secreted from Th17 cells and has been described in 

various immune responses and inflammation (Ouyang, Kolls et al. 2008). The 

existence of elevated levels of inflammatory substances and cells in the peritoneal fluid 

(PF) of women with endometriosis is highly indicative of pelvic cavity inflammation 

(Hirata, Osuga et al. 2008). A recent study demonstrated that increases in the level of 

IL-17A in PF correlate with the severity of endometriosis and infertility associated with 

this disorder (Zhang, Xu et al. 2005). 

Several studies tried to determine, trough the analysis of cytokines, if a Th1 or a 

Th2 response would be present in endometriosis patients, and conflicting data were 

published. The most accepted theory seems to be that the refluxed endometrial cells 

should be swept out of the peritoneal cavity, but an altered immune response with a 

preponderance of Th2 pattern would allow their implantation and growth (Podgaec, 

Abrao et al. 2007). 

It is currently accepted that an increase occurs in interleukins 1, 4, 5, 6, 8, and 10, 

tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), and in the vascular endothelial growth factor in 

endometriosis (Harada, Iwabe et al. 2001). Only one study found higher levels of IL-17 

in the peritoneal fluid of women with minimal or mild endometriosis, especially when 

infertility coexisted (Zhang, Xu et al. 2005). Our group studied IL-18 and we found no 

correlation with endometriosis (Glitz, Souza et al. 2009). However, there is no data on 

IL-23 and endometriosis until present days and, moreover, no paper studied a 
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subgroup of minimal/mild endometriosis with infertility and the Th1/Th2/Th17 pathways 

profile. 

Current evidence suggests that IL-23 is responsible for the differentiation and 

expansion of Th17/ThIL-17 cells from naive CD4+ T cells (Iwakura and Ishigame 

2006). Several studies revealed the association between IL-23, Th17 cells and 

autoimmune diseases (McGeachy and Cua 2007). 

Only one study found higher levels of IL-17 in the peritoneal fluid of women with 

minimal or mild endometriosis when compared to moderate or severe disease, 

especially when infertility coexisted (Zhang, Xu et al. 2005).  

In view of the emerging significance of Th17 cells in a novel paradigm in 

immunology, we investigated, for the first time, the role of IL-10, IL-12, IL-17 and IL-23 

in infertile patients with minimal/mild endometriosis. 

 

Patients and methods 

Design 

A cross-sectional study was performed on 80 patients who were enrolled from 

March 2007 to December 2008 at Hospital de Clínicas de Porto Alegre when seeking 

care for the investigation of infertility or tubal ligation. 

Subjects 

Forty patients were submitted to laparoscopy to investigate infertility. Infertility was 

defined as the inability of a couple to achieve pregnancy after one year of regular 

unprotected sexual intercourse (1997). Endometriosis was diagnosed during 

laparoscopy and categorized according to the classification proposed by the American 

Society for Reproductive Medicine (1997). All patients had peritoneal implants and met 
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criteria for minimal or mild endometriosis. The same surgical staff performed all 

endoscopic procedures. 

Women aged 18 or more who would be submitted to laparoscopic surgery for 

infertility investigation or tubal ligation were included after giving their consent. 

Exclusion criteria comprised: the presence of any autoimmune disease, absence of 

peritoneal liquid during laparoscopy, the coexistence of any other causes of infertility, 

and having used any hormonal medication in the 3 months before surgery. Other 

causes of infertility were excluded by hysterosalpingraphy, sperm evaluation, and 

measurements of serum follicle-stimulating hormone, prolactin and thyroid-stimulating 

hormone levels on the third day of the menstrual cycle. Laparoscopy was done in the 

first phase of menstrual cycle in all patients (cases and controls). 

The control group consisted of 40 patients who underwent laparoscopy for tubal 

ligation. None of these patients were diagnosed with endometriosis, all of them were 

fertile and none had a significant past medical history. Once again, none of the patients 

had been on hormonal medications for at least 3 months prior to surgery. 

Study protocol 

The samples of peritoneal fluid (3 to 6 mL) were collected during the laparoscopic 

procedure under general anesthesia, immediately after the introduction of the second 

trocar, and the fluid was aspirated from the anterior or posterior peritoneal deflection. 

Samples were not collected when the presence of bleeding in the cavity was detected 

and the peritoneal cavity was not washed. The blood samples were collected at the 

time of the laparoscopic procedure in all patients. All samples were centrifuged and 

serum and peritoneal fluid were stored at -80°C until the time for measurement. 

Clinical data regarding menstrual cycle, obstetrical history, previous surgical 

procedures, and history of hormone use were also obtained by means of an 

appropriate questionnaire. All patients and control subjects who participated in this 
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study signed an informed consent form. The study was approved by the Ethics 

Committee of Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

Serum and peritoneal cytokines were measured by enzyme immunoassay (ELISA) 

applying Human Ready-SET-Go! commercial kits (eBioscience, San Diego, CA), 

including: IL-10, IL-12 (p70), IL-17A and IL-23 (p19/p40). The sensitivity was 2 pg/ml, 4 

pg/ml, 4 pg/ml and 15 pg/ml, respectively. 

For statistical analysis, data with nonparametric distribution are reported as median 

values with the 95% confidence interval and those with parametric distribution as 

means ± SD. The Student t-test was used to compare means, the Mann-Whitney test 

to compare median values. When P < 0.05, the samples were considered to be 

statistically different.  

 

Results 

 

The clinical and demographic characteristics of the two groups did not differ, as 

shown in Table 1. Of the 40 patients with endometriosis, 26 showed minimal and 14 

mild disease. 

Mean IL-23 levels measured in the peritoneal fluid were higher in patients with 

endometriosis compared with the control group (P=0,003). No statistically significant 

differences were found in the serum concentrations of IL-23 in the overall evaluation 

between cases and controls. No statistically significant differences were found in the 

levels of IL-10, IL-12 and IL-17 in blood or in peritoneal fluid between endometriosis 

and control group, as shown in Table 2. 



32 
 

Comparing all IL-10, 12, 17 and 23 regarding the endometriosis stage (minimal 

versus mild), those cytokines were not significantly different between the groups 

(P>0.05) 

Within the control group, we could not detect IL-10, IL-12, IL-17 and IL-23 in the 

serum in 1, 33, 27 and 18 patients, respectively. Within the endometriosis group, we 

could not detect these cytokines in 3, 34, 27 and 26 patients.  

Furthermore, in the peritoneal fluid of the control group, we could not detect IL-12, 

IL-17 and IL-23 in 19, 36 and 5, respectively.  

Moreover, in the endometriosis group, we could not detect the same cytokines in 

the peritoneal fluid in 26, 34 and 1 patient. IL-10 was detectable in all the samples of 

peritoneal fluid. 

 
 
 
 
 
 
 
TABLE 1 
Demographic characteristics (mean±SD, t test or qui-square utilized) 

Parameter 
Endometriosis group 

N = 40 
Control group 

N = 40 
P value 

Age (years) 32.48±4.99 33.63±6.51 NS 

BMI (kg/m²) 23.75±4.37 25.31±3.95 NS 

Regular cycles 
     N (%) 

35 (87.5%) 32 (80%) NS 
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TABLE 2 
Comparison of interleukin levels in serum and peritoneal fluid between endometriosis 
(N=40) and control group (N=40) 

Cytokine levels (pg/ml) Endometriosis groupa Control groupa P valueb 

IL-10 serum 7.25 (2.30~185.60) 8.05 (1.4~44.2) 0.130 

IL-10 peritoneal fluid 35.50 (12.29~365.42) 34.98 (19.01~227.46) 0.956 

IL-12 serum 6.87 (4.40~12.10) 9.21 (2.40~34.40) 0.315 

IL-12 peritoneal fluid 1.73 (0.30~12.38) 2.03 (0.57~47.74) 0.115 

IL-17 serum 1.33 (0.10~29.80) 1.33 (0.10~8.00) 1.000 

IL-17 peritoneal fluid 5.41 (1.00~161.10) 3.70 (1.00~6.30) 0.584 

IL-23 serum 5.16 (1.4~17.4) 9.64 (1.40~45.30) 0.301 

IL-23 peritoneal fluid 13.60 (2.20~25.00) 9.81 (0.30~30.70) 0.003 

a Median (range) 

b Non-parametric test (Mann-Withney) 

 

 

Discussion 

 

The present study evaluated the levels of a group of cytokines, namely IL-10, IL-12, 

IL-17 and IL-23, in the serum and peritoneal fluid of 40 infertile patients with 

endometriosis compared to 40 fertile patients without the disease (control group). 

Interleukin-23 levels in peritoneal fluid were found to be significantly higher in 

patients with endometriosis compared with the control group; in serum, the same 

difference was not detected. We could demonstrate for the first time the presence of IL-

23 in the peritoneal fluid of endometriosis patients. 
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Previous studies have found increased levels of IL-10 in the peritoneal fluid of 

endometriosis patients (Harada, Iwabe et al. 2001). However, there are still conflicting 

data. Pogdaec et al. (Podgaec, Abrao et al. 2007) found significantly higher levels of 

IFN-gamma and IL-10 in the peritoneal fluid of endometriosis patients when compared 

to controls using flow citometry to measure free cytokines. In this study, all patients had 

clinical signs and symptoms suggesting the disease, and the control group was 

composed by women without detectable endometriosis during laparoscopy. In a recent 

study, Hassa et al. (Hassa, Tanir et al. 2009) found similar levels of IL-2, IL-4, IL-10 

and IFN-gamma both in serum and peritoneal fluid of control and endometriosis group, 

and also no difference between early and late-stage disease, although the assays 

where made using ELISA technique. 

Fairbanks et al. (Fairbanks, Abrao et al. 2009) demonstrated higher levels of IL-12 

in the peritoneal fluid of endometriosis patients using ELISA assay. Again, the control 

group was composed by symptomatic patients without evidence of the disease during 

surgery, and none was infertile. They found higher levels in late-stage disease when 

compared to early-disease. Galinelli et al. (Gallinelli, Chiossi et al. 2004) found 

significantly higher peritoneal fluid IL-12 levels in women with moderate or severe 

endometriosis (stages III and IV) than in healthy controls using ELISA assays, but the 

endometriosis group was composed by patients with pain or infertility.  

Moreover, Bedaiwy et al. (Bedaiwy, Falcone et al. 2002) found similar levels of IL-

12 in serum and peritoneal fluid of women with and without endometriosis using ELISA 

assays. The study group was composed by patients with pain or infertility and 

confirmed endometriosis (any grade), and the control group by asymptomatic women 

without endometriosis. In addition, even when comparing the three groups among each 

one, there was still no difference in IL-12 levels. Gazvani et al. (Gazvani, Bates et al. 

2001) found no correlation between the presence of endometriosis, grade of the 

disease or menstrual cycle phase and IL-12. Furthermore, they could not detect the 
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cytokine in 67% of the patients with endometriosis using ELISA assay. The study group 

was also composed by pain and infertility complaints and all grades of the disease.  

The literature on IL-17 and endometriosis is nearly absent. Zhang et al. (Zhang, Xu 

et al. 2005) showed no difference in IL-17 levels between endometriosis and control 

group. However, the concentrations of IL-17 in peritoneal fluid were correlated with the 

severity of endometriosis. The mean concentrations of IL-17 in peritoneal fluid were 

significantly higher in the patients with minimal/mild endometriosis than those with 

moderate/severe endometriosis and those without endometriosis. The menstrual cycle 

phase upon collection of the sample did not influence the results. The study group was 

formed by patients undergoing laparoscopy because of pain, infertility or pelvic mass, 

and all grades of the disease where included. We found similar levels between 

endometriosis and controls. 

Interleukin-23 has been implicated in the differentiation on naïve T cells into Th17 

cells, a novel route for immune response. Several researches were made and 

published data have associated this cytokine with many autoimmune and immune-

mediated diseases. A link between IL-23, Th17 response and inflammatory bowel 

disease was reported by various authors (Liu, Yadav et al. 2009). There is a significant 

body of evidence that IL-23 is involved in rheumatoid arthritis pathogenesis (Kunz and 

Ibrahim 2009). There are also publications linking IL-23/Th17 axis with psoriasis, 

multiple sclerosis, lupus, asthma, vasculitis and many others (McGeachy and Cua 

2007; Kunz and Ibrahim 2009). A link between endometriosis and autoimmune 

diseases is probable, since many authors described higher prevalence of diseases 

such as systemic lupus erythematosus, Sjögren’s syndrome, rheumatoid arthritis, 

hypothyroidism and others (Nothnick 2001; Sinaii, Cleary et al. 2002; Pasoto, Abrao et 

al. 2005; Seery 2006; Petta, Arruda et al. 2007). Until now, IL-23 was not studied in 

endometriosis or even detected in the peritoneal fluid, which make our result unique. 
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For the first time we demonstrated higher IL-23 levels in the peritoneal fluid of infertile 

endometriotic patients. 

The composition of our groups make our study original, since we included only 

infertile patients with minimal or mild endometriosis and compared them with fertile 

asymptomatic patients without the disease. For this reason, we were not able to make 

associations between cytokines and endometriosis grade. As our patients had early-

staged disease, the levels of the cytokines may actually be lower and therefore we 

were not able to detect them. Since the indication for laparoscopy in our study was 

infertility and not pain, the same issue may influence the results.  

Most of the authors used ELISA assays due to its availability and costs when 

compared to others refined techniques. However, ELISA has several limitations, like 

the sensibility not as low as we may need, the consumption of a relatively large amount 

of sample, and a very complex protocol. Other methods, like flow citometry, Luminex, 

real time PCR for mRNA, may provide more accurate results and reduce the conflicting 

data reported previously. 

The limitation of our study is the fact that several patients (study and control) did 

not reach the cutoff for IL detection using ELISA. We could analize this data 

considering the low importance/relevance of these IL on mild/minimal endometriosis 

physiology. Moreover, our conclusion is valid only for infertile patients with minimal/mild 

endometriosis. In contrast with the majority of papers that included pain endometriosis 

patients with an obvious more inflammatory component. 

The discovery of Th17 provides us another path to follow, since the long known 

Th1/Th2 immune responses cannot give us all the answers to such an enigmatic 

disease as endometriosis. We are introducing a new research trend based on a novel 

concept. Evidences linking IL-23, Th17 cells and autoimmune and immune-mediated 

diseases provide us suspicious of a role also on the pathogenesis of endometriosis.  
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In conclusion, we found similar levels of IL-10, IL-12 and IL-17 in the serum and 

peritoneal fluid of infertile women with endometriosis compared to fertile healthy 

controls. Interleukin-23 levels were similar in the serum, but significantly higher in the 

peritoneal fluid of infertile women with minimal/mild endometriosis and may be 

implicated in the sub-fertility in this group of patients 
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Considerações gerais 

 

1. Não houve diferença significativa na concentração de IL-10 no soro entre 

pacientes com endometriose e sem endometriose 

2. Não houve diferença significativa na concentração de IL-10 no fluido peritoneal 

entre pacientes com endometriose e sem endometriose 

3. Não houve diferença significativa na concentração de IL-12 no soro entre 

pacientes com endometriose e sem endometriose 

4. Não houve diferença significativa na concentração de IL-12 no fluido peritoneal 

entre pacientes com endometriose e sem endometriose 

5. Não houve diferença significativa na concentração de IL-17 no soro entre 

pacientes com endometriose e sem endometriose 

6. Não houve diferença significativa na concentração de IL-17 no fluido peritoneal 

entre pacientes com endometriose e sem endometriose 

7. Não houve diferença significativa na concentração de IL-23 no soro entre 

pacientes com endometriose e sem endometriose 

8. A concentração de IL-23 no fluido peritoneal de pacientes com endometriose 

foi significativamente maior que a de pacientes sem endometriose 
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Perspectivas 

 

A descoberta de uma nova rota na resposta imunológica, a chamada rota Th17, 

surgiu como forte candidata na patogênese da endometriose, principalmente pela sua 

associação com diversas doenças autoimunes, as quais compartilham aspectos 

semelhantes com a EDT conforme já comentado (Nothnick 2001; Sinaii, Cleary et al. 

2002; Pasoto, Abrao et al. 2005; Seery 2006; Petta, Arruda et al. 2007). O achado de 

aumento nos níveis de IL-23 no fluido peritoneal corrobora essa teoria. Acreditamos 

que essa via deve estar associada com a endometriose, e estudos futuros devem 

avaliar melhor essa associação. A avaliação de grupos contendo graus mais severos 

da doença e pacientes com queixa de dor pode acrescentar novos dados nesse 

sentido. Além disso, a determinação das citocinas utilizando técnicas diagnósticas 

mais refinadas também pode contribuir para uma maior identificação das mesmas e 

esclarecer dúvidas. 

O presente estudo levanta uma questão importante para o planejamento de 

estudos futuros. Muitos resultados obtidos em outros estudos utilizaram, para a 

determinação da concentração de citocinas, a metodologia ELISA. Pudemos perceber 

as dificuldades técnicas inerentes ao método, tais como um limite de detecção inferior 

insuficientes para determinar algumas citocinas presente na maioria dos kits 

comerciais, propriedades próprias das moléculas que dificultam sua determinação no 

compartimento extracelular, uma necessidade de amostras relativamente volumosas, 

entre outras. Muitas conclusões na literatura foram feitas baseadas nessa 

metodologia, e esse é um motivo pelo qual encontramos resultados contraditórios. 

Como pudemos perceber, as alterações imunológicas nas pacientes com 

endometriose vão muito além de concentrações diferentes de citocinas. As citocinas 
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servem como reguladoras da função celular e, portanto, encontrar diferentes 

concentrações da substância indica que ela foi secretada de maneira anormal, mas 

também que ela, por estar atuando de maneira mais intensa, também exercerá uma 

ação regulatória diferente sobre os linfócitos, macrófagos e outras células do sistema 

imunológico. 

Tendo em vista essas características das citocinas, temos duas possibilidades. 

Uma delas é pesquisar as citocinas nos valendo de métodos mais sensíveis que nos 

possibilitem um limite de detecção mais baixo e um consumo de menor volume 

amostral. Destacam-se a citometria de fluxo e as técnicas para avaliação de múltipas 

citocinas simultaneamente, entre elas a técnica de Luminex, que é uma das técnicas 

de citometria de fluxo multiplex.. 

Outra alternativa é avaliar a secreção das citocinas pelos linfócitos após 

estimulação in vitro, pesquisando o RNA mensageiro através da técnica de PCR, o 

que fornece uma visão mais fidedigna da resposta celular. O empecilho ao uso dessa 

técnica, além do custo, é a complexidade do teste e necessidade de equipamentos 

robustos com rotinas laboratoriais bem estabelecidas. 

Nosso estudo, como já mencionado, é inédito pela composição dos grupos, visto 

que incluímos apenas pacientes inférteis com endometriose mínima e leve. Isso 

impediu uma possíveis interferência de pacientes com dor, onde mediadores 

inflamatórios diferentes poderiam estar expressos, e também uma falta de achados em 

pacientes com endometriose assintomática. A utilização de um grupo controle com 

pacientes férteis sem endometriose ao invés de pacientes sintomáticas (dor ou 

infertilidade) permite ligar os resultados à endometriose e/ou infertilidade dessas 

pacientes, excluindo-se outras para alterações nas citocinas. O achado original de 

aumento nas concentrações de IL-23 no fluido peritoneal das pacientes inférteis com 

endometriose abre caminho para estudos futuros nessa nova via Th17, e esperamos 
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que isso possibilite ampliar cada vez mais nosso conhecimentos na Imunologia da 

endometriose. 
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Anexos 

 

Instrumento de coleta de dados 

Protocolos dos kits ELISA 

Leituras das placas ELISA 

Curva-padrão das citocinas 

Tabelas do artigo 
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Instrumento de coleta de dados 

 

PROTOCOLO DE COLETA DE LIQUIDO PERITONEAL E SANGUE 

 

GRUPO: (  ) INFERTILIDADE (tempo _______ anos) 

(  ) LIGADURA TUBÁRIA 

 

NOME: 

IDADE:    PRONTUÁRIO: 

PESO:    ALTURA:   IMC (Kg/m2): 

DUM:    PARIDADE: G____P___C___A___ 

CICLOS: (  ) REGULARES  (  ) IRREGULARES 

ESPEMOGRAMA: milhões/mL _______   A+B   ________   normais   __________ 

DOSAGENS HORMONAIS: 

LH _________ FSH _________ prolactina ____________ TSH ________ 

SDHEA_________ 17-OH-P _________ testosterona total _________ 

 

ACHADOS: 

(  ) ENDOMETRIOSE: I (  )  II (  )  III  (  )  IV (  ) 

(  ) ADERÊNCIAS PELVICAS 

(  ) FATOR TUBÁRIO 

(  ) OUTROS 

(  ) PELVE NORMAL 

 

COLETADO POR: 

CENTRIFUGADO POR: 

OUTRAS OBSERVAÇÕES: 

  

Data___/___/___ 

CÓDIGO 
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Protocolos dos kits ELISA 

 

IL-10 

IL-12 

IL-17 

IL-23 
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Leituras das placas ELISA 

 

IL-10 soro 

IL-10 fluido 

IL-12 soro 

IL-12 fluido 

IL-17 soro 

IL-17 fluido 

IL-23 soro 

IL-23 fluido 
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IL-10 soro 
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IL-10 fluido 
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IL-12 soro 
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IL-12 fluido 
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IL-17 soro 
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IL-17 fluido 
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IL-23 soro 
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IL-23 fluido 
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Curva-padrão das citocinas 

 

IL-10 soro 

 

 

IL-10 fluido 
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IL-12 soro 

 

 

IL-12 fluido 
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IL-17 soro 

 

 

IL-17 fluido 
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IL-23 soro 

 

 

IL-23 fluido 
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Tabelas do artigo 

 

TABLE 1 
Demographic characteristics (mean±SD, t test or qui-square utilized) 

Parameter 
Endometriosis group 

N = 40 
Control group 

N = 40 
P value 

Age (years) 32.48±4.99 33.63±6.51 NS 

BMI (kg/m²) 23.75±4.37 25.31±3.95 NS 

Regular cycles 
     N (%) 

35 (87.5%) 32 (80%) NS 

 

 

TABLE 2 
Comparison of interleukin levels in serum and peritoneal fluid between endometriosis 
(N=40) and control group (N=40) 

Cytokine levels (pg/ml) Endometriosis groupa Control groupa P valueb 

IL-10 serum 7.25 (2.30~185.60) 8.05 (1.4~44.2) 0.130 

IL-10 peritoneal fluid 35.50 (12.29~365.42) 34.98 (19.01~227.46) 0.956 

IL-12 serum 6.87 (4.40~12.10) 9.21 (2.40~34.40) 0.315 

IL-12 peritoneal fluid 1.73 (0.30~12.38) 2.03 (0.57~47.74) 0.115 

IL-17 serum 1.33 (0.10~29.80) 1.33 (0.10~8.00) 1.000 

IL-17 peritoneal fluid 5.41 (1.00~161.10) 3.70 (1.00~6.30) 0.584 

IL-23 serum 5.16 (1.4~17.4) 9.64 (1.40~45.30) 0.301 

IL-23 peritoneal fluid 13.60 (2.20~25.00) 9.81 (0.30~30.70) 0.003 

a Median (range) 

b Non-parametric test (Mann-Withney) 

 



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

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - 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 Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

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 Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

