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Resumo

Objetivos: revisar os trabalhos que utilizaram o delineamento caso-controle para veri-
ficar a associa¢do de polimorfismos nos genes VEGF e KDR no desenvolvimento da
endometriose.

Meétodos: revisdo sistematica que pesquisou nas bases de dados PubMed, MEDLINE,
BVS, SciELO os artigos publicados até o dia 1 de setembro de 2015, considerando os
descritores: endometriosis and (“polymorphism” or "SNP" or "genetic polymorphism") and
("VEGF" or "Vascular endothelial growth factor" or "VEGFR-2" or "Vascular endothelial
growth factor-2" or "KDR" or "Kinase Insert Domain Receptor”).

Resultados: identificou-se 106 artigos, sendo 11 considerados elegiveis. Observou-se
resultados discrepantes quanto aos polimorfismos no gene VEGF no desenvolvimento da
endometriose, podendo ser explicados pelas diferengas metodologicas, pelo tamanho
amostral, pelo tipo de controle elegivel, pela utiliza¢do da estimativa de risco ndo ajustada e
pela heterogeneidade das populagées estudadas. Apenas um estudo investigou polimorfismos
no gene KDR no desenvolvimento da endometriose, contudo ndo foi elegivel nesta revisdo.

Conclusées: para evitar as discrepdncias dos resultados observados sugerimos que o
grupo controle ideal deva ser formado por mulheres férteis e livres de doengas ginecolo-
gicas. Estudos multicéntricos com delineamento adequado, envolvendo diferentes popu-
lagdes, além da andlise combinada de polimorfismos nos genes VEGF e KDR ainda sdo
necessarios para contribuir no entendimento desta doenga que é um problema social, clinico
e economico.
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Introducao

A endometriose ¢ uma doenga ginecolodgica, carac-
terizada pela presenca de tecido endometrial
funcional fora da cavidade uterina, representando
um dos disturbios ginecologicos benignos mais
comuns.! O real perfil das pacientes com
endometriose ¢ impreciso, embora haja consenso de
que ela esteja presente em pelo menos 10% das
mulheres em idade reprodutiva,2.3 30 a 50% das
mulheres inférteis4 e 3 a 5% das mulheres na pos-
menopausa.>

As mulheres portadoras de endometriose podem
ser assintomaticos (10,7%), no entanto, a maioria
apresenta sintomas, em diferentes intensidades,
sendo os principais: dismenorreia (52-97%), dor
pélvica cronica (22-69%), infertilidade (25-59%),
dispareunia de profundidade (44-71%) e sintomas
intestinais (71%) e urinarios ciclicos (60%).6-3 A
endometriose acarreta consequéncias fisicas,
mentais e sociais na mulher, tendo em vista que sua
psique e suas relacdes interpessoais e conjugais sao
afetadas pelos problemas decorrentes dos sintomas,
em especial, pela dificuldade de gerar filhos.?

Varias sdo as teorias para explicar o surgimento
da endometriose, entretanto sua etiologia ainda ndo
esta clara. A teoria mais aceita até hoje é a proposta
por Sampson,10 que descreveu que o tecido endome-
trial, por fluxo menstrual retréogrado, retorna pelas
tubas uterinas e adere a cavidade peritoneal. Para
que isso ocorra, o processo de angiogénese, caracte-
rizado pelo crescimento de novos vasos a partir de
vasos pré-existentes, ¢ essencial.!l Dentre os fatores
pro-angiogénicos destaca-se o fator de crescimento
edotelial vascular (VEGF), que assume um impor-
tante papel no desenvolvimento da endometriose.!1
Em 2008, nosso grupo observou um aumento da
distribui¢do de VEGF e seu receptor, VEGFR-2, em
amostras de endometriose de ovario, bexiga e no reto
sigmoide, quando comparadas ao seu controle, sendo
que a maior distribuicdo de VEGF e VEGFR-2 foi
observada na endometriose do reto-sigmoide,
considerada a mais grave.12

O VEGF ¢ codificado por um gene com 0 mesmo
nome, localizado no cromossomo 6p21.3, composto
por oito éxons,!3 enquanto que o seu receptor,
VEGFR-2, ¢ codificado pelo gene KDR (receptor do
dominio de inser¢do da cinase), localizado no
cromossomo 4q11-q12, sendo composto por trinta
éxons.14 Ambos os genes sdo polimorficos, desta-
cando-se no estudo da endometriose cinco polimor-
fismos de um unico nucleotideo (SNPs) no gene
VEGF (1s699947, 1s833061, rs1570360, rs2010963 e
rs3025039) e trés no gene KDR (rs1870377,
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rs2305948 e 1rs2071559), em virtude da alta
frequéncia em que ocorrem nas diferentes popu-
lagdes, além de todos interferirem de forma signi-
ficativa na atividade ou expressao da enzima.l5-18

Recentemente, nosso grupo observou uma asso-
ciagdo positiva para o SNP VEGF rs1570360 no
desenvolvimento da endometriose (OR: 1,90;
1C95%: 1,23 — 2,97) em mulheres brasileiras.8
Diversos estudos do tipo caso-controle também ja
investigaram a influéncia de SNPs no gene VEGF ou
KDR no desenvolvimento da endometriose.8,17,19-37
Entretanto, os resultados das analises ainda sdo
controversos. Nesse contexto, o objetivo deste
estudo foi revisar todos os trabalhos que utilizaram o
delineamento de estudo do tipo caso-controle para
investigar a magnitude de associacdo de SNPs dos
genes VEGF e/ou KDR na susceptibilidade de desen-
volver a endometriose, com o intuito de discutir as
possiveis causas dos resultados controversos ja
descritos.

Métodos

Para identificar todos os estudos publicados até o dia
1 de setembro de 2015, sobre as associagdes entre
SNPs de VEGF e/ou KDR e o desenvolvimento da
endometriose foi realizada uma avaliagdo dos titulos
e dos resumos (abstracts) dos estudos encontrados
por dois pesquisadores, de forma independente e
“cegada”, na base de dados do PubMed, MEDLINE,
BVS e SciELO, utilizando os seguintes descritores:
(“endometriosis” OR “endometriose”) AND (“poly-
morphism” OR “polimorfismo” OR “SNP” OR
“genetic polymorphism” OR “polimorfismos
genéticos”) AND (“VEGF” OR “Vascular endotelial
growth factor” OR “Fator de crescimento endotelial
vascular” OR “VEGFR-2” OR “Vascular endotelial
growth fator-2” OR “Fator de crescimento
endotelial vascular-2” OR “KDR” OR “Kinase Insert
Domain Receptor” OR “Receptor do dominio de
inser¢do da cinase”). Os estudos foram selecionados
seguindo os critérios de inclusdo e exclusdo, pré-
selecionados, conforme descritos a seguir.

Como critério de inclusdo para esta revisdo
foram selecionados estudos que utilizaram um
desenho do tipo caso-controle e que avaliaram asso-
ciagdes entre polimorfismos do gene VEGF e/ou
KDR e o desenvolvimento da endometriose. Quanto
ao periodo de publicagdo foram incluidos artigos
publicados até setembro de 2015, sem restrigdo de
idioma.

Os critérios de exclusdo dos estudos foram: (i)
auséncia de uma populagao controle; (ii) dados de
associagdes incompletos; (iii) dados em duplicata;



(iv) meta-analise, revisdo, cartas, comentarios ou
artigos editoriais; (v) aqueles que ndo analisaram
SNPs no VEGF e/ou KDR; (vi) os que ndo incluiram
pacientes com endometriose; (vii) e aqueles aos
quais ndo tivemos acesso ao texto na integra.

Depois de realizada a estratégia de busca na base
de dados do PubMed, MEDLINE, BVS e SciELO
dos artigos que estudaram SNPs nos genes VEGF
e/ou KDR com o desenvolvimento da endometriose,
as seguintes informagdes foram extraidas: primeiro
autor; ano de publicacdo; revista; pais em que o
estudo foi realizado; nimero de casos e controles;
média de idade dos casos e controles com seus
respectivos desvios de padrdo e/ou intervalo;
critérios de selecdo/elegibilidade e exclusdo dos
casos de endometriose e dos controles; estadiamento
da endometriose; fonte dos controle; tipo de SNP;
técnica de genotipagem utilizada para identificacdo
dos SNPs estudados; dados de frequéncia alélica e
genotipica dos SNPs e dado estatistico da razdo de
chances (OR), com seus respectivos intervalos de
confianca 95% (IC95%).

Avaliacdo da qualidade dos estudos incluidos

Dois revisores, independentemente, avaliaram a
qualidade metodolégica dos 19 estudos incluidos
nesta revisdo, utilizando os critérios do instrumento
STROBE (Strengthening the Reporting of
Observational Studies in Epidemiology).38 Vinte e
dois itens de avaliagdo receberam uma pontuagéo de
0 a 1. Esses itens referem-se ao titulo e resumo do
artigo (item 1), a introducdo (itens 2 e 3), aos
métodos (itens de 4 a 12), aos resultados (itens de 13
a 17), a discussdo (itens de 18 a 21) e a informagao
sobre o financiamento (item 22). Depois da avali-
acdo de todos os critérios, cada artigo recebeu uma
nota de 0 a 22 de cada pesquisador. Para a pontuagio
final foi realizada uma média das duas notas, sendo
transformada em percentual para melhor avaliar a
qualidade dos artigos. Os revisores definiram, pre-
viamente, que o0s artigos que atingissem um
percentual superior a 50% seriam considerados satis-
fatorios.

Resultados

A Figura 1 apresenta o fluxograma da seleg¢do dos
artigos para esta revisdo. A estratégia de busca iden-
tificou 100 publicagdes para o gene VEGF ¢ 6 publi-
cagdes para o KDR, ndo tendo sido encontrado
nenhum artigo que avaliasse simultaneamente a
influéncia de SNPs em ambos os genes com o desen-
volvimento da endometriose. Apds a remocao de
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artigos duplicados, 34 foram selecionados para a
leitura dos titulos e resumos. No entanto, foram
excluidos 14 estudos: 5 porque eram meta-analises,
2 porque eram trabalhos de revisdo, um porque era
uma critica a uma meta-analise publicada anterior-
mente, um porque explorou SNPs no gene /L-10, em
vez de polimorfismos nos genes VEGF e/ou KDR, 4
porque estudaram pacientes com adenomiose ¢ um
porque avaliou mulheres com pterigio em vez de
pacientes com endometriose. Apds a selecdo dos
resumos, um trabalho foi excluido em func¢do do
texto nao estar disponivel na integra.!9 Depois da
leitura completa dos 19 artigos elegiveis para esta
revisdo, foram avaliados os critérios de inclusio e
exclusdo dos casos e controles, sendo, ainda,
excluidos 8 estudos: 5, que utilizaram casos de
endometriose sem confirmagdo histopatolégica da
doenga;20.25,28,30,34 2 que incluiram controles que
ndo realizaram procedimento cirurgico (laparoscopia
e/ou laparotomia) para confirmagdo do diagnéstico
negativo de endometriose;22,29 e 1, que incluiu
controles que haviam realizado apenas a ultrassono-
grafia para diagndstico negativo da doenca.l7 Sendo
assim, foram incluidos nesta revisdo 11 estudos
caso-controle, que avaliaram SNPs apenas no gene
VEGF na susceptibilidade de desenvolver
endometriose, no periodo de 2005 a
2015.8,21,23,24,26,27,31-33,36,37 Em relacdo a avaliagdo
da qualidade dos 11 estudos selecionados para esta
revisdo, todos os artigos atingiram percentuais
maiores que 50%38 e a pontuagdo média variou entre
12 a 21 pontos (55-96%). Os estudos que tiveram a
menor e a maior pontuagao, segundo os critérios do
STROBE, foram Kim et al.24 e Perini et al.,8 respec-
tivamente (Tabela 1).

Nesta revisdo foram incluidos dados de 4205
mulheres (2096 com endometriose e 2109 controles)
de paises da Asia,21.24.27.32 América do Norte,33
América do Sul,8 Europa,23.26,37 Euro-asiaticos3! e
Africa.36

A Tabela 1 descreve os critérios de inclusdo e
exclusdo do grupo de casos de endometriose,
ressaltando que todos os estudos consideraram
elegiveis as mulheres que tiveram o diagndstico
cirurgico da doenca com confirmagao histopa-
tolégica. Considerando o estadiamento da doenga,
verificamos que 4 (36,3%) estudos incluiram
pacientes com estagio I, II, III ou IV;24.31,33,36 3
(27,3%) agruparam em estadiamento I-II ou III-
1V;8.23,26 2 (18,2%) incluiram apenas mulheres com
estagio I e II;32,37 um (9,1%) incluiu pacientes
apenas com estadiamento III e IV21 e outro (9,1%)
ndo apresentou informag¢do quanto ao estadiamento
cirurgico da doenga.27 Em relagdo aos critérios de
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Figura 1

Fluxograma da sele¢do de artigos incluidos na revisdo.

Publica¢bes identificadas por meio de
pesquisas nas bases de dados (n=106)
Pubmed (n=35)

Medline (n=34)

BVS (n=36)

SciELO (n=1)

v

Publicagbes excluidas por conter informagdes
em duplicatas (n=72)

Publicagbes apds a remocdo das
duplicatas (n=34)

v

Estudos selecionados para analise do

Publica¢des excluidas apds a avaliacdo de titulos e

resumos (n=14):
Meta-analises (n=5);
Revisdes (n=2);
Critica a uma meta-analise (n=1);
N&o explorou SNPs em VEGF e/ou KDR (n=1);

N&o estudaram pacientes com endometriose (n=5)

texto completo
Genes VEGF (n=19) e KDR (n=1)

¥

Estudo excluido pela auséncia do texto
completo (n=1)

Artigos elegiveis para avaliagdo dos
critérios de inclusdo e exclusdo da
populacdo do estudo (n=19)

v

Estudos excluidos por usarem casos sem con-
firmagao histolégica de endometriose (n=>5)

v

que nao foram submetidos a cirurgia para

Estudos excluidos por usarem controles

confirmacdo do diagnéstico negativo de
endometriose (n=3)

Estudos incluidos nesta revisao
Genes VEGF (n=11) e KDR (n=0)
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Tabela 1

Polimorfismos nos genes VEGF e KDR no desenvolvimento da endometriose

Descricdo dos critérios de inclusdo e exclusdao do grupo de casos de endometriose, estabelecidos pelos estudos elegiveis para esta revisao.

Referéncia, ano Populacdo Cirurgia** Estadiamento da Critérios de exclusao Pontuacao de
(N)* Endometriose**** qualidade
(N) Strobe (%)
Kim et al.21 2005 Coreana Laparoscopia ou Il = 65 Artrite reumatoide, ACG, retinopa- 19 (86%)
(215) Laparotomia IV =150 tia diabética, psoriase, doenca de
Behcet e endometriose I-Il.
Gentilini et a/.23 2008 Italiana Laparoscopia -1l =78 Doenca inflamatéria pélvica. 18 (82%)
(203) -V = 125
Kim et al.24 2008 Coreana Laparoscopia 1=20; 1l =41 Amenorreia, cirurgia anterior de 12 (55%)
(105) m=11;1v=33 endometriose ou outra patologia
pélvica, como por exemplo mioma.
Cosin et al.26 2009 Espanhola Laparoscopia -l =19 Suspeita de endometriose, mas sem 20 (91%)
(186) -1v = 167 confirmacao histopatolégica da
doenga, menorragia, hipermenor-
reia, que engravidou ou amamenta
nos ultimos 6 meses.
Liu et al.27 2009 Chinesa Laparoscopia ou Sem informacao Sem informacao 19 (86%)
(344) Laparotomia
Altinkaya et a/.31 2011 Turca Sim*** 1=4;11=18 Artrite reumatoide, ACG, retinopa- 17 (77%)
(98) N =41;IV=35 tia diabética, psoriase ou doenca de
Behcet.
Emamifar et al.32 2012 Iraniana Sim 1-11 Terapia enddcrina antes da cirurgia. 15 (68%)
(480)
Rotman et al.33 2013 Americana Laparoscopia 1=3;11=2 Sem informacao 13 (59%)
(24) n=21v=17
Perini et al.8 2014 Brasileira Laparoscopia ou -l = 71, Historico de cancer ou adenomiose. 21 (96%)
(182) Laparotomia -1v = 110,
Sem informacéo = 1
Henidi et al.36 2015 Tunisiana Laparoscopia 1=27; 1l = 36, Artrite reumatoide, ACG, retinopa- 17 (77%)
(105) N=18;IV=24 tia diabética, cancer de mama,
doenca de Behcet, leiomioma, ade-
nomiose, mioma, carcinoma in situ
do colo uterino ou cancer de
ovario.
Szczepanska et al.37 Polonesa Laparoscopia =83 Distorcdo mecanica da cavidade 17 (77%)
2015 (154) =71 endometrial por miomas, oclusao

tubaria bilateral e fator de infertili-
dade masculina.

ACG = arterite de células gigantes; *N é o niUmero de casos de endometriose incluidos em cada artigo; **Tipo de cirurgia para o diagnéstico
da endometriose; ***Sim = nado especificado o tipo de cirurgia realizada; ****Classificacdo do estadiamento da endometriose descrito pela
Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (1996, 1997), Sociedade Americana de Fertilidade (1985, 1997).

exclusdo do grupo de casos de endometriose, 2
(18,2%)
critério,27,33 enquanto que os demais, num total de 9
(81,8%), consideraram pacientes que apresentaram
histérico de doengas angiogénese-dependentes ou
que poderiam estar associadas a polimorfismos do
VEGF, além de mulheres que apresentaram
adenomiose, doenga inflamatdria pélvica, oclusdo

estudos ndo informaram nenhum

tubéria bilateral e mioma.

Para o grupo controle (Tabela 2), todos os

estudos incluiram mulheres com o diagnéstico cirtr-
gico negativo de endometriose, sendo que 3 (27,3%)
incluiram mulheres submetidas a cirurgia de ligadura
tubdria,8.26,32 3 (27,3%) incluiram mulheres
submetidas a cirurgia para retirada de cisto de
2 (18,2%)

ovario;8.21,23 incluiram mulheres
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Tabela 2

submetidas a cirurgia para retirada de mioma;8.23 2
(18,2%) incluiram mulheres submetidas a histerec-
tomia21,27 ¢ 6 (54,5%) incluiram mulheres que se
submeteram a cirurgia por causa de problemas
diversos como, apendicite, carcinoma in situ do colo
uterino, cistos dermoides, cistos parovarios, cistos
serosos ¢ mucinosos, dismenorreia, dor pélvica,
fibroma ovariano, hemorragia uterina disfuncional,
hidrossalpinge, infertilidade, malformagdes uterinas
e pelve normal.8,21,23,27,31,37 Como critério de
exclusdo para o grupo controle, um (9,1%) estudo
ndo informou nenhum critério de exclusdo.33 Os
demais, 10 (90,9%) consideraram praticamente os
mesmos critérios de exclusdo do grupo de casos de
endometriose.8,21,23,24,26,27,31,32,36,37

Na Tabela 3 s@o apresentadas as caracteristicas
dos SNPs investigados nos estudos elegiveis para
esta revisdo. Foram estudados 5 SNPs no gene
VEGF, sendo genotipados pelas técnicas de PCR-
RFLP (81,8%) ¢ PCR em tempo real (18,2%). O
SNP 15699947 foi avaliado em 2 (18,2%) estudos ¢ a
frequéncia do alelo VEGF -25784 variou entre 19-
40% e 26-34% nos casos e controles, respectiva-
mente, sendo que Liu ef al.27 observou uma associ-
acdo negativa com a endometriose, enquanto Perini
et al.8 ndo encontrou associagdo com a doenga
(Tabela 4). O SNP rs833061 foi avaliado em 8

(72,7%) estudos e a frequéncia do alelo VEGF -460C
variou entre 3-53% nos casos e 1-51% nos controles,
porém nenhum trabalho encontrou associagdo deste
SNP com o desenvolvimento da
doenga.8,21,26,27,31,32,36,37 Trés (27,3%) estudos
avaliaram o SNP rs1570360 e a frequéncia do alelo
VEGF -1154A variou entre 16-28% e 16-27% nos
casos ¢ controles, respectivamente (Tabela 3).
Contudo, Liu et al.27 e Perini et al.8 observaram
efeitos opostos, enquanto Rotman et a/.33 ndo encon-
trou associagdo com o desenvolvimento da
endometriose (Tabela 4). O SNP rs2010963 foi
investigado em 8 (72,7%) estudos ¢ a frequéncia do
alelo VEGF +405C variou entre 33-56% nos casos e
31-95% nos controles (Tabela 3), sendo que 4
estudos (Tabela 4) nd3o encontraram associagdo com
endometriose,8.26,36,37 1 estudo observou associagdo
positiva na presenca do alelo VEGF +405G31 e,
contrariamente, 3 estudos verificaram associa¢do
positiva na presenca do alelo ou gendétipo
+405C.21,23.32 Seis estudos (54,5%) avaliaram o
SNP rs3025039 e a frequéncia do alelo VEGF +936T
variou entre 13-25% e 10-17% nos casos e controles,
respectivamente (Tabela 3), todavia 4 estudos nao
encontraram associagdo8.23,27.37 ¢ 2 verificaram
associagdo positiva com a endometriose na presenga
do alelo +9367.26,36

Descricdo dos critérios de inclusdo e exclusdo do grupo controle, estabelecidos pelos estudos elegiveis para esta revisao.

Referéncia, ano Controle Fonte dos Cirurgia* Motivo da cirurgia Critérios de exclusao
(N) Controles (N)
Laqueadura(N) Outros***(N)
Kim et al.21 2005 219 Base hospitalar Laparoscopia ou Néao Sim (219) Artrite reumatoide, ACG, retinopatia
Laparotomia diabética, psoriase, doenca de Behget,
endometriose I-ll, leiomioma, ade-
nomiose, carcinoma in situ do colo
uterino ou cancer do ovario.
Gentilini et al.23 2008 140 Base hospitalar Laparoscopia Nao Sim (140) Doenca inflamatdria pélvica.
Amenorreia, cirurgia anterior de
Kim et al.24 2008 101 Base hospitalar Laparoscopia Nao Sem endometriose ou outra patologia pélvi-
informacéao ca, como por exemplo mioma.
Cosin et al.26 2009 180 Base hospitalar Laparoscopia Sim (180) Nao Menorragia, hipermenorreia, que
engravidou ou amamenta nos ultimos 6
meses
Liu et al.27 2009 360 Base populacional Laparoscopia ou Nao Sim (sem Doenca maligna ou endometriose.
Laparotomia informac&o)

continua

ACG = arterite de células gigantes; *Tipo de cirurgia realizada; **Sim = ndo especificado o tipo de cirurgia realizada; ***Outras razdes
para realizacdo de procedimento cirurgico incluem apendicite, carcinoma in situ do colo uterino, cistos dermoides, cistos parovarios, cistos
serosos e mucinosos, dismenorreia, dor pélvica, fibroma ovariano, hemorragia uterina disfuncional, hidrossalpinge, infertilidade,
malformacgdes uterinas e pelve normal.
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conclusao

Descricao dos critérios de inclusdo e exclusdo do grupo controle, estabelecidos pelos estudos elegiveis para esta revisao.

Referéncia, ano Controle Fonte dos Cirurgia* Motivo da cirurgia Critérios de exclusao
(N) Controles (N)
Laqueadura(N) Outros***(N)
Altinkaya et al.31 2011 94 Base hospitalar Laparoscopia Nao Sim (94) Artrite reumatoide, ACG, retinopatia
diabética, psoriase e doenca de Behget.
Emamifar et a/.32 2012 600 Base hospitalar Sim** Sim (600) Nao Terapia enddcrina antes da cirurgia,
endometriose, doenca inflamatoéria e
mioma.
Rotman et al.33 2013 18 Base hospitalar Laparoscopia Sem Sem Sem informacédo
informagéo informagéo
Perini et al.8 2014 112 Base hospitalar Laparoscopia ou Sim (51) Sim (61) Historico de cancer ou adenomiose
Laparotomia
Henidi et al.36 2015 150 Base hospitalar Laparoscopia Sem Sem Artrite reumatoide, ACG, retinopatia
informacao informacdo  diabética, cdncer de mama, doenca de
Behget, leiomioma, adenomiose,
mioma, carcinoma in situ do colo uteri-
no ou cancer de ovario.
Szczepahska et al.37 135 Base hospitalar Laparoscopia Nao Sim (135) Sinais de inflamagao, passado ou pre-

2015

sente, anormalidades pélvicas e oclusdo
tubaria bilateral.

ACG = arterite de células gigantes; *Tipo de cirurgia realizada; **Sim = ndo especificado o tipo de cirurgia realizada; ***Outras razées
para realizagdo de procedimento cirtrgico incluem apendicite, carcinoma /n situ do colo uterino, cistos dermdides, cistos parovarios, cistos
serosos e mucinosos, dismenorreia, dor pélvica, fibroma ovariano, hemorragia uterina disfuncional, hidrossalpinge, infertilidade,

malformagdes uterinas e pelve normal.

Tabela 3

Caracteristicas dos polimorfismos do gene VEGF, analisados nos estudos elegiveis desta revisao.

rs Local Técnica de genotipagem Referéncia, ano Frequéncia do alelo variante
do gene
Caso Controle
-2578A
rs699947 RP TagMan - PCR em tempo real Perini et al.8 2014 40 34
PCR-RFLP Liu et al.27 2009 19 26
-460C
rs833061 RP TagMan - PCR em tempo real Perini et a/.8 2014 43 40
PCR-RFLP Kim et al.21 2005 28 26
PCR-RFLP Cosin et al.26 2009 47 49
PCR-RFLP Liu et al.27 2009 23 21
PCR-RFLP Altinkaya et al.31 2011 3 1
PCR-RFLP Emamifar et a/.32 2012 33 31
PCR-RFLP Henidi et a/.36 2015 40 42
PCR em tempo real Szczepanska et al.37 2015 53 51

RP = regido promotora; 5'UTR = regido 5’ ndo traduzida; 3'UTR = regido 3’ ndo traduzida; PCR-RFLP = Rea¢do em
cadeia da polimerase - polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricdo.
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Tabela 3 conclusao

Caracteristicas dos polimorfismos do gene VEGF, analisados nos estudos elegiveis desta revisao.

rs Local Técnica de genotipagem Referéncia, ano Frequéncia do alelo variante
do gene
Caso Controle
-1154A
rs1570360 RP TagMan - PCR em tempo real Perini et al.8 2014 27 16
PCR-RFLP Liu et al.27 2009 16 22
PCR-RFLP Rotman et al.33 2013 28 27
+405C
rs2010963 5'UTR TagMan - PCR em tempo real Perini et al.8 2014 33 40
PCR-RFLP Kim et al.21 2005 44 40
PCR-RFLP Gentilini et al.23 2008 40 31
PCR-RFLP Cosin et al.26 2009 34 31
PCR-RFLP Altinkaya et al.31 2011 55 95
PCR-RFLP Emamifar et al.32 2012 56 34
PCR-RFLP Henidi et al.36 2015 44 37
PCR em tempo real Szczepanska et al.37 2015 26 28
+936T
rs3025039 3'UTR TagMan - PCR em tempo real Perini et al.8 2014 15 15
PCR-RFLP Kim et al.21 2005 20 Sem informacao
PCR-RFLP Cosin et al.26 2009 16 10
PCR-RFLP Liu et al.27 2009 17 17
PCR-RFLP Henidi et al.36 2015 25 13
PCR em tempo real Szczepanska et al.37 2015 13 17

RP = regido promotora; 5'UTR = regido 5’ ndo traduzida; 3'UTR = regido 3’ ndo traduzida; PCR-RFLP = Reacdo em
cadeia da polimerase - polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricao.
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Tabela 4

Descricdo dos resultados referentes a magnitude de associacdo dos polimorfismos do gene VEGF com a endometriose,

segundo os estudos elegiveis desta revisdo.

Gene/SNP Referéncia, ano Associacao Alelo ou OR (1C95%)
genotipo
associado
VEGF -2578C>A Liu et al.27 2009* Sim AA 0,34 (0,17 - 0,70)
(rs699947)
Perini et al.8 2014* Néao - R
VEGF -460T>C Perini et al.8 2014*, Kim et a/.21 2005, N&o - -
(rs833061) Cosin et al.26 2009*, Liu et al.27 2009%,

Altinkaya et al.31 2011, Emamifar et al.32
2011, Henidi et al.36 2015 e Szczepanska et

al.37 2015

VEGF -1154G>A Perini et al.8 2014* Sim AA 6,17 (1,37 - 27,8)
(rs1570360)
Liu et al.27 2009* Sim AA 0,26 (0,11 - 0,67)
Rotman et a/.33 2013 N&o - -
VEGF +405G>C Kim et al.21 2005 Sim cc 1,99 (1,20 - 3,28)
(rs2010963)
Gentilini et a/.23 2008 Sim C 1,80 (1,2 - 2,8)
Altinkaya et al.31 2011 Sim G 14,8 (7,38 - 29,7)
Emamifar et al.32 2012 Sim CcC 3,78 (2,74 - 5,21)
Perini et al.8 2014*, Cosin et al.26 2009*, Néao - -
Henidi et al.36 2015 e Szczepanska et al.37
2015
VEGF +936C>T Cosin et al.26 2009* Sim T 1,75 (1,12 - 2,74)
(rs3025039)
Henidi et al.36 2015 Sim T 2,19 (1,39 - 3,46)
Perini et al.8 2014*, Kim et al.24 2008, Liu Néao - -

et al.27 2009* e Szczepanska et al.37 2015

(-) = ndo se aplica; OR = Razao de chances; IC = Intervalo de confianca; *Utilizaram métodos estatisticos para calcular o

OR ajustado.

Discussao

Esta revisdo apresenta uma descrigdo detalhada dos
trabalhos que utilizaram o delineamento de estudo
do tipo caso-controle para investigar a magnitude de
associacdo de SNPs do gene VEGF e/ou KDR na
susceptibilidade do desenvolvimento da endome-
triose. A angiogénese, via sinalizacdo do VEGF-
KDR, ¢ um evento importante para o desenvolvi-
mento da doenga,!1,12 ja que lesdes de endometriose
sdo caracterizadas por uma vascularizagdo densa e
que requerem um fornecimento de sangue adequado

a sua sobrevivéncia.ll Além disso, ja foi observado
um aumento da expressdo de VEGF ¢ VEGFR-2 em
amostras de mulheres com endometriose quando
comparadas ao seu controle.!2

A expressdo dos genes VEGF e KDR, assim
como a atividade destas proteinas podem ser alte-
radas pela presenca de polimorfismos em regides
codificantes e ndo codificantes dos genes.16-18 Os
SNPs que ocorrem nas regides promotoras, 5’-UTR
e 3’-UTR, afetam potenciais elementos reguladores,
sensiveis a hipoxia e contribuem para a alta variabi-
lidade da producdo de VEGF nos tecidos.18,39,40 Os
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SNPs 15699947, rs833061 e rs1570360, presentes na
regido promotora do gene VEGF, apresentam maior
atividade de transcri¢do e estdo associados com alto
nivel da proteina.4! O SNP 152010963, localizado na
regido 5'-UTR do gene VEGF, afeta a eficiéncia da
tradugdo e estd relacionado com a produgdo de
VEGF a partir de células mononucleadas do sangue
periférico.42 Ja o SNP rs3025039, na regido 3’-UTR
do gene VEGF, influencia na concentragido de VEGF
plasmatico circulante.l> Os SNPs rs2305948 e
rs1870377, localizados em éxons do gene KDR,
diminuem a eficiéncia de ligagdo do KDR ao
VEGF.18 O possivel efeito do SNP rs7667298, loca-
lizado na regido 5'-UTR do gene KDR, ndo esta bem
claro. No entanto, esse SNP esta associado ao SNP
rs2071559 (KDR-604T>C), localizado na regido
promotora. Ja foi observado que a presenga do alelo
-604C reduz a atividade transcricional do KDR.18 Os
SNPs rs1531289 e rs7692791, localizados nos
introns do gene KDR, ainda ndo foram estudados em
relagdo aos seus efeitos funcionais.

O papel do VEGF-KDR na fisiopatologia da
endometriose, assim como a influéncia do SNPs em
modular os niveis e a atividade destas proteinas
justificam o elevado ntmero de estudos que
buscaram descrever a magnitude de associagdo dos
SNPs nos genes VEGF e KDR na susceptibilidade do
desenvolvimento da endometriose.8,17,19-37 Em
2013, Li et al.,43 realizaram um estudo de meta-
analise, envolvendo 14 trabalhos, que investigaram a
magnitude de associacdo de 5 SNPs do gene VEGF
(rs699947, rs833061, rs1570360, rs2010963 e
rs3025039) e a susceptibilidade da endometriose. O
aumento do risco em desenvolver a endometriose foi
observado na presenga do SNP VEGF +936C>T,
enquanto que os SNPs VEGF-2578C>A4 e
-1154G> A foram fatores de protegdo para o desen-
volvimento da doenga. Ja os SNPs VEGF -460T>C e
+405G>C ndo foram associados ao desenvolvi-
mento da endometriose.43 Para o KDR, apenas um
estudo do tipo caso-controle avaliou a magnitude de
associacdo entre cinco SNPs (rs1531289, rs2305948,
rs1870377, 1s7692791 e rs7667298) ¢ o desenvolvi-
mento da endometriose em mulheres chinesas,
observando uma associagdo negativa na presenga do
alelo 71/92T (rs2305948).17 No entanto, este estudo
foi excluido desta revisdo, ja& que os controles
incluidos realizaram apenas a ultrassonografia para
diagnostico negativo de endometriose e este método
de imagem ndo descarta a presenga de endometriose
pélvica.44.45 Além disso, até o presente momento,
ndo existem dados na literatura que avaliem de
forma combinada SNPs nos genes VEGF ¢ KDR ¢ o
desenvolvimento da endometriose.
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Os resultados controversos observados nos
estudos do tipo caso-controle podem ser explicados
pelo tamanho amostral, pelas diferencas metodolo-
gicas delineadas em cada estudo, principalmente,
pelo tipo de controle elegivel, pela diferenga da
frequéncia dos SNPs nas diferentes populacdes e
pela utilizagdo da medida de associagdo, razdo de
chances (OR) néo ajustada, utilizada para avaliar a
magnitude de associagdo de SNPs nos genes VEGF e
KDR no desenvolvimento da endometriose. As
técnicas de estratificagdo e regressdo multipla sdo
dois métodos estatisticos, que podem ser utilizados
para excluir possiveis variaveis de confusdo e,
consequentemente, produzir ORs ajustados.46.47
Dentre os 11 estudos incluidos nesta revisdo, apenas
3 (27,3%) utilizaram OR ajustado (Tabela 4) para
avaliar a magnitude de associagdo de SNPs no gene
VEGF e o desenvolvimento da endometriose.8.26,27
A maneira pela qual as variaveis sdo medidas pode
inserir um viés e distorcer a estimativa da medida de
efeito.48 As variaveis de confus@o ocorrem quando
parte da associagdo encontrada ¢ resultado da
presenca de uma terceira varidvel que esta rela-
cionada tanto com a doenga quanto com a exposi¢ao
de interesse, resultando em uma alteragdo na estima-
tiva de risco.49

Os estudos epidemioldgicos analiticos observa-
cionais do tipo caso-controle sdo aplicados para
avaliar exposicdes entre grupos semelhantes, que
apresentam (casos) ou ndo (controles) a doenga.>0
Sdo amplamente utilizados no estudo de doencgas
raras ou com longo periodo de indugéo e exposi¢des
frequentes,5! como no caso da endometriose. Além
disso, os estudos do tipo caso-controle podem
contribuir para encontrar achados importantes e
eficientes em termos de tempo relativamente curto
com poucos recursos financeiros.48 Entretanto,
estudos do tipo caso-controle tendem a ser mais
suscetiveis a vieses que outros desenhos analiticos
epidemioldgicos e a forma como os individuos sdo
recrutados para o estudo pode distorcer a estimativa
da medida de efeito.5! A defini¢do do grupo caso ¢é
um ponto critico em um estudo caso-controle, sendo
os critérios de diagndstico e de elegibilidade, dois
aspectos fundamentais para a seleg¢@o dos individuos.
O objetivo ¢ assegurar que todos os verdadeiros
casos tenham igual probabilidade de entrar no grupo,
e que nenhum falso caso seja selecionado, pois isso
pode distorcer a estimativa da medida de associagéo
na direcdo da hipdtese nula.52 Em 19 estudos ja
publicados, que analisaram polimorfismos do VEGF
e KDR na susceptibilidade do desenvolvimento da
endometriose, foi observado que os casos de
endometriose tiveram o diagndstico cirurgico da



doenga.8,17,20-34,36,37 Apesar dos métodos de imagem
disponiveis apresentarem uma boa acuracia no diag-
néstico da endometriose, segundo consenso da
Sociedade Europeia de Reprodugdo Humana e
Embriologia (ESHRE) e da Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva (ASRM), o padrdo ouro para
o diagnostico da endometriose € a viodeolaparos-
copia com a inspegao direta da cavidade pélvica e
visualizacdo dos implantes, além da confirmagéo
histopatoléogica da doenca.53.54 Assim, foram
incluidos nesta revisdo os 11 artigos que utilizaram o
"padrao-ouro" para a seleg@o dos casos (cirirgica e
confirmagao histopatologica), sendo considerado um
bom critério de diagnostico e elegibilidade, assegu-
rando que todas as 2096 mulheres incluidas fossem
verdadeiros casos de endometriose.8,21,23,24,26,27,31-
33,36,37

A selegdo do grupo controle requer um cuidado
especial e talvez seja o principal desafio para a
garantia da validade do estudo, considerando a
complexidade da doenca investigada (endometriose).
O grupo controle dos estudos incluidos nesta revisdo
foi formado por mulheres que poderiam ter outras
doencas, inclusive distirbios ginecologicos associ-
ados ao desenvolvimento da endometriose, com o
processo de angiogénese ¢/ou com polimorfismos no
gene VEGF.17,39,55,56 Cerca de 82% (n=9) dos
estudos incluidos nesta revisdo utilizaram controles
que apresentavam outras doencas ginecoldgicas ou
ndo apresentavam informagdo sobre a razdo da rea-
lizagdo do procedimento cirurgico, realizado pelo
médico ginecologista (laparoscopia e/ou laparo-
tomia), podendo assim fornecer baixas estimativas
de risco, considerando que estas doencas e/ou a
razdo pela qual a mulher foi submetida a cirurgia
possam estar associadas a exposi¢do sob investi-
gacio (SNPs do gene VEGF). E fundamental que o
grupo controle seja diretamente determinado pela
definicdo e selecdo do grupo de casos, sendo
amostrados de uma mesma fonte.57 Dentre os 11
estudos incluidos nesta revisdo, cerca de 91% (n=10)
utilizaram controles de base hospitalar (Tabela
2).8,21,23,24,26,31-33,36,37 J§ esta descrito na literatura
que cerca de 11% das mulheres com endometriose
ndo apresentam os sintomas da doenca.t.7 Além
disso, o tempo médio entre o inicio dos sintomas e o
diagnodstico definitivo de endometriose ¢ extensa-
mente longo, variando entre aproximadamente 7 a
12 anos.58 Destacamos, que 4 artigos que foram
excluidos desta revisdo,22.25.29.30 ytilizaram
controles ndo adequados para avaliar a magnitude de
associagdo de SNPs do gene VEGF e do desenvolvi-
mento da endometriose. No estudo realizado por
Zhao et al.25 os controles eram mulheres que

Polimorfismos nos genes VEGF e KDR no desenvolvimento da endometriose

relataram ndo serem portadoras de endometriose,
sendo que apenas 27% tinham diagnodstico negativo
de endometriose por laparoscopia ou histerectomia.
Toktam et al.,30 utilizaram controle de base hospi-
talar, contudo ndo informaram se as mulheres
haviam realizado procedimento cirirgico, apenas
relataram que ndo apresentavam problemas
ginecoldgicos. Lamp et al.29 utilizaram mulheres
saudaveis férteis (com pelo menos 2 filhos), sem
suspeita clinica de endometriose e sem realizar
procedimento cirurgico para descartar a presenga da
doenga. Ikuhashi et a/.22 utilizaram corddo umbi-
lical como controle material, obtido a partir de
neonatos fémeas.

As principais limitagdes dos estudos do tipo
caso-controle sdo: a falta de validade devido ao viés
de selecdo; o recrutamento de controles ndo repre-
sentativos da populagdo sob risco; erros de medidas
de associagdo, em fungdo dos diferentes vieses de
lembranga entre casos e controles ¢ as variaveis de
confusdo que falseiam uma associagdo causal.50
Diferencas no padrao da frequéncia alélica podem
ser observadas em estudos com grupos étnicos
heterogéneos, assim como fatores ambientais
contribuem para diferentes respostas fenotipicas.59
Além disso, deve-se levar em conta o tamanho
amostral para evitar erros do tipo I, afirmando que o
fator de risco esta associado com a doenga, mas, de
fato, ndo estd; ou erros do tipo II, afirmando que o
fator de risco ndo esta associado com a doenga, mas,
de fato, esta.50 Dentre os 11 artigos incluidos nesta
revisdo, apenas 3 (27%) deles informaram o calculo
amostral utilizado no estudo.21.23.26 Além disso,
destacamos o nimero limitado de casos e controles
incluidos no estudo de Rotman et a/.33 (24 casos e
18 controles) e Attar et al.28 (52 casos e 60
controles), sendo que esse ultimo foi excluido desta
revisdo por terem sido usados casos sem confir-
magdo histologica de endometriose.

De acordo com Zondervan et al.,57 a escolha do
grupo controle ideal para o estudo da base genética
da endometriose ¢ o livre de doengas, que se
submete a cirurgia para realizagdo de laqueadura.
Dentre os 11 estudos incluidos nesta revisdo, cerca
de 27% (n=3) utilizaram mulheres submetidas a
laqueadura no grupo controle,8.26.32 sendo que
apenas 2 (18%) estudos foram formados exclusiva-
mente por um grupo controle de mulheres
submetidas ao procedimento de laqueadura.26,32
Corroborando com esses achados, sugerimos
também que o grupo controle ideal para realizar
estudos do tipo caso-controle, que avaliam o perfil
genético de mulheres com endometriose, deve ser
formado por mulheres submetidas a laqueadura, ja
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que ¢ possivel fazer a inspegédo direta da cavidade
pélvica e excluir a presenga das lesdes
endometriodticas.

Este trabalho de revisdo teve o intuito de des-
crever e discutir os critérios de inclusdo/exclusdo
utilizados para definir o grupo de casos com
endometriose e, principalmente, dos controles, com
o intuito de verificar diferengas metodoldgicas que
pudessem contribuir para as discrepancias dos resul-
tados encontrados na literatura. Os estudos analiticos
observacionais do tipo caso-controle, quando sdo
cuidadosamente delineados, podem fornecer infor-
magdes relevantes para a identificagdo dos fatores de
risco, especialmente no caso da endometriose, que é
uma doenga complexa e multifatorial. As andlises
epidemiolégicas que exploram o perfil molecular das
mulheres com endometriose podem contribuir para
as investigagdes etioldgicas e para construir um
instrumento para as agdes e intervengdes no ambito
da saude publica.

Em conclusdo, sugerimos que estudos mais
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