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RESUMO

A endometriose é definida pelo aparecimento de focos de tecido endometrial
com caracteristicas glandulares e/ou estromais idénticas as da cavidade
uterina em outras localizacbes, que ndo o endométrio e incide
principalmente em mulheres em idade reprodutiva. Esta presente em 10%
da populacédo geral e em 50% dos casos de infertilidade, apresentando um
forte componente genético correlacionando a doenga com diversos
polimorfismos. Um deles, G894T do gene eNOS da enzima Oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS) tem sido estudado por ter implicagbes com a
infertilidade. O presente estudo analisou a frequéncia alélica e genotipica
desse polimorfismo, em mulheres com endometriose estratificadas em
férteis e inférteis. Foram utilizadas amostras de sangue de 47 mulheres com
endometriose  provenientes de um centro de referéncia em
videolaparoscopia e infertilidade na cidade de Goiania, Goias. O DNA foi
extraido e quantificado para a andlise genotipica (PCR/RFLP) com primers e
controles para ampliar o gene eNOS G894T. Na andlise estatistica foram
utilizados os testes qui quadrado e/ou exato de Fisher e teste t Student. As
pacientes apresentaram média de idade 33,3 = 2,9 anos. As férteis
apresentaram meédia de 34,0 £ 2,5 anos, enquanto as inférteis 32,7 + 2,3
anos. As frequéncias genotipicas do polimorfismo em estudo foram: GG
59,6%, GT 29,8% e TT 10,6%; ao dividir em subgrupos de férteis e inférteis
encontrou-se respectivamente: GG 70% e 50%; GT 30% e 29,2%; TT foi
nulo entre as férteis e 20,8% nas inférteis. A frequéncia alélica entre as
férteis e inférteis, foi, respectivamente: G 85% e T 15%; G 64,6% e T 35,4%,
p =0,04 (OR =3,01C 95% 1,12 — 8,29). Na andlise dos modelos de heranca
genotipica, codominante e recessivo as frequéncias observadas foram
respectivamente: (GG vs. TT) 59,6% (28/47) vs 10,6% (5/47) p = 0,044 e
recessivo (TT vs. GT +GG) foi de 10,6% (5/47) vs 89,4% (42%) p= 0,049. O
estudo demonstrou que a presenca do alelo T do polimorfismo G894T do
gene eNOS da enzima do Oxido nitrico sintase endotelial em pacientes
férteis e inférteis tem um importante papel no agravamento da endometriose
e em homozigose o alelo T confere risco para infertilidade na endometriose
em mulheres na cidade de Goiania - Goias.

Palavras chave: endometriose, eNOS e infertilidade
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ABSTRACT

Endometriosis is defined by the emergence of foci of endometrial tissue with
glandular and stromal or characteristics identical to those of the uterine cavity
in other locations than the endometrium and focuses primarily on women of
reproductive age. It is present in 10% of the general population and in 50% of
cases of infertility, showing a strong genetic component by correlating the
disease with various polymorphisms. One of them, G894T of eNOS gene of
the enzyme endothelial nitric oxide synthase (eNOS) has been studied by
have implications with infertility. The present study examined the allele
frequency and genotype of this polymorphism in women with endometriosis
storied in fertile and infertile. Blood samples were used 47 women with
endometriosis from a center of reference in laparoscopy and infertility of the
city of Goiania, Goids. The DNA was extracted and measured for genotypic
analysis (PCR/RFLP) with primers and controls to enlarge the gene eNOS
G894T. In the statistical analysis we used the Chi square tests and/or exact
of the Fisher and teste t Student. The patients had an average age 33,3 + 2,9
years. Fertile was demonstrated 34,0 + 2,5 years, and infertile 32,7 = 2,3
years. Genotype polymorphism frequencies in study were: GG 59.6% 29.8%
and GT TT 10.6%; to split into sub-groups of fertile and infertile met
respectively: 70% and 50% GG; GT 30% and 29.2%; TT was null between
fertile and infertile 20.8%. The allele frequency between the fertile and
infertile, was, respectively: G 85% and 15% T; G 64.6% and 35.4% T, p =
0.04 (95% CI 3.0 OR = 1.12-8.29). In the frequency analysis of genotypic
heritage models, codominant and recessive were respectively: (GG vs. TT)
59.6% (28/47) vs. 10.6% (5/47) p = 0.044 and recessive (TT vs. GT + GG)
was 10.6% (5/47) vs. 89.4% (42%) p = 0.049. The study showed that the
presence of the T allele of eNOS gene G894T polymorphism of endothelial
nitric oxide synthase enzyme in fertile and infertile patients have an important
role in the increase of endometriosis and in homozygous T allele confers risk
for the infertility in endometriosis in women in the city of Goiania-Goias.

Keywords: endometriosis, eNOS, infertility
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1 INTRODUCAO

A publicacdo classica de Giordano (1998) define a endometriose
como o aparecimento de focos de tecido endometrial com caracteristicas
glandulares e/ou estromais idénticos aos da cavidade uterina em outras
localizacBes que ndo o endométrio. Esses focos de tecido geralmente sao
funcionantes e sensiveis & acdo de hormoénios (SILVA et al., 2011). E uma
doenca estrogénio dependente, de diagndstico histolégico, devendo o
mesmo confirmar as suspeitas clinicas e os achados macroscopicos
encontrados em cirurgias (RIBEIRO JUNIOR et al., 2009)(Figura 1). Afeta
10% das mulheres em idade reprodutiva, associada a dor pélvica,

dismenorreias e infertilidade.

Figura 1- Lesdes enrugadas pretas foram descritas uma mistura difusa de
fibrose, como "classico" e "tipico." (Fonte:Ribeiro Junior et. al., 2009).

Sua etiologia continua sendo um enigma e acredita-se que a

prevaléncia seja mais alta, ja que nem sempre é diagnosticada, e a
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manifestacao clinica é heterogénea (MINICI et al, 2008; PERINI et al., 2014).
Assim como ha relacdo entre o estadio da endometriose e infertilidade,
alguns pesquisadores ndo encontraram associacdo entre o estadio da
doenca e a subfertilidade, enquanto outros relatam que a fertilidade diminui
com o aumento da severidade da doenca (SINAII et al., 2008).

A endometriose tem manifestacdes clinicas variadas e algumas mais
frequentes sdo: dor pélvica, dor pélvica intensa, endometrioma, infertilidade
e distarbios menstruais.

Os sinais e sintomas da endometriose surgem de sangramentos
ciclicos para os tecidos circundantes, resultando em inflamacéo, cicatrizes e
aderéncias. O risco de desenvolver essa doenca pode estar associado a
fatores que aumentam o volume, a frequéncia e a duracdo da menstruacao
retrograda, o que promove a implantacdo e crescimento das placas de
endométrio. Também ha indicios fortes de que a mesma seja influenciada
por hérmonios esterdides (VITONIS et al, 2010).

Alguns marcadores biolégicos (sorolégicos ou genéticos) como CA-
125, ou polimorfismos genéticos nas superfamilias do citocromo P450
(CYPs), glutationa S- transferase (GSTs) e assim como a enzima do Oxido
nitrico sintase endotelial (eNOS), podem mostrar-se discretamente alterados
nessa doenca. Dessa forma, quando associados a clinica, representam
grande potencial no auxilio ao diagnostico. Assim, enquanto nao se tem um
diagnostico categoérico, n&o invasivo, em mulheres com sintomas de
endometriose, essa discreta alteracao possibilitara a identificacdo daquelas
mais susceptiveis a doencga, podendo trazer beneficios ao tratamento (MAY

KE et al., 2011).
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Segundo a Federacdo Brasileira de Ginecologia e Obstetricia
(FEBRASGO, 2015), até 2013 mais de 370 estudos com endometriose e
variantes genéticas foram publicados em diversas vias como: molécula de
adesdo e enzima matriz, ciclo celular, citocinas, receptores hormonais,
enzimas e sistemas metabdlicos onde esta inserida a enzima Oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS). A enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS),
objeto deste estudo, quando tem sua expressao alterada, esta envolvida no
desenvolvimento da endometriose, e o polimorfismo G894T do gene eNOS
modula a angiogénese, 0 que influencia na suscetibilidade individual a
endometriose (KIM et al., 2009).

O desenvolvimento deste estudo justifica-se pela necessidade de se
desvendar alguns enigmas da endometriose como sua etiologia. Segundo a
FEBRASGO, (2015), a endometriose é conhecida como uma enfermidade
contemporanea, em mulheres com mais menstruacées, menos filhos,

menstruacdes mais precoces e gestacoes tardias.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Historico

Relatos afiirmam que a primeira descricdo dos sintomas
caracteristicos da endometriose bem como o tratamento para as alteracdes
menstruais provocadas pela doenca teria ocorrido em 1600 a.C., atraves do
Papiro Egipcio de Ebers (NAKATA et al., 2004). Cruveilhier, em 1835 d.C.,
fez referéncia a lesdes cisticas de anexos, utero e vagina (BARANOVA et
al., 1987; PODGAEC, et al., 2007).

Na idade classica e antiga (4000 a.C. — 476 d.C.), existia um conceito
basico relacionado as desordens femininas de que o Utero ndo seria um
orgao regular, mas sim algo semelhante a um animal vivo ou Uutero
animalesco, avido pela maternidade. Véarios dogmas surgiram entdo de
forma duradoura na medicina antiga, como o de que, quando a mulher que
nao atingia este propodsito (a maternidade), seu Utero vagaria, ao léu,
desviado e contribuindo para o surgimento de doencas; e existe, no conceito
atual da doenca, uma conexdo causal entre a gravidez e a supressado dos
sintomas, conforme relata a FEBRASGO (2015). Ainda na idade antiga,
apareceram textos Hipocraticos relacionados a doenca, nos termos de
estrangulacdo do Utero ou sufocagdo. Apesar de esse termo ter sido usado
com significados contraditérios no decorrer da histéria, sua origem parece ter
surgido nos postulados dos egipcios antigos por volta do ano 1855 a.C. O
filésofo Platdo foi um dos primeiros a mencionar a dor extrema que as
mulheres sofriam em decorréncia da sufocacdo do utero.

Nos anos 98 d.C. — 138 d.C., Sorano de Efeso foi o primeiro a sugerir

a inflamacao uterina como um fator importante na origem da sufocacao do
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Gtero. Galeno (129 - 216 d.C.) prop6s uma nova teoria na qual as
aderéncias e/ou infiltracbes dos ligamentos pela endometriose
desencadeassem a sufocacdo do (tero. Naquela época pensavam em
membranas que ancoravam o Utero, retendo 0 sangue e tornariam tensas
(BROSENS et al., 2012; PODGAEC, 2015).

Marques (2005) relata que o histérico da endometriose é bastante
prejudicado, por ter sido negligenciado por muitos anos. Entretanto, ha muito
se tem investigado essa doenca, visto que um estudo publicado por Knapp
(1999) demonstrou que as primeiras descricdes da endometriose se deram
ha cerca de 300 anos na Europa, mais precisamente em 1690, pelo médico
alemao Daniel Shroen, através do livro “Disputativo Inauguralis Medica de
Ulceribus Ulceri” (FEBRASGO, 2015).

Shroen descreve o0 que chama de ‘“inflamagdes” que acometiam
mulheres em maturidade sexual, que se distribuiam inicialmente em
peritdbnio e bexiga, intestinos e ligamento largo, vindo a formar 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 nao
percebessem o carater ciclico do sangramento dessas Ulceras e nem
mesmo a origem endometrial das mesmas (MARQUES, 2005; SILVA et al.,
2011).

Tailford (1765) pode ter sido o primeiro a enfatizar o
comprometimento ovariano na endometriose e Hoctin (1779) relatou a

importancia da dor pélvica no quadro clinico da doenca (SILVA, 2011).
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Carl Von Rokitansky (1860) d.C., na Alemanha, fez a primeira
descricéo patologica de um caso de endometriose, quando se deparou com
a presenca de tecido semelhante ao endométrio, ectdpico, em pecas de
necropsia (GIORDANO, 1998; FEBRASGO, 2015)

A teoria de Sampson (1927), a mais divulgada até nos dias atuais, a
qual descreveu a endometriose da forma como é conhecida e sugeriu a
menstruacdo retrograda como provavel etiologia, apdés observar sangue
saindo pelas tubas uterinas e no lumen das trompas de mulheres operadas

durante a menstruacéo (ABRAO, 2000; AUGOULEA et al., 2012).

2.2 Epidemiologia

Segundo Yéanez e Gonzalez (2007), a endometriose € um
acometimento cujo diagnostico s6 pode ser realizado mediante a observacéo
direta das lesdes de maneira intencionada por laparoscopia ou como achado
transcirdrgico de algum procedimento com outro fim. Devido a isso, ha uma
dificuldade em representar estatisticamente esse acometimento, pois as
pacientes acabam por buscar ajuda médica apenas quando séo afetadas por
algum sintoma. Velebil, em 1995, demonstrou que, entre as cinco causas
mais frequentes de acometimentos ginecolégicos em mulheres norte-
americanas em idade reprodutiva se destaca a endometriose (terceiro lugar
em um estudo com 10.000 mulheres), com uma faixa etaria média anual de
32,4 anos, com intervalo de confianca de 95% de 28.5 — 36.3 anos. Estes
autores citaram também outro estudo de coorte, efetuado nos Estados
Unidos entre 1988 e 1990, com mais de cinco milhdes de casos. Em 11,2%,

o diagnostico primario foi de endometriose, e um estudo prévio em 1980,
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relatou que 6,9% das hospitalizacbes por problemas geniturinarios se deve a
endometriose (GONZALEZ; YANEZ, 2007).

No caso especifico da endometriose, tanto a incidéncia, quanto a
prevaléncia, sdo dados especificamente dificeis de ser obtidos, ja que o
diagnostico definitivo dessa afeccdo depende de um exame histoldgico, o
que requer a realizacdo de procedimentos invasivos. Baseado na maioria
dos estudos estima-se que a endometriose esteja presente em, pelo menos,
10% a 15% da populacdo geral e que nos grupos de pacientes com
infertilidade ou com dor pélvica cronica possa chegar a 50% (ABRAO, 2000;
FEBRASGO, 2015).

De acordo com FEBRASGO (2015), na andlise da prevaléncia da
endometriose baseada nos procedimentos do Sistema Unico de Salde
(SUS), had um atraso no diagnéstico e tratamento da doenca, e a maioria das

internacBes ocorre com mulheres no extremo da vida reprodutiva.

2.2.1 Endometriose e ldade
A endometriose atinge principalmente as mulheres em idade
reprodutiva, podendo, no entanto, afetar mulheres fora da faixa reprodutiva
como nos estudos de Moen e Shei (1997), que estimaram 2% das mulheres
entre 40 e 42 anos com a doenga.
A endometriose pélvica é pouco descrita antes da menarca e tende a
diminuir apés a menopausa. A maioria dos estudos avalia mulheres com
idade inferior a 50 anos, e a frequéncia de endometriose aumentou até a

menopausa. Porém, em estudos recentes, essa tendéncia vem se
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confirmando, e tém sido relatados cada vez mais casos desde a
adolescéncia.

Estudos realizados no Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC FMUSP), entre 1992 e 1999, mostraram que
mulheres com endometriose, cujos sintomas ocorreram ha mais de 5 anos,
apresentavam idade entre 30 e 34 anos. Observou-se, assim, que a doenca
ocorreu em pacientes entre 12 e 80 anos, ou seja, da adolescéncia até a

menopausa (FEBRASGO, 2015).

2.2.2 Habitos Sociais

Cada vez mais, os profissionais da saude tendem a considerar que o
sedentarismo e a dieta ndo balanceada, alcool, tabaco e outras drogas, 0
frenesi da vida cotidiana, sdo condicionantes das ditas doencas modernas.
Este trabalho pretende situar a endometriose também sob esse contexto.

Estudos de Cramer et al. (1986) mostraram que mulheres iniciantes
no habito do tabagismo antes dos dezessete anos, fumando vinte cigarros
por dia, apresentavam um risco significativamente menor de apresentar
endometriose quando comparadas as nao fumantes. Observa-se, diante
desse cendrio uma controveérsia importante sobre essa analise. Contudo, o
préprio Cramer et al. (1986) concluiram 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, hdo encontraram
diferenca entre fumantes e ndo fumantes quanto a incidéncia de

endometriose ovariana.
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No manual de orientacdo da FEBRASGO, 2015, recomenda-se a
pratica da atividade fisica 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 do inicio e da

frequéncia, para reduzir os niveis de estrogénio circulante nas praticantes.

2.3 Historia Familiar

As limitacBes diagnésticas dificultam a pesquisa nos antecedentes
familiares da mulher que questiona sobre sua predisposicdo a endometriose,
haja vista o procedimento invasivo para o diagnostico (MARQUES, 2005).

Alguns estudos de Bischoff e Simpson (2004) e Moen e Magnus
(1995), afirmaram que a presenca da doenca em parentes de primeiro e
segundo grau aumenta a incidéncia em algumas pacientes de 5% a 7%; E
que identificar um fator familiar ou mesmo genético que predisponha a
mulher a ter endometriose € algo dificil pelas préprias limitacdes
diagnésticas.

No trabalho de Ranney (1971), foram realizadas entrevistas com 350
pacientes operadas devido a endometriose, mostrando que 22% delas
tinham histéria 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 irmds gémeas
portadoras. Ha necessidade de estudos profundos para esclarecer se os

resultados acima citados sdo devido aos habitos de vida semelhantes ou
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fatores genéticos. Embora ndo se tenha encontrado uma interacao
mendeliana clara, a maioria dos pesquisadores acredita que 0 componente
familiar seja de origem poligénica e multifatorial (BISCHOFF; SIMPSON,
2004).

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

Fica evidente a necessidade de mais estudos epidemiolégicos que
possam elucidar essas duvidas, dentre as muitas que pairam sobre a
endometriose, desde sua fisiopatologia até seu tratamento (RIBEIRO

JUNIOR, 2009).

2.4 Endometriose e diagndstico

A Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva, (2007) classifica a
endometriose em quatro estagios: I-minimo, Il suave, lll moderada e IV
grave, dependendo da localizacdo, a extensdo e a profundidade dos
implantes de endometriose, a presenca e severidade das aderéncias e a
presenca e tamanho de endometriomas ovarianos. A maioria das mulheres
tem endometriose minima ou leve, que é caracterizada por implantes
superficial e aderéncias leves. No entanto, esse grau de endometriose esta
fortemente associado com a infertilidade, dismenorreia e dor pélvica cronica.
A Endometriose moderada e severa € caracterizada por cistos de chocolate

e adesdes mais severas (FRARE, 2013).

A endometriose pode ser diagnosticada de quatro formas distintas:
1. Diagnastico clinico — baseado na historia e exame fisico;

2. Visualizagao cirurgica das lesdes;
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3. Bidpsia das lesdes para confirmacao histoldgica;
4. Pesquisa de marcadores bioquimicos, como o CA 125.

Dentre essas possibilidades, o diagnostico clinico é realizado pelo
profissional médico, assim como a visualizagao cirdrgica das lesdes (ACTA
MEDICA PORTUGUESA, 2016).

Quanto a biopsia das lesbes, 0 método é considerado superior para
confirmacédo diagnostica. Essa metodologia avalia o tecido suspeito na
seguinte ordem: glandulas do estroma endometrial; epitélio glandular com
hemossiderina e tecido endometrial like com hemossiderina. Embora a
metodologia seja adequada, os critérios diagndsticos podem variar entre 0s
patologistas e ndo se tem estudos inter observacionais como os realizados
entre os cirurgidbes. Um resultado negativo na bidépsia ndo afasta o
diagndstico de endometriose (ACTA MEDICA PORTUGUESA, 2016;
NISOLE, 1997).

Devido ao atraso do diagnostico da endometriose, ha uma busca
incessante por um unico marcador biolégico suficientemente eficaz com
essa finalidade. Apesar de mais de cem potenciais marcadores terem sido
propostos, nenhum isoladamente ou em associacdo conseguiu utilidade
clinica inequivoca (ACTA MEDICA PORTUGUESA 2016).

O CA -125 tem sido muito estudado na endometriose e, a primeira vez
que foi relatado, esse marcador se mostrou aumentado nas pacientes com
endometriose nos graus Il e IV, segundo a classificacdo da American
Fertility Society(AFS)(NISOLE, 2002). Esse fato foi também relatado no
estudo de Barbieri (2002), em 147 mulheres submetidas a laparoscopia/

laparotomia diagnéstica.
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Outros marcadores como CA-15-3, CA-19-9, antigeno carcino
embrionario (CEA), alfa feto proteina (AFP) e beta2 microglobulina (B2MG),
tém sido também investigados nas diferentes fases do ciclo menstrual de
mulheres com endometriose sem, no entanto, apresentar resultados
significativos (MARQUES, 2005; ABRAO, 2000). Um estudo em especial
dosando os valores desses marcadores em portadoras de endometriose nos
graus I, Il, lll e IV, no primeiro, segundo, terceiro, oitavo, nono e décimo dia
do ciclo menstrual, mostrou que os resultados aproximaram-se do normal
em todos 0s casos.

Podgaec et al. (2007), realizaram um estudo para avaliar os
marcadores biolégicos no sangue e fluido peritoneal de 98 pacientes
portadoras de endometriose. Os autores analisaram a relacdo da
predominéancia dos padrbées de resposta imune Thl e Th2 com dosagens de
interleucinas (IL) 2,4 e 10, fator de necrose tumoral-alfa (TNF- alfa) e
interferon- gama (IFN-gama) por citometria de fluxo e observaram a
elevacdo de citocinas relativas a resposta imune Th2, denotando haver um
predominio desse padréo de resposta em pacientes com endometriose.

Entretanto, a FEBRASGO (2015) relata o diagndstico por imagem
como a ultrassonografia pélvica transvaginal, ressonancia magnética e o
marcador CA125 como auxilio no diagnéstico da endometriose. Destaca-se
que a ultrassonografia € um exame considerado bom, rapido e barato,
porém nao preciso, enquanto que a ressonancia magnética € um exame
mais especifico, que identifica diferentes tecidos e possui melhor acuracia

(ANDREUCCI, et al. 2014).
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2.5 Endometriose e Infertilidade

A infertiidade pode ser definida como sendo a incapacidade de
conceber um filho ap6s um ano de tentativas regulares sem a utilizacdo de
qualquer método contraceptivo. 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 séo
diagnosticados como infertilidade idiopatica (OLIVEIRA et al., 2015; OMS,
2009;TRUMMER et al., 2002).

A associacdo 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 acdes de
aderéncias nas trompas e ovarios (GOMEZ e CRUZ,1997; MAGGIORI et al.,
2016).

Alguns dos possiveis mecanismos pelos quais a endometriose
ocasiona a infertilidade sdo: a interferéncia com a funcdo sexual
(dispaurenia, reducdo da frequéncia de coitos) e interferéncia com a
ovulacdo levando a anovulacdo, fase Iatea deficiente, sindrome da
luteinizacdo do foliculo ndo roto (LUF) (MOURA et al., 1999).

Embora esses mecanismos ainda ndo sejam totalmente conhecidos,
assim como em mulheres com endometriose em estadio mais avancado, as
alteracbes anatdbmicas, como obstrucdo tubéaria, aderéncias entre as
estruturas pélvicas podem perfeitamente explicar a infertiidade em
consequéncia de comprometimento da postura ovular, da captacao do odécito
e/ou do transporte do embrido. No entanto os mecanismos pelos quais a

endometriose causa infertilidade em pacientes que n&o apresentam
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modificacdes anatdmicas importantes (endometriose minima ou leve) ainda
nao sdo bem esclarecidos (FEBRASGO, 2015; 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 diaria de consultorio médico, observam-se pacientes
gue apresentam sintomas exacerbados quanto as manifestacdes de dor e/ou
infertilidade, mas que séo diagnosticados laparoscopicamente como tendo
endometriose minima. Por outro lado, também ndo é raro o diagnostico
ocasional de pacientes em graus mais avancados da doenca e que séo
completamente assintomaticas quanto aos sintomas clinicos e a
possibilidade de gravidez. As complicacbes da endometriose durante a
gravidez sdo raras e ndo ha evidéncia que seja responsavel por abortos
(MAGGIORI, 2016).

Segundo a FEBRASGO 2015, alguns fatores que levam a
endometriose a infertilidade s&o: disfuncdo ovariana, distarbios de
implantacdo e fatores imunoldgicos. Em relacdo a funcdo reprodutiva, &
importante que esteja intacto o eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal para um
bom funcionamento enddcrino. A regulacdo desse eixo € feita por dois
horménios principais, o luteinizante (LH) e o horménio foliculo-estimulante
(FSH) havendo nos ovarios uma concentracdo exacerbada desses
hormonios (GREENSTEIN & WOOD, 2011).

Quando presentes no ovario, 0s cistos endometrigticos podem ter
varios centimetros e sao chamados endometriomas ou “cistos de
chocolate”. Alteracbes nesses hormébnios podem levar a auséncia ou a

alteragdes da ovulagdo (MOHAN & SULTANA, 2010). Os mesmos autores
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observaram um baixo nivel dos horménios FSH e LH em mulheres inférteis
comparado com o grupo controle, e um alto nivel de prolactina pode levar a
infertilidade.

Entre os distarbios da implantacdo, a etiologia cromossémica de
problemas relacionados a fertilidade se refere a alteracbes cromossémicas
numéricas ou estruturais presentes no casal ou em seus produtos
gestacionais, como o aborto espontaneo. Este consiste na perda de uma
gravidez, até a vigésima semana de gestacdo, sem o uso de métodos ou
intervencdes que induzem ao aborto (WANG et al., 2004). Ha evidéncias de
producédo de anticorpos antiendometriais em pacientes com endometriose, e
discute-se que esses anticorpos poderiam interferir no fenémeno de
implantacdo do zigoto e até contribuir para o abortamento precoce nessas
pacientes. Os fatores imunolégicos foram inseridos como facilitadores dos
implantes ectopicos do tecido endometrial e parecem estar envolvidos na
patogénese da endometriose, visto que a enfermidade apresenta
caracteristica de doenca inflamatéria cronica (PODGAEC et al., 2007;

VIGANO et al., 1991).

2.6 Fatores Genéticos e Endometriose

A endometriose é caracterizada pela presenca e crescimento de
células endometriais fora do Utero, comprometendo a fertilidade. Os estudos
de (ARICI; HALIS, 2004) reafirmam que a doenca tem um forte fator
genético (TEMPFER et al.,, 2000; TRELOAR et al., 1999; VIGANO et al.,

2007). Esse fator tem sido foco de inumeros estudos correlacionando a
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doenca a diversos polimorfismos (PODGAEC et al., 2015; TEMPFER et al.,
2009).

Segundo Podgaec et al.em 2015, desde os anos de 1940, diversos
estudos relataram parentes afetados pela endometriose, sugerindo assim
uma tendéncia genética. A tendéncia familiar ou racial na ocorréncia da
endometriose tem sido objeto de discussao entre estudos genéticos.

O risco genético pode estar associado a um ou mais genes que agem
de forma multiplicativa, entre 5% a 8% para parentes de primeiro grau
(BIANCO et al., 2015). MISSMER et al. (2004) afirmam que a endometriose
pode ser hereditaria de forma poligénica.

Esse modelo de heranca postula que a doenca é causada pela
combinacdo de pequenas variacbes em multiplos genes que, aliados a
fatores ambientais, podem produzir ou predispor a doenca (BIANCO et al.,
2015).

LIN et al., 2011 relataram que, para elucidar as causas das variantes
genéticas fundamentais na endometriose, muitos pesquisadores
enfatizaram, desde a década passada, o termo Gene Candidato. Afirmam
que estudos desses genes sdo menos frequentes que o0s bioldgicos,
observando uma similaridade entre os estudos e frequentemente com
resultados limitados (RAHMIOGLU et al., 2014).

A proliferacdo de tecido endometrial ectdpico tem sido alvo de
diversos estudos por meio dos quais 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
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suscetibilidade a determinadas doencas e se tornam importantes quando
sdo muito prevalentes em uma determinada populacdo (RAHMIOGLU et al.,
2014).

Nos estudos Genome Wide Association (GWA) de meta-andlise,
foram incluidos 4.604 casos de endometriose e 9.393 controles de
populacdes com ancestralidade japonesa e europeia; 0s resultados
revelaram regiées comuns no cromossomo 7 em 7pl15.2 e no cromossomo 1
em 1p 36.12 nas duas populagcbes estudadas, associadas ao
desenvolvimento da endometriose (BIANCO et al., 2015).

A FEBRASGO (2015) relatou a suscetibilidade de endometriose em
pacientes nos estudos completos do genoma (GWA), partindo da premissa
de que as doencas sao causadas por variacdes genéticas.

Os avancos nos estudos da genética humana resultaram na
identificacdo de genes responsaveis pela maioria dos mais conhecidos
distarbios de gene unico, utilizando a analise de ligacdo. Desordens em um
anico gene respondem por cerca de 1% das doencas humanas. No entanto,
a grande maioria das doencas humanas é heranca poligénica, provocada
por uma infeccdo ou outros agentes externos, como também €& um produto
das interagOes entre fatores genéticos e externos (FRARE et al., 2013).

Os fatores externos aos quais 0S seres Vvivos estdo continuamente
expostos sdo 0s compostos quimicos naturais e/ou ndo naturais. Esses
compostos sdo denominados xenobidticos e podem interagir de maneira
deletéria ao organismo (SILVA et al., 2011). A exposicdo diaria a
xenobidticos pode causar a absorcédo desses, através dos pulmdes, da pele

ou ingeridos, ndo intencionalmente, como contaminantes nos alimentos e na
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agua ou, deliberadamente, na forma de medicamentos com fins terapéuticos
ou ndo. Os xenobidticos podem levar o organismo a produzir respostas
biolégicas de natureza farmacolégica ou toxica, e essas respostas
dependem da conversdo da substancia absorvida em um metabdlito ativo ou
ndo, com a finalidade principal de ser eliminada (FRARE et al., 2013).

A magquinaria de metabolizacdo xenobidtica possui dois tipos de
enzimas: as de metabolismo oxidativo mediado, ou de fase I, e as enzimas
conjugadas, ou de fase Il. Muitos compostos sédo convertidos a metabolitos
altamente reativos pelas enzimas oxidativas de fase 1, principalmente
enzimas da superfamilia do citocromo P450 (CYPs). Em contraposicéo, as
reacoes da fase Il envolvem a conjugacdo com um substrato endoégeno, por
meio das glutationa S-transferase (GSTs), UDP glucoronil transferase e
Nacetil transferase (NATs), que agem como enzimas inativadoras dos
produtos da fase |, tornando os metabdlitos hidrofilicos e passiveis de
excrecao (BARBOSA, 2016; FRARE et al., 2013; NAKATA , 2004).

Barbosa et al., (2016) encontraram em seu estudo, em mulheres com
endometriose, que o polimorfismo m1 do gene CYP1Al (P450) Mspl é
associado a doenca e que os polimorfismos wWi/m1 e ml/m1l sdo mais
frequentes em pacientes com infertilidade e endometriose severa.

Também foi encontrada uma correlagdo positiva quando Santiago et
al. (2013) compararam o genoétipo presente do GSTM1 com os gendtipos do
CYP1AL1l e concluiram que os genétipos selvagens dos genes em questéo
podem atuar como um efeito protetor em relagdo ao aparecimento e

desenvolvimento da endometriose.
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A via de metabolizacdo € importante no contexto da endometriose,
pois a enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), quando tem sua
expressao alterada, esta envolvida no desenvolvimento da endometriose.

Os gendtipos do gene eNOS (NOS 3) tém sido responsabilizados pela
variacdo nessa atividade enzimatica, assim como na concentracdo de oxido
nitrico no plasma. O polimorfismo G894T do gene eNOS deve modular a
angiogénese e influenciar na suscetibilidade individual a endometriose (KIM

et al., 2009).

2.7- Estresse Oxidativo

O homem e os animais sdo expostos a um grande namero de
fatores ambientais como alteracbes na alimentacdo, variaveis climaticas,
transporte, atividades terapéuticas e profilaticas, varios outros fatores de
estresse. A habilidade de ambos em lutar contra esses fatores € importante
para a manutencao da saude e produtividade (RAHAL, 2014).

Estresse, hoje, pode ser definido como um processo alterado de
homeostase bioquimica, produzida por estimulo psicoldgico, fisioldgico ou
ambiental, sendo rotulado dessa forma sempre que o organismo identificar
como ameaca ao equilibrio homeostatico. Na presenca desse estimulo, ha
uma ativagdo dos mecanismos reguladores neuro-hormonais para a
manutencdo da homeostase, e qualquer alteracdo leva a um aumento da
producgéo de radicais livres (RAHAL, 2014).

As espécies livres séo instaveis e altamente reativas. Adquirem
estabilidade absorvendo elétrons de acidos nucleicos, lipides, carboidratos,
proteinas e causam uma reacao em cadeia que resulta em dano celular e na

doenca. Existem dois grandes grupos de radicais livres: Espécies Reativos
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de Oxigénio (EROS) e Espécies Reativos de Nitrogénio (ERNS) que € a

base deste estudo (SILVA et al. 2011; DUSSE, 2003).

2.7.1 Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNS)

O 6xido nitrico (NO) € uma das menores moléculas biossintetizadas, é
um radical livre incolor, gasoso, inorganico que possui sete (7) elétrons de
nitrogénio e oito (8) de oxigénio, tendo um elétron desemparelhado (DUSSE,
2003).

A sintese do NO acontece através da conversdo enzimatica de um
dos dois nitrogénios da L-arginina em L- citrulina pela enzima NO sintase
(NOS) (AGARWAL et al., 2005; RAHAL, 2014). Ap6s a sintese, o0 NO
difunde-se para células musculares lisas e para o lumen vascular, interage
com o ferro da enzima gualinato ciclase, tornando-se ativa e catalisando a
guanosina trifosfato (GTP) que origina a guanosina monofosfato ciclica
(GMPc). Esta ultima € a responsavel final pelo relaxamento da musculatura
lisa vascular, por meio da reducéo na liberacdo e aumento no sequestro de
calcio pelo reticulo endoplasmético. No lumen, o NO liga-se as plaguetas
promovendo o aumento da GMPc, reducdo do calcio livre e reduzindo a
atividade da agregacdo plaquetaria, uma vez que esta € dependente de

calcio (KHAZAEI et al., 2008; RAHAL, 2014) (Figura 2).
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Muscule liso

Figura 2—Representagdo esquematica da sintese do éxido nitrico (NO) sob o estimulo do Shear
stress. A L-arginina é catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), o que
promove a formacéo de L- citrulina e NO. O NO difunde-se para o muasculo liso vascular, onde é
responsavel pela conversdo da guanosina trifosfato (GTP) a guanosina monofosfato ciclica
(GMPc), este por sua vez, reduz a disponibilidade de célcio promovendo relaxamento. Fonte:
http://www. ufjf.br/pgedufisica/files/2009/06/Disserta%C3%A7%C3%A30-final-Josiane.pdf
2.7.2- Oxido Nitrico e Endométrio

Em um corpo saudavel, EROS e antioxidantes sdo balanceados
levando ao equilibrio fisiologico. Quando esse equilibrio é quebrado,
acontece uma exacerbacdo do estresse oxidativo, afetando mudltiplos
processos fisiolégicos como os reprodutivos, embrionarios, com evidéncia
sobre o papel desse evento na endometriose, fatores de infertilidade,
tubérios e peritoneais, e a infertilidade inexplicada (AGARWAL et al. 2005).

Os radicais livres primarios gerados em células séo o “superdxido”
(O2) e “Oxido nitrico” (NO). O O, é gerado por meio de reducéo incompleta
de oxigénio, sistema de transporte de elétrons ou como um produto
especifico; enquanto o NO é gerado por uma enzima ou sistema de enzimas
(NOS) (RAHAL, 2014).

O NO age numa variedade de tecidos a fim de regular diversos

processos fisioldgicos, mas seu excesso pode ser toxico. A expressado do

NO sintase endotelial e induzivel tem sido demonstrada no endométrio
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humano, assim como nos vasos endometriais sendo muito importantes na
menstruacdo (TAGUCHI et al. 2000). O NO tem um importante papel na
decidualizacdo do endométrio e para preparacdo deste na implantacdo do
embrido (XAVIER, 2002).

Yeo, et al. (2013) observaram que os Receptores Padrbes de
Reconhecimento (PRRs), citocinas e NOS, os quais agem nha resposta
imune, sdo associados a endometriose.

O NO tem sido implicado no mecanismo de apoptose, através da
demonstracdo do aumento da sua sintese pelas células endometriais na
fase secretora tardia e durante a menstruacdo, tendo sido identificada uma
correlacdo positiva entre os niveis de oxido nitrico e a apoptose ao longo do
ciclo endometrial. Atualmente, ja € estabelecido um padrdo de distribuicdo
do apoptose no endométrio de mulheres saudaveis e de mulheres com
endometriose, demonstrando uma correlagédo entre os padrées de incidéncia
de apoptose encontrados no endométrio de mulheres com infertilidade e os
resultados da Fertilizagdo In Vitro (FIV) (LASHCKE et al., 2011; XAVIER,
2002).

Existem diferentes mecanismos que envolvem o inicio da doenca.
Estes incluem um defeito no sistema imune peritoneal, ou um desequilibrio
oxidativo no fluido peritoneal (LASHCKE et al.,, 2011). O processo de
inicializac@o, progresso e cicatrizagdo, sofrem a acdo do equilibrio entre
oxidantes e antioxidantes. A maior via de sinalizacdo da patogénese para o
dano celular é a via de peroxidacao lipidica em microssomos, mitocondrias e
reticulo endoplasmatico devido a sintese de O2 e radical livre. Os fatores

responsaveis pelo estresse oxidativo estdo direta ou indiretamente
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relacionados com o mecanismo de defesa imunoldgica, e qualquer alteracao
leva a manifestacdo da doenca (RAHAL, 2014).

Khorram and Lessey (2002), em seu estudo sobre a expressao da
oxido nitrico sintase endotelial do (eNOS), demonstraram que esta
aumentada no epitélio glandular e luminal nas pacientes com endometriose.
Certificaram o importante papel do eNOS no desenvolvimento dessa
doenca.

Niveis baixos de NO foram relatados em estudos como importante
fator da funcéo ovariana e como causa de relaxamento muscular do oviduto.
No entanto, elevados niveis de NO tém efeito deletério na motilidade
seminal, sdo embriotoxicos e inibem a implantacdo. Nesses mesmos
estudos, foram revelados que o aumento dos niveis de NO e expressao de
eNOS sédo detectados no endométrio eutdpico e ectdpico de mulheres com
endometriose. Existem variacbes de concentracdo do NO em muitos
processos de desordens biologicas e fisiolégicas como: doencas
inflamatorias e diabetes. (RAHAL, 2014)

Segundo relato de Worley Jr M.J. et al. 2013, o estresse oxidativo
resulta quando a producédo de Reative Oxygen Species (ROS) excede a
capacidade celular de se defender removendo ROS téxico. O excesso pode
resultar danos em proteinas, lipideos, DNA e membrana celular através de
mutacdes carcinogénicas do DNA ou perda de elétrons. Neste mesmo
estudo, foi relatado 54 genes encontrados na up regulacdo do carcinoma
celular ovariano, em que 47(87%) sao genes redox, incluindo enzimas

oxidativas e detoxidativas.
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Segundo Laudanski (2013), a mudanca seletiva dos genes pode levar
ou ter como consequéncia um defeito na atividade fisiolégica proliferativa,
resultando no crescimento exagerado de forma ectopica.

Uma das principais caracteristicas do endométrio eutopico em
pacientes com endometriose tem sido a incompleta transicdo da fase
proliferativa (estrogénio-dependente) para a fase secretora (dependente da
progesterona), levando a uma expressao persistente de genes envolvidos na
sintese de DNA e mitose celular em lesGes endometridticas (SILVA et al.,
2016).

O estradiol € um ativador rapido da eNOS, levando ao aumento da
producdo de NO que, possui propriedades vasodilatadoras, aumentando a
secrecdo glandular cervical, podendo ter implicacées sobre a fertilizacdo e a
regulacdo da fertilidade (CAIRES, 2011).

A suscetibilidade a endometriose depende de varios fatores de
interacdo complexa como genéticos, imunoldgicos, hormonais e ambientais.
No entanto, ha uma mudanca de funcdo da célula normal assim como a
proliferacdo, a migracao celular, a invaséo e a sobrevivéncia celular podem
estar envolvidas no estabelecimento da doenca, e a regulacdo desses
processos consiste em um sistema complexo que assegura a progressao
atraves do ciclo celular (YAMAUCHI, 2004).

Os sinais sao integrados por diferentes vias que servirdo de gatilho
para uma resposta bioldégica na ceélula. Uma das principais vias € a
RAS/Raf/MAPK (Proteina kinase ativado por mitdgeno) que integra os sinais

extra-celulares. As quinases regulam os sinais extracelulares (ERK) 1 e 2,
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sdo da subfamilia MAP, e sédo ativadas pela fosforilacdo para resposta em
diferentes estimulos (BLENIS,ROUX; 2004; JOHNSON; LAPADAT, 2002).

A associacao da atividade da MAP na patogénese da endometriose
foi primeiramente descrito em lesbes ectopicas (YOSHINO et al., 2004). A
up-regulacéo da sub-familia MAP tem um importante papel na regulacdo do
crescimento e manutencao do tecido ectopico endometrial pela influéncia da
expressao e funcao de varias citocinas (WU et al., 2006).

Quando estimulado, o ERK sofre uma translocacdo nuclear, ja que
sua localizacao é predominantemente citoplasmatica, e quando na presenca
de fatores de crescimento e um citoesqueleto intacto pode induzir a
expressao de ciclina D1 que é critico para a regulacao prévia do check point
na fase G1 do ciclo celular (APLIN; STEWART, 2001; VELARDE et al.,
2009).

Existe uma maior proliferacdo de células endometriais estromais
eutopicas em mulheres com endometriose (Eu-hESC) do que em mulheres
sem a doenca (Co-Hesc) e foi também proposta a correlagdo com a up-
regulacdo da fosforilacdo da ERK (MURK et al.,, 2008; VELARDE et al.,
2009).

Esses resultados enfatizam o importante papel da cascata de
sinalizacdo Ras/Raf/MAPK como regulador da proliferacdo celular em
células endometriais. Porém ainda se desconhece qual isoforma de Raf é o
efetor da Ras no endométrio, se é serina ou treonina. Além do mais, pouco
se sabe como a persistente ativacdo do ERK é alcancada no Eu-hESC e
como a via de sinalizacdo RhoA/ROCK Il é envolvida nesse processo (KAO,

2003; LESSEY et al., 1994; WU et al., 2006).
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Estudos de Burney et al., 2007, demonstraram que o endométrio de
mulheres com endometriose exibe um decréscimo de expressdo de genes
associados com a inativacdo da cascata de MAPK, fornecendo uma possivel
explicacéo para a ativacdo do ERK e a alta proliferacdo no Eu-hESC; assim
como em outros estudos demonstram o papel da p27 como regulador da
proliferacdo celular, mostrando que essa expressdo € fortemente down-
regulada no endométrio de mulheres com endometriose comparadas com
mulheres saudaveis (SHOR et al., 2009).

Segundo Gentilini et al., 2007, o papel das duas vias (Ras/Raf/MAPK
e RhoA/ROCKII) é o controle da regulacao proliferativa celular tanto no Eu-
hESC como Co-Hesc; além disso, foi demonstrado que a migragcéao celular
foi maior em células endometridticas do que em células endometriais, sendo

gue ambas em condi¢Bes basais e depois de um estimulo com estrogénio.

2.8 Polimorfismo G894T do gene eNOS

A enzima eNOS foi genotipada e sequenciada por Marsden et al. em
1993, e variacdes tém sido descritas na regido promotora, €xons e introns
(Genebank D26607).

Ha trés polimorfismos de um (nico nucleotideo (SNP) na regido
promotora, em localizacdes de néo ligacado de fatores de transcricdo. Nos
introns 2,11,12,18,22 e 23 foram encontrados SNPs e polimorfismos de
sequencias repetidas nos introns 2,4,8,e13. Nos introns 6 e 7, ocorre a
substituicdo da base nitrogenada guanina por timina (G +T) na posi¢cado 894

localizada no éxon 7, resulta na substituicdo do aminoacido glutamato (GAG)
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por aspartato (GAT) na posicdo 298 da sequencia polipeptidica G894T
(Glu298) do gene eNOS (KIM, 2009; RHAMIOGLU, 2014).

Acredita-se que os polimorfismos localizados na regido promotora do
gene desempenham influéncia na transcricio do RNAm, enquanto os
polimorfismos localizados em regifes codificadoras podem resultar em
alteracdes de atividade enzimatica (KIM, 2009; RHAMIOGLU, 2014).

A partir do aminoacido L-arginina, a producdo enzimatica do NO é
mediada por uma familia de trés sintases de 6xido nitrico (NOS), que sao
codificados por diferentes genes. Essas isoformas compartiiham de 50 a
60% de homologia na sequéncia de aminoacidos nos dominios oxidase e
redutase e exibem caracteristicas distintas que refletem suas funcbes
especificas in vivo (DIAS et al, 2011).

A sintase endotelial (eNOS ou NOS 3) situada no cromossomo 7g35-
36 é o foco deste estudo (Figura 3 ); e as demais séo as isoformas neuronal
(nNOS ou NOS1 12g24.2) que é constitutiva e a isoforma induzida ( INOS
ou NOS2 17cen-ql2). A enzima eNOS funciona como um dimero de dois
mondmeros idénticos, que possuem dois dominios funcionais: um C-terminal
redutase, homologo ao citocromo P450 e que contém sitios de ligacédo para
NADPH, flavina mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo
(FAD), e um dominio terminal oxidase, que abstrai um elétron do substrato
L-arginina e possui sitios de ligacdo para o ferro heme, para o cofator
tetrahidrobiopterina (BH4) e para L-arginina , sendo o ferro heme essencial
para a dimerizacdo das trés isoformas (DIAS et al., 2011). O mesmo autor
afirma que onde ha baixas concentracfes ou auséncia de L-arginina ocorre

a catalizagdo da reducdo do oxigénio em superoxido (O2); e niveis
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diminuidos de BH4 levam a producédo simultdnea de NO e O2, formando o
peroxinitrito (ONOO).

Os polimorfismos mais estudados do gene eNOS sao: 786 (T/C) na
regido promotora do gene, o Glu298Asp no exon 7 (-894 G/T) e um VNTR
(Variable Number of Tandem Reapeats) de 27 pares de bases no intron 4.

Como citado anteriormente, o gene eNOS situa-se no brago longo do
cromossomo 7(7935-36) e contém 26 éxons ao longo de 21 kilobases de
DNA genbmico e codifica um RNA mensageiro de 4052 nucleotideos (KIM
et al, 2009).

Khorram e Lessey (2002) demonstraram que a expressao da eNOS é
significativamente maior no epitélio glandular e luminal nas pacientes com
endometriose facilitando o desenvolvimento da doenca. A enzima eNOS tem
um importante papel no desenvolvimento da via angiogénica na
endometriose, sendo crucial para a sobrevivéncia do tecido endometrial
ectdpico, fora do utero, assim como a progressao da endometriose (KIM et
al., 2009).

O polimorfismo G894T é o alvo desta pesquisa e ele tem uma
importancia singular na funcionalidade do 6xido nitrico sintase endotelial.
Sabe-se que a substituicdo do glutamato pelo aspartato na posi¢cao 298 da
eNOS aumenta a suscetibilidade da clivagem por proteinas. Em
consequéncia disso, tem-se a diminuicdo da producédo de 6xido nitrico basal,
gue é responsavel por manter a homeostase corporal (CHOUDHARI et al.,
2013; WU et al., 2006).

Nas células endometriais, o0 NO é sintetizado pela enzima eNOS e

esta € expressa no ciclo menstrual normal. Essa expressdo aumenta em
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pacientes com endometriose comparada com mulheres sem endometriose.
O alto nivel do NO foi encontrado no endométrio ectdpico comparado com o
endométrio eutopico (KIM, et al. 2009; Wu et al., 2003).

Hoon Kim, (2009), considerou importante a existéncia da associacao
do polimorfismo G 894T (Glu298) do gene eNOS e endometriose e concluiu
gue esse polimorfismo € associado ao risco avan¢ado da doenca, embora 0s
mecanismos dessa associacao precisem ser desvendados. Pode-se afirmar
que h& o importante papel do polimorfismo do gene eNOS na patogénese
da endometriose, assim como a diferenca étnica na frequéncia desse

polimorfismo, contribuindo para o aumento do risco da endometriose.
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Figura 3- Esquema do cromossomo 7 indicando com seta a localizagdo do gene Glu
298 Asp.Adaptado pelo autor. Fonte- Genbank 2016.

No presente estudo, pesquisamos essa associacdo, assim como
procuramos desvendar os enigmas dessa doenca contemporanea com uma
etiologia e epidemiologia surpreendente quando analisamos a frequéncia

alélica e genotipica desse polimorfismo.
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3 OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral
O objetivo geral deste foi analisar a frequéncia alélica e genotipica do
polimorfismo G894T do gene eNOS em mulheres com endometriose, de

acordo com a fertilidade e a infertilidade.

3.2 - Objetivos especificos

» Pesquisar a distribuicdo genotipica do polimorfismo G894T do gene
eNOS em relacdo as caracteristicas gerais, nas pacientes com
diagndstico de endometriose e nos subgrupos férteis e inférteis.

» Pesquisar a frequéncia genotipica e génica do polimorfismo G894T do
gene eNOS nas pacientes com diagnostico de endometriose, e nos
subgrupos férteis e inférteis.

» Delinear o modelo de expressao genotipica para o polimorfismo do
G894T do gene eNOS nas pacientes com diagnoéstico de

endometriose, e nos subgrupos férteis e inférteis.
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4 METODOS

4.1 Tipo de Pesquisa
Estudo analitico de corte transversal, cujas amostras foram coletadas

entre janeiro de 2009 e dezembro de 2010, na cidade de Goiania, Goias.

4.2 Projeto e Amostras

Num total de 52 amostras foram selecionadas para amostra
populacional geral , e cinco (5) tinham volume insuficiente para
genotipagem. Assim, de 47 mulheres com diagnostico de endometriose
confirmado por videolaparoscopia, foram coletados 10 ml de sangue
periférico e armazenados em tubos de ensaio com 03 gotas de EDTA
(Etilenodiaminotetracético). As pacientes assinaram o TCLE (Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido) (Anexo 2) e responderam um
guestionario (Apéndice 2), para cor de pele (autodenominada). Esse projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catélica de Goias (PUC Goias) 0126.0.168.000-08 (Anexo 1). As pacientes
foram subdivididas em dois grupos: férteis, quando relataram uma gravidez a
termo, sem reproducao assistida e inférteis, com queixa de infertilidade.

As amostras sanguineas foram estocadas em refrigerador a - 20°C

até a extracao de DNA.
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4.3 Extracdo e Quantificacao

A extracdo de DNA do sangue periférico seguiu as instrucbes de
acordo com o fabricante do kit GFXty (Amersham Pharmacia Biotech, EUA).

O DNA teve sua concentracdo e pureza determinadas por meio da
razdo das leituras de absorbancia a 260 nm e a 280 nm, no
espectrofotometro Ultrospec 3100 pro (Amershan Pharmacia Biotech). A
verificacdo da qualidade do DNA extraido foi realizada por eletroforese em
gel de agarose 0,8%. Apds 50 minutos em eletroforese a 90 volts, o gel foi
tratado com SYBR Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen Corporation), conforme
instrucdo do fabricante, e visualizado no Sistema de Video Documentacdo
VDS® (Amersham Biosciencs, USA). A quantificacdo do DNA foi realizada

no equipamento “Nanovue Plus” G.E. health.

4.4 - Critérios de incluséo:

1) Diagndstico histologico de endometriose apds videolaparoscopia,
2) Diagnostico Clinico de Fertilidade ou Infertilidade

3) Idade entre 20 e 40 anos.

4.4.1 Critérios de excluséo:

1) Outras patologias uterinas ou intra-peritoneais associadas;

2) Doencas sistémicas descompensadas;

3) Impossibilidade de obtencdo de dados da cirurgia e histopatologia no
prontuario;

4) Impossibilidade de contato com as pacientes;

5) Impossibilidade de extracdo do DNA.
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4.5 - Analises do Polimorfismo

Para a amplificagdo do polimorfismo G894T foi utilizada a técnica
molecular RFLP ((Técnica de Restriction Lengh Polymorfism — RFLP), nas
condi¢Oes descritas nos quadros 1, 2 e 3 (KIM, et al., 2009).

Quadro 1 - Protocolo para amplificacéo do polimorfismo G 894T do gene eNOS- PUC
GOIAS 2015.

REAGENTES Concentragéo VOL.P/
UTILIZADA 1 AMOSTRA

Agua | e 2 uL
DNA 25ng 1puL
Primer FW 20 uM 1puL
Primer Rev 20 uM 1ulL
*Master Mix | e 45 uL
Volume final 50 uL

* A mistura contém Taq DNA Polimerase recombinante, MgCI2 e dNTPs em concentragdes suficientes
para 100 rea¢des de PCR com volume final de 50 pL (QUATRO G, 2013). FW — Glu 298 Forward, Rev
— Glu 298 Reverse; Fonte: Hoonkim et al., 2009

Quadro 2 - Protocolo de Termociclagem para amplificacdo dos primers do
polimorfismo G 894T PUC GOIAS 2015.
Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao 940 5
Amplificagao 940 r 30
58°
72°
Extensao 72° 10°

Fonte: Hoonkim et al., 2009.

Os fragmentos foram amplificados para o polimorfismo G894T do
gene eNOS. Apds, foi realizada a digestao desses fragmentos, empregando-
se a enzima Mboll na técnica de RFLP, segundo o protocolo Sambrook
(1989); Hoon Kim (2009) (Quadro 3).

A selecdo da enzima é a que cliva uma sequéncia que existe huma

das formas do polimorfismo, mas ndo na outra. Assim, a sequéncia de um
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dos alelos é clivada e a do outro ndo. Na presenca do Alelo G (selvagem), a
sequéncia de 206 pares de bases néo é clivada, e o fragmento de DNA que
possui a sequéncia reconhecida pela endonuclease € dividido em dois ou
mais fragmentos, no caso o Alelo variante T(alelo polimérfico), que produz
dois fragmentos de 119 e 87 pares de bases, de menor tamanho que o
inicial (Sambrook et al., 1989). A enzima utilizada neste trabalho foi a Mbol o
reconhecimento da sequéncia: 5" ..... GATC ..3
3..... CTAG....5'(Ref.6711Promega).

Quadro 3- Protocolo de digestao para amplificacdo dos fragmentos de DNA do
olimorfismo G 894T (Glu298) do gene eNOS. PUC GOIAS 2015.

Reagentes Vol. (pL) 1 amostra Vol.( pL)X amostras
Agua 15,8
Tampao 2,0
BSA 0,3
Enzima - Mbol 1
Vol da amostra PCR 10
Total 20

Tampé&o Multi-Core ™ ; BSA —Albumina Sérica Bovina. Fonte: Promega

Todas as reacgbes foram realizadas em duplicatas e com controle
interno da reacdo. O produto obtido de cada reacdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em um campo elétrico de 10 V/cm
corado com brometo de etidio (5ug/mL) (Figura 4), e o registro visual do gel
foi efetuado com o auxilio do VDS.

Os possiveis resultados dos genétipos do polimorfismo G 894T do
gene eNOS com o uso desses primers sdo GG,GT ou TT apos o uso da

enzima de restricao para digestao, figura 4.
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206pb

119pb
87pb

Figura 04: Gel de agarose 1,5% mostrando amplificagdes para o polimorfismo Glu298Asp do
gene eNOS na presencga da enzima Mbol. Nas colunas de 1 a 3 estdo amostras de pacientes
gue amplificaram a regido do polimorfismo G 894T (Glu298) do gene eNOS. A amostra 1 é
heterozigoto GT (206pb, 119pb e 87pb), , amostra 2 homozigoto TT (119 pb e 87pb) e
amostra 3 homozigoto GG (206 pb). O padréo de peso molecular (Ld) utilizado nesta analise
foi de 50pb e o controle da reacéo na coluna C é homozigoto GG (206 pb).

4.6 - Andlise Estatistica

O programa estatistico usado foi software SPSS 2015, onde, p< 0,05
foi considerado estatisticamente significante.

O teste t de Student foi usado para comparacao das médias de idades
e calculado o desvio padrdo, e escolhido através do teste de aderéncia
Kolmogorov-Smirnov; o teste do Qui-quadrado e exato de Fisher foi utilizado
para a verificacdo de diferencas significativas entre a analise molecular das
pacientes, na analise da frequéncia dos gendtipos GG, GT e TT do
polimorfismo G894T do gene eNOS, nos calculos da dominancia,
codominéncia e recessivo em pacientes com endometriose em Goiania,

Goias.
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5 RESULTADOS

5.1- Caracteristicas Gerais das pacientes

A amostra do estudo genotipico foi constituida por 47 mulheres com
idade média de 33,3 £ 2,9 (28,0 - 38,0), que se autodeclararam de cor
branca 88,5% (40/47) e negra 11,5% (7/47), sendo 48,9% (23/47) férteis e
51,1% (24/47) inférteis. As pacientes férteis apresentaram média de idade
de 34,0 £ 2,5 anos (28,0 — 38,0), enquanto que as pacientes inférteis

apresentaram média de idade de 32,7 + 2,3 anos (30,0 — 38,0).

Dentro das carateristicas, foram incluidos o0s aspectos
séciodemogréficos, clinicos e habitos sociais como: raca e classificacdo do
grau da endometriose. A apresentacdo dessas caracteristicas gerais esta
demonstrada em forma de tabela inserida no apendice (1) e, a seguir, estdo
relatados os resultados obtidos dessas andlises considerando a populacéo
total de 52 pacientes.

Em relacdo a cor da pele, observa-se uma maior porcentagem de
mulheres que se autodeclararam de cor branca (88,5%). Entretanto, néo
houve associacdo significativa dessa variavel com a condi¢éo de fertilidade
(p = 0,503).

Entre os dados obtidos nos prontuarios, é interessante observar que
as pacientes com diagnostico de endometriose relataram a infertilidade
como queixa principal (54%), seguida de dor pélvica e dor pélvica intensa,

citada por 29% e 17%, respectivamente, do total de mulheres. Quando o
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grupo de pacientes foi dividido em subgrupos de férteis e inférteis houve
uma forte diferenca (p < 0,001) entre a queixa principal nas férteis foi a dor
pélvica 62,5% (15/24) em relacdo as inférteis 100% (28/28). A infertilidade foi
a gueixa principal nas pacientes inférteis, ja que o foco para esse grupo de
pacientes era a possibilidade da maternidade.

A dor pélvica e a dor pélvica intensa foram novamente relatadas pelas
participantes, mas na variavel demais sintomas, por 23,1% e 19,2%,
respectivamente, e 23,1% do total ndo relataram nenhuma dessas variaveis.
O sangramento foi citado por 17,3%; sangramento associado a dor pélvica
por 7,7%, endometrioma por 5,8% e endometrioma associado a dor pélvica

intensa por 3,8 % das mulheres.

Com relacédo a duracdo dos sintomas, o periodo entre 0 e 3 anos foi
relatado por 43% das pacientes e entre 3 e 6 anos, foi relatado por 45%.
Uma duracdo maior entre 6 a 8 anos foi relatada por 12% das mulheres. Na
analise da duracdo desses mesmos sintomas, ndo houve diferenca p =
0,260. Quando analisamos entre subgrupos de férteis e inférteis, foi
encontrado de 0 —I 3 anos 54,0% (13/24) das pacientes férteis e 33,0%
(9/27) das inférteis; no intervalo de 3 —| 6 anos, 33,0% (8/24) das férteis e
56,0% (15/27) das inférteis; ja no intervalo de 6 I—I 8 anos, 13,0% (3/24)

das férteis e 11% (3/27) das inférteis.

Em relacdo ao periodo do ciclo menstrual, quando os sintomas
aparecem, 47% relataram que os mesmos ocorrem no periodo menstrual,
seguido por 37% no periodo pré e menstrual e 16% no periodo pré-
menstrual. A analise no periodo do ciclo menstrual, na mesma frequéncia

dos sintomas entre as férteis e inférteis, houve uma diferenca p = 0,006,
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quando no periodo pré-menstrual 4,2% (1/24) foi relatado nas férteis e
26,0% (7/27) nas inférteis; no periodo pré + menstrual, 58,3% (14/24) nas
férteis e 18,5% (5/27) nas inférteis; e durante todo o ciclo, 37,5% (9/24) nas

férteis e 55% (15/27) nas inférteis.

Segundo o grau de endometriose, verificou-se que 37% do total de
mulheres apresentaram grau Ill. Nos graus | e Il a doenca foi detectada em
22% das mulheres. O grau IV foi detectado em 19%. A analise da
distribuicdo da frequéncia das pacientes férteis e inférteis, de acordo com o
grau de classificacdo da doenca segundo a “American Fertility Society”, nao
mostrou diferenca p = 0,585, quando, no Grau I, foi de 17,0% (4/24) das
férteis e 26,0% (7/27) das inférteis; no Grau I, foi de 29,0% (7/24) das férteis
e 15,0% (4/27) das inférteis; no Grau lll, foi de 33,0% (8/24) das férteis e
41,0% (11/27) das inférteis; no Grau IV foi de 21% (5/24) das férteis e 18,5%

(5/27) das inférteis.

Quanto aos hébitos sociais, a atividade fisica leve foi relatada por
45% das pacientes; 35% nao praticavam qualquer tipo de atividade fisica e
20% praticavam atividade moderada. Na analise da distribuicdo da
frequéncia dos habitos sociais entre as pacientes férteis e inférteis que
praticam atividade fisica, ndo houve diferenca p = 0,192 e as pacientes que
ndo praticavam atividade fisica foi de 29,2% (7/24) das férteis e 41,0%
(11/27) das inférteis; as que tinham atividade leve foi de 58,3% (14/24) das
férteis e 33,0% (9/27) inférteis; as que praticavam atividade fisica moderada

foi de 12,5% (3/24) das férteis e 26,0% (7/27) das inférteis.
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A distribuicdo das pacientes em relacdo ao habito de fumar mostra
que a populacdo analisada era composta por 94% de ndo fumantes. A
analise da distribuicdo da frequéncia das pacientes férteis e inférteis que
fumavam ndo mostrou diferenca p = 0,623; ja as que ndo fumavam foram
96,0% (23/24) das férteis e 92,5 (25/27) das inférteis; entre as que fumavam

4,0% (1/24) eram férteis e 7,5% (2/27) eram inférteis.

Em relacdo ao uso de bebidas alcoodlicas, do grupo total das
amostras, 90% néo faziam uso de bebida alcodlica e 10% bebiam. Na
analise da distribuicdo da frequéncia das pacientes férteis e inférteis que
ingeriam bebida alcéolica ndo houve diferenca p = 0,542; ja as pacientes
que nao bebiam foram 87,5% (21/24) das férteis e 92,5% (25/27) das

inférteis.

5.2 Anélise genotipica do Polimorfismo do gene eNOS G894T

Para andlise genotipica, foi utilizada a técnica de RFLP (Restriction
Fragment Length polymorphism) e dentro das caracteristicas gerais,
incluimos, além da raca, classificacdo do grau da endometriose, dados
clinicos e habitos sociais. A apresentacdo dessas caracteristicas gerais foi
demonstrada em forma de tabela que esta inserida no apendice (1).

A segquir, estdo relatados os resultados da andlise genotipica, obtidos
dessas caracteristicas a fim de facilitar uma anélise genética mais detalhada.

Na variavel queixa principal das pacientes com diagndstico de
endometriose, a frequéncia do gendtipo GG foi de 35,7% (10/28) das
pacientes que relataram como queixa principal a dor pélvica, 21,4% (6/28)
das pacientes que relataram a dor pélvica intensa e 42,9% (12/28) relataram

a infertilidade. O genotipo GT foi encontrado em 35,7% (5/14) das pacientes
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que relataram como queixa principal a dor pélvica, 14,3% (2/14) a dor
pélvica intensa e 50,0% (7/14) a queixa de infertilidade. A frequéncia do
gendtipo TT foi encontrada em 100,0% (5/5) das pacientes que relataram

como queixa principal a infertilidade.

Quanto aos demais sintomas ou sintomas secundarios no total das
amostras, a frequéncia do genétipo GG encontrada foi de 10,7% (3/28) das
pacientes com sintomas a dor pélvica; 25,0% (7/28) dor pélvica intensa;
17,9% (5/28) o sangramento; 7,1% (2/28) o sangramento e dor pélvica; 7,1%
(2/28) tiveram tanto a dor pélvica quanto o endometrioma e 32,1% (9/28) néo
relataram sintomas. A frequéncia do gendtipo GT foi 21,4% (3/14) das
pacientes com sintomas de dor pélvica, 7,1% (1/14) a dor pélvica intensa;
21,4% (3/14) o sangramento; 7,1% (1/14) dor pélvica e sangramento; 14,3%
(2/14) tiveram endometrioma; 7,1% (1/14) a dor pélvica e endometrioma,
21,4% (3/14) nao relataram demais sintomas. A frequéncia do gendétipo TT
foi de 80,0% (4/5) nas pacientes com sintoma de dor pélvica e 20,0% (1/5)

tiveram dor pélvica e endometrioma.

Com relacdo a duracdo dos sintomas, temos na andlise genotipica
que, no intervalo de 0 |— 3 anos, a maior frequencia foi GT 64,3% (9/14).
Ja de 3 |— 6 anos, foi GG 42,9% (12/28); e no periodo entre 6 |—|8 anos, a
maior frequéncia foi o gendtipo TT 20,0% (2/5). Ndo se observou diferenca

estatistica.

Na distribuicdo da frequéncia genotipica quanto ao periodo do ciclo
menstrual,quando aparecem o0s sintomas, temos: no periodo pré-menstrual,

a presenca do genodtipo GG e GT foi de 14,3% (4/28); e de TT nédo houve
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relato. Nos periodos pré e menstrual, GG foi de 39,3% (11/28); GT de
42,9%(6/14) e de TT 40,0%(2/5). J&4 em todo o ciclo menstrual, o GG foi de
46,4%(13/28); GT de 42,9%(6/14) e TT de 40,0%(2/5). Nessa variavel a
analise nao foi significante estatisticamente, e observamos a presenca dos
genadtipos do polimorfismo em todo o periodo menstrual, como também a

auséncia do genotipo TT na fase pré- menstrual.

Quanto ao grau de classificacdo da endometriose (I/Il, HI/IV), 98%
(46/47) das pacientes informaram resultados histolégicos, e a associacéo
das variaveis como grau de classificacdo | / Il da endometriose detectou-se a
frequéncia do gendtipo GG 42,8% (12/28), GT 35,7% (5/14) e TT de 20%
(1/5). Ja nas pacientes com endometriose de grau de classificacédo Ill/IV, GG
foi de 57,1% (16/28), GT 64,3% (9/14) e TT 60% (3/5). Verificou-se que a
frequéncia genotipica TT nas pacientes com endometriose no grau de
classificacédo 1ll/1V foi aproximadamente 3,0 vezes maior que nas pacientes
com grau I/Il.

A seguir relatou-se a andlise da frequéncia genotipica das variaveis
de héabitos sociais como: pratica de exercicios fisicos, habito de fumar e
ingestdo de bebida alcéolica. A frequéncia do gendtipo GG foi de 32,1%
(9/28) das que nao praticavam atividade fisica, 46,4% (13/28) das que
praticavam atividade leve, e 21,4% (6/28) das que praticavam atividade
moderada. Quanto a frequéncia do gendtipo GT, foi de 50% (5/14) que nao
praticavam atividade fisica, 35,7% (5/14) praticavam atividade leve, e 14,3%
(2/14) praticavam atividade moderada. A frequéncia do gendtipo TT foi de
20% (1/5) que nao praticavam atividade fisica, e de 60% (3/5) praticavam

atividade leve. Embora néo tenha dado diferenca p = 0,546, observa-se que
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a frequéncia dos genatipos sédo, em média, 2 vezes menor de acordo com o
aumento da intensidade da atividade fisica, observando um efeito protetor.

Com relacdo ao habito de fumar e ndo fumar, respectivamente, a
frequéncia do genodtipo GG foi de 3,6% (1/28) e de 96,4% (27/28). O
genatipo GT foi de 14,3% (2/14) e 85,7% (12/14), porém quanto ao genotipo
TT nao foi observado em pacientes que fumavam, sendo presente 80% (4/5)
nas que nao fumam e 20% (1/5) ndo houve informacdo. Observa-se que o
habito de ndo fumar em relacdo ao de fumar, a frequéncia do gendtipo
mutante foi maior. Na literatura é controverso, e o efeito protetor existe;
discute-se a diminuicdo dos niveis de estrogénios com o habito do fumo.

Quanto a ingestdo de bebidas alcOolicas e sua associagdo com o0
genadtipo em estudo, foi analisada a frequéncia genotipica entre a ingestéao
(uso) e ndo ingestao (ndo uso), respectivamente: foi encontrado o genotipo
GG 89% (25/28) e 10,7% (3/28), e que a frequéncia do gendtipo GT foi de
85,7% (12/14) e 14,3% (2/14). Ja a frequéncia do genatipo polimorfico TT foi
de 80% (4/5) e nula nas pacientes que nao fizeram uso; 20% (1/5) nao foi
informado.

Em relacdo as varidveis gestacdes e partos, ressalta-se que todas as
pacientes tiveram partos cesarianos. Quanto ao numero de gestacdes ( 0, 1
ou 2), a frequéncia do gendtipo GG foi de 42,9% (12/28) das pacientes que
nao tiveram gestacao, 35,7% (1/28) das pacientes que tiveram uma (1)
gestacdo e 21,4% (6/28) das pacientes que tiveram duas (2) gestacdes. A
frequéncia do genotipo GT foi de 50% (7/14) das pacientes que ndo tiveram
gestacao, 42,9% (6/14) das que tiveram uma (1) gestacéao e 7,1%(1/14) das

pacientes que tiveram duas (2) gestacdes. O gendtipo TT foi presente nas
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pacientes que nao tiveram gestacdo. Nessa condicdo, ndo foi significante
p= 0,209, porém observa-se a informacao importante da presenca do alelo
homozigoto TT em 100% das pacientes sem gestacao.

Quanto aos partos, a analise da frequéncia do genotipo GG foi de
42,9% (12/28) das pacientes que nao tiveram partos, 32,1% (9/28) das
pacientes que tiveram um (1) parto e 21,4% (6/28) das pacientes que
tiveram dois (2) partos. O genotipo GT foi de 50,0% (7/14) das pacientes que
nao tiveram parto, 42,9% (6/14) que tiveram um (1) parto e 7,1%(1/14) das
pacientes que tiveram dois (2) partos . A presenca da frequéncia do genotipo
TT foi em 80% (4/5) das pacientes que nao tiveram partos, e 20% sem

informac&o.

A distribuicdo das frequéncias genotipicas do polimorfismo G894T do
gene eNOS nas amostras de pacientes com endometriose estdo

apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo da frequéncia genotipica do polimorfismo G894T do gene eNOS
nas amostras de pacientes com endometriose em Goiéania, Goias. 2016.

Gendétipo eNOS Total
GG GT TT
Endometriose n % n % % n %
28 59,6 14 29,8 5 10,6 47 100

Quando se divide as amostras das pacientes em subgrupos de férteis
e inférteis, € possivel observar a forte associacdo estatistica de GG e as
pacientes férteis, sendo 70% portadoras desse genotipo (Tabela 2). Assim
como a associacdo estatistica de TT e as pacientes inférteis, sendo 20,8%
portadoras desse gendtipo e ndo foi observada diferenca na distribuicdo

genotipica entre subgrupos.
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Tabela 2. Distribuicdo da frequéncia genotipica do polimorfismo G894T do gene eNOS
nas amostras de pacientes com endometriose nos subgrupos Férteis e Inférteis em
Goiania, Goias. 2016.

Subgrupos eNOS
GG GT TT Total P
n % N % n % n %
Férteis (n=23) 16 70 7 30 O 0 23 100 0,062
Inférteis (n=24) 12 50 7 29,2 5 20,8 24 100

Valor de p foi calculado pelo teste do qui quadrado

Na tabela 3, na distribuicdo alélica do polimorfismo G894T do gene
eNOS entre pacientes férteis e inférteis foi detectada a prevaléncia do alelo
T em 15% (7/46) nas férteis e 35,4% (17/48) entre as inférteis e apresentou
uma diferenca estatistica significante p = 0,04 OR = 3,0 (IC 95% 1,12 —
8,29).

Tabela 3. Distribuic&o alélica do polimorfismo do gene eNOS nas pacientes com endometriose
nos subgrupos férteis e inférteis em Goiania, Goias. 2016.

Variaveis/alelos G T Total P OR 1C95%

n % n %
Férteis(n=46) 39 85,0 7 15,0 100 0,04 3,0 1,12 -8,29
Inférteis(n=48) 31 64,6 17 35,4 100

Valor de p foi calculado pelo teste do qui quadrado.

A distribuicdo da frequéncia genotipica do polimorfismo G894T do
gene eNOS para a variavel cor da pele, auto declarada pelas pacientes em
subgrupos de férteis e inférteis , na tabela 4, foram detectados os gendétipos
em pacientes férteis brancas que apresentaram a maior frequéncia do
gendtipo GG 71,4% (15/21). Em pacientes férteis negras, s6 foi presente o
GG 100% (2/2); nas pacientes inférteis brancas, a maior frequéncia foi do
GG 58% (11/19); ja nas pacientes inférteis negras foi de GT e TT 40% (2/5).

A diferenca nao foi estatisticamente significante, p = 0,121.
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Tabela 4. Distribuicdo da frequéncia genotipica do polimorfismo G894T do gene eNOS
nas amostras de pacientes com endometriose de acordo com auto declaracdo de cor
da pele em Goiania, Goias. 2016.

Variavel eNOS
Cor de pele GG GT TT Total p
n % n % n % n%
Férteis brancas 15 71,4 6 28,6 0 0,0 21 (100)
Férteis negras 2 100 0 - 0 - 2(100) 0,121
Inférteis brancas 10 52,6 6 31,6 3 16,7 19 (100)
Inférteis negras 1 20 2 40,0 2 40,0 5 (100)

Valor de p foi calculado pelo teste do qui quadrado.

Na tabela 5, em relacdo a analise genotipica dos modelos
dominantes, codominantes e recessivos, a codominancia genotipica
apresentou diferenca estatistica p = 0,044 para o modelo GG vs. TT. Na
analise da frequéncia do modelo recessivo genotipico (TT vs. GT + GG),
houve significancia estatistica p = 0,049. Analisando a frequéncia do modelo
dominante genotipico (GT + TT vs. GG), ndo houve significancia estatistica

p =0,28.

Resultados 45



Tabela 5. Distribuicdo da analise da frequéncia alélica e genotipica (dominante e codominante) nos grupos de férteis
e inférteis de acordo com o polimorfismo Glu 298 do gene e NOS.

Variaveis Férteis (n=23) Inférteis (n=24) Total (n=47) P
46 alelos 48 alelos 94 alelos
n(%) n(%) n (%)
Modelo Codominante
GGvs. TT 16(69,5) - 12(50) 5(20,8) 28(59,6) 5(10,6) 0,044~
GT vs. GG 7(30,4) 16(69,5) 7(29,2) 12(50) 14(29,8) 28(59,6) 0,913
Modelo Recessivo
TT vs. GT +GG - 23(100) 5(20,8) 19(79,2) 5(10,6) 42(89,4) 0,049*
Modelo Dominante
GT +TTvs. GG 7(30,4) 16(69,5) 12(50)12(50) 19(40,4) 28(59,6) 0,238

*valor de p calculado pelo teste exato de Fisher
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6 DISCUSSAO

Existem diversos estudos demonstrando que o0s polimorfismos
genéticos desempenham um forte fator no desenvolvimento da
endometriose (HALIS e ARICI, 2004; RIBEIRO et al., 2009; TEMPFER et al.,
2009; TRELOAR et al. 1999; VIGANO et al., 2007; WENZL et al., 2003).

Até a conclusdo do presente estudo ndo haviam sido publicados
trabalhos investigando o polimorfismo G894T do gene eNOS em mulheres
com endometriose, analisando os subgrupos de férteis e inférteis em nosso
pais. Para esta andlise, foram incluidos alguns aspectos das caracteristicas
gerais e manifestacdes clinicas como a idade, raca e habitos sociais.

As mulheres do estudo sdo de idade fértil e, na comparacédo das idades
entre subgrupos férteis e inférteis, foi observada uma populacdo homogénea
embora as mulheres férteis tivessem a média de idade discretamente maior
do que as inférteis. A média de idades na literatura internacional varia de 19
a 44 anos (BELLELIS et al., 2010; KIM, et al.,2009) .

Justifica-se a diferenca pelo motivo que leva a paciente ao
consultério, ou seja, a paciente infértil tem a queixa de infertilidade e, assim,
h& uma procura precoce ao tratamento, e a paciente fértil sé procura quando
h& sintomas, principalmente dores pélvicas.

A analise em relacdo a cor da pele demonstrou que 88,5% se
autodeclararam brancas sendo predominante em relagdo a negras (11,5%).
Corroboram assim com os estudos de Bellelis (2010); Kuo (2002) e Vigano

(2004) que reportam uma grande frequéncia de endometriose entre
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mulheres brancas em relacdo a ndo brancas. Enfatizam ainda serem de
classe social mais favorecida e consideram o poder aquisitivo como fator de
acesso mais rapido ao diagnostico e tratamento (BELLELIS et al., 2010;
FEBRASGO, 2015). Contudo, Houston et al. (1988), Kirshon et al. (1989)
nao encontraram diferenca na incidéncia entre as diversas racas. Ainda €
controversa essa variavel na literatura.

Durante a anamnese, segundo Giordano (1998), o sintoma mais
frequente na doenca € a dor pélvica. Neste contexto esta queixa principal foi
maior em férteis (62,5%), enquanto que a variavel infertilidade foi a principal
gueixa entre as inférteis (100%). Na literatura, ndo foi encontrada essa
analise em subgrupos férteis e inférteis, porém, de acordo com a populacéo
geral, o estudo retrospectivo de Bellelis (2010) em que 892 pacientes foram
submetidas a laparoscopia entre 1999 a 2009, a dor pélvica crbénica foi um
dos sintomas mais prevalentes (56,8%). Greene, em 2009, avaliou 4.334
mulheres com diagndstico cirargico de endometriose. Quase todas
relataram dor pélvica (50%), sendo que estas procuraram o ginecologista
como primeiro atendimento, e 45% foram ao médico generalista atrasando o
tempo de tratamento. Os dois estudos vao de encontro ao presente estudo.

Giordano (1998), fez um estudo multicéntrico na Itdlia onde avaliou
3.684 mulheres que foram submetidas a cirurgia por motivos de infertilidade
e encontrou 45% com endometriose no grupo de dor pélvica. E como demais
sintomas, encontra-se na doenca uma manifestacdo clinica variada, com
algumas mais frequentes. A analise da distribuicdo das pacientes segundo a
condicdo de fertilidade e demais sintomas relatados. Neste estudo, em

pacientes férteis, houve sangramento em 37,5%, enquanto que nas inférteis
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houve dor pélvica em 43%. Contudo, a FEBRASGO (2015), considera que a
dor pélvica crénica possa ser uni ou bilateral, associada a dispaurenia em
71% dos casos, a dismenorreia em 66% dos casos e as queixas algicas pos
coito em 65% dos casos de endometriose. Segundo Oliveira (2015), a
dismenorreia foi 0 mais prevalente (84,2%), principalmente o grau grave,
seguido de alteraces intestinais (54,4%) e dispareunia (36,9%). E consenso
na literatura que a dismenorreia € o sintoma mais prevalente nas mulheres
com endometriose.

Quanto a duracdo dos sintomas, vemos neste estudo que, na
populacdo geral, 45% relataram o intervalo de 3 —I| 6 anos com a
predominéancia nas férteis (54%) o intervalo de 0 —I 3 anos e nas inférteis,
(56%) de 3 —I 6 anos. Esses resultados da populacéo geral corrobora com
os estudos de Noaham (2011), concluiu que o tempo de diagnostico
relatado foi de 6,7 anos em centros privados e em 8,3 anos em centros
publicos, o que justifica a demora em encaminhar o paciente da rede
primaria aos ginecologistas. Um estudo de Bellelis (2010) afirma que o
diagnéstico da doenca € feito na quarta década de vida das pacientes.
Enquanto Sinaii (2008) relata a espera do diagnostico entre 5 a 6 anos.

Segundo Giudice L.C., (2004), a dor pode ocorrer de forma imprevisivel
e intermitente ao longo do ciclo menstrual. Assim, em rela¢do ao periodo do
ciclo menstrual em que os sintomas aparecem, a andlise geral foi que 47%
relataram os sintomas em todo o periodo. Parazzini, Vercellini, e Vigano, em
2004, sugeriram um aumento de risco para as pacientes com fluxo menstrual
aumentado e ciclos mais curtos, confirmados com achados cirargicos a

menstruacao retrograda.
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De acordo com Kennedy et al., em 2005, e Oliveira (2015), apesar de
algumas limitagcBes, a classificacdo mais usada, € a da American Society of
Reproductive Medicine (ASRM), em que a graduacéo da doenca depende da
profundidade de invasao das lesdes, da bilateralidade e do envolvimento dos
ovarios e das tubas uterinas, assim como a densidade das aderéncias e o
comprometimento do fundo de saco de Douglas, em que o estadiamento nao
se correlaciona com a gravidade dos sintomas e tem valor limitado no
prognéstico da infertilidade e na conduta. Foi utilizada essa mesma
classificacdo neste trabalho, em que, segundo o grau de endometriose no
total da amostra, 37% apresentaram grau Ill. Um estudo da ASRM, em 15
artigos selecionados entre 1980 a 2011, foi encontrado 32% nos estadios IlI
e IV, revelando a possibilidade de progressdo da doenca desde a
adolescéncia. Oliveira, em 2015, encontrou 20,9% no estadio Il e 33,6% no
IV. Esses dados sugerem que independente do grau, a endometriose é o
principal fator de risco para a infertilidade.

Quanto a andlise da frequéncia de mulheres com endometriose
associadas aos habitos sociais: tabagismo, etilismo, uso de
anticoncepcionais e pratica de exercicios fisicos foi analisada e n&o
encontrou uma significancia estatistica. Missmer, em 2004, relata em seus
estudos de endometriose, correlacionaram estilo de vida, doses moderadas
de bebida alcéolica e café, concluiu que ndo estdo associados com a
fertilidade ou infertiidade e sim com uma relacdo inversa e contraditoria.
Entretanto, Martini et al., 2004 e Ribeiro Junior et al. em 2009, relatam a

correlacéo entre o consumo de bebidas alcéolicas associado ao aumento da
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infertilidade de causa anovulatoria € devido a endometriose, e que o uso de
cinco doses diarias de alcool reduziria em 40% a chance de gravidez.

Neste estudo, constatou-se que das pacientes férteis que tiveram
gestacoes, (49%) tiveram partos cesarianas. A FEBRASGO (2015) cita a
nuliparidade como fator para o desenvolvimento da endometriose, ja que a
gravidez reduz a exposicdo da mulher a menstruacdo, e o parto vaginal
aumenta o canal cervical, facilitando, assim, o fluxo menstrual e reduz a
guantidade de menstruacdo retrograda. Cita ainda que, além da acdo dos
horménios durante a gestacdo, também diminui a capacidade dos focos
endometriais de implantar e crescer na cavidade pélvica.

Analisando o polimorfismo em estudo associando com as variaveis
clinicas e sociais, e a distribuicdo genotipica, a variavel cor da pele foi
associada e nédo teve significancia estatistica, embora o genétipo mutado TT
foi maior em pacientes que se autodeclararam brancas. Na literatura
internacional, ndo ha um consenso sobre essa variavel e sua associagcao
com o polimorfismo. Temos estudos sobre etnias que, de acordo com Kim et
al. (2009), diz que a frequéncia do alelo T est4 presente em 32% em
mulheres com endometriose caucasianas e Indianas, enquanto Zervou et al.,
(2003), relatam que 65,8% entre mulheres gregas. Bahnoori et al., (2008),
nao encontraram diferenga entre as mulheres Indianas. Existem autores
como Kirshon et al., (1989); Houston et al., (1988), que afirmaram né&o
mostrar diferenca na incidéncia entre as diversas ragas. Por outro lado,
Chatman, (1976), defende a prevaléncia da doenca na raca negra, e
Miyazawa, (1976), destacou a raca amarela como a predominante. No

Brasil, quando analisamos a cor de pele como etnia, ela sempre é
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autodeclarada o que dificulta a sua comparacdo com os estudos de outros
paises. Assim, também Sergio Pena, (2000), declara que a miscigenacao da
populacdo brasileira € Gnica no mundo, e que 60% de matrilinhagens
amerindias e africanas estdo altamente presentes no homem branco
brasileiro.

Observa-se que na avaliagdo dos demais sintomas como a dor
pélvica, dor pélvica intensa, sangramento, dor pélvica e sangramento,
endometrioma, endometrioma e dor pélvica, a infertilidade nao foi citada com
os demais sintomas. Observou-se também que o0s gendtipos estédo
presentes em todos os sintomas e que 80% do gendtipo mutado esta na
queixa de dor pélvica. Esses resultados corroboram com a sugestao de que
ha suspeita de endometriose naquelas pacientes com queixa de infertilidade,
dor pélvica ciclica, especialmente exacerbada durante a menstruacéo
(dismenorréia) e a dispareunia profunda (RIBEIRO, 2009). Alguns
estudiosos classicos como Hasson, (1976) e de Wheeler, (1989) relatam que
6% a 58% das pacientes com infertilidade apresentam endometriose e
Fedelle et al. (1992); Thomas (1995) relataram que 30% a 50% das
mulheres com endometriose sao inférteis (GIORDANO, 1998).

Com relagdo a analise da duracdo dos sintomas associados ao
polimorfismo, ndo houve significAncia estatistica e observou-se que o0s
genodtipos estiveram presentes em todos os intervalos. Nao foram
encontrados dados na literatura cientifica para essa variavel, em associacéo
com o polimorfismo em estudo.

Segundo Kim et al., (2009); e Zervou, (2003), a enzima eNOS é super

expressa durante o ciclo menstrual na endometriose, e o acumulo de 6xido
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nitrico modula a inflamacgéo, implantacdo e vasodilatacdo. Assim, vai de
encontro aos resultados que os gendtipos estdo mais frequentes em todo
ciclo menstrual, inclusive a presenca do alelo T nas fases pré, pré +
menstrual e ciclo todo.

Na analise da distribuicdo genotipica do polimorfismo em estudo
segundo o grau de classificacdo da endometriose, verificou-se uma maior
frequéncia nos graus Ill/IV de acordo com AFS. Estudos de Kim et al.,
(2009), revelam que a presenca do alelo T esta associado a progressao da
endometriose, embora o autor ndo tenha encontrado significancia estatistica
nos estadios Il e IV. Assim como citado, a presenca de radicais livres como
0 oxido nitrico acumulados levam a inflamacéo, implantacdo e angiogenese
(ZERVOU et al., 2003).

Ainda quanto aos habitos sociais, observou-se embora nao
significativo, que a presenca dos gendtipos do polimorfismo G894T(Glu
298Asp) foi maior em mulheres que ndo praticavam atividade fisica ou que a
praticavam de forma leve. Embora ndo tenha sido encontrada na literatura
cientifica a associacdo realizada neste estudo esse resultado encontrado
corrobora com os estudos de Cramer (1986) o qual afirma que a atividade
fisica seria um beneficio adicional, na medida em que melhora a imunidade
das pacientes. E, segundo a FEBRASGO (2015), leva-se em consideracéo
que esse efeito protetor depende da época de inicio e da frequéncia, para
induzir os niveis de estrogénio circulantes nas praticantes.

Temos uma variavel controversa na literatura, que é o habito de
fumar. Observou-se que a frequéncia dos gendtipos foi maior em pacientes

nao fumantes. Temos um cenario de controversia importante sobre essa
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analise; contudo, Cramer et al, .(1986) , concluiram que a mulher que fuma
mais de vinte cigarros por dia tem seu nivel sérico de estrogénio diminuido
e, portanto ela estaria “protegida” contra a endometriose. Por outro lado,
Parazzini et al., (1989), ndo encontraram diferenca entre fumantes e nao
fumantes em suas pesquisas na endometriose ovariana. Segundo a
FEBRASGO (2015), os dados publicados quanto a relacdo do fumo e
endometriose séo limitados e controversos.

Parazzini, em 2013, no seu estudo de revisao sistematica da literatura

sobre a influéncia dos fatores dietéticos na endometriose, concluiu que, até o

(O

presente momento, qualquer associacdo entre endometriose e dieta
considerada limitada por falta de evidéncias (FEBRASGO, 2015). Quanto a
variavel bebida alcoéolica, ndo houve significAncia e nem estudos com a
mesma associacao do polimorfismo G894T(Glu 298Asp).

Na analise das outras varidveis como cesareas, numero de gestacdes
e numero de partos na distribuicdo da frequéncia genotipica do polimorfismo
G894T(Glu 298Asp), e essa frequéncia foi maior em pacientes nuliparas em
relacdo as multiparas. Esse resultado vai de encontro com os estudos de
Vigano (2004) e Bellelis (2010) que relataram a dificuldade em determinar se
a nuliparidade seria um fator de risco para endometriose ou se pacientes
portadoras dessa doenca teriam uma maior dificuldade em engravidar.

Na populacado geral, a distribuicdo genotipica observada no presente
estudo mostrou-se homogénea, ou seja, todos 0s genodtipos estiveram
presentes. Porém, quando o grupo foi estratificado, o gendtipo TT esteve
presente apenas em mulheres inférteis reafirmando a presenca desse

genotipo mutado na severidade da doenca. E nessa analise do genotipo
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polimorfico mutado TT, as frequéncias genotipicas do polimorfismo G894T
do gene eNOS obtidas nas amostras de pacientes com endometriose,
corroboraram com os estudos de Zervou, (2003), que encontrou uma
frequéncia de 40,4% do gendtipo; ja nos estudos de Hoon kim, (2009), a
frequéncia foi de 1,0%, 10 (dez) vezes menor que 0 encontrado neste estudo
(10,6%), embora os estudos desses autores tenham sido com um grupo
controle e ndo avaliados em subgrupos de férteis e inférteis. Estudos futuros
semelhantes poderdo ser realizados com um numero maior de individuos
para consolidacdo desses resultados.

Quanto aos alelos juntos formando os gendtipos, temos a hipotese de
que, sendo diferentes, um deles seria um efeito protetor. Em nosso estudo, a
analise dos genétipos, entre os subgrupos de férteis e inférteis, néo
apresentou uma diferenca estatistica significante e nao foi possivel analisar
0 risco relativo devido a auséncia do gendtipo TT entre as pacientes férteis.
Em relacdo a analise das frequéncias dos alelos polimorficos, selvagem e
mutado, apresentou um importante fator de risco relativo para o
desenvolvimento da infertilidade.

Na avaliacdo da frequéncia alélica, o polimorfismo T esteve presente
2,3 vezes maior em pacientes inférteis e apresentou OR 3,0 (IC 95% 1,12 —
8,29) corroborando com estudos de Hoon Kim et al., (2009), que
encontraram o alelo T numa frequéncia duas vezes maior em pacientes
coreanas com endometriose em relacdo a seus controles. Também Zervou
et al. (2003) observou em mulheres caucasianas gregas uma frequéncia 3

vezes maior em relagcdo ao grupo sem a doenca. Por outro lado, no estudo
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de Bhanoori, (2008), com mulheres Indianas, nao foi encontrada diferenca
significante.

Nos diferentes modelos de heranca, a associacdo significativa se
manteve nos modelos codominante (GG vs TT) e recessivo (TT vs GT +
GG). O modelo que melhor explicou o risco para o desenvolvimento da
infertilidade em pacientes com endometriose, nesse polimorfismo, foi o
modelo codominante. Foram analisados individuos com a presenca de pelo
menos um alelo variante e individuos sem a presenca do mesmo.

A presenca de pelo menos um alelo de risco ( T) demonstrou ser um
fator de risco importante para o desenvolvimento da infertilidade na
populacado analisada.

Existe apenas um estudo anterior desse polimorfismo e endometriose,
em populacéo grega (ZERVOU et al., 2003). Como citado, esse polimorfismo
€ a troca de um unico nucleotideo, mas com efeito funcional. Para a
populacdo estudada, a populacdo variante apresenta um aumento de risco
para o desenvolvimento da doenca, embora ndo tivesse encontrado
diferenca estatistica entre os modelos dominante, codominante e recessivo.

Devido a escassez de trabalhos sobre o polimorfismo G894T(Glu
298Asp) do gene eNOS na endometriose, houve uma dificuldade em discutir
esses achados.

Foi demonstrado que o alelo polimérfico mutado do polimorfismo
G894T(Glu 298Asp) no eNOS , esta presente na endometriose em pacientes
inférteis na populacdo de Goiania, estado de Goias — Brasil, e que a
presenca do alelo T tem um importante papel no desenvolvimento da

endometriose assim como o risco de susceptibilidade a infertilidade. Esses
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resultados corroboram com estudos de Hoon Kim et al., 2009; Zervou et al.,
2003 na populacdo koreana e Grega respectivamente, embora nesses
trabalhos os autores, tenham comparado o grupo com endometriose a um
grupo controle.

As diferencas encontradas nas frequéncias codominante e recessiva
do polimorfismo, contribuem para o aumento de risco da infertilidade na
endometriose entre esses modelos genotipicos. Os presentes resultados sao
0S primeiros reportados em uma populacdo nos subgrupos de férteis e
inférteis e, em conjunto com mais estudos em diferentes regides, podera
auxiliar na elucidacdo do risco da presenca desse alelo para o
desenvolvimento da endometriose.

Apartir da analise desses resultados, fica clara a importancia desse
polimorfismo funcional no desenvolvimento da infertilidade em pacientes
com endometriose. Assim, € importante que estudos futuros com uma
amostragem populacional maior deverdo ser realizados para trazer maiores
esclarecimentos sobre a possivel associacdo entre o polimorfismo
G894T(Glu298Asp) do gene eNOS e a infertilidade na endometriose.

Como sugestdo para estudos futuros, recomenda-se que seja
realizado um modelo de analise entre os diversos loci de associacao que
poderdo contribuir para uma estimativa de risco individual mais precisa no

desenvolvimento dessa doenca.
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7 CONCLUSOES

1- A frequéncia do genotipo polimérfico TT esteve presente em 10,6%
das pacientes analisadas com endometriose; foi demonstrada uma maior
frequéncia do gendtipo GG em pacientes férteis com endometriose, e a
frequéncia do genotipo TT esteve presente exclusivamente nas pacientes
inférteis; as maiores frequéncias do gendtipo GG foram observadas em
pacientes férteis e inférteis brancas; nas pacientes férteis negras, o Unico
gendtipo presente foi GG; o gendtipo homozigoto polimorfico TT esteve
presente, exclusivamente, entre as pacientes inférteis tanto brancas quanto

negras,

2- A frequéncia do alelo G nas pacientes férteis foi 1,3 vezes maior que nas
inférteis, e a frequéncia do alelo polimoérfico T nas pacientes inférteis foi 2,3

vezes maior do que nas pacientes férteis;

3- Encontrou-se uma diferenca estatisticamente significante nos modelos de
expressdo genotipicos recessivo e codominante, nos subgrupos de

pacientes férteis e inférteis.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

A técnica utilizada foi a opcdo de escolha referenciada por
trabalhos nacionais e internacionais, como uma forma n&o invasiva de
auxilio ao diagnéstico.

A estocagem do material foi definida a partir de manuais de
biosseguranca, em baixas temperaturas, em freezer, apos extracdo do DNA,
por cinco (5) anos. Para a realizacdo dos ensaios foram necessarios testes
de qualidade da amostra para maior seguranca e controle. Deve-se
considerar esses testes de viabilidade como sugestdo para o controle de
qualidade das amostras.

Estudos com maior nimero de amostras sdo necessarios para
confirmacédo dos resultados, e podem ser incluidas as analises de amostras
teciduais quando possivel.

Pela prevaléncia elevada do alelo T na populacéo infértil analisada,
sugere-se incluir o teste genético como parte do diagnéstico diferencial da

severidade da endometriose.
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Apendice 1 — Apresentacao de tabelas
Apresentacao das tabelas de andlises dos dados clinicos relatadas nos
resultados.

Distribuic@o das pacientes com endometriose segundo a condicéo de fertilidade e a
cor da pele. Goiania — Goias. 2016

Condicéo de Fertilidade

Queixa principal Sim N&o Total
n % n % n %
Branca 22 92 24 86 46 88,5
Negra 2 8 4 14 6 11,5
Total 24 100 28 100 52 100

42 =0,449 p=0.503.

Distribuicdo das pacientes com endometriose segundo a condi¢cdo de fertilidade e
demais sintomas relatados em Goiénia — Goias. 2016

Condicéo de Fertilidade

Demais sintomas Sim Né&o Total
n % n % n %

Sem relatos 12 50 0 0 12 231
Dor pélvica 0 0 12 43 12 23,1
Dor pélvica intensa 0 0 10 35,7 10 19,2
Sangramento 9 375 0 0 9 17,3
Sangramento e dor pélvica 0 0 4 143 4 7,7
Endometrioma 3 125 0 0 3 5,8
Endometrioma e dor pélvica intensa 0 0 2 7,0 2 3,8

Total 24 100 28 100 52 100

%2 =18,20 p<0,0001. Para o célculo, devido ao grande nimero de valores iguais
a zero, as variaveis foram agrupadas.

Distribuicdo das pacientes com endometriose segundo a condi¢cdo de fertilidade e a
duracédo dos sintomas relatados em Goiania — Goias. 2016.

Condicéo de Fertilidade

Duracao dos sintomas Sim N&o Total
(anos) n % n % n %
0—I3 13 54 9 33 22 43
3—I6 8 33 15 56 23 45
6 —I8 3 13 3 11 6 12
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Total 24 100 27* 100 51 100

%2 =2,69, p<0,260; 1 paciente sem informacao

Distribuicdo das pacientes com endometriose segundo a condi¢éo de fertilidade e o
periodo do ciclo onde os sintomas aparecem em Goiania — Goias. 2016.

Condicéo de Fertilidade

Periodo do ciclo menstrual Sim N&o Total
n % n % n %
Pré-menstrual 1 4,2 7 26 8 16
Pré e menstrual 14 58,3 5 18,5 19 37
Todo o periodo menstrual 9 37,5 15 55 24 47
Total 24 100 27* 100 51 100

x2=10,12 p=0,006; 1 paciente sem informacao

Distribuicdo das pacientes com endometriose segundo a condi¢cédo de fertilidade e o
grau de classificacdo da endometriose em Goiania — Goias. 2016.

Condicéo de Fertilidade

Classificacao Sim N&o Total
(grau) n % n % n %
| 4 17 7 26 11 22
Il 7 29 4 15 11 22
Il 8 33 11 41 19 37
v 5 21 5 18,5 10 19,6
Total 24 100 27* 100 51 100

x2=1,94 p=0,585; "1 paciente sem informacéo

Distribuicdo das pacientes com endometriose segundo a condi¢cdo de fertilidade e a
intensidade de atividade fisica praticada em Goiania — Goias. 2016.

Condicéo de Fertilidade

Atividade fisica Sim N&o Total
(intensidade percebida) n % n % n %
N&o pratica 7 29,2 11 41 18 35
Leve 14 58,3 9 33 23 45
Moderada 3 12,5 7 26 10 20
Total 24 100 27* 100 51 100

x2=3,41 p=0,192; "1 paciente sem informacé&o
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Distribuicdo das pacientes com endometriose segundo a condi¢céo de fertilidade e o
habito de fumar em Goiania — Goias. 2016.

Condicao de Fertilidade

Fumo Sim N&o Total
n % n % n %
Né&o fuma 23 96 25 92,5 48 94
Sim 1 4 2 7,5 3 6
Total 24 100 27* 100 51 100

¥2=0,2410 p=0,623; "1 paciente sem informag&o

Distribuicdo das pacientes com endometriose segundo a condi¢éo de fertilidade e o
habito de beber em Goiania — Goias. 2016.

Condicéo de Fertilidade

Alcool Sim N&o Total
n % n % n %
N&o 21 87,5 25 92,5 46 90
Sim 3 12,5 2 7,5 5 10
Total 24 100 27* 100 51 100

x2=0,3726 p=0,542; "1 paciente sem informag&o

Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene eNOS nas pacientes com
endometriose quanto as queixas principais em Goiania — Goias. 2016.

Variavel eNOS
Queixas Principais GG(n=28) GT(n=14) TT(n=5) p

n % n % n %
Dor Pélvica 10 35,7 5 35,7 _ 0,0 0,220
Dor Pélvica Intensa 6 21,4 2 14,3 _ 0,0
Infertilidade 12 42,9 7 50,0 5 100,0

Valor de p calculado pelo teste do x*
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Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene eNOS

nas pacientes com

endometriose quanto aos demais sintomas em Goiania — Goias. 2016.

Variaveis eNOS

Demais Sintomas GG (n=28) GT (n=14) TT (n=5) p
% n % n %

Dor Pélvica 10,7 3 21,4 4 80,0

Dor Pélvica Intensa 25,0 1 7,1 _ _

Sangramento 17,9 3 21,4 _ 0,119

Sangramento+ 7,1 1 7,1 _ —

Dor Pélvica

Endometrioma 7,1 2 14,3 _ _

Dor Pélvica+ 0,0 1 7,1 1 20,0

Endometrioma

Nenhum 32,1 3 21,4

Valor de p calculado pelo teste do x°

Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene eNOS nas pacientes com
endometriose quanto a duragdo dos sintomas em Goiénia — Goias. 2016.

eNOS
Variavel GG (n=28) GT (n=14) TT (n=5) P
n % n % n %

Duracéo dos sintomas

0]—3 11 393 9 64,3 1 20,0

3|—6 12 429 5 35,7 2 40,0 0,326

6 |—|8 5 17,9 - 0,0 1 20,0
Sem informacao - 0,0 - 0,0 1 20,0

Valor de p calculado pelo teste do x°

Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene eNOS nas pacientes com
endometriose quanto ao periodo do ciclo menstrual em Goiania — Goias. 2016.

eNOS
Variavel GG (n=28) GT (n=14) TT (n=5) P
n % n % n %

Periodo do ciclo

Pré-menstrual 4 14,3 2 143 — 0,0

Pre + menstrual 11 393 6 429 2 40,0 0,967

Todo 13 46,4 6 42,9 2 40,0
Sem informacao - 0,0 - 0,0 1 20,0

Valor de p calculado pelo teste do x°
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Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene eNOS nas pacientes com
endometriose quanto ao grau de classificacdo segundo a “American Fertility Society”
em Goiania — Goias. 2016.

Variavel eNOS
Classificacao GG (n =28) GT (n =14) TT (n =5) P
n % n % n %
Grau I/l 12 42,8 5 35,7 1 20,0
0,058
Grau lII/IV 16 57,1 9 64,3 3 60,0
Sem Informacéo _ _ _ _ 1 20,0

Valor de p calculado pelo teste do x°

Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene eNOS nas pacientes com
endometriose quanto o habito de atividade fisica em Goiénia — Goias. 2016.

Variavel eNOS
GG (n=28) GT (n=14) TT (n=5) P
n % n % n %

Atividade Fisica

N&o 9 32,1 7 50,0 1 20,0 0,546
Sim Leve 13 46,4 5 35,7 3 60,0
Sim Moderada 6 214 2 14,3 - -
Sem informacéo - 0,0 - 0,0 1 20,0

Valor de p calculado pelo teste do x°

Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene eNOS nas pacientes com
endometriose quanto o habito de fumar em Goiénia — Goias. 2016.

Variavel eNOS

Fuma GG (n=28) GT (n=14) TT (n=5) p
n % n % n %

Sim 1 3,6 2 14,3 _ 0,0 0,577

Né&o 27 96,4 12 85,7 4 80,0

Sem Informacgéo _ 0,0 _ 0,0 1 20,0

Valor de p calculado pelo teste do x°

Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene eNOS nas pacientes com
endometriose quanto o habito de uso de bebida alc6olica em Goiania — Goias. 2016.
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Variavel eNOS
Alcool GG (n=28) GT (n=14) TT (n=5) P
n % n % n %
Sim 3 10,7 2 14,3 _ 0,0 0,720
N&o 25 89,3 12 85,7 4 80,0
Sem Informacéao 0,0 0,0 1 20,0

Valor de p calculado pelo teste do x°

Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene eNOS nas pacientes com
endometriose quanto ao nimero de gestacdes em Goiania — Goias. 2016.

Variavel eNos
N° GestacBes GG (n=28) GT (n=14) TT (n=5) P
n % n % n %
0 12 42,9 7 50,0 5 100 0,209
1 10 35,7 6 42,9 _ 0,0
2 6 21,4 1 7,1 0,0

Valor de p calculado pelo teste do x°

Distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene eNOS nas
endometriose quanto ao nimero de partos em Goiania — Goias. 2016.

pacientes com

Variavel eNOS
N. Partos GG (n=28) GT (n=14) TT (n=5) P
n % n % n %
0 12 42,9 7 50,0 5 100 0,209
1 9 32,1 6 42,9 _ 0,0
2 6 21,4 1 7,1 0,0

Valor de p calculado pelo teste do x*

Distribuicdo da frequéncia genotipica nas amostras de pacientes com diagndéstico de
endometriose em subgrupos de pacientes férteis e inférteis em Goiania — Goias. 2016.

Subgrupos eNOS
GG (n=28) GT(n=14) TT (n=5) P
n % n % n %
Férteis 166 571 7 500 0 00 0,062
Inférteis 12 428 7 50,0 5 1100,

Valor de p foi calculado pelo teste do x°

Apéndices 74



Apéndice 2

QUESTIONARIO

-Nome:

-Data de nascimento: / / . — Cor de pele:

-Endereco:

-Telefones:

-Queixa principal:

- Demais sintomas:

- Duracéo:

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

- Habitos de vida:

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

- Fumo ( ) éalcool ( )

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

» Ha quanto tempo................

» Qual esquema....................

» Ocorre melhora da dor com ACO: ndo ( ); sim e parcial ( ); melhora
completa ( ).

- Ritmo sexual: ( ) vezes por semana.

- - Paridade: gesta ( ) para ( ) aborto ( ) cesariana ( )
Idade dos filhos:

-Filhos ( ) ndo

-Deseja engravidar ( ) sim ( ) nao

-Tentativas: 1ano( ) 2anos( ) maisde2anos( )

Pesquisador:

- RESULTADO ANATOMO-PATOLOGICO:
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Anexo 1 Parecer do Comité de Etica

numero 0126.0.168.000-08.

Figura de Print da pagina SISNEP:

Titulo do Projeto de Pesquisa

Data

Situac&o Data Inicial no Data Final no Inicial na Data Final
CEP CEP CONEP na CONEP
Aprovado no 07/11/2008 23/03/2009
CEP 09:01:13 17:18:48
Descricao Data Documento N°do Doc Origem
1 - Envio da
12/10/2008 Folha de .
Folha de Rosto 00:18:10 RoSto FR224472 Pesquisador
pela Internet
2 - Recebimento 5115008 Folhade ~ 0126.0.168.000-
de Protocolo pelo 09:01:13 RoSto 08 CEP
CEP (Check-List) T
3 - Protocolo 23/03/2009 Folha de
Aprovado no CEP 17:18:48 Rosto 1068 CEP
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ANEXO 2

PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGCAO 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 informacdes a seguir, no
caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que
estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel.
Em caso de recusa vocé nao sera penalizado de forma alguma. Em caso de
davida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal de Goias

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Analise de marcadores genéticos especificos

para mulheres com endometriose
Coordenador Responsavel:
Telefones para contatos:

Eu abaixo qualificado, apds ser esclarecida verbalmente e depois de
ler o resumo do projeto intitulado: Andalise de marcadores genéticos
especificos para mulheres com endometriose realizadas pelo Nucleo de
Pesquisa da Universidade Federal de Goias em associa¢cdo com o Replicon

da Pontificia Universidade Catélica de Goias.

DECLARO assumir, por espontanea vontade, livre de qualquer
coacao, a responsabilidade pela participacédo voluntaria e gratuita, no grupo

de pacientes integrantes da pesquisa. Estou ciente que o trabalho consiste
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na analise molecular de amostras de sangue, e resposta de um questionario,
mantendo o objetivo de complementar o meu diagnostico e de pesquisa. A
biomédica Rita de Céassia Pereira da Costa e Silva ira coletar meu sangue
(10ml de sangue venoso), e este material sera utilizado para analisar
diferentes genes associados a endometriose para identificar um
candidato a diagnostico precoce de endometriose associado ou nao a

infertilidade.

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
gue sera mantido o total sigilo dos resultados, que serdo entregues apenas a
mim, e que todo material biolégico, os dados genéticos e os do
guestionario serdo descartados apos a utilizacdo na pesquisa e que eu
posso retird-los a qualquer momento. Igualmente, tenho pleno
conhecimento de que o material sera utilizado apenas e tdo somente para
fins de pesquisa, além de autorizar, pelo presente, que 0s testes e 0s
resultados sejam utilizados em estudos cientificos, ressalvando o sigilo
guanto ao meu nome, reservando-me o direito de conhecer ou ndo os

resultados da referida pesquisa.

O risco a que me submeto ao coletar sangue venoso periférico € de
hematomas e que caso ocorra 0 mesmo sera atendido pelo profissional
responsavel pela coleta no local da pesquisa. Eu poderei ser ressarcida de

despesas caso a mesmas ocorram.
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Os beneficios desta pesquisa serd a criagdo de marcadores
moleculares para diagnostico precoce com utilizacdo de sangue periférico

com vantagens as cirirgicas hoje existentes.

e Nome do pesquisador:
e Assinatura do paciente:
e Data: / /
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ANEXO 3:
Anamnese Especifica

1-Nome:

2- Registro: 3-Telefone:
4- ldade na época do diagndstico: anos 5-Raca:

6- Idade da menarca: 7- Paridade: 8- Gestagoes:

9- Abortamento:

10-Principal sintoma na época do diagnéstico: ( )Infertilidade ( ) dor a
menstruacao () Dor pélvica ( )Dor a relacdo sexual () Outras () Sintomas
urinérios () Sangramento menstrual Anormal () Sintomas géstricos

11- Doencas associadas na época do diagnéstico:

12- Diagnostico da cirurgia: () Endometriose () DIP () Sem doenca

13- Grau da endometriose: ( )minima (l) ( )Leve (II) ( )moderada (lll) ()
Severa (IV)

14- Resultado da patologia comprova endometriose: () Sim () Nao

15- Familiares com endometriose: ( ) Néo () Sim.
quem?

16- Histéria familiar de cancer de ovario, mama e/ou linfoma? () Sim ()
nao () Outros.

17- Renda familiar: () até 2 salarios minimos () 3 a 6 salarios minimos ()
acima de 6 salarios minimos.

18- Idade na época do inicio dos sintomas: anos

19- Numeros de médicos que a assistiram antes do diagnéstico:

20- No caso de gravidez, complicacdes pré-natais:

21- Usou Anticoncepcional? ( )ndo () Sim. Houve melhora dos sintomas?
() Sim () Nao

22 — Usou AINES? () Nao () Sim. Houve melhora dos sintomas? () Sim ()
N&o.
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ANEXO 4 - Normas da revista RAMB/Normas da revista GMR

Normas de publicacdo dos respectivos periddicos

INSTRUGOES AOS AUTORES

e
e —
" Associacio Médica Brasileira ® Objetivo e DOll’tica editorial

¢ Informacdes gerais

ISSN 0104-4230 versao impressa
ISSN 1806-9282 versao online

Informacoes gerais

Como submeter artigos

Os artigos e correspondéncias deverao ser enviados
somente via internet pelo seguinte endereco eletronico:
www.ramb.org.br. Basta a realizagdo de um cadastro,
seguido do envio do manuscrito, obedecendo as normas
aqui descritas. S6 serdo aceitos artigos que, dentre
seus autores, contenha, no minimo, um médico.

Os artigos poderdo ser escritos em portugués, espanhol
ou na lingua inglesa. Cada artigo, acompanhado de
correspondéncia ao editor, devera conter titulo, nome
completo do(s) autor(es), instituicdo na qual o trabalho
foi realizado e secdo da revista a qual se destina.

O conteldo do material enviado para publicacdo na
RAMB ndo pode estar em processo de avaliacdo, ja ter
sido publicado, nem ser submetido posteriormente para
publicacdo em outros periodicos. A critério do editor
chefe, todos os artigos recebidos sao revisados por
membros do Conselho Editorial.

Ao preparar o manuscrito, os autores deverdo indicar
gual ou quais areas editoriais estao relacionadas ao
artigo, para que este possa ser encaminhado para
analise editorial especifica.

O Conselho Editorial recomenda que os autores fagam
uma busca por artigos relacionados ao tema e
publicados anteriormente na RAMB ou em outros
periddicos indexados no SciELO, utilizando as mesmas
palavras-chaves do artigo proposto. Estes artigos
devem ser considerados pelos autores na elaboracdo do
manuscrito com o objetivo de estimular o intercéambio
cientifico entre os periddicos SciELO.

O que acontece depois que o artigo foi submetido

Em virtude do grande numero de artigos enviados, o
Conselho Editorial adotou critérios de selegdo para o
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processo de revisao por pares. A exemplo do que
acontece com outros periddicos, a maior parte dos
artigos submetidos ndo passa para a fase detalhada de
avaliacdo que é a revisdo por pares. Os critérios que o
Conselho Editorial adotou para essa selecao inicial
incluem o perfil editorial da revista e de seus leitores,
area de interesse do tema principal do trabalho, titulo e
resumo adequados, redacdo bem elaborada,
metodologia bem definida e correta (incluindo, no caso
de estudos clinicos, tamanho amostral, metodologia
estatistica e aprovacdo por Comité de Etica), resultados
apresentados de maneira clara e conclusdes baseadas
nos dados. Esse procedimento tem por objetivo reduzir
o tempo de resposta e ndo prejudicar os autores. A
resposta detalhada, elaborada pelos revisores, sé ocorre
quando o artigo passa dessa primeira fase.

No caso de rejeicdo, a decisdo sobre a primeira fase de
avaliacdo é comunicada aos autores em média duas a
trés semanas depois do inicio do processo (que comega
logo apds a aprovacdo do formato pelo revisor de
forma). O resultado da revisao por pares contendo a
aceitacao ou a rejeicdo do artigo para publicacdo
ocorrera no menor prazo possivel.

Embora existam rigorosos limites de tempo para a
revisdo por pares, a maioria dos periddicos cientificos
conta com o notavel esforco e a colaboragdo da
comunidade cientifica que, por ter muitas outras
atribuicbes, nem sempre consegue cumprir 0s prazos.
Ao receber o parecer dos revisores, os autores deverao
encaminhar, em comunicado a parte, todos os pontos
alterados do artigo que foram solicitados pelos
revisores. Além disso, o texto contendo as alteracdes
solicitadas pelos revisores devera ser reencaminhado a
RAMB na cor vermelha, devendo ser mantido e
sublinhado o texto anterior.

A ordem de publicagdo dos artigos sera cronoldgica,
podendo, no entanto, haver excecdes definidas pelo
Conselho Editorial. Os trabalhos aceitos para publicacao
serao enviados aos autores e deverao ser revisados e
devolvidos no prazo de dois dias, caso contrario o artigo
sera publicado em sua forma original. Apds a aprovacao
final pelos autores NAO sera possivel modificar o texto.

CORPO EDITORIAL

O Corpo Editorial da RAMB é composto pelo Editor
Geral, Editores Associados, Editores Colaboradores e
Conselho Editorial nas seguintes areas: Clinica Médica,
Clinica Cirurgica, Saude Publica, Pediatria, Ginecologia e
Obstetricia, Bioética, Cancerologia, Emergéncia e
Medicina Intensiva, Medicina Farmacéutica e Medicina
Baseada em Evidéncias. O Corpo Editorial serd
responsavel pela revisdo e aceitagdo ou nao dos artigos
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enviados a revista para publicacdo. O editor-chefe tem
as prerrogativas que o cargo lhe confere para aceitar ou
nao qualquer artigo, independentemente da revisao por
pares, assim como definir a edicdo de sua publicacdo.

Estilo e preparacao de originais

O trabalho devera ser redigido em corpo 12, no maximo
em 15 laudas de 30 linhas cada, espaco 1,5 linha, com
margem de 3 cm de cada lado, no topo e no pé de cada
pagina. Todas as paginas, excluida a do titulo, devem
ser numeradas.

Pagina titulo

Devera conter:

a) O titulo do trabalho, também na versdo em inglés,
devera ser conciso e ndo exceder 75 toques ou uma
linha.

b) Nome, sobrenome do autor e instituicao a qual
pertence o autor.

c) Nome e endereco da instituicao onde o trabalho foi
realizado.

d) Carta de apresentacao, contendo assinatura de todos
os autores, responsabilizando-se pelo contelido do
trabalho, porém apenas um deve ser indicado como
responsavel pela troca de correspondéncia. Deve conter
telefone, fax, e-mail e enderecgo para contato.

e) Aspectos éticos: carta dos autores revelando
eventuais conflitos de interesse (profissionais,
financeiros e beneficios diretos ou indiretos) que
possam influenciar ou ter influenciado os resultados da
pesquisa ou o contelido do trabalho. Na carta deve
constar ainda, quando cabivel, a data da aprovacdo do
trabalho pelo Comité de Etica em Pesquisa da
instituicdo & qual estdo vinculados os autores. E
absolutamente obrigatério o envio, juntamente com o
artigo, do termo de copyright, disponivel no site da
Ramb, devidamente assinado pelos autores, sem o qual
o artigo ndo seguird o seu fluxo normal de avaliacdo

Topicos dos artigos

Os artigos originais deverdo conter, obrigatoriamente,
Introdugdo, Métodos, Resultados, Discussao,
Conclusdes e Referéncias Bibliograficas.

Notas de rodapé

Apenas quando estritamente necessarias; devem ser
assinaladas no texto e apresentadas em folha separada
apos a do resumo, com o subtitulo "Nota de rodapé".

AGRADECIMENTOS

Apenas a quem colabore de modo significativo na
realizacdo do trabalho. Deve vir antes das referéncias
bibliograficas.
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RESUMO/SUMMARY

O resumo, com no maximo 250 palavras, devera conter
objetivo, métodos, resultados e conclusdes. Apds o
resumo deverdo ser indicados, no maximo, seis
Unitermos (recomenda-se o vocabulario controlado do
DeCS - Descritores em Ciéncias da Saude, publicacao
da BIREME - Centro Latino Americano e do Caribe de
Informagdo em Ciéncias da Saude). Para os termos em
inglés recomenda-se o MeSH da base Medline. O
Summary visa permitir a perfeita compreensao do
artigo. Apresentar em folha separada e seguir o mesmo
modelo do resumo: background, methods, results,
conclusions. Deve ser seguido de keywords.

Artigos escritos em portugués devem conter, na
segunda pagina, dois resumos: um em portugués e
outro em inglés (Summary). Artigos escritos em
espanhol devem apresentar resumos em inglés
(Summary) e portugués. Os escritos em inglés devem
conter resumo também em portugués.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

As referéncias bibliograficas devem ser dispostas por
ordem de entrada no texto e numeradas
consecutivamente, sendo obrigatdria sua citacdo.
Devem ser citados todos os autores, totalizando seis;
acima deste numero, citam-se os seis primeiros
seguidos de et al. O periddico devera ter seu nome
abreviado de acordo com a LIST OF JOURNALS
INDEXED IN INDEX MEDICUS do ano corrente,
disponivel também on-line nos sites:
www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html ou
www.nlm.nih.gov/ citingmedicine ou, se nao for
possivel, a Associacao de Normas Técnicas (ABNT).
Exemplos:

1. Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP,
Ivanov E, et al. Childhood leukaemia in Europe after
Chernobyl: 5 year follow-up. Br J Cancer
1996;73:1006-12.

2. Vega KJ, Pina I, Krevsky B. Heart transplantation is
associated with an increased risk for pancreatobiliary
disease. Ann Intern Med 1996;124:980-3.

3. The Cardiac Society of Australia and New Zealand.
Clinical exercise stress testing. Safety and performance
guidelines. Med J Aust 1996; 164-282-4.

4. Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med ]
1994;84:15.

5. Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In:
Laragh JH, Brener BM, editors. Hypertension:
pathophysiology, diagnosis and management. 2nd ed.
New York: Raven Press; 1995.p.465-78.

6. Morse SS. Factors in the emergence of infectious
diseases. Emerg Infect Dis [serial on line] 1995 Jan-Mar
[cited 1996 Jun 5];1(1):[24 screens]. Available from:
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URL: www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

7. Leite DP. Padrao de prescricao para pacientes
pediatricos hospitalizados: uma abordagem
farmacoepidemioldgica [dissertacdo]. Campinas:
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual
de Campinas, 1998.

Referéncias de “resultados ndo publicados” e
“comunicagao pessoal” devem aparecer, entre
parénteses, seguindo o(s) nome(s) individual (is) no
texto. Exemplo: Oliveira AC, Silva PA e Garden LC
(resultados ndo publicados). O autor deve obter
permissao para usar “comunicagao pessoal”.

CITACOES BIBLIOGRAFICAS

As citagOes bibliograficas no texto devem ser
numeradas com algarismos arabicos sobrescritos, na
ordem em que aparecem no texto. Exemplo: Até em
situagBes de normoglicemia®.

FIGURAS, TABELAS, GRAFICOS, ANEXOS

No original deverdo estar inseridos tabelas, fotografias,
graficos, figuras ou anexos. Devem ser apresentados
apenas quando necessarios, para a efetiva
compreensao do texto e dos dados, totalizando no
MAXIMO TRES.

a) As figuras, sempre em preto e branco, devem ser
originais e de boa qualidade. As letras e simbolos
devem estar na legenda.

b) As legendas das figuras e tabelas devem permitir sua

perfeita compreensao, independente do texto.

c) As tabelas, com titulo e legenda, deverdo estar em
arquivos individuais.

d) E preciso indicar, em cada figura, o nome do
primeiro autor e o nimero da figura. Figuras e tabelas
deverao ser numeradas separadamente, usando
algarismo arabico, na ordem em que aparecem no
texto.

ABREVIAGCOES/NOMENCLATURA

O uso de abreviagdes deve ser minimo. Quando
expressoes extensas precisam ser repetidas,
recomenda-se que suas iniciais mailsculas as
substituam apds a primeira mencdo. Esta deve ser
seguida das iniciais entre parénteses. Todas as
abreviagbes em tabelas e figuras devem ser definidas
nas respectivas legendas. Apenas o nome genérico do
medicamento utilizado deve ser citado no trabalho.

TERMINOLOGIA

Visando o emprego de termos oficiais dos trabalhos
publicados, a RAMB adota a Terminologia Anatémica
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Oficial Universal, aprovada pela Federacao Internacional
de AssociacOes de Anatomistas (FIAA). As indicagoes
bibliograficas para consulta sdo as seguintes: FCAT -
IFAA (1998) - International Anatomical Terminology -
Stuttgart - Alemanha - Georg Thieme Verlag , Editora
Manole.

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]

(o) IERRCENN T 0 o o contetido do periodico, exceto onde esta identificado, esta licenciado sob uma
Licenca Creative Commons

Associacao Médica Brasileira
R. Sao Carlos do Pinhal, 324
01333-903 Sao Paulo SP - Brasil
Tel.: +55 11 3178-6800
Fax: +55 11 3178-6816

iMail
ramb@amb.org.br

Submit your manuscript

Are you ready to submit your manuscript? Please review the
submission guidelines and

then refer to this checklist to ensure that you have gathered all the
relevant information and that

the manuscript is properly formatted.

All manuscripts must be submitted using the online submission
system.

If you are sure whether your work satis(Jes the basic requirements for
publication in GMR,

we are happy to consider your paper.

Successful receipt and processing of the author’s submission will be
acknowledged by

e-mail when the submitted manuscript has been checked. If no reply
has been received within one

week, the author should contact the editor at [gmr@geneticsmr.com].
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Articles are reviewed anonymously by independent referees. Authors
are encouraged

to suggest names of expert reviewers, but selection remains the
prerogative of the editors. To

facilitate the review process, the authors can send supplementary
material, such as cited accepted

but not yet published papers, which may be important for assessment
of the manuscript.

Article processing charge

To provide Open Access, GMR uses a business model to offset
expenses - including

those of peer review management, journal production, and online
hosting and archiving - by article-

processing charge to the authors, institutions, or funders for each
article published.

The article-processing fee applied by GMR consists of: Submission Fee
+ Publication Fee.

Read more

about submission fee and publication fee.
Authors’ list
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