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“A andlise de expressdo génica também abre caminho
para o desenvolvimento de terapias direcionadas, como
inibidores de vias inflamatérias ou moduladores
epigenéticos, que podem melhorar os resultados clinicos

(ZONDERVAN et al., 2020).”



RESUMO

Assinatura De Expressdao Génica Em Mulheres Com Endometriose: Uma
Abordagem In Silico. Vitoria Braga Melo. Orientadora: Profa. Dra. Cristiana
Libardi Miranda Furtado. Dissertacao de Mestrado. Programa de Pés-Graduacao
em Medicina Translacional. Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos, Faculdade de Medicina, UFC. Fortaleza, 2025.

A endometriose é uma doenca crénica, um problema crescente na saude publica, que
afeta aproximadamente de 10% a 15% da populagdo feminina em idade fértil.
Caracterizada pela presenga de células semelhantes as endometriais fora da cavidade
uterina cujos fenoétipos sdo classificados em endometriose peritoneal superficial,
endometrioma ovariano e endometriose profunda infiltrativa. Os sintomas variam de
acordo com o fenétipo da doenca, podendo ser desde quadros assintomaticos até
quadros dor crbnica e infertilidade que estao entre os principais desfechos clinicos da
doenca. Apresenta-se como uma doenga complexa e multifatorial, com diversos
genes contribuindo para a fisiopatologia da doenca e a interacdo com fatores
ambientais que podem agravar os sintomas e tratamento. Apesar de extensas
pesquisas, um perfil genético abrangente para a doenca ainda precisa ser
estabelecido, destacando a necessidade de investigacdes adicionais para elucidar os
mecanismos moleculares subjacentes da endometriose. Assim, o objetivo deste
trabalho foi identificar assinatura de expressao génica consensual em mulheres com
endometriose. Por meio de abordagem in silico, realizou-se a metanalise sete
conjuntos de dados (datasets) distintos, sendo cinco de microarranjo e dois de RNA-
seq que incluiam resultados de mulheres com diferentes fendtipos, subtipos
analisados, destacam-se o endométrio eutépico de mulheres com endometriose na
fase secretora inicial (ESPEM), comparado ao endométrio de mulheres sem a doenca
(ESPN), e a forma ovariana (ODEM), caracterizada pela presenca de endometriomas.
Além disso, as lesbes ectépicas (EEM) foram comparadas ao endométrio eutdpico
normal (EN), assim como casos de endometriose ndo especificada quanto a
localizacao (EM). Os fenétipos de endometriose infiltrativa profunda incluem as formas
que acometem a bexiga (DIEB) e o intestino (DiEln), ambas associadas a maior
gravidade clinica. As lesbes peritoneais, por sua vez, foram categorizadas
morfologicamente em vermelhas (PeLR), pretas (PeLB) e brancas (PelLW),



representando diferentes estagios evolutivos da doenga — desde formas ativas e
vascularizadas até lesbes cicatriciais e fibroticas. Na metanalise dos dados de
microarranjo foram realizadas nove comparacdes, resultando em um total de 205
genes diferencialmente expressos (GDEs). Posteriormente foi feita a integracdo dos
dados de RNA-seq que validaram 57 GDEs. As analises de enriquecimento funcional
foram realizadas separadamente para 0s genes com expressdao aumentada e
diminuida no grupo endometriose. Os genes CFH, GAS6, TSPAN4, WNTZB e
PLSCR4 foram os cinco principais genes regulados positivamente, enquanto os genes
PIGN, ITGBS8, PFAS, KLHL13 e PARP1 foram os regulados negativamente. As vias
enriquecidas relacionadas aos genes com expressdao aumentada estavam envolvidas
principalmente na ativagao do sistema complemento, sinalizacao celular, proliferacao
celular, inflamacéo, angiogénese e biossintese de estrogénio. Paralelamente, os
genes com expressao diminuida estao ligados a vias de reparo de DNA e regulacao
do complexo principal de histocompatibilidade e escape imunoldgico. Esses
resultados demonstram que a integracédo de dados transcriptémicos publicos permitiu
a identificacdo de uma assinatura génica consistente na endometriose, fornecendo
novas perspectivas para a compreensao de sua biologia e possiveis alvos

terapéuticos.

Palavras-chave: Metanalise. Transcriptoma. Endometriose.



ABSTRACT
Gene Expression Signature in Women with Endometriosis: An In Silico
Approach. Vitoria Braga Melo. Advisor: Prof. Dr. Cristiana Libardi Miranda
Furtado. Master's Dissertation. Graduate Program in Translational Medicine.
Center for Drug Research and Development, Faculty of Medicine, Federal
University of Ceara (UFC). Fortaleza, 2025.

Endometriosis is a chronic and multifactorial disease that poses a growing public health
challenge, affecting approximately 10—15% of women of reproductive age. It is defined
by the presence of endometrial-like tissue outside the uterine cavity and can manifest
in three main phenotypes: superficial peritoneal endometriosis, ovarian endometrioma,
and deep infiltrating endometriosis. Clinical presentation varies depending on the
phenotype, ranging from asymptomatic cases to chronic pelvic pain and infertility,
which are among the most prevalent and debilitating outcomes. Despite considerable
research efforts, the molecular mechanisms underlying endometriosis remain
incompletely understood, and a comprehensive genetic profile has yet to be fully
established. The pathogenesis is thought to involve complex gene—environment
interactions, with numerous genes contributing to disease susceptibility, symptom
severity, and treatment response. This study aimed to identify a consensual gene
expression signature associated with endometriosis. Using an in silico approach, we
conducted a meta-analysis of seven publicly available transcriptomic datasets — five
based on microarranjo platforms and two on bulk RNA sequencing — encompassing
various phenotypic presentations of the disease. The analyzed subtypes included the
eutopic endometrium of women with endometriosis during the early secretory phase
(ESPEM), compared to healthy controls (ESPN), and ovarian endometriosis (ODEM),
characterized by the presence of endometriomas. Ectopic lesions (EEM) were
compared to normal eutopic endometrium (EN), and non-location-specific
endometriosis cases (EM) were also included. Deep infiltrating endometriosis
phenotypes comprised lesions affecting the bladder (DIiEB) and intestine (DiEIn), both
of which are associated with increased clinical severity. Additionally, peritoneal lesions
were morphologically classified as red (PeLR), black (PeLB), or white (PelLW),
reflecting different stages of disease progression — from active vascularized lesions
to fibrotic, scarred tissue. The meta-analysis of microarranjo data identified 205
differentially expressed genes (DEGs) across nine distinct group comparisons.



Subsequent integration with RNA-seq datasets validated 57 of these DEGs. Functional
enrichment analyses were performed separately for upregulated and downregulated
genes in the endometriosis group. The top five upregulated genes were CFH, GASS,
TSPAN4, WNT2B, and PLSCR4, while PIGN, ITGB8, PFAS, KLHL13, and PARP1
were among the most significantly downregulated. Upregulated genes were enriched
in pathways related to complement activation, cell signaling, proliferation, inflammation,
angiogenesis, and estrogen biosynthesis. Conversely, downregulated genes were
associated with DNA repair mechanisms, regulation of the major histocompatibility
complex, and immune evasion processes. These findings demonstrate that the
integration of publicly available transcriptomic data enables the identification of a robust
and consistent gene expression signature in endometriosis. This signature provides
valuable insights into the molecular landscape of the disease and may contribute to the

development of novel diagnostic biomarkers and therapeutic targets.

Keywords: Meta-analysis. Transcriptome. Endometriosis.
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1. Introducao

Endometriose constitui uma questdo de saude publica de relevancia global,
impactando significativamente tanto os aspectos fisicos quanto psicolégicos das
mulheres afetadas. Os desfechos clinicos primarios que incluem dor pélvica crbnica e
infertilidade (ZONDERVAN et al., 2020; GIUDICE; KAO et al., 2004). Por tratar-se de
uma condicao de etiologia complexa e multifatorial, fatores genéticos e ambientais
contribuem de maneira crucial para a fisiopatologia da doenca (BULUN et al., 2019;
BURNEY; GIUDICE, 2012). Além disso, altera¢cdes nos mecanismos epigenéticos, que
modulam a expressao génica, estdo diretamente associadas a susceptibilidade ou
predisposicao a endometriose (GUO, 2009; NASU et al., 2011). A expressao de genes
envolvidos na regulacdo de vias de crescimento e diferenciagcdo celular tem sido
correlacionada a gravidade da endometriose, particularmente nos casos em que a
doenca ultrapassa a cavidade uterina e infiltra multiplos tecidos da regido pélvica,
resultando em prognosticos desfavoraveis e no comprometimento da qualidade de

vida das mulheres acometidas pela doenca (BULUN et al., 2019).

Os avancos nas tecnologias émicas, que empregam estratégias de analise em
larga escala para a identificacdo de genes, transcritos, proteinas, metabdlitos e outros
biomarcadores , representam um progresso significativo na compreensao dos
sistemas bioldgicos, especialmente nos que se refere as condicées de saude e doenca
humana (FASSBENDER et al., 2013). Esses marcadores estao disponiveis em bancos
de dados online, que consolidam resultados de estudos variados, abrangendo
diferentes grupos populacionais e biomarcadores. A utilizagdo de abordagens in silico
tem se consolidado como uma estratégia essencial na pesquisa biomédica, ao integrar
e analisar grandes volumes de dados por meio de ferramentas computacionais. A
analise de bancos de dados permitem a identificacdo precisa, acurada e
economicamente viavel de marcadores moleculares associados a diversas doencas
(AGHAJANOVA et al., 2010), os quais podem ser utilizados no diagndstico precoce,
progndstico e desenvolvimento de novas terapias (PAPPALARDO et al., 2019).

Dentre as abordagens omicas, a transcriptdmica € o campo da biologia molecular
dedicado ao estudo do conjunto completo de moléculas de RNAs transcritos por uma

célula, tecido ou organismo em um dado momento (MUTZ et al., 2013). Essa
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abordagem permite compreender a atividade génica em diferentes condigbes
fisiolégicas ou patoldgicas, identificando genes diferencialmente expressos, variantes
de transcritos e redes regulatérias associadas. Com o avancgo das tecnologias de alto
desempenho, como o sequenciamento (RNA-Seq) ou microarranjos (microarranjos)
de RNAs, tornou-se possivel explorar o transcriptoma de forma mais sensivel e
abrangente (STARK et al., 2019).

A realizacdo de metanalises com dados transcriptébmicos é particularmente
relevante no estudo da endometriose, a 0 integrar dados oriundos de diferentes
estudos publicos, possibilitanto  ampliar o numero de amostras analisadas e
incluir diferentes populagées, aumentando o poder estatistico e a sensibilidade na
identificacdo de genes diferencialmente expressos (GDEs). Essa abordagem permite
contornar limitagées de estudos individuais, como pequenas coortes ou variabilidade
técnica, além de fornecer uma visao mais abrangente e reprodutivel dos mecanismos
moleculares associados a doenga. No caso da endometriose, que envolve multiplos
fendtipos clinicos e padrées moleculares diversos, a metanalise se mostra essencial
para revelar assinaturas génicas robustas, vias bioldgicas comuns entre estudos e
potenciais biomarcadores com relevancia clinica. Além disso, ao valorizar o reuso de
dados publicos, essa estratégia contribui para a ciéncia aberta e reduz a duplicacao
de esforcos experimentais (MA et al., 2022; RAMASAMY et al., 2008).

A integragao da analise de dados de microarranjos com outras técnicas, como o
RNA-seq, como uma forma de validacdo, adicionados a outras abordagens para
refinar a pesquisa, tais como a metanalise e o enriquecimento funcional, podem ajudar
a fornecer um quadro mais completo da expressdo génica na endometriose,
favorecendo na identificagdo de biomarcadores transcriptdmicos especificos e
robustos com potencial de aprimorar o diagnéstico precoce e o tratamento
personalizado da endometriose.
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2. Objetivos
2.1. Objetivos Gerais

|dentificar a assinatura de expressao génica in silico e vias bioldgicas associadas

a endometriose.

2.2. Obijetivos Especificos

- Realizar a curadoria dos estudos que incluem analise de transcriptoma em

mulheres com endometriose;

- Realizar analise de expressado génica diferencial em datasets referentes a
técnica de microarranjo;

- Realizar andlise de expressédo génica diferencial em datasets referentes a
técnica de sequenciamento de RNA (RNA-seq);

- Metanalise e integracao dos dados de microarranjo e RNA-seq para identificar
assinatura de expressao génica em mulheres com endometriose;

- Avaliar as vias bioldgicas relacionadas aos genes diferencialmente expressos

(GDEs) identificados in silico em mulheres com endometriose.
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3. Revisao de Literatura

A endometriose é uma condicao ginecoldgica cronica, associada a presenca de
estrogénio, e caracterizada pela presenga de células semelhantes as do endométrio
fora da cavidade uterina (SIGNORILE; BALDI, 2010). Essa condicao afeta
aproximadamente 15% das mulheres em idade feértil e cerca de 3% das mulheres apés
a menopausa (FUKUNAGA, 2001; MEHEDINTU et al., 2014). Dependendo da
populagao investigada, a prevaléncia da endometriose pode variar de 6% a 10% das
mulheres em idade reprodutiva, mais de 60% das adolescentes com dor pélvica
cronica e até 50% das mulheres com infertilidade (GIUDICE, 2010). A doenca é
classificada em estagios, incluindo a endometriose peritoneal superficial (SUP),
endometrioma ovariano (OMA) e endometriose profunda infiltrativa (DIE), sendo esta
ultima considerada a forma mais grave. A endometriose infiltrativa acomete
aproximadamente 1% das mulheres na menacme e é caracterizada por dores intensas
na maioria das mulheress, podendo afetar o trato urinario e o intestino (NACUL;
SPRITZER, 2010; BERLANDA et al., 2017).

Cerca de 15% a 50% das mulheres com endometriose apresentam o fenoétipo
peritoneal superficial, caracterizada pela presenca de trés tipos de lesbes que
representam a evolucado da doenca (IMPERIALE et al., 2023). O principal sitio de
localizagdo da endometriose € intrapélvico, quando os focos se concentram nos
ovarios, tubas uterinas e na superficie externa do utero e intestinos, bem como no
tecido de revestimento da cavidade pélvica. Também podem ser extra pélvicas,
configurando-se como cutdneas quando em cicatrizes de cirurgias como cesarea,
laparoscopia e histerectomia (GARCIA et al., 2009). O tecido endometridtico pode ser
encontrado na cavidade pélvica, no peritdnio pélvico, ovarios, septo reto-vaginal,
pericardio, pleura, rim, bexiga, e, em alguns casos mais isolados, cérebro, além de
poder ser raramente encontrado no trato urinario de homens (GIUDICE; KAO, 2004).
Nesses casos, a ocorréncia geralmente esta associada a exposi¢cdao prolongada a
estrogénios exdgenos devido a tratamentos hormonais como nos casos de cancer de
prostata, ou endégeno, em casos como obesidade ou cirrose hepatica (PATEYRON
et al., 2020; SOBRINHO et al., 2018) podendo ocorrer também devido a disturbios da
diferenciacao sexual durante o desenvolvimento embrionario (DE SOUZA et al., 2019).
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As lesbes de glandulas e estroma endometriais localizadas fora da cavidade
endometrial sdo descritas como ectdpicas, por oposicdo ao endométrio normalmente
localizado ou eut6pico (FREITAS et al., 2011; NASU et al., 2011). Diversos estudos
tém mostrado que, ainda que histologicamente semelhantes, esses tecidos podem ser
distintos tanto bioquimicamente quanto funcionalmente. Essas diferengas incluem
alteracdes na estrutura tecidual, taxa de proliferacdo, componentes do sistema imune,
macanismos, taxa de apoptose, expressdo de proteinas e genes especificos, bem
como a producao de esteroides e citocinas (BULUN et al., 2019; BURNEY; GIUDICE,
2012; GUO, 2009). Tais distingdes sdo fundamentais para diferenciar o tecido eutdpico
(localizado dentro da cavidade uterina) do ectépico (FASSBENDER et al., 2013). E
aconselhavel que conduta clinica ndo deve se limitar ao momento do diagndstico ou
focar exclusivamente nas lesées, mas sim considerar a totalidade da experiéncia da
paciente ao longo da sua “vida com endometriose”, isso implica em um plano
terapéutico individualizado, interdisciplinar e multimodal, que leve em conta néo
apenas os sintomas e a extensao das lesdées, mas também o impacto na qualidade de
vida, os desejos reprodutivos e as prioridades da paciente. Tal perspectiva é
especialmente relevante frente a heterogeneidade clinica e bioldégica da doencga,
evidenciada por diferentes fenotipos e respostas varidveis aos tratamentos médicos e
cirurgicos (CHAPRON et al,.2019).

3.1. Etiologia

A etiopatogenia da endometriose permanece controversa e ainda nao foi
completamente elucidada, embora diversas hipoteses tenham sido propostas (DE
SOUSA BARBOSA et al., 2015). Dentre elas, a interacao de fatores genéticos e
ambientais, dentre eles imunoldgicos como no estudo de Amro et al. (2022) , que
propos uma nova perspectiva sobre a patogénese da endometriose ao destacar o
papel do microbioma peritoneal, desafiando a concepg¢ao anterior do peritdbnio como
um ambiente estéril. Segundo os autores, microrganismos oriundos da vagina, do
utero, das trompas e do trato gastrointestinal podem atingir a cavidade peritoneal por
diferentes vias, incluindo a migracao transmural intestinal. Uma vez presentes, essas
comunidades microbianas parecem influenciar diretamente a instalacdo e a
progressdo da endometriose, promovendo um ambiente inflamatério crénico e

alterando a resposta imune local. A presenca de bactérias como Shigella e virus como
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o HPV em lesGes endometridticas sugere um possivel papel etiolégico ou cofator
dessas infeccdes. Além disso, fatores externos como dieta, atividade fisica e o uso de
suplementos (por exemplo, berberina, NAC, zinco) sdo apontados como moduladores
do microbioma, com potencial impacto na doenca. Os autores ressaltam que, embora
ainda haja lacunas importantes a serem esclarecidas, a modulagdo da microbiota
peritoneal pode representar um novo eixo terapéutico e preventivo, tornando-se um
componente promissor na abordagem clinica da endometriose (AMRO et al., 2022),
corroborando com na patogénese da doenca, reforcando seu carater multifatorial e
poligénico (KENNEDY et al., 2005).

As teorias que buscam explicar a fisiopatologia da endometriose podem ser
categorizadas em duas vertentes principais: aquelas que atribuem a origem do tecido
endometrial ectdpico ao préprio endométrio uterino e aquelas que propdéem uma
origem nao uterina para essas implantagdes. A implantacdo metastatica decorrente
do fluxo menstrual retrogrado, a persisténcia de resquicios de tecido embrionario
mulleriano e a metaplasia de células celémicas peritoneais sdo as hipoteses mais
estudadas sobre a etiologia da endometriose (BURNEY et al., 2012). A interacéo entre
essas vias inclui processos como a producao local de estrogénio, resisténcia a
progesterona, inflamacéao crénica e desregulacao imunolégica, que complicam ainda
mais o desenvolvimento e a manutencao das lesbes endometridticas. Esses fatores
atuam juntos para promover a adesao celular, a proliferacdo, a vascularizacéo e a
inervacao, levando a manifestacao de varios tipos de endometriose. Essa intrincada
relacdo enfatiza a necessidade de uma abordagem multifacetada para compreender
e tratar a endometriose (ZONDERVAN et al., 2020), como o demonstrado na figura
abaixo:
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Figura 1. Caminhos potenciais para a patogénese e caracteristicas fisiopatoldgicas da endometriose

pélvica.
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Lesbes endometriodticas superficiais e profundas séo estabelecidas e mantidas por meio de mecanismos
moleculares interativos que promovem a adesao e proliferagao celular, esteroidogénese sistémica e
localizada, resposta inflamatéria localizada e desregulagdo imunolégica, além de vascularizagéo e
inervagcdo. A seta tracejada indica um efeito postulado. ER, receptor de estrogénio; HSD1732, 173-
hidroxiesteréide desidrogenase 2; ICAM, molécula de adeséao intercelular IGF fator de crescimento
semelhante a insulina, NF-kB, fator nuclear kB, NGF ,fator de crescimento nervoso, PR, receptor de



24

progesterona, SF1, fator esteréideogénico, STAR, proteina reguladora aguda esterdideogénica, TNF,
fator de necrose tumoral e VEGF, fator de crescimento endotelial vascular (adaptada de Zondervan et
al., 2020).

Para a ocorréncia e manutengcao da endometriose, é necessario que uma série
de eventos bioldgicos ocorram, como o fenémeno de escape do sistema imunolégico.
Conforme descrito por Lebovic, Mueller e Taylor (2001), acredita-se que o
estabelecimento da doenca depende da capacidade das células endometriais
ectopicas de neutralizar a resposta imune. Outros mecanismos sao frequentemente
descritos, como o processo de adesao celular mediado por moléculas de adesao,
incluindo integrinas e caderinas, que desempenham um papel crucial na fixacao inicial
das células endometriais (BELIARD et al., 1997). Adicionalmente, o processo de
invasdo celular regulado por metaloproteinases da matriz (MMPs) e seus inibidores
teciduais especificos (TIMPs), enzimas envolvidas na remodelagéo tecidual tém sido
envolvidos na fisiopatologia da endometriose (ROGERS et al., 2009). outra
caracteristica importante é a reducao na taxa de apoptose celular em mulheres com
endometriose, particularmente durante as fases secretorias/menstruais tardias e
proliferativas iniciais do ciclo menstrual, sugerindo que essas células podem manter
atividades fisiolégicas fora de seus padrées normais (DMOWSKI et al., 2001). A
neovascularizacao do ambiente peritoneal é outro fator importante para manutencao
da endometriose, que é descrito como altamente angiogénico e é observado um
aumento na atividade e nas quantidades Fator de Crescimento Endotelial Vascular no
fluido peritoneal e no endométrio de mulheres com endometriose (DONNEZ et al.,
1998).

Embora as lesdes de endometriose sejam formadas por glandulas e estroma
histologicamente semelhantes ao endométrio eutdpico, a presenca de tecido ectopico
nao implica, obrigatoriamente, em um estado patolégico universal, sendo necessario
considerar aspectos contextuais e funcionais na sua avaliacdo. No entanto, diversas
evidéncias indicam que ele apresenta alteracdes moleculares e funcionais distintas do
endométrio intrauterino, contribuindo para o desenvolvimento e os sintomas da
doenca. Dentre essas alteracoes, destacam-se a resisténcia a progesterona, a
hiperativagdo de vias inflamatérias, o aumento na produgdo de citocinas e
prostaglandinas, além da capacidade de evadir a apoptose, estimular a angiogénese
e invadir tecidos adjacentes (BURNEY; GIUDICE, 2012; NAP et al., 2004).



25

Adicionalmente, o microambiente imune associado ao tecido ectépico é disfuncional,
favorecendo um estado inflamatério crénico (LEBOVIC et al., 2001). Vale ressaltar que
existe heterogeneidade entre os focos de endometriose, pois lesdes antigas e fibrosas
podem exibir reduzida atividade metabdlica ou mesmo inatividade, enquanto outras
mantém intensa atividade biolégica (VERCELLINI et al., 2014). Portanto, embora nem
sempre apresente caracteristicas patoldgicas evidentes, o tecido ectopico esta
geralmente inserido em um contexto de desequilibrio biolégico que sustenta a

endometriose como uma condi¢cdo complexa e multifatorial.

Um dos mecanismos fundamentais na patogénese da endometriose é a
proliferacao celular nos focos ectopicos. Evidéncias demonstram que a superepressao
da aromatase, enzima responsavel pela biossintese de estrogénio, promove
crescimento tecidual independente da estimulagéo ovariana (DE ABREU et al., 2006).
Esse microambiente hormonal alterado caracteriza-se ndo apenas pela producgao
ectopica de estrogénio mediada pela aromatase, mas também pela redugao da 17(3-
hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (17B-HSD2), resultando em acumulo de
estradiol e manutencéo do estado inflamatério crénico(BURNEY; GIUDICE, 2012).

3.2. Sintomatologia e diagndstico

As manifestacdes clinicas das mulheres com endometriose tendem a ser
bastante variaveis, entretanto a doenca costuma estar associada a dois sintomas
primordiais: dor pélvica e infertilidade (MARQUI, 2014; FREITAS et al., 2011). A dor
pélvica pode ser ndo menstrual, de caracteristica aciclica que pode evoluir para
presenga continua, mas também pode ser relacionada com a menstruacdo
(dismenorreia) ou com relagdes sexuais (dispareunia). De acordo com um estudo de
Bellelis et al. (2010), que avaliou aspectos clinicos de 892 mulheres, a dor pélvica
crbnica é o sintoma mais prevalente presente em 56,8% das mulheres, seguido pela
dispareunia com 54,7%, e a infertilidade com 40% da. Uma menor parcela
dasortadoras foram assintomaticas, representando cerca de 3 a 22% do total.

O diagnéstico atual da endometriose utiliza uma conduta multipla que combina

avaliacao clinica criteriosa com exames de imagem especializados, particularmente a
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ultrassonografia transvaginal com preparo intestinal e/ou a ressonancia magnética
pélvica (GUERRIERO et al., 2021; BAZOT et al., 2017). A laparoscopia com biépsia,
antes considerada obrigatéria para confirmagdo diagnéstica, € atualmente
recomendada apenas em casos especificos de duvida diagnostica ou falha de
tratamento inicial, pois a associacdo de sintomas caracteristicos com achados de
imagem permite estabelecer o diagnéstico com seguranga (JOHNSON et al., 2017).
As principais diretrizes clinicas, incluindo NICE (2017) e ACOG (2010), recomendam
iniciar tratamento sem confirmagao cirurgica quando ha suspeita clinica, visando evitar
atrasos no manejo. Exames laboratoriais tais como a dosagem de CA-125 (cancer
antigen 125), CCR-1 (chemokine receptors 1) e interleucina-6 podem ser solicitados,
visto que altas dosagens dessas substancias possam sugerir o diagnéstico da
endometriose, entretanto, esses exames nao sao suficientes para a obtencao de uma
confirmagédo definitiva, nenhum apresentou até o momento sensibilidade e
especificidade adequadas para uso clinico isolado (VODOLAZKAIA et al., 2012;
ARAUJO et al., 2020). Dessa forma, o diagnéstico atual da endometriose baseia-se
na integracdo de dados clinicos, exames de imagem e resposta terapéutica,
representando uma abordagem mais acessivel, abrangente e menos invasiva
(ZONDERVAN; BECKER; MISSMER, 2020).

3.3. Dor e infertilidade na endometriose

Sabe-se que a dor € comumente relacionada a endometriose e possui
caracteristica crbnica, que afetando significativamente a qualidade de vida das
mulheres com endometriose Um fator importante do diagndstico de endometriose é a
realizacdo de anamnese e exame fisico que detecte a dor pélvica. Deve-se questionar,
durante a anamnese, os aspectos da dor, relacionados a localizagcédo, fatores de
melhora e piora, duracao, intensidade e a relacdo com o ciclo menstrual. Durante o
exame fisico, uma atencao especial deve ser dada a marcha, posturas antalgicas e
faces com caracteristicas de dor, observando alteracées durante a palpacéo
(CALDEIRA et al., 2008). Teoriza-se que o sintoma resulta da interagdo entre
processos inflamatérios, hormonais, neurogénicos e psicoldgicos. O tecido ectépico
promove uma resposta inflamatéria local persistente, caracterizada pela liberagao de
citocinas pré-inflamatérias, como IL-1B, IL-6, TNF-a, e de prostaglandinas (PGE2), que

sensibilizam terminacdes nervosas periféricas e aumentam a percepg¢ao dolorosa
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(BARCENA DE ARELLANO et al., 2013).

As lesdes endometridticas apresentam elevada densidade de fibras nervosas
sensoriais e simpaticas, o0 que contribui para a hipersensibilidade local (TOKUSHIGE
et al., 2006). A resisténcia a progesterona e o hiperestrogenismo local perpetuam a
inflamagdo e estimulam a producdo de mediadores pré-dor, como o fator de
crescimento nervoso (NGF), reforcando a neurogénese e a dor (BULUN et al., 2012).
Paralelamente, ocorre sensibilizacao central, um processo no qual estimulos
dolorosos continuos promovem alteragdes neuroplasticas nos circuitos da dor na
medula espinhal e no cérebro, levando a cronificagdo da dor mesmo na auséncia de
estimulo periférico direto (MOROTTI et al., 2017). Adicionalmente, os aspectos
psicossociais, como ansiedade e depressdao, e a presenca de comorbidades
dolorosas, como sindrome do intestino irritavel e fibromialgia, também desempenham
papel modulador importante na dor crénica vivenciada por muitas mulheres
(VERCELLINI et al., 2014; TAYLOR et al., 2021), mostrando necessidade de uma
abordagem multidisciplinar e personalizada no manejo da dor endometriética. Estudos
sugerem que, devido ao estado de inflamacéao crénica, ocorrem remanejamentos no
cérebro, como redugdes no volume de areas envolvidas no processamento emocional
e sensorial, evidenciando uma remodelacdo cerebral significativa. Além disso, ha
indicacbes de que a inflamacao sistémica pode levar a sensibilizacdo central,
contribuindo para a dor neuropatica crénica e outros sintomas neurolégicos. Essas
alteracées neuroldgicas representam uma dimensdo importante da doencga,
destacando que a endometriose ndo € apenas uma condi¢cdo ginecolégica, mas
também possui um componente neuroldgico que deve ser considerado no manejo
clinico abrangente (TAYLOR et al., 2021)

No que se refere a infertilidade, evidéncias apontam a ocorréncia da diminuicao
da taxa de fertilizagdo, implantacdo e gestacdo em portadoras de endometriose
(BARNHART et al., 2002; AL-FADHLI et al., 2006). A infertilidade esta relacionada a
sintomatologia da endometriose e ocorre em 30% a 50% das mulheres com a doencga
(HOLOCH; LESSEY, 2010). A condigéo de infertilidade associada a endometriose €
decorrente de multiplos fatores, pois resulta de um conjunto de mecanismos
fisiopatolégicos que comprometem tanto a fertilizagdo quanto a implantagao
embrionaria e a manutencao da gestacdao. Um dos principais fatores implicados é o
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ambiente inflamatério crénico do peritbnio, com niveis elevados de citocinas e
prostaglandinas que afetam negativamente a funcao tubaria, a qualidade dos gametas
e a receptividade endometrial (BERKKANOGLU; ARICI, 2003).

As alteragbes anatbmicas provocadas por lesdes infiltrativas e aderéncias
pélvicas contribuem para a infertilidade associada a endometriose devido a alterages
na anatomia reprodutiva, dificultando a captacao do odécito, o que dificulta o sucesso
dos tratamentos de reproducao assistida (DUNSELMAN et al., 2014; CARPINELLO,
2017). Os endometriomas ovarianos, por sua vez, estdo associados a diminui¢cao da
qualidade oocitaria, provavelmente devido ao estresse oxidativo e a presenca de ferro
no conteudo cistico (BENAGLIA et al., 2014). No utero, o endométrio de mulheres
acometidas pela doencga apresenta expressao reduzida de genes fundamentais para
a implantagdo, como HOXA10 e LIF podendo levar a falhas na receptividade
endometrial (AGHAJANOVA et al., 2009). Finalmente, disfungdes imunoldgicas, como
alteracoes em células NK e presenca de autoanticorpos, também tém sido associadas
a falha de implantacao e maior risco de infertilidade (ZHANG et al., 2018).

3.4. Expressao génica na endometriose

A expressdo génica aberrante do endométrio eutdpico esta relacionada com a
falha da implantagdo embriondria em mulheres com endometriose, dentre eles os
receptores de progesterona, alguns fatores de transcricdo, enzimas que estao
envolvidas no metabolismo de esterodides, entre outros (WEI et al., 2009). Alteracdes
da expressao génica durante a janela de implantagdo, processos altamente
controlados para garantir a interacdo entre o endométrio e o embrido, séo
evidenciados em mulheres com endometriose (GIUDICE et al., 2002). Matsuzaki e
colaboradores (2005), observaram a regulacdo positiva de diversos genes, em
especial genes envolvidos nas vias de sinalizacdto RAS/RAS/MAPK e PI3K,
favorecendo o processo de crescimento, proliferagdo, diferenciacdo, apoptose e
migracado celular, beneficiando assim, o desenvolvimento dos focos endometridticos
fora da cavidade uterina (MATSUZAKI et al., 2005). Adicionalmente, também foi
observado a regulacdo positiva de genes reguladores do ciclo celular no endométrio
de mulheres com endometriose, como CCNA2, CCNE1 e CCNEZ2 (EYSTER et al.,
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2007).

Evidéncias indicam que alteracdes nos mecanismos epigenéticos que regulam a
expressao génica, como metilacao do DNA, modificagdes de histonas e regulagcéo por
RNAs nao codificantes (ncRNAs), modulam a funcdo de genes envolvidos na
inflamacédo, evasdo da apoptose e resisténcia hormonal (DYSON et al., 2014;
GRIMSTAD et al., 2017). Um exemplo marcante é a hipermetilacdo do gene PR-B,
responsavel por codificar o receptor de progesterona tipo B, cuja redugao contribui
para a resisténcia a progesterona observada nas lesées (BULUN et al., 2012) Essa
modificacao epigenética pode levar a diminuicdo da expresséo do receptor PGR-B,
prejudicando a resposta do endométrio a progesterona e contribuindo para falhas na
implantacdo embrionaria e infertilidade, ainda que o tecido pareca histologicamente
normal. (ROCHA-JUNIOR et al. 2019). Essas altera¢cées no epigenoma das células
endometriais mediadas por alteragdes hormonais sustentam a natureza crénica e
recidivante da doenca, além de justificar a limitada eficacia de terapias hormonais

convencionais em alguns casos.

A analise de expressao génica permite identificar quais genes estao ativos ou
inativos em tecidos endometriéticos, comparando-os com tecidos saudaveis. Através
de métodos como sequenciamento de RNA (RNA-seq) e microarranjos, 0s
pesquisadores podem detectar padroes de expressao génica associados a
inflamacédo, angiogénese, resisténcia hormonal e proliferacdo celular, que sé&o
processos-chave na progressdao da endometriose (BULUN et al., 2019; BORGHESE
et al., 2008), mostrando que a importancia dessa andlise reside na sua capacidade de
identificar potenciais biomarcadores diagnosticos e alvos terapéuticos. A
desregulagédo de genes como APLNR, CCL21 e FCGR2A tem sido associada
infiltracdo de células imunol6gicas, angiogénese excessiva e invasao tecidual,
caracteristicas marcantes da endometriose (PENG et al.,, 2021). Os perfis de
expressao génica podem ajudar na estratificagdo com base na gravidade da doenca
ou na resposta ao tratamento, tornando possivel uma abordagem mais personalizada.
A andlise de expressdo génica também abre caminho para o desenvolvimento de
terapias direcionadas, como inibidores de vias inflamatérias ou moduladores

epigenéticos, que podem melhorar os resultados clinicos (ZONDERVAN et al., 2020).
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|dentificar o perfil de expresséo transcricional na endometriose € de fundamental
importancia para a elucidagao da etiologia da doenga, bem como para compreensao
do sentido biolégico dos genes diferencialmente expressos e sua relacdo com a
endometriose superficial, ovariana e infiltrativa. Os RNAs codificantes e néo
codificantes, podem representar uma estratégia de diagnostico precoce e
minimamente invasiva, de forma a melhorar o entendimento sobre a doenca e

minimizar os sintomas mais agressivos oriundos do longo periodo até o diagnéstico.

3.5. Ferramentas de bioinformatica para analise de expressao génica

A andlise de dados publicos por meio de ferramentas de bioinformatica tém um
impacto profundo na compreensao da fisiopatologia de doengas com a inclusao de
participantes de diferentes etnias, de baixo custo, permitindo a identificagdo de
biomarcadores, alvos terapéuticos e mecanismos moleculares subjacentes a doencas
complexas, através da integracdo e interpretacdo de grandes volumes de dados
gendmicos, transcriptdmicos e epigenémicos (HASIN et al.,, 2017; REUTER et al.,
2015). Estudos transcriptdmicos tém elucidado vias criticas envolvidas em cancer
(ZHANG et al., 2021), doengas autoimunes (MARQUEZ et al., 2016) e desordens
reprodutivas, como a endometriose (ZONDERVAN et al., 2020; AGHAJANOVA et al.,
2017). A associacao de dados transcriptémicos com outras camadas de informacao,
como genbmica e protedmica (multi-omics), promete avancos significativos na
medicina personalizada e no desenvolvimento de terapias direcionadas
(SUBRAMANIAN et al., 2020; MISRA et al., 2019). A bioinformética desempenha um
papel central na andlise de dados transcriptomicos, fornecendo as ferramentas e
metodologias necesséarias para transformar dados brutos em insights biolégicos
significativos (CONESA et al., 2016; STARK et al.,, 2019). Tanto a tecnologia de
microarranjo quanto o sequenciamento de RNA em larga escala (RNA-seq) geram
grandes volumes de dados, cuja interpretagcdo exige abordagens computacionais
robustas (WANG et al., 2009; STARK et al., 2019).
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3.5.1. Microarranjo e RNA-seq

As analises de dados de microarranjo e RNA-seq vem sendo amplamente
utilizadas na pesquisa biomédica para compreender o perfil de expressdo génica
envolvidos na fisiopatologia das doencas. No caso da endometriose para explorar
perfis de expressdo génica e identificar biomarcadores e vias moleculares envolvidas
em desfechos especificos da doenga, como a dor pelvica cronica e a infertilidade
(BORGHESE et al., 2008). Essas técnicas permitem a comparacao entre amostras de
tecido endometrial de mulheres com e sem endometriose, ajudando a identificar GDEs
que podem estar associados ao desenvolvimento e a progressdao da doenca
(AGHAJANOVA et al., 2017; FASSBENDER et al., 2015).

O microarranjo é uma técnica de hibridizacao que permite medir a expressao
génica em larga escala, possibilitando a deteccao de regides especificas do genoma
previamente definidas por sondas e sua expressao sera mensurada por fluorescéncia
emitida da ligacdo dos mRNAs presentes na amostras aos genes/sondas conhecidos
presentes no chip. Ja a técnica de RNA-seq, todo o material genético presente na
amostra é amplificado, podendo ser proveniente de um tecido (RNA-seq) ou de um
grupo de célula selecionadas (single-cell), obtendo um grande volume de informacdes
(GONCALVES et al., 2015). A andlise dos dados gerados requer etapas complexas
de processamento e normalizacdo para remocao de vieses (IRIZARRY et al., 20083;
GAUTIER et al., 2004).

Ferramentas de bioinformatica como o ambiente de software livre R séo
amplamente utilizadas nas anadlises de dados Omicos, especialmente quando
associadas a outras ferramentas, como o Bioconductor, um repositério de mais de
2.000 pacotes de programacéao R para analises genémicas (GENTLEMAN et al., 2004;
HUBER et al., 2015). Dentre os pacotes presentes no Bioconductor, o limma é muito
usado para realizar analise diferencial de expressao génica em microarranjos € RNA-
seq (RITCHIE et al., 2015; LAW et al., 2016). O pacote affy é usado no pré-
processamento de dados de microarranjos da plataforma Affymetrix, facilitando a
normalizacdo, controle de qualidade e identificacdo de genes diferencialmente
expressos (GAUTIER et al.,, 2004; CARVALHO et al., 2007). A normalizacdo é

particularmente critica para corrigir vieses técnicos, como variagdes na hibridizacao e
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intensidade de fluorescéncia. Métodos como RMA (Robust Multi-array Average)
(IRIZARRY et al., 2003) e GCRMA (WU et |., 2004) sdao amplamente utilizados para
garantir a comparabilidade entre amostras.TT, 2016; ATHAR et al., 2019).

O RNA-seq é uma tecnologia de sequenciamento de nova geragao (NGS) que
revolucionou a andlise da expressao génica por sua alta resolugédo e sensibilidade
(WANG et al.,, 2009; STARK et al., 2019). Esta técnica permite ndo apenas a
quantificagao precisa dos niveis de RNA, mas também a detecg&o de novas isoformas
de genes e eventos de splicing alternativo, que séo frequentemente desregulados em
doencas complexas como a endometriose (DYSON et al., 2014). Diferente das
analises de microarranjo, o RNA-seq permite a identificacdo de RNAs sem
conhecimento prévio das regides de interesse, apesar de painéis especificos de
microRNAs, longos RNAs ndo codificantes, painéis serem empregados nos mais
diversos campos de investigacdo. Estudos utilizando abordagens de RNA-seq tém
elucidado perfis de expressao em diferentes subtipos de tecido endometrial e estagios
da doencga, identificando genes e vias moleculares cruciais para a patogénese
(BORGHESE et al., 2008).

A analise de dados de RNA-seqg envolve um pipeline bioinformatico complexo e
multi-etapas (CONESA et al., 2016; STARK et al., 2019). Ferramentas como o FastQC
sa0 essenciais para avaliacao da qualidade das reads brutas, identificando problemas
como baixa qualidade de bases ou contaminacao por adaptadores (BROWN et al.,
2017). Alinhadores como STAR (DOBIN et al., 2013) e HISAT2 (KIM et al., 2019) sao
amplamente utilizados para mapeamento eficiente contra genomas de referéncia,
enquanto programas como featureCounts (LIAO et al., 2014) e HTSeq (ANDERS et
al., 2015) realizam a quantificacdo da expressao génica. Para analise diferencial de
expressao génica, pacotes estatisticos especializados como edgeR (ROBINSON et
al., 2010; MCCARTHY et al., 2012) e DESeqg2 (LOVE et al., 2014) empregam modelos
estatisticos avancados que consideram a variabilidade biologica e técnica inerente aos
dados de RNA-seq. Estes métodos tém sido particularmente Gteis na identificacao de
biomarcadores potenciais para endometriose (AGHAJANOVA et al., 2017;
FASSBENDER et al., 2015).
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3.5.2. Metanalise

A metanalise € uma abordagem estatistica poderosa que combina resultados de
multiplos estudos para identificar padrées consistentes de expressdo génica
associados a condic¢des biologicas especificas, como doencas ou tratamentos (HONG;
BREITLING, 2008). Essa técnica permite aumentar o poder estatistico e a
confiabilidade das descobertas, especialmente quando estudos individuais tém
tamanhos amostrais pequenos ou apresentam heterogeneidade técnica e biolégica
(CAHAN et al., 2007; HAYNES et al., 2017).

A metandlise de GDEs geralmente envolve a integracdo de dados de
microarranjo ou/e RNA-seq de diferentes plataformas, seguida da normalizacao
cruzada e combinacgao de estatisticas de expressao génica, como valores de p ou fold-
changes (TAMINAU et al., 2012). Estudos metodoldgicos recentes destacam a
importancia de abordagens robustas para corrigir vieses técnicos e bioldgicos,
incluindo diferengas em protocolos experimentais, efeitos de lote e heterogeneidade
entre populagdes (RAMASAMY et al., 2008; TSENG et al., 2012; LUO et al., 2021).
Métodos avancados como o REM (random-effects model) e a ponderagdo por
qualidade de estudo tém sido amplamente adotados para lidar com essa variabilidade
(CHOl et al., 2017).

No contexto de ferramentas computacionais especializadas, o metavolcanoR se
destaca para visualizacdo de resultados de Metandlises em estudos de expressao
génica (CADORE et al., 2024). Este pacote permite a criagcao de graficos volcano plot
para Metanalises, integrando simultaneamente a significAncia estatistica (valores de p
ajustados) com a magnitude das mudangas (fold-changes) em estudos combinados.
Tais visualizagbes facilitam a identificagéo de assinaturas transcricionais robustas e a
validacdo cruzada de resultados entre coortes independentes, aumentando
substancialmente a confianca nas descobertas (ZHOU et al., 2019).

Apesar dos avangos recentes na pesquisa gendmica, a expressao génica
associada a endometriose ainda é pouco explorada na literatura. Uma busca
sistematica revelou apenas trés estudos que atenderam aos critérios de inclusao
estabelecidos. Kang et al. (2025) conduziram uma metanalise para correlacionar a

fisiopatologia da endometriose com perfis de expressdao génica, utilizando
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exclusivamente dados de microarranjo (irés datasets publicos). Embora o estudo
tenha identificado vias moleculares potencialmente envolvidas, a limitagdo ao
microarranjo e o0 pequeno numero de conjuntos de dados podem ter restringido a
generalizagao dos resultados.

Em outra abordagem, Poli-Neto et al. (2020) investigaram o perfil imunol6gico do
endométrio eutdpico em diferentes estadios da doenga, mas também se limitaram a
quatro datasets de microarranjo. Apesar de revelarem assinaturas transcricionais
relacionadas a resposta imune, a auséncia de dados de RNA-seq ou validacao
funcional reduz a robustez das conclusdes. O unico estudo que integrou dados de
RNA-seq e microarranjo (VARGAS et al., 2022) focou apenas nos genes relacionados
as diferencas transcricionais no endométrio durante a janela de implantagdo em
mulheres com e sem endometriose. Essa abordagem amplia o espectro de anélise, a
heterogeneidade metodoldgica e o tamanho amostral, permitindo a identificacdo de
um grande numero de transcritos. A auséncia de estudos na literatura destaca uma
escassez de evidéncias consolidadas, reforcando a necessidade da realizacdo de um
estudo mais robusto acerca do perfil transcricional da endometriose, objetivo do

presente estudo.

3.5.3. Enriquecimento Funcional de Vias biologicas

O enriguecimento funcional de vias biolégicas é uma abordagem
computacional essencial para interpretar listas de genes diferencialmente expressos,
permitindo a identificagdo de vias biolégicas, processos celulares e funcdes
moleculares estatisticamente significativas (SUBRAMANIAN et al., 2005). Entre as
ferramentas disponiveis, o EnrichR destaca-se por sua ampla ado¢gao na comunidade
cientifica, oferecendo uma interface integrada com mais de 180 bases de dados de
anotacao, incluindo Gene Ontology (GO), KEGG, Reactome e BioPlanet (CHEN et al.,
2013; KULESHOV et al., 2016). O EnrichR emprega métodos estatisticos robustos,
como o teste exato de Fisher, para determinar o enriquecimento de termos biolégicos,
além de fornecer visualizagdes intuitivas, como graficos de barras e redes de interacao
(KULESHOV et al.,, 2016). Estudos recentes demonstram sua aplicabilidade em
pesquisas gendmicas, incluindo a identificacdo de vias desreguladas em doencas
complexas (e.g., cancer e doencgas neurodegenerativas) e a descoberta de potenciais
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alvos terapéuticos (XIE et al., 2021). Além disso, sua integragdo com linguagens de
programacao, como R e Python, por meio de bibliotecas dedicadas (e.g., enrichR em
R), facilita a automagé&o de analises de enriquecimento em larga escala, consolidando-
0 como uma importante ferramenta para estudos de biologia de sistemas (KULESHOV
et al., 2016; XIE et al., 2021).
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4. Materiais e métodos

4.1. Anadlise de transcriptoma em bancos de dados

4.1.1. Obtencdo de  estudos transcriptémicos relacionados a
Endometriose.

Para a identificacao dos estudos de transcriptémica foi realizada uma curadoria
para selecionar estudos que incluiram amostras de endométrio eutopico e/ou
ectopico. Os conjuntos de dados de microarranjo e RNA-seq foram coletados do
repositério GEO, e selecionados mediante aos critérios de inclusao e exclusédo
definidos na tabela 1.

Tabela 1. Critérios de inclusdo e exclusido dos estudos selecionados.

Critérios de inclusao Critérios de exclusao

. R . Estudos baseados exclusivamente em modelos
Estudos relacionados a endometriose;

animais ou linhas celulares (in vitro)

. . Estudos sem grupo controle (endométrio eutépico
Organismo Homo sapiens; grup ( P

ou tecido saudavel equivalente)

Estudos com dados incompletos ou sem acesso
Tecnologia de Microarranjo ou RNA-seq;

publico
Estudos in vivo de amostras do endométrio de Estudos com menos de 3 amostras por grupo
pacientes experimental

Apresentar no minimo trés replicatas para cada

grupo;

Fornecer as tabelas de contagens brutas.

4.1.2. Identificacao de assinatura génica da endometriose através de analises
de transcriptomas.

Diferentes abordagens foram realizadas para a obtencdo dos valores de
expressao referentes a cada tecnologia.
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4.1.2.1. Assinatura génica da endometriose através de analises

transcriptémicas de Microarranjo.

Todos os datasets foram analisados na linguagem de programacao R por meio
dos dados brutos, onde foi feito uma nova normalizagdo e a comparagdo com a
normalizagédo feita pelo autor do estudo. As etapas foram descritas conforme o
indicado na figura 2.

Figura 2. Fluxograma seguido nos scripts de analises dos datasets da técnica de
microarray.

Curadoria

getGEOSuppFiles() 'GEOquery()
Wgzg[ﬂfgmgfm < GSEID &GPLID Dados do autor

Para dados Affymetrix 'pdata()’
'fdata()' Corregdo do

N efeito de lote
Caso exista
AffyBatch Metadados e

Anotagdo
Grupos

/ Inserir experimentais
A

Teste de
qualidade =333 ‘model.matrix()'

ESET Aplicagao de modelo linear e estatistica bayesiana Design
empirica para cada grupo de comparacdo experimental

Amostra(s) outlier(s) Tabelas de

sdo filtradas - expressao diferencial
Atualizar

Selecauigeprobies > Anpacad Diagramas Enriguecimento
Volcano plots Heatmaps )
de Venn de vias

- Probes relacionadas a apenas 1 gene e sem NA's
+ Caso haja probes com genes repetidos, sdo selecionadas
as que possulrem as maiores expressdes daquele gene

Para dados llluminal

Para os dados de microarranjo, os valores de expressao bruta fornecidos pelos
autores foram obtidos através do pacote GeoQuery (DAVIS AND MELTZER 2007), os
metadados de cada estudo foram obtidos de acordo com as informacdes cadastradas
pelos autores de cada amostra no GEQO. Para acessar e baixar esses dados, utiliza-
se a funcado getGEOSuppFiles(), que permite a obtencado de dados de plataformas.
Para os dados dos estudos que utilizaram a plataforma Affymetrix, os dados brutos
foram obtidos diretamente do GEO, com o uso do pacote GEOQuery, baixando
arquivos .CEL extraidos e organizados em diretérios especificos, e foi normalizado
através do pacote affy e entdo convertido em um ExpressionSet (ESET), funcao do

pacote limma, que contém as informacdes de expressdo génica normalizadas e
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anotadas. No caso de estudos provenientes da lllumina, os dados sao obtidos também
por meio do pacote GEOQuery, porém, a normalizagao dos dados é feita em com uso
da fungao necq, e posteriormente é convertido em ESET, ambos do pacote limma sem
a necessidade e um pacote intermediario para formatagao.

O controle de qualidade foi realizado avaliando os dados com o pacote
ArrayQualityMetrics (KAUFFMANN et al.,, 2009), gerando um relatério HTML
interativo, permitindo a deteccdo de amostras problematicas através da andlise de
métricas como intensidade de sinal, correlagdo entre réplicas, propor¢cdo de sondas
presentes/ausentes e distribuicdo de intensidades por meio de gréficos, e a
necessidade de normalizacdo ou correcao de artefatos. Este dltimo envolveu a
normalizacdo via RMA (Robust Multi-array Average), que incluiu correcdo de
background, normalizacao e conversao dos dados para escala de log base 2. Graficos
como boxplots, densidades e MDS (Multidimensional Scaling) foram utilizados para
inspecao visual da qualidade dos dados, identificando possiveis outliers que poderiam
distorcer os resultados. Para reduzir redundancias, a sonda mais expressiva de cada

gene foi selecionada, resultando em uma matriz de expressao filtrada e mais robusta.

Os metadados das amostras, contendo informag¢des como grupos experimentais
e caracteristicas fenotipcas, foram organizados em uma tabela de acordo com o
interesse, enquanto as anotagdes das sondas (probes) sédo carregadas a partir de um
arquivo complementar ou diretamente do objeto “gse”. Esta etapa envolve uma
rigorosa filtragem para a remocéao de sondas que estao associadas a multiplos genes,
sem anotagao (células vazias) ou aquelas com valores descritos como “NA”, que
simboliza um valor omisso na estatistica. Esta etapa é feita como forma de garantir a
qualidade das analises subsequentes. Em seguida, o préximo passo € definir os
grupos experimentais que serdo comparados. Isso é feito selecionando uma coluna
especifica dos metadados, e ajustando os rétulos para refletir claramente as
condigdes bioldgicas de interesse.

Ap0és o tratamento dos dados, ambos 0s modelos de estudos seguem a mesma
analise de expressao diferencial, que é construida a partir de uma matriz de design
experimental que especifica 0os contrastes de interesse, como comparagoes entre

grupos de tratamento e controle. Um modelo linear € ajustado para cada gene
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utilizando ImFit, seguido por um processo de suavizagdo empirica de Bayes (eBayes)
qgue melhora as estimativas de variancia, especialmente importante para experimentos
com poucas réplicas. Os GDEs sao identificados com base em limiares estatisticos
rigorosos (ajustados para multiplos testes) e magnitude de efeito (adj.P.Val < 0.05 e
[logFC| = 0.6). Os resultados sao sistematicamente organizados em tabelas
detalhadas contendo valores de logFC, p-valor ajustados e intervalos de confiancga,
que sao exportados para arquivos tabulares.

A etapa de visualizacao inclui a geragéo de um “volcano plot”, utilizando pacote
ggplot2 (WICKHAM et al ,. 2016), que permite a rapida identificacao visual dos genes
mais significativos e com maiores magnitudes de alteracdo. Os top 10 genes
regulados positivamente e negativamente sdo destacados no grafico e rotulados com
seus simbolos, facilitando a interpretagéo bioldgica. Um heatmap hierarquico € criado
para mostrar os padrbes de expressdao dos genes mais relevantes, agrupando
automaticamente as amostras por similaridade e condigdes experimentais.
Adicionalmente, diagramas de Venn sao utilizados para comparar os conjuntos de
genes diferencialmente expressos entre diferentes contrastes, revelando

sobreposicdes e diferencas importantes entre as condi¢des testadas.

4.1.2.2. Metanalise entre os resultados obtidos nas analises de Microarranjo.

ApGs as andlises de expressédo génica diferencial conduzidas com os dados de
microarranjo, foi realizada a metanalise a partir das listas de tabelas contendo os
genes, valores de log Fold Change (logFC) e p-value gerados de cada dataset
selecionado. O pacote MetaVolcanoR do R foi empregado com o objetivo de identificar
genes expressos em consenso entre 0s conjuntos de dados analisados (ZHOU et al.,
2019). Em seguida, a funcdo votecount_mv foi aplicada para identificar genes
consistentemente regulados, adotando como critérios de significancia um p-value <
0,05 e um |logFC| = 0,6 equivalente a fold-change de 1,5). Essa funcao contabilizou
quantos estudos classificaram cada gene com regulacao positiva (logFC positivo) ou
regulacdo positiva (logFC negativo), gerando um dataframe com as contagens de
concordancia. A partir da lista dos GDEs em comum, foram selecionados os dez
principais genes com regulagcao positiva e regulacao positiva respectivamente para
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que estejam evidenciados na visualizacdo dos graficos produzidos, tais como o
volcano plot e o heatmap.

4.1.2.3. Analise de enriquecimento funcional de vias biologicas

Para compreender o significado biolégico dos genes diferencialmente
expressos, foram realizadas analises de enriquecimento funcional utilizando a
ferramenta EnrichR (CHEN et al., 2013) na versdo online através do site

https://maayanlab.cloud/Enrichr/, onde foi inserida a lista dos genes diferencialmente

expressos identificados em consenso através da metanalise separadamente entre os
genes regulados positivamente e negativamente. As bases de dados selecionadas
para a verificacao de processos biolégicas, vias de sinalizagdo, metabdlicos e funcdes
moleculares foram GO Biological Process, KEGG Pathways, Reactome Pathways,
Wikipathway e MsigDB_Hallmark, pois a combinag¢do dos dados obtidos entre essas
bases de dados fornecem uma visdo mais completa, detalhada e robusta,
contextualizando o conhecimento biolégico acerca dos resultados encontrados.

As vias biologicas consideradas relevantes foram selecionadas com base em
trés critérios principais: (1) significancia estatistica, considerando os termos com
resultados de valores-p ajustados para falsas descobertas (do inglés, False Discovery
Rate, FDR) inferiores a 0,05; (2) sobreposicao de genes (overlap), exigindo a presenca
de pelo menos trés genes em comum entre a lista de genes de interesse e 0s
conjuntos de genes das vias bioldgicas presentes nas bases de dados analisadas; e
(3) relevancia bioldgica, priorizando resultados que estivessem alinhados com o
conhecimento prévio do sistema biolégico em estudo, particularmente no contexto da

endometriose.

4.1.2.4. Validacao da assinatura génica da endometriose através de
andlises transcriptémicas RNA-seq

Assim como nos dados de microarranjo, os datasets de RNA-seq foram obtidos
no GEO, porém, por se tratar de uma técnica cujo resultado final (output) tem um
grande volume de dados, o tratamento dessas informagdes seguiu diferentes
abordagens. A primeira etapa da analise foi feita em prompt de comando em ambiente
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LINUX. Ja no ambiente R, para a analise de expresséao diferencial, o pipeline foi feito
a partir do uso do pacote edgeR (ROBINSON et al., 2010), e foram considerados como
GDEs os genes que apresentaram valores de P ajustado (adj. p-val) < 0,05 e uma
variacao na expressao (log2FoldChange) igual ou superior a 1,0 para genes regulados

positivamente, ou igual ou inferior a -1,0 para genes regulados negativamente.

Figura 3. Fluxograma seguido nos scripts de analises dos datasets da técnica de RNA-seq.
Fonte prépria.

(— 1° Etapa 1
Curadoria FastQC Trimmomatic
| A
l 30 Etapa 2 Etapa '—J
Obtencao de dados 3 Analise em
(SRA Toolkit) RS2l ambiente R

'Prefetch()’ & 'FASTQ-dump()'

O workflow descrito na figura 3 apresenta as etapas iniciais das analises para o
tratamento dos dados de RNA-seq, realizadas na execucgado do estudo. O processo
comecga com a curadoria e obtencdo dos dados brutos, utilizando a ferramenta SRA
Toolkit (LEINONEN et al., 2011), a partir de duas etapas principais: (1) o comando
prefetch foi empregado para download dos arquivos no formato nativo .sra a partir dos
identificadores de acesso, utilizando conexdo FTP com o banco de dados do NCBI e
parametros de otimizacdo (--max-size 50G para arquivos grandes e --transport ascp
para transferéncia acelerada quando disponivel); (2) a conversao para formato
FASTQ foi realizada através do comando fastq-dump com os parametros “--split-files”
para separacao de reads paired-end, “—qgzip” para compressao direta da saida, e “-
-skip-technical” para remogao de reads técnicas, garantindo arquivos finais no formato
“ R1.fastq.gz” e “ R2.fastq.gz”.

A etapa seguinte envolve a avaliacdo da qualidade das reads brutas por meio
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do programa FastQC (ANDREWS, 2010), ferramenta que analisa métricas criticas
como: (1) escores de qualidade por base (Phred Q=30 como padrao de corte), (2)
distribuicdo de nucleotideos (para detecgdo de viés técnico), (3) conteudo de GC
(comparado com a referéncia do organismo), (4) presenca de adaptadores (limite de
tolerancia de 5%) e (5) taxa de duplicagdo. Os relatérios HTML gerados foram
interpretados visualmente por meio de um gréafico de BoxWhisker, com énfase no perfil
de qualidade ao longo das reads, onde quedas nas extremidades (>20% de bases
com Q<30) ou contaminantes(adaptadores >5%) indicaram necessidade de trimming

(cortar/remover) com a ferramenta Trimmomatic.

O Trimmomatic (BOLGER et al., 2014) foi utilizado como uma etapa de pré-
processamento, pois realiza o controle de qualidade dos dados brutos de
sequenciamento. O pipeline consistiu em: (1) remocao de adaptadores utilizando o
parametro ILLUMINACLIP com arquivo de adaptadores especificos; (2) corte de
bases de baixa qualidade (Q<20) nas extremidades das reads (LEADING:20,
TRAILING:20); (8) filtragem por janela deslizante de 4 bases
(SLIDINGWINDOW:4:20), removendo regides onde a qualidade média fosse inferior
a Q20; e (4) selecao final de reads com comprimento minimo sendo considerado
sempre com metade do original (MINLEN). No caso de dados Single-End, o output
possui um arquivo e Paired-End, o output possui quatro arquivos de saida. O Fast\QC
foi reexecutado para validacao, garantindo que os dados atendessem aos critérios
minimos (70% das reads com Q=30 em 275% de suas posi¢gdes) antes do
alinhamento. Essa abordagem, baseada em Andrews (2010), é fundamental para
evitar artefatos técnicos em analises downstream de RNA-seq, garantindo a
integridade e qualidade dos dados para etapas subsequentes de alinhamento e
analise de expressao génica diferencial.

Apoés o pré-processamento, a 32 etapa consiste no alinhamento das reads ao
genoma de referéncia utilizando o STAR (DOBIN et al., 2013), um alinhador otimizado
para RNA-seq que emprega um algoritmo de suffix arrays comprimidos para
mapeamento eficiente contra o genoma de referéncia. O processo iniciou-se com a
construgcao de um indice gendmico personalizado contendo as sequéncias do genoma
(GRCh38.p14) O alinhamento de reads de RNA-seq foi realizado utilizando genoma
de referéncia e anotagdes obtidos do Ensembl, seguindo um pipeline padronizado.
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Inicialmente, os arquivos FASTA do genoma primario e GTF com anotagdes foram
baixados diretamente do repositério do Ensembl. O genoma foi entdo indexado
utilizando o STAR com parametros otimizados: --sjdbOverhang 100 (para reads de
101 bp), --genomeSAindexNbases 14 (para genomas grandes) e inclusdao das
anotagbes de splicing via --sjdbGTFfile. O alinhamento propriamente dito foi
executado em modo duas-passagens (--twopassMode Basic) com o0s seguintes
critérios:--outFilterMultimapNmax 20 para reads multi-mapeaveis, --outSAMtype BAM
SortedByCoordinate para saida ordenada, e --quantMode GeneCounts para geracao
simultanea de contagens génicas. A qualidade do alinhamento foi avaliada através de
métricas como porcentagem de reads mapeadas (>80%) e concordancia com jun¢oes
anotadas (>85%), Os arquivos BAM (ou SAM quando especificado) resultantes foram
processados posteriormente para quantificacdo de expressdo génica, garantindo
rastreabilidade completa desde a origem dos dados de referéncia até os resultados

finais de alinhamento.
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Figura 4. Fluxograma seguido nos scripts de andlises dos datasets da técnica de bulk
RNA-seq.

Curadoria

Dados brutos SRA Toolkit SRA Toolkit
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No ambiente R, os dados sao convertidos em um objeto DGEList do pacote
EdgeR (ROBINSON et al., 2010). Esse objeto é uma estrutura de dados especifica
para analise de expressao génica, que facilita o tratamento e a manipulagdo dos
dados, permitindo que os dados sejam organizados de maneira eficiente, incluindo
informagdes como contagens de reads, metadados das amostras e anotagdes dos
genes, feitas com o uso do pacote Rsubread , usando a fungdo FeatureCounts é
utilizado para calcular as contagens de reads associadas a cada gene, enquanto as
fungbes pdata() e fdata() do EdgeR s&o empregadas para atualizar as informagdes
dos grupos experimentais e das anotacdes dos genes. A proxima etapa é a filtragem
de genes, onde sao mantidos apenas aqueles que apresentam expressao superior a
2 CPM (Contagens Por Milhao) e que estao presentes em pelo menos trés amostras.

Essa filtragem é essencial para eliminar genes de baixa expressao, que podem nao
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ser biologicamente relevantes ou que podem introduzir ruido na andlise. A filtragem
ajuda a garantir que apenas genes com expressao significativa sejam considerados
nas etapas subsequentes, melhorando a confiabilidade dos resultados.

A corregéo do efeito de lote € utilizada para diminuir a variabilidade introduzida
por experimentos realizados em diferentes lotes ou condigbes. A corre¢do do efeito
de lote é feita utilizando uma abordagem de modelo linear, que ajusta os dados para
remover variagdes técnicas nao relacionadas as condi¢des biologicas de interesse.
Essa etapa é fundamental para garantir que as diferencas observadas na expresséo
génica sejam realmente bioldgicas e nao artefatos técnicos. A analise estatistica foi
feita por meio de modelos lineares e estatistica bayesiana empirica para comparar a
expressao génica entre os grupos experimentais. Esses métodos permitem identificar
genes diferencialmente expressos com controle de erros associados a multiplos
testes. Os resultados sdo organizados em tabelas de expressao diferencial, que listam
0s genes significativamente regulados, juntamente com suas estatisticas associadas

(como valores-p e fold changes).

Foi realizada a associacéo entre os resultados obtidos na metanalise dos
diferentes datasets de microarranjo através do pacote ‘MetavolcanoR’, obtendo uma
nova tabela de genes em consenso entre as analises feitas em todas as comparacoes
dos datasets das técnicas de microarranjo e RNA-seq. Os resultados foram
interpretados e visualizados utilizando ferramentas como heatmaps), que permitem a
visualizacdo dos padrdes de expressao génica entre as amostras. Além do diagrama
de Venn, com objetivo de demonstrar didaticamente o os genes comuns entre 0s

conjuntos de dados usados nas comparagoes.
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5. Resultados

5.1. Estudos encontrados por meio da curadoria

A curadoria dos dados foi realizada no site do NCBI, por meio da aba de
busca 'GEO Datasets', utilizando os termos 'endometriosis' e 'Homo sapiens'. Foram
aplicados filtros especificos para selecionar estudos com as técnicas de interesse:
‘expression profiling by array' (microarranjo) e 'expression profiling by high throughput
sequencing (RNA-seq). Os estudos foram selecionados com base nos critérios de
inclusdo e exclusao previamente estabelecidos (Tabela 1), resultando em uma lista
de 35 estudos contendo dados de expresséo génica, conforme descrito na Tabela 2.
Dentre esses, 19 estudos utilizaram a tecnologia de microarranjo e 16 utilizaram RNA-
seq, totalizando 930 amostras de microarranjo e 301 amostras de RNA-seq, conforme
detalhado na Tabela 2.

Tabela 2. Lista de estudos transcriptdémicos selecionados.

GSEID Tecnologia Tipo de RNA N* de
amostras
GSE141549 Microarranjo mRNA 408
GSE165004 Microarranjo mRNA 72
GSE86534 Microarranjo ncRNA/mRNA 12
GSE120103 Microarranjo ncRNA/mRNA 36
GSE111974 Microarranjo mRNA 48
GSE94414 Microarranjo mRNA 15
GSE68870 Microarranjo ncRNA/mRNA 8
GSE78851 Microarranjo mRNA 8
GSE77182 Microarranjo ncRNA/mRNA 5
GSE74373 Microarranjo ncRNA/mRNA 6
GSE57733 Microarranjo mRNA 6
GSE51981 Microarranjo mRNA 148
GSE25628 Microarranjo mRNA 22
GSE37837 Microarranjo mRNA 36
GSE23339 Microarranjo mRNA 19
GSE11691 Microarranjo mRNA 18
GSE6364 Microarranjo mRNA 37
GSE7305 Microarranjo mRNA 20
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GSE124010 Microarranjo miRNAs 6
GSE185392 RNA-seq mRNA 20
GSE168902 RNA-seq mRNA 6
GSE157153 RNA-seq mRNA 66
GSE153740 RNA-seq mRNA

GSE153739 RNA-seq mRNA

GSE168214 RNA-seq mRNA/ncRNA

GSE130435 RNA-seq mRNA 18
GSE135485 RNA-seq mRNA 58
GSE134056 RNA-seq mRNA 38
GSE99949 RNA-seq mRNA 8
GSE185273 RNA-seq ncRNA 6
GSE153813 RNA-seq miRNA 9
GSE121406 RNA-seq miRNA 8
GSE105765 RNA-seq miRNA 16
GSE105764 RNA-seq ncRNA 16
GSE56414 RNA-seq miRNA 11

GSE, GEO Series

5.2. Analises de expressao génica dos datasets referentes a técnica de
microarranjo.

Os dados dos estudos feitos com a técnica de microarranjo foram analisados em
um primeiro momento seguindo todo processo descrito no fluxograma mostrado na
figura 2. Durante a analise de cada dataset, foram observados detalhes técnicos além
dos critérios de inclusdo e exclusao pré-estabelecidos, sendo verificadas as
informacdes de cada estudo selecionado e a avaliacdo da qualidade dos dados
obtidos. Tais detalhes envolvem a escolha das plataformas onde os dados foram
obtidos, os formatos dos arquivos, se ha quantidade de amostras significativas por
grupo a ser analisado, se as amostras sdo provenientes de locais relevantes e de
interesse para a pesquisa e, por fim, a qualidade das amostras propriamente ditas
(etapa feita durante a execucdo do pipeline). Dos 19 datasets de microarranjo
selecionados durante a curadoria, apenas cinco cumpriram os critérios de qualidade
necessarios para o prosseguimento para a conclusdo da investigacao dos genes

diferencialmente expressos.



Figura 5. Fluxograma de filtragem dos datasets para analise de expressao génica.

Tabela 3. Datasets de microarranjo descritos em grupos.

19 datasets
inicialmente selecionados

4

Verificagao dos critérios
técnicos e de qualidade:

\ 4

1. Plataforma utilizada (marcas)
2. Formatos dos arquivos

3. Numero significativo de
amostras por grupo

4. Procedéncia das amostras
(locais relevantes)

5. Qualidade das amostras
(avaliada no pipeline)

A 4
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GSE_ID
GSE25628
GSE25628
GSE25628
GSE11691

GSE11691

GSE6364

GSE6364

GSE6364

GSE6364

Tecnologia
microarranjo
microarranjo
microarranjo
microarranjo

microarranjo

microarranjo

microarranjo

microarranjo

microarranjo

. Tipo de
Plataforma Organismo RNA Amostra
, quo mRNA  endométrio ectépico
Affymetrix sapiens
Homo endométrio
Affymetrix sapiens mRNA eutopico
. Homo .
Affymetrix . mRNA endométrio normal
sapiens
. Homo - .
Affymetrix sapiens mRNA  endométrio ectépico
, Homo . -
Affymetrix sapiens MmRNA  endométrio ectépico
endométrio
Affymetrix Ho_mo mRNA prollferatlvo de
sapiens paciente com
endometriose
endométrio
Affymetrix quo mRNA proliferativo de
sapiens :
paciente normal
Homo Endomeétrio secretor
Affymetrix . mRNA inicial de paciente
sapiens .
com endometriose
. Homo E'nc'quétrio sepretor
Affymetrix sapiens mRNA inicial de paciente

normal

N/Gr
upo



GSE6364

GSE6364

GSE7305

GSE7305

GSE141549

GSE141549

GSE141549

GSE141549

GSE141549

GSE141549

GSE141549

GSE141549

GSE141549

GSE141549

microarranjo

microarranjo

microarranjo

microarranjo
microarranjo

microarranjo

microarranjo

microarranjo

microarranjo

microarranjo

microarranjo

microarranjo

microarranjo

microarranjo

Affymetrix

Affymetrix

Affymetrix

Affymetrix
lllumina

Illumina

lllumina

Illumina

lllumina

lllumina

Illumina

lllumina

Illumina

Illumina

Homo
sapiens

Homo
sapiens

Homo
sapiens
Homo
sapiens

Homo
sapiens

Homo
sapiens

Homo
sapiens

Homo
sapiens

Homo
sapiens

Homo
sapiens

Homo
sapiens

Homo
sapiens

Homo
sapiens

Homo
sapiens

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

Endométrio secretor
médio de paciente
com endometriose

Endométrio secretor
médio de paciente

normal

Endometrio/doenca

ovariana

Endometrio-Normal

patient
endometrium (PE) -
- controle

peritoneum (PP)

Deep infiltrating
endometriosis
lesion Intestine
(DiEln) -- Leséo de
endometriose
profunda infiltrante
Intestino
Deep infiltrating
endometriosis
lesion Bexiga
(DIEB) - Leséo de
endometriose
profunda infiltrante
Ovarian
endometrioma
(OMA) —
endometrioma
ovariano
Rectovaginal lesion
(REV) — leséao
rectovginal
control
endometrium (CE) —
controle de
endometrio
control peritoneum
(CP) — controle de
peritonio
Peritoneal
endometriosis
lesion (Pel) — lesdo
de endometriose
peritonial
Sacrouterine
ligament lesion
(Sul) — leséo no
ligamento
socrounterino
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10

10

104

39

39

28

22

43

24

79

27




5.2.1. Analise de qualidade dos dados feitos com pacote Array Quality Metrics

Figura 6. Graficos gerados pelo pacote Array Quality Metrics de todos os microarrays Affymetrix
analisados.
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Antes da realizacao das analises de expressao diferencial, foram conduzidas

abordagens exploratorias para avaliacdo da qualidade e estrutura dos dados em cada

um dos estudos selecionados (Figura 6).

Para isso,

foram geradas quatro

representagbes gréaficas principais: (A) matriz de distancia entre as amostras, (B)

andlise de componentes principais (PCA), (C) boxplots de distribuicdo de expressao

e (D) gréficos de densidade.
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Os datasets GSE6364, GSE7305, GSE11691 e GSE25628 foram obtidos da
plataforma Affymetrix e apresentaram qualidades semelhantes. A matriz de distancia
(Figura 6A) permitiu visualizar a similaridade entre os perfis de expressao génica das
amostras, destacando o agrupamento por condicdo experimental. Em geral, observou-
se uma forte coesdo entre as amostras do mesmo grupo, evidenciada pelos
agrupamentos hierarquicos e pelos blocos azulados ao longo da diagonal principal.
Na andlise de componentes principais (Figura 6B), cada ponto representa uma
amostra individual, com coloragéo correspondente a sua classificacdo experimental.
A separacdo entre os grupos ao longo dos eixos PC1 e PC2 indicou padrdes de
expressdo génica diferenciados entre as condi¢gbes analisadas, como nos estudos
GSE7305 e GSE11691, onde houve clara distincao entre tecido endometrial normal e
lesbes de endometriose. Os boxplots (Figura 6C) demonstraram uma distribuicao
uniforme das intensidades de expressao génica apds normalizacdo  com medianas
alinhadas e amplitude de expressao semelhante entre as amostras dentro de cada
estudo, indicando dados adequados para analise comparativa. Os graficos de
densidade (Figura 6D) complementaram essa avaliagdo, evidenciando curvas de
distribuicdo com formato semelhante entre os grupos, o que sugere auséncia de viés
sistematico entre os conjuntos de dados. Essas analises confirmaram a qualidade
técnica das amostras e a adequacdo dos dados para a conducdo das analises

subsequentes de expressao diferencial e metanalise.
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Figura 7. Graficos gerados pelo pacote Array Quality Metrics referente ao dataset
GSE141549, lllumina. A: Comparacgéao entre corridas. B: Grafico de dispersado de grupos. C:
Distribui¢cdes de intensidade de matriz. D: Densidade entre grupos.
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O GSE141549 foi o Unico dado de microarranjo da plataforma /lllumina e
apresentou particularidades importantes que merecem destaque. A matriz de
distancia entre amostras (Figura 7A) revelou um padrédo altamente heterogéneo, com
auséncia de agrupamentos claros e predominancia de variagdo entre as amostras. Tal
comportamento sugere grande diversidade biologica ou possivel presenca de fatores
técnicos ndo controlados, como efeitos de lote (batch effect) ou heterogeneidade
amostral. Na andlise de componentes principais (Figura 7B), observou-se ampla
dispersdao das amostras, sem formacdo de clusters nitidos entre os grupos
experimentais, indicando alta variabilidade intra e intergrupos, podendo surgir a
existéncia de subgrupos dentro da mesma condi¢cao experimental ou diferengas sutis
na expressao génica entre os grupos analisados. Os boxplots (Figura 7C)
evidenciaram boa normalizacdo geral, porém com variagcbes consideraveis na
amplitude de expressado entre algumas amostras. Tais discrepancias podem sinalizar
a presenga de outliers ou subgrupos com perfis de expressao distintos. Além disso,
os graficos de densidade (Figura 7D) apresentaram uma distribuicdo assimétrica, com

inclinacdo acentuada a esquerda, indicando uma distribuicdo ndao normal da
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expressao génica em parte das amostras. Os resultados de qualidade reforcam a
necessidade do uso de estratégias como analise por subgrupos, correcdo de efeitos
de batch, remocao de outliers e aplicacdo de métodos estatisticos robustos para

garantir a confiabilidade dos resultados obtidos a partir deste conjunto de dados.

5.2.2. Resultado das Analise dos genes diferencialmente expressos
em cada estudo selecionado.

A partir da analise de expressao dos dados entre os grupos de interesse, foram
obtidas tabelas contendo a listagem dos GDEs regulados positivamente e
negativamente para cada comparacdo. Com a tabela de cada comparacao, foi
produzido volcanoplot de cada analise, como demonstrado na figura 8. O quantitativo
total dos GDEs encontrados em cada analise estdo descritos na tabela 4

Figura 8. Volcano plots obtidos mediante os resultados de GDEs de cada comparacao analisada.

Canparison Early Secrelory Phase Endaretriosis_vs_Normal

Comparison: DIEIn_us_Control

H, o GSE141529_Pelv_vs CF

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Legenda das comparagdes: A.Early Secretory Phase Endometriosis (ESPEM) vs Early Secretory Phase
Normal (ESPN), B. Ovary Disease/Endometriosis (ODEM) vs Normal (N), C.Ectopic Endometriosis
(EEM) vs 45 Eutopic Normal (EN), D. Endometriosis (EM) vs Eutopic Normal (EN), E. Deep Infiltrating
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Endometriosis - Blader (DIEB) vs Control Endometrium (CE), F. Deep Infiltrating Endometriosis -
Intestine (DIiEIn) vs Control Endometrium (CE), G. Peritoneal Lesion - Red (PeLR) vs Control
Endometrium (CE), H. Peritoneal Lesion - Black (PeLB) vs Control Endometrium (CE), I. Peritoneal
Lesion - White (PeLW) vs Control Endometrium (CE).

Tabela 4. Quantitativo total de GDEs por comparagao.

Nome Da Comparacao Up Down Dataset
A. ESPEM_vs_ESPN 408 343 GSE6364
B. ODEM_vs_N 1908 1894 GSE7305
C. EEM_vs EN 693 362 GSE11691
D. EM_vs_EN 2028 2115 GSE25628
E. DIEB _vs CE 867 694

F. DiEln_vs_CE 1636 1755

G. PeLR_vs_CE 1433 1207 GSE141549
H. PelLB_vs_CE 1445 1224

1. PelLW_vs_CE 1636 1472

Legenda das comparacdes: A. Early Secretory Phase Endometriosis (ESPEM) vs Early Secretory
Phase Normal (ESPN), B. Ovary Disease/Endometriosis (ODEM) vs Normal (N), C. Ectopic
Endometriosis (EEM) vs Eutopic Normal (EN), D. Endometriosis (EM) vs Eutopic Normal (EN), E. Deep
Infiltrating Endometriosis - Blader (DIEB) vs Control Endometrium (CE), F. Deep Infiltrating
Endometriosis - Intestine (DIiEIn) vs Control Endometrium (CE), G. Peritoneal Lesion - Red (PeLR) vs
Control Endometrium (CE), H. Peritoneal Lesion - Black (PeLB) vs Control Endometrium (CE), I.
Peritoneal Lesion - White (PeLW) vs Control Endometrium (CE).

5.3. Resultados da Metanalise entre os dados de microarranjo

Foi realizada uma metanalise dos dados de microarranjo envolvendo as nove
comparaces de interesse, com o objetivo de identificar o consenso dos GDEs entre
os diferentes estudos, utilizando o pacote MetaVolcanoR. Foram considerados GDEs
0S genes que apresentaram padrdao consistentes pelo método de Fisher (funcéo
combining). Adicionalmente, a fung&o votecount foi usada com o objetivo de confirmar
o método de Fisher, a metodologia considerou como GDEs 0s genes que
apresentaram padrao consistente de regulacao positiva (up) ou negativa (down) em,

no minimo, cinco das comparacgdes analisadas, conforme o demonstrado na figura 9.
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Figura 9. Gréfico de metanalise fungao votecount. A: Contagem de GDEs entre os datasets.

B: GDEs em consenso entre as comparagoes.
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O numero de genes presentes nos datasets analisados variou entre 12.548 e

23.588. Apds a analise de expressao génica diferencial, o total de genes up-regulados
variaram de 408 (GSE6364) a 2.028 (GSE25628). De forma semelhante, os genes
down-regulados variaram de 343 (GSE6364) a 2.115 (GSE25628), conforme ilustrado
na Figura 9A. Além disso, a analise de intersecdao entre os datasets revelou um

consenso minimo de 87 genes positivamente regulados e 45 genes negativamente

regulados compartilhados por, no minimo, quatro comparagbes, de acordo com 0

apresentado na Figura 9B.

Figura 10. referente a meta-analise. Grupos experimentais analisados
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Grupos experimentais analisados: Early Secretory Phase Endometriosis (ESPEM) vs Early Secretory
Phase Normal (ESPN), Ovary Disease/Endometriosis (ODEM) vs Normal (N), Ectopic Endometriosis

(EEM) vs Eutopic Norma(EN), Endometriosis (EM) vs Eutopic Normal (EN), Deep Infiltrating
Endometriosis — Blader (DiEB) vs Control Endometrium (CE), Deep Infiltrating Endometriosis — Intestine
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(DiEIn) vs Control Endometrium (CE), Peritoneal Lesion - White (PeLW) vs ControlEndometrium (CE),
Peritoneal Lesion - Red (PeLR) vs Control Endometrium (CE) e Peritoneal Lesion - Black (PeLB) vs
Control Endometrium (CE).

A metanalise resultou na identificacdo de 205 genes em consenso entre 0s
datasets analisados, dos quais 132 apresentaram expressao aumentada (assinatura
génica positiva) e 73 apresentaram expressao reduzida (assinatura génica negativa.
Esses conjuntos de genes estao evidentes na Figura 10, na qual observam-se a
formacao de clusters de expressdo semelhantes entre os estudos. Vale destacar que
grande parte dos genes consensuais tem origem no dataset GSE141549, por conta
das comparagdes entre 0s cinco grupos experimentais avaliados; contudo, observou-
se concordancia expressiva também em relacdo aos demais datasets incluidos na
analise. A unica excecado foi o dataset GSE6364, que apresentou um perfil de
expressao discrepante, com baixa alteragcdo génica em comparagdo ao grupo
controle, comportamento observado desde a analise de qualidade, a lista completa
dos GDEs identificados esta descrita na tabela 5.

Tabela 5. Conjunto de 205 GDEs obtidos em consenso na metanalise entre os datasets de
microarranjo.

upP DOWN
1 CFH 51 CD53 101 SRF 1 CLDN3 51 RAD21
2 GAS6 52 CLEC7A 102 STEAP1 2 HMGB3 52 RADS51C
3 HSPA12A 53 COPz2 103 STOX2 3 AHCY 53 RBL1
4 KLF2 54 CPEB4 104 SULT1A2 4 EEF1E1 54 RNF183
5 PPP1R12B 55 CUTA 105 SYTL4 5 ERBB3 55 SCNNI1G
6 TSPAN4 56 CYR61 106 TGFBR1 6 ITGB8 56 SEC23B
7 AKAP12 57 DCTN3 107 TIMP4 7 KRT23 57 TRAK1
8 ANGPT1 58 DDx41 108 TLE2 8 LRBA 58 TTC27
9 BGN 59 EDC3 109 TMEM120A 9 NUP62CL 59 WDR5B
10 CD34 60 EGR2 110 TMEM133 10 OCLN 60 YES1
11 CSF1R 61 EPHB2 111 TMEM97 11 RAD54B 61 YME1LL
12 DCN 62 EPM2A 112 TNFAIP8L3 12 SPA17 62 ZNF217
13 GAS7 63 FPGS 113 TRAF5 13 STX19 63 ZNF334
14 GLI3 64 GIMAP8 114 TRPC1 14 TEKT1 64 ACSM3
15 HCLS1 65 GNA14 115 TSSC4 15 TFB2M 65 CTSC
16 LARP6 66 HSD17B11 116 VPS16 16 TLR3 66 DNM1
17 LHFP 67 IDH3G 117 VPS4A 17 TP53I3 67 FBXO5
18 LMNA 68 IL7R 118 WASF3 18 UBE2E3 68 KIF4A
19 LYz 69 KLF9 119 WABSCR16 19 HPN 69 NEK1
20 MAGI2 70 LRCH2 120 WFS1 20 ADSSL1 70 PFAS
21 MMP2 71 LRPAP1 121 CSGALNACT2 21 ANAPC10 71 TLR5



22 MYH10 72 LTBP3 122 DAPK1 22 ATP6V1A 72 ZNF226

23 NDUFA4L2 73 MAP4 123 DIAPH3 23 Cl4orf159 73 PAFAH1B3

24 NET1 74 MAPRE2 124 MARCKSL1 24 C170rf58

25  PCP4 75 MFAPS 125 MEST 25  C2orf49

26 PDE1A 76 MPDZ 126 MKI67 26 CCDC6

27  PDGFRL 77 MSRB3 127 PENK 27  CDKN2A

28 PGM5 78 NBR1 128 PPARG 28 CMAS

29  PLSCR4 79 NQO2 129 RNF13 29  CMTM7

30 SPARCL1 80 PDE7B 130 ZNF367 30 DPY19L4

31  STATSA 81 PDZRN4 131 CCNA2 31 ELP3

32 TENC1 82 PHF1 132 DHFR 32 EPB41L4B

33  WNT28B 83 PLA2R1 33 GALNT12

34 CLIP1 84 PLEKHO1 34 GSTP1

35  ABI3BP 85 PPP2R4 35  H2AFY2

36  ACOT8 86 PTGES 36 HIC1

37 ADAMTSL2 87 PTPRB 37  KIAA0196

38 ANKRD50 88 PUF60 38 KLHL13

39  ANO6 89 RAB3IL1 39 KLHL9

40 ANPEP 90 RALGDS 40 LRPPRC

41  APOL3 91  RPUSD2 41  NDUFS3

42 ARHGAP18 92 RRAS 42 NEBL

43 ASPA 93  RUSC2 43 NIPSNAP3A

44 ATP1A2 94 SCG2 44 PARP1

45  BAD 95  SEMA3C 45  PBX2

46 BEGAIN 96 SGCD 46 PDIA6

47  C3AR1 97 SH3TC1 47  PDZK1IP1

48  CALCOCO1 98 SLC25A37 48  PHYHD1

49 CALHM2 99 SLC41A3 49  PIGN

50 CAMK1 100 SLC43A3 50 PLCH1
5.4. Resultados do Enriquecimento Funcional
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Com o conjunto de genes obtido na metanalise, foi realizada a analise de

enriquecimento funcional utilizando o software EnrichR. Os genes diferencialmente

expressos (GDEs) foram organizados em listas separadas de positivamente regulados

e negativamente regulados, e avaliou-se sua associagdo com processos biolégicos

relacionados a doenga em cinco bases de dados: GO Biological Process, KEGG

Pathways, Reactome Pathways, WikiPathways e MSigDB Hallmark. As vias

bioldgicas mais relevantes foram selecionadas com base em sua significancia

estatistica, nUmero de genes sobrepostos (overlaps) e consisténcia entre vias

semelhantes identificadas nos diferentes bancos, considerando-se a fisiopatologia da
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doenca em estudo e a concordancia com as informacdes encontradas na literatura.

Tabela 6. Quantitativo geral das vias biolégicas encontradas em cada banco de dados.

Banco de Dados upP DOWN
WikiPathways 22 4
Reactome Pathways 13 24
KEGG Pathways 17 9
MSigDB_Hallmark 9 4
GO Biological Process 74 17
Total 135 58

Das vias biologicas encontradas em cada um dos cinco banco de dados (tabela
6), foram consideradas em consenso entre eles e a literatura as vias descritas na

figura 11.
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Figura 11.Gréfico de coluna referente as vias enriquecidas do conjunto de GDEs obtidos na

metanalise.
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A andlise de enriquecimento funcional dos genes regulados positivamente
(figura 11A) revelou envolvimento significativo em processos associados a sinalizagéo
celular, proliferacdo e diferenciacédo. Dentre os principais termos identificados no
banco GO Biological Process, destacou-se a via de regulacdo da sinalizacdo da
proteina quinase B (AKT), importante para a sobrevivéncia celular, metabolismo e
crescimento tecidual. A hematopoiese também foi enriquecida, indicando um possivel
recrutamento de células imunes ou progenitoras em tecidos ectépicos. Vias
associadas a regulacdo da cascata ERK1/ERK2 e da via MAPK, ambas ligadas a
proliferacdo celular e inflamac&o, foram identificadas como significativamente
ativadas. Além disso, a regulacao positiva da proliferagao celular apareceu como um
termo relevante, o que corrobora o carater hiperproliferativo observado em lesées
endometribticas e a angiogénese, compativel com o microambiente vascularizado da
doenca. Além disso, houve indugédo de vias relacionadas a cicatrizagdo (migracao
celular, reparo de membrana e ativagdo da cascata de coagulacdo) e ao processo
inflamatério (producéo de citocinas como IL-2 e IL-9, ativagdo de células dendriticas,
linfécitos T e INF-a). Destaca-se ainda ativagdo de vias ligadas a biossintese de
estrogénio, hormonio-chave na progressdao da endometriose, e a sinalizacao da dor
(formacao de neurénios nociceptivos), o que pode explicar sintomas clinicos como dor

pélvica.

Entre os genes down-regulados (figura 11B), observou-se o enriquecimento de
vias associadas a manutengcdo da estabilidade gendémica e progressao do ciclo
celular. Notavelmente, a via de reparo de quebras duplas no DNA foi um dos termos
mais significativos, incluindo genes como RAD51C e PARP1, sugerindo uma possivel
deficiéncia em mecanismos de reparo do DNA. Além disso, a analise identificou o
termo checkpoint G2-M no banco MSigDB_Hallmark, refletindo uma possivel
desregulacéo da transicao mitética, bem como a via de alvos de EZ2F, indicando uma
supressdao de genes envolvidos no controle da progressao do ciclo celular e
proliferacdo. Esses achados sugerem uma possivel perda da capacidade proliferativa
controlada em certos contextos celulares ou tecidos acometidos. Também foi
observada diminuicdo na defesa imune inata (receptores Toll-like) e na reducédo nas
vias de ativacdo do complexo de histocompatibilidade (MHC | e Il), sugerindo escape
imunolégico.
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Figura 12. Resumo das vias biolégicas enriquecidas e dos genes relacionados.
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5.5. Resultados da analise dos genes diferencialmente expressos em dados
de
RNA-seq
Com o objetivo de validar os GDEs identificados na metanalise inicial com dados
de microarranjo, foram incorporados ao estudo datasets de RNA-seq, permitindo a
identificagdo de genes em consenso entre as diferentes plataformas tecnolégicas.
Essa abordagem integrativa proporcionou uma filtragem mais rigorosa dos genes
efetivamente associados a endometriose, aumentando a confiabilidade dos

resultados.

Assim como nas andlises dos datasets de microarranjo, os dados de RNA-seq
de cada estudo também foram avaliados considerando ndo apenas os critérios de
inclusdo e exclusdo previamente definidos, mas também aspectos técnicos
relevantes. Para cada estudo selecionado, foram verificadas informagdes detalhadas
e foi realizada uma avaliacdo da qualidade dos dados. Esses aspectos incluem a
plataforma utilizada para a geracdo dos dados, os formatos dos arquivos, a
quantidade de amostras por grupo (avaliando se € estatisticamente adequada, em
triplicata), a origem das amostras (considerando sua relevancia para os objetivos da
pesquisa) e, por fim, a qualidade das amostras em si. Esta ultima etapa foi realizada

durante a execugéo do pipeline.
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Tabela 7. Datasets RNA-seq. Os estudos marcados em verde foram analisados e incluidos a
pesquisa.

N° de

Dataset Plataforma tipo de RNA Analisados
amostra
GSE185392 lllumina NovaSeq 6000 mRNA 20 Nao
GSE168902 lllumina NovaSeq 6000 mRNA 6 Sim
GSE157153 lon Torrent Proton mRNA 66 Nao
GSE153740 lllumina NextSeq 500 mRNA 8 Sim
GSE153739 lllumina NextSeq 500 mRNA 7 Nao
GSE168214 lllumina HiSeq 4000 A/ncRN A 6 Nao
GSE130435 lllumina HiSeq 4000 mRNA 18 Nao
GSE135485 lllumina HiSeq 3000 mRNA 58 Sim
GSE134056 lllumina NextSeq 500 mRNA 36 Nao
GSE99949 lon Torrent PGM mRNA 8 Nao
GSE185273 lllumina NextSeq 500 ncRNA 6 Nao
GSE153813 lllumina NextSeq 500 miRNA 9 Nao
GSE121406 lllumina NextSeq 500 miRNA 8 Nao
GSE105765 lllumina HiSeq 2000 miRNA 16 Néo
GSE105764 lllumina HiSeq 4000 ncRNA 16 Nao
GSE56414 lllumina Genome Analyzer miRNA 11 Nao

Ao executar as andlises conforme o estipulado no fluxograma descrito nas
figuras 3 e 4, foi realizada a andlise de qualidade de todas as amostras dos seus
respectivos datasets selecionados como satisfatérios para a analise, conforme os
critérios definidos no tépico 4.1.2.4. Como forma de exemplificar os graficos de
qualidade obtidos por meio da ferramenta FASTQC (figura 13).
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Figura 13. Graficos gerados no relatorio de qualidade do FASTQC referente aos datasets GSE135485

e GSE168902
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A avaliacao da qualidade das sequéncias por meio dos graficos gerados pelo
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FastQC (figura 13) revelou que as amostras dos estudos GSE135485 e GSE168902
apresentam, em sua maioria, perfis de alta qualidade. No estudo GSE135485, tanto a
amostra de endometriose (SRR9915625) quanto a de controle (SRR9915682)
demonstraram qualidade consistente ao longo de toda a extensao das leituras, com
valores de Phred majoritariamente acima de 30 (faixa verde), indicando alta
confiabilidade dos dados. Ja no estudo GSE168902, observou-se que a amostra
controle (SRR13963612 — leiomioma) também apresentou excelente qualidade em
todas as posicoes da leitura. No entanto, a amostra de endometriose (SRR13963617)
mostrou uma leve queda na qualidade nas posicdes finais da leitura, com maior
variabilidade nas ultimas bases, embora a média de qualidade ainda permaneca
acima dos niveis considerados aceitaveis, e possuem qualidade adequada para
andlises transcriptomicas. Tais resultados foram semelhantes em todas as demais

amostras dos datasets analisados.

As andlises de genes diferencialmente expressos foram feitas (figura 14) por
meios da lista de GDEs identificados em cada dataset, foi feito um volcanoplot
demonstrando os genes regulados positivamente, demonstrados em vermelho, e 0s
genes regulados negativamente, demonstrado em azul. A tabela com o quantitativo
dos GDEs encontrados esta descrito na tabela 8.
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Figura 14. Volcano plots das analises referentes aos datasets selecionados da técnica de RNA-seq
entre mulheres com endometriose e controle.
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Tabela 8. Quantificagdo de GDEs identificados em cada um dos datasets de RNA-seq.

Nome da comparacao Up Down Dataset Tecnologia
EaL vs CE 2002 348 GSE168902
RNA-seq
OEM_vs_CE 455 167 GSE135485

Os grupos experimentais: Endometriosis and Leyomioma (EaL) e Ovary Edometriosis (OEM) foram
comparados contra os grupos Control Endometrium (CE).


http://rna-seq.de/
http://rna-seq.de/
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5.6. ~ Analise de Consenso entre os GDEs Microarranjo e RNA-seq

Figura 15. Diagrama de Venn, demonstrando os GDEs em consenso entre integra¢do das técnicas.
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O conjunto de GDEs obtidos na metanalise foi analisado para identificar os genes
em consenso entre as diferentes plataformas (Figura 15). Entre os dados de
microarranjo e RNA-seq 1 verificou-se 38 genes com regulacdo positiva e 7 com
regulacao negativa em comum. Ja entre microarranjo e RNA-seq 2, apenas 4 genes
regulacao positiva e 2 regulacdo negativa foram compartilhados. De forma notavel,
RNA-seq 1 e RNA-seq 2 apresentaram maior convergéncia entre si, com 144 genes
com expressao positiva e 38 negativa compartilhados, o que possivelmente reflete a
similaridade entre as plataformas tecnoldgicas utilizadas. A intersecdo entre os trés
conjuntos revelou seis genes regulados positivamente em comum, representando
alvos potencialmente robustos e recorrentes na endometriose, por terem sido
identificados de forma consistente em diferentes abordagens analiticas, ressaltando
tanto a variabilidade metodoldgica inerente as diferentes plataformas transcriptémicas
quanto a relevancia de abordagens integrativas na identificacdo de biomarcadores

confiaveis.



67

Figura 16. Heatmap demonstrando a assinatura génica da endometriose considerando multiplos fatores
mostra mudanca no perfil de expressdao da endometriose. Os valores de log2FC dos estédo

representados no grafico em vermelho (aumento) e azul (diminui¢éo).
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A estratégia de cruzamento entre dados de microarranjo e RNA-seq foi feita e

se demonstrou robusta, também demonstrada por meio de um heatmap, destacando

alteracbes transcricionais consistentes entre as plataformas. A concordancia
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observada entre as diferentes técnicas reforca a relevancia bioldgica dos GDEs
identificados, posicionando-os como potenciais biomarcadores ou alvos terapéuticos
para a endometriose. Esses resultados nao apenas validam os achados iniciais da
metandlise, mas também fornecem uma base mais sélida para investigacoes futuras

sobre 0s mecanismos moleculares envolvidos na doenga.

Mesmo com diferentes condicbes de endometriose, diferentes plataformas e
possiveis vieses entre as técnicas, a analise de consenso entre os dados de
microarranjo e RNA-seq dos genes (figura 16) mais consistentemente como regulados
positivamente destacam-se CFH, GAS6, TSPAN4, WNT2B e PLSCR4. No conjunto
de genes com regulacédo negativa em multiplas anélises, destacam-se PIGN, ITGBS,
PFAS, KLHL13, PARP1. A recorréncia desses genes ao longo das diferentes
plataformas transcriptdmicas, condicdes experimentais distintas, reforca sua
relevancia biolégica, configurando-os como potenciais biomarcadores transcricionais

robustos para a doenca.

Esse conjunto de genes pode servir como base para analises funcionais
posteriores e para o desenvolvimento de biomarcadores diagnéstico-terapéuticos
mais especificos para os diferentes tipos de endometriose. Esses resultados
evidenciam a importancia de abordagens de comparacgéao de diferentes técnicas na
identificacdo de alvos moleculares confiaveis, especialmente diante da

heterogeneidade clinica e molecular da endometriose.
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6. Discussao

A endometriose é uma doenga cronica que envolve interagdes génicas
complexas e um componente ambiental que modificam o potencial proliferativo das
células contribuindo para os diferentes fenétipos associados e desfechos clinicos.
Neste estudo, aplicamos uma metanalise abrangente de dados transcriptémicos
publicos, realizando a integracao de dados entre as técnicas de analise da expresséo
génica demicroarranjo e RNA-seq, em plataformas distintas, permitindo a identificacao
da assinatura diferencial de expressao génica. Ao reunir e comparar 35 datasets (com
mais de 1.200 amostras no total), e posterior filtragem e analise de expresséo
diferencial de sete desses datasets, foi possivel estabelecer um perfil transcricional
em consenso da doencga, destacando tanto GDEs quanto vias bioldégicas com

expressao alterada em diferentes contextos experimentais.

Essa abordagem superou a heterogeneidade inerente aos estudos isolados e
proporcionou uma analise mais robusta dos mecanismos moleculares associados a
endometriose. A metandlise entre as comparacées dos grupos experimentais dos
datasets provenientens da técnica de microarranjo identificou 205 genes em
consenso, dos quais 132 estavam consistentemente regulados positivamente e 73
regulados negativamente entre o0s grupos com endometriose e controles.
Posteriormente, foi realizada a validacao da metanalise por meio da integracéo entre
os GDEs identificados nas analises de expresséo diferencial de RNA-seq, na qual foi
validado um painel de 57 genes. Os principais genes detectados foram, como CFH,
GAS6, TSPAN4, WNT2B e PLSCR4 entre o conjunto dos genes positivamente
regulados, além de PIGN, ITGBS8, PFAS, KLHL13 e PARP1 genes regulados
genativamente. Dentre as vias biolégicas mais significativas tanto estatisticamente,
quanto clinicamente, encontrans-se enriquecidas relacionadas aos genes com
expressao aumentada as vias envolvidas principalmente na ativagdo do sistema
complemento, sinalizacao celular, proliferagdo celular, inflamacao, angiogénese e
biossintese de estrogénio. Paralelamente, os genes com expressao diminuida estao
ligados a vias de reparo de DNA e regulacdo do complexo principal de
histocompatibilidade e escape imunoldgico. Esses resultados demonstram que a

integracdo de dados transcriptdmicos publicos permitiu a identificacdo de uma



70

assinatura génica consistente na endometriose, fornecendo novas perspectivas para

a compreensao de sua biologia e possiveis alvos terapéuticos.

Entre os genes com expressdo aumentada, destacou-se o gene GASS6,
envolvido na ativagao do receptor tirosina quinase AXL, foi previamente associado a
processos inflamatorios, fibrogénicos e de invasado celular em lesdes ectopicas
(HONDA et al., 2008). Estudos recentes demonstram que o eixo GAS6—AXL promove
a diferenciacdo de células estromais em miofibroblastos por meio da via NF-kB,
contribuindo para a fibrose e remodelamento tecidual (SHASHA et al., 2025). Esse
eixo também ativa a via PIBK-Akt, favorecendo a sobrevivéncia celular ectopica. O
CFH, componente da cascata do complemento, sugere uma modulagéao da imunidade
inata, potencialmente conferindo evasdo imune as células ectépicas (BAE et al.,
2022).TSPAN4, WNT2B e PLSCR4 estao implicados na adesao, remodelamento da
matriz extracelular e sinalizagdo celular, processos essenciais a implantacado e

persisténcia das lesoes.

Apesar de ainda escassas, algumas evidéncias apontam para o possivel
envolvimento desses genes na fisiopatologia da endometriose. WNT2B pertence a
familia Wnt, amplamente reconhecida por sua atuagéo em processos de diferenciacéo
celular, remodelamento tecidual e fibrose, com dados sugerindo sua contribuicdo para
a proliferagdo de células estromais endometriais e progressdo de lesdes
endometriéticas (BULUN et al., 2019; WU et al., 2022). PLSCR4, por sua vez, codifica
uma escramblase de fosfolipidios com possivel fungédo na sinalizagcdo de membrana
e regulacao de receptores, sendo sua regulacao positiva relacionada a processos de
migracao celular e possivel invasividade das lesdes (ZHANG et al., 2021). Para
TSPAN4, ndo ha evidéncia direta de associagdo com endometriose, mas sua
participacdo em processos de adesao celular e remodelamento da matriz extracelular
em outros contextos patologicos justifica sua investigagdo como potencial modulador
da adesividade celular em tecido ectopico (LIU et al., 2020).

Os genes com expressao reduzida, destacam-se PARP1 (Poly(ADP-ribose)
polymerase 1), amplamente relatado na literatura, especialmente no que se refera sua

participacdo em diversos tipos cancer e mais epecificamente, no de ovario, onde
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exerce fungdo central no cancer de ovario, especialmente no carcinoma seroso de alto
grau, o subtipo mais frequente e agressivo da doenca. Sua principal funcao esta
relacionada ao reparo de quebras simples de fita do DNA, via excisdo de base (base
excision repair), sendo fundamental para a manutencdo da integridade gendémica
(POMMIER et al.,, 2016). Em tumores com deficiéncia na via de recombinagéo
homologa, como aqueles associados a mutagdes nos genes BRCA1/2, a inibicao de
PARP1 leva ao acumulo de lesdes de DNA irreparaveis, culminando em morte celular
por letalidade sintética (LORD; ASHWORTH, 2017).Além de sua atuagédo no reparo
do DNA, PARP1 também regula vias de transcricdo de genes relacionados a
sobrevivéncia celular, angiogénese, inflamacao e interagdo com o microambiente
tumoral, ampliando seu impacto na biologia tumoral (POMMIER et al., 2016;
KONSTANTINOPOULOS et al., 2015).

PARP1 e KLHL 13 destacam-se pela participagéo no reparo de DNA e controle
do ciclo celular e estresse oxidativo, sugerindo um prejuizo na manutencao da
integridade gendmica nas lesdes endometridticas (KACPERCZYK-BARTNIK, J. et al.,
2022; BIRT, J. A. etal., 2013). O gene ITGBS, que codifica uma integrina 38 envolvida
na ativacdo do fator de crescimento TGF-3, é essencial para processos de adesao
celular, modulacdo imune e implantacdo embrionaria. Estudos indicam que sua
expressao é critica para permitir a ativacao funcional das proteinas SMAD2/3, por
meio de sua fosforilagdo e translocagdo nuclear durante a implantacédo, sendo que
sua reducdo em pacientes com endometriose pode comprometer a receptividade
endometrial e, consequentemente, contribuir para a infertilidade associada a doenga
(KUMAR et al., 2015; KATIYAR et al., 2018).

O gene PFAS apresenta funcdo essencial no metabolismo de purinas, sua
down-regulacao pode impactar a homeostase celular e imunoldgica, favorecendo um
ambiente propicio a sobrevivéncia de células ectépicas, ainda que mais estudos sejam
necessarios para elucidar seu papel especifico na endometriose (AO et al., 2024). Por
sua vez, PIGN, embora nao tenha relatos posteriores sobre seu envolvimento na
fisiopatologia da doenga, sabe-se que tem como funcéo a biossintese de ancoras GPI
(glicosilfosfatidilinositol), é para a fixagcdo de proteinas na membrana celular. A
expressao reduzida de PIGN pode prejudicar a apresentagdo de proteinas de

superficie, como receptores e moléculas imunomoduladoras, contribuindo para o
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escape imunoldgico das células endometriais ectopicas (THE HUMAN PROTEIN
ATLAS, 2024).

A andlise de enriquecimento funcional dos genes down-regulados revelou um
padrao marcante de supressao de vias relacionadas a resposta imune adaptativa, tais
como “Apresentacdo do antigeno MHC de classe | e II” e “sistema imunolégico
adaptativo”. Esses resultados sugerem que, em lesdes de endometriose, ha uma
quebra na capacidade de apresentacao antigénica e, consequentemente, um escape
imunoldgico que favorece a permanéncia de células ectopicas. Essa hipotese é
compativel com achados prévios na literatura, que apontam alteragdes funcionais em
células NK, T e APCs no microambiente peritoneal de mulheres com endometriose
(AHN et al., 2015; ABRAMIUK, et al., 2022).

Além disso, observou-se a inibicdo de vias de reparo do DNA, como reparo de
fita-dupla de DNA, bem como checkpoint mitético (G2-M Checkpoint) e alvos de E2F
(E2F Targets). A regulagdo negativa de genes como PARP1 e RAD51C pode
comprometer a resposta ao dano genético, promovendo instabilidade gendmica e
acumulo de mutagdes. Esse cenério refor¢ca a nocao de que, embora a endometriose
seja uma doenca benigna, pode apresentar caracteristicas pré-neoplasicas em alguns
subtipos, como os endometriomas ovarianos, especialmente em casos com longo
tempo de evolugdo (ANGLESIO et al., 2015; KLEMMT; STARZINSKI-POWITZ, 2018).

Além disso, as vias de metabolismo proteico e modificacdo pds-traducional,
como “Modificacdo pods-traducional de proteinas” e “protedlise mediada por
ubiquitina”, também se mostraram inibidas. A disfungcédo nesse eixo afeta a renovagéao
proteica, interfere na regulacao de receptores de membrana e prejudica respostas ao
estresse celular, favorecendo a sobrevivéncia de células disfuncionais. Do ponto de
vista terapéutico, essas vias podem representar alvos alternativos ainda pouco
explorados no contexto da endometriose. Outro ponto relevante foi a regulagéao
negativa de vias de sinalizagao celular e supressao tumoral, como IL-24 Signaling e
Transcriptional Regulation by TP53. A proteina p53 atua como regulador da apoptose,
controle do ciclo celular e estabilidade gendmica. Sua inibicdo pode refletir um
ambiente permissivo a proliferagdo anormal e resisténcia a morte celular, fatores que

contribuem para a persisténcia das lesées endometridticas e sua progressao (ZHANG
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et al., 2020).

Adicionalmente, os genes superexpressos foram associados principalmente a
ativacdo de vias relacionadas a sinalizagdo celular, proliferacdo, angiogénese,
resposta inflamatéria e biossintese de estrogénio. Foram observadas ativagdes de
sinalizacao de AKT, cascata de MAPK, cascata de ERK1/2, sinalizagdo de IL-2 e IL-9
e biossintese de estrogénio. Esses dados sao compativeis com a fisiopatologia da
doenca, que envolve um ambiente local inflamatério, hiperproliferativo e estrogénio-
dependente (BULUN et al., 2019; VIGANO et al., 2018). O enriquecimento de termos
como angiogenesis, migragdo celular e cicatrizagdo, também sustenta o papel do
microambiente remodelador na manutencao das lesdes, corroborando com o descrito

na literatura.

No que se refere a dor na endometriose, observou-se a ativagéo significativa de
vias associadas a inflamagcdo e ao remodelamento tecidual, como TNF-a/NF-kB,
MAPK, Ras e KRAS, todas implicadas na amplificagéo de sinais pré-inflamatorios e
na modulacdo da resposta nociceptiva. Essas vias promovem a liberacdo de
mediadores inflamatérios como IL-1B, IL-6, TNF-a e prostaglandinas, além de fatores
neurotréficos como o NGF (Nerve Growth Factor), os quais favorecem a inervagcéao
sensorial aberrante e a sensibilizacdo de nociceptores periféricos (ASANTE et al.,
2011; CHEN et al., 2025). A ativagcdo de processos como transicao epitelial-
mesenquimal (EMT) e angiogénese também sugere a criacdo de um microambiente
permissivo a neuroangiogénese, fendmeno que contribui para o aumento da
densidade nervosa nas lesdes, correlacionando-se clinicamente com maior
intensidade de dor (AGOSTINIS et al., 2021; STRATTON & BERKLEY et al., 2011).
Esses achados reforgam a hipotese de que a dor na endometriose decorre ndo apenas
da presenca anatbmica das lesbes, mas sobretudo de sua atividade molecular
inflamatéria e neurogénica, o que justifica a variabilidade clinica entre mulheres com
lesbes semelhantes. Nesse contexto, o perfil de expressdo génica pode oferecer
subsidios para estratificacao fenotipica da dor e direcionamento de terapias alvo.

Os resultados encontrados no contexto da infertilidade na endometriose
corroborou com 0 que se tem na literatura, onde desregulagéo de vias de reparo do
DNA (PARP1, RAD51C) compromete a estabilidade gendémica, prejudicando a
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qualidade oocitaria e embrionaria. Simultaneamente, o microambiente inflamatério,
mediado por NF-kB, MAPK/ERK e citocinas (IL-6, TNF-a), cria condi¢des adversas
para implantacao e desenvolvimento embrionario. O estresse oxidativo, exacerbado
pelo acumulo de ferro e ativacdo de ERK1/2/Nrf2, danifica tanto o tecido ovariano
quanto endometrial. Adicionalmente, alteragbes na sinalizacdo estrogénio-
dependente e na apoptose (via PISK/AKT/TP53) perturbam a decidualizagdo e
renovacao endometrial. Esses mecanismos combinados explicam a infertilidade
associada a doenca e destacam a necessidade de terapias multifocais que restauram
a homeostase reprodutiva (ZHANG et al., 2023; Ql et al., 2025). A regulagéao negativa
das vias imunes pode contribuir para a infertilidade associada a endometriose, pela
falha na renovacdo endometrial e na interacdo materno-fetal (GIUDICE; KAISER,
2006), ja no que se refere a supressao de vias de reparo e apoptose pode justificar a
resisténcia terapéutica observada em portadoras da endometriose, especialmente a

terapia hormonal.

A intersecao entre plataformas identificou genes com expressao consistente,
como CFH, GAS6, TSPAN4, WNT2B e PLSCR4 (up), além de PIGN, ITGBS8, PFAS,
KLHL13 e PARP1 (down). A recorréncia consistente desses 10 genes em multiplos
estudos e plataformas de diferentes tecnologias, reforca sua relevancia como
marcadores moleculares estaveis da endometriose, com potencial aplicagdo em
diagnésticos moleculares, prognéstico ou mesmo como alvos terapéuticos. A
identificagdo de alvos moleculares consistentes oferece caminhos para o
desenvolvimento de biomarcadores diagnosticos e terapias personalizadas, em
especial aquelas baseadas na modulagao imune, no controle do ciclo celular ou na

reparacao do DNA.

Na literatura atual, uma busca criteriosa por estudos com metodologia
semelhante a adotada nesta dissertacdo resultou na identificacdo de apenas trés
metandlises relevantes. Kang (2025) foi o uUnico estudo a buscar um perfil de
expressao génica integrando diferentes datasets de endometriose; no entanto, sua
analise restringiu-se a apenas trés conjuntos de dados de microarranjo (GSE6364,
GSE73622-MSC, GSE73622-SF e GSE141549-GPL13376), dos quais dois foram
também incorporados no presente estudo. A segunda metanalise identificada,

realizada por Poli-Neto (2020), limitou sua abordagem a dados obtidos exclusivamente
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por microarranjo, com foco direcionado a transcritos associados a processos
imunoldgicos, ndo explorando outras vias potencialmente envolvidas na fisiopatologia
da doenca. Por fim, Vargas et al. (2022) realizaram uma integracao metodolégica entre
microarranjo e RNA-Seq, validando parte dos achados; contudo, direcionaram sua
investigacdo unicamente para aspectos relacionados a infertilidade em mulheres com

endometriose.

Dessa forma, o presente trabalho apresenta um diferencial significativo ao propor
uma abordagem integrativa mais abrangente, tanto na selecao criteriosa e ampliada
dos datasets utilizados, quanto na robustez da analise integrada entre plataformas
distintas (microarranjo e RNA-Seq). A estratégia aqui aplicada permitiu a identificacao
de um painel consistente de genes diferencialmente expressos, obtido por consenso
entre as diferentes metodologias, ampliando o potencial de identificacdo de
marcadores moleculares robustos associados a endometriose em seus multiplos

contextos fisiopatolégicos.

Apesar dos avancgos obtidos, o presente estudo apresenta algumas limitagcoes
inerentes a heterogeneidade dos dados disponiveis nos bancos publicos, incluindo a
auséncia ou incompletude de informacdes clinicas detalhadas, o que dificultou a
estratificacado das amostras segundo os distintos fenétipos e apresentacdes clinicas
da endometriose. Tal limitagc&o inviabilizou, neste momento, andlises diferenciais entre
subgrupos clinicos nos diversos estudos integrados. Como perspectiva futura,
pretende-se validar experimentalmente os principais genes diferencialmente
expressos identificados, bem como integrar dados de IncRNAs aos resultados obtidos,
com o objetivo de ampliar a compreensdo dos mecanismos epigenéticos envolvidos

na regulagao génica associada a doenca.

Os achados aqui obtidos tém importantes implicagdes clinicas. A integragcao dos
dados de RNA-Seq corroborou de maneira consistente a maioria dos achados
provenientes da analise de microarranjos, mesmo diante das diferencas
metodoldgicas e da variabilidade dos dados. Este achado reforga a robustez dos
genes identificados como potenciais biomarcadores moleculares da endometriose,
independentemente da plataforma tecnoldgica utilizada, e destaca o potencial dessas
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assinaturas no aprimoramento do diagnostico e compreensdo dos mecanismos

fisiopatologicos da doenga.
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7. Conclusao

e Foi realizada uma metanalise abrangente de dados transcriptémicos publicos
de endometriose, integrando plataformas de microarranjo e RNA-Seq, totalizando
mais de 1.200 amostras inicialmente curadas e posteriormente filtradas conforme
rigorosos critérios de qualidade.

e A integracdo dos dados permitiu a identificacdo de uma assinatura génica
robusta composta por 205 genes diferencialmente expressos na metandlise de

microarranjo, dos quais 132 foram regulados positivamente e 73 negativamente.

¢ A validacao integrada com os dados de RNA-Seq confirmou um painel de 57
genes em consenso entre as plataformas, destacando um conjunto de 10 genes
recorrentes (CFH, GAS6, TSPAN4, WNT2B, PLSCR4 — upregulados; e PIGN, ITGBS,
PFAS, KLHL13, PARP1 — downregulados), considerados potenciais biomarcadores

moleculares estaveis da endometriose.

eA analise de enriquecimento funcional dos genes upregulados revelou
participacdo em processos relacionados a proliferacdo celular, inflamacao,
angiogénese, biossintese de estrogénio, neurogénese e cicatrizacdo, aspectos

consistentes com a fisiopatologia proliferativa e inflamatéria da endometriose.

¢ Ja 0s genes downregulados mostraram supressao de vias ligadas ao reparo de
DNA, escape imunolégico, instabilidade gendmica, checkpoint mitético e resposta
imune adaptativa, indicando possivel comprometimento da homeostase genémica e

imunoldgica nas lesées endometribticas.

¢Os achados reforcam o papel de multiplos mecanismos fisiopatolégicos
interconectados na doenca, incluindo processos inflamatoérios crénicos, desregulagao
hormonal, remodelamento tecidual, altera¢cdes imunes e prejuizo no reparo do DNA,
que podem explicar ndo apenas a progressao da doencga, mas também sintomas como
infertilidade e dor pélvica cronica.
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¢ O estudo destacou a importancia da integracao multiplataforma na superagao
da heterogeneidade técnica e biolégica dos dados transcriptdmicos publicos,
permitindo a identificacao de alvos moleculares consistentes, com relevancia potencial

tanto diagnéstica quanto terapéutica.

e Como limitacao, destaca-se a escassez de informacdes clinicas detalhadas nos
datasets publicos, dificultando a estratificagao por fenétipos clinicos de endometriose
e impedindo, neste momento, analises especificas por subgrupos.

e Como perspectivas futuras, propde-se a validacao experimental dos genes
identificados, a incorporacdo de dados de IncRNAs e a exploracao funcional dos
biomarcadores encontrados, visando aprofundar a compreensdao dos mecanismos

epigenéticos e abrir caminhos para o desenvolvimento de terapias personalizadas.
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