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RESUMO

A endometriose € uma doencga cronica inflamatéria caracterizada pela presenca
de tecido endometrial fora da cavidade uterina, afetando em torno de 10% das
mulheres em idade fértil. As manifestagdes clinicas sdo bem diversas e a origem
da endometriose nao € totalmente esclarecida. Entretanto, considera-se que a
doencga seja multifatorial, com participacdo de componentes epigenéticos. O
imprinting gendmico esta envolvido em pontos-chave do funcionamento
fisiolégico celular. Assim, a perda de imprinting pode levar a ativagcao de genes
que estariam silenciados, ocasionando uma reprogramagao epigenética errbnea
nas celulas. Nesse estudo, avaliamos o padrdo de metilacdo das regides
H19DMR e KvDMR1 pela técnica de sequenciamento apds modificagcdo com
bissulfito de sddio, além dos niveis de expressado dos INcRNA H19 e KCNQ10T1
por RT-qgPCR de 24 lesbes coletadas de diferentes locais da pelve obtidas por
videolaparoscopia. Dentre os resultados obtidos, a média de idade foi 33,5 de
anos. O local com mais lesdes obtidas foi o septo retovaginal (66,7%) e a
dismenorreia representou o sintoma mais relatado entre as pacientes. Com
relacdo aos dados do sequenciamento, a média do numero de reads foi 42,98%
* 5,38% metiladas na H19DMR e 58,79% = 4,74% metiladas na KvDMR1. Nao
houve diferenca estatistica da metilacao e a expressao dos IncCRNAs obtida entre
as classificacdes da doenga, mas observou-se trés amostras hipometiladas na
H19DMR e duas amostras hipermetiladas na KvDMR1 nas lesdes infiltrativas.
Verificou-se um predominio do padrdo heterozigoto dos SNPs das regides
rs2107425 (C/T = 53,3%) e rs2071094 (G/T = 66,6%). Foi constatado uma
relacao entre a expressao de H719 e a presenca de casos na familia (p = 0,0469)
além de correlagao negativa (p = 0,035/r = -0,498) com IMC. Assim, destaca-se
a importancia de aprofundar a investigagao dos padrées epigenéticos envolvidos
na endometriose, considerando sua possivel contribui¢do para a progressao da

doenca e sua heterogeneidade clinica.

Palavras-chaves: Endometriose, metilacdo, impressao gendmica, RNA longo

nao codificante



ABSTRACT

Endometriosis is a chronic inflammatory disease characterized by the presence
of endometrial tissue outside the uterine cavity, affecting approximately 10% of
women of reproductive age. The clinical manifestations are diverse and the origin
of endometriosis remains unclear. However, the disease is believed to be
multifactorial, with epigenetic components playing a significant role. Genomic
imprinting regulates key cellular physiological functions, and its disruption can
lead to aberrant gene activation, resulting in epigenetic reprogramming errors. In
this study, we evaluated the methylation pattern of the H19DMR and KvDMR1
regions using bisulfite sequencing, as well as the expression levels of INCRNA
H19 and KCNQ10T1 by RT-gPCR of 24 pelvic lesions collected through
videolaparoscopy. Among the results obtained, the mean age of participants was
33.5 years. The rectovaginal septum was the most frequent lesion site (66.7%)
and dysmenorrhea was the most commoly reported symptom. The average
methylation levels were 42.98% + 5.38% for H19DMR and 58.79% + 4.74% for
KvDMR1. No statistically significant differences in methylation or IncRNA
expression were observed across disease classifications. However, three cases
of hypomethylation in H19DMR and two cases of hypermethylation in KvDMR1
were identified in infiltrative lesions. Additionally, a predominance of the
heterozygous pattern was observed in the rs2107425 (C/T = 53.3%) and
rs2071094 (G/T = 66.6%) regions. Notably, a significant association was found
between H19 expression and family history of endometriosis (p = 0.0469), along
with a negative correlation between H19 expression and BMI (p = 0.035, r = -
0.498). These findings underscore the importance of further investigating
epigenetic mechanisms in endometriosis, as they may contribute to disease

progression and its clinical heterogeneity.

Keywords: Endometriosis, methylation, genomic imprinting, IncRNA.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Endometriose

A endometriose € uma doenga crénica inflamatdria, dependente de
estrogénio e caracterizada pela presenca de tecido endometrial fora da cavidade
uterina (CHAPRON et al., 2019; WANG et al., 2022). Foi primeiramente descrita
em 1860 por Karl von Rokitansky e, anteriormente considerada uma doencga
exclusivamente ginecoldgica, € proposto descrevé-la como uma enfermidade
multifatorial que afeta todo o organismo (GIUDICE e KAO, 2004; TAYLOR et al.,
2021).

Os implantes endometriais podem ser encontrados nos ovarios, bexiga,
septo retovaginal e em regides mais distantes da pelve, como cérebro, pleura e
medula espinhal (GIUDICE e KAO, 2004; PATEL et al., 2018). As manifesta¢des
clinicas sao bem diversas, variando entre casos assintomaticos a dor pélvica
cronica, dispareunia, dismenorreia, problemas intestinais (diarreia ou
constipacao), disuria, fadiga e infertlidade (PARASAR et al., 2017,
ZONDERVAN et al., 2020). Além disso, acredita-se que a endometriose esteja
associada ao alto risco de desenvolvimento de outras enfermidades, como
infeccbes vaginais, doencas autoimunes e cancer, especialmente o ovariano
(KONINCKX et al., 2019; ZONDERVAN et al., 2020).

A endometriose afeta negativamente a realizacdo das atividades
cotidianas, reduzindo a qualidade de vida das mulheres afetadas. A doenca esta
relacionada com danos psicoldgicos, como depressao e ansiedade (em mais de
50% dos casos), e com prejuizos financeiros, os quais ultrapassam 20 bilhdes
de ddlares nos Estados Unidos, por despesas de saude para realizacdo de
exames, hospitalizagbes e cirurgias, além da diminuigdo de produtividade no
trabalho em fungéo dos sintomas clinicos, como a dor cronica (AHN et al., 2017;
CHAPRON et al., 2019; MISSMER et al., 2022).

A auséncia de bons ensaios sobre a prevaléncia, a variagao de
informacdes entre as diferentes populacbées mundiais, a existéncia de casos
assintomaticos e a demora de se concluir o diagndstico impactam na obtencao

de dados epidemioldgicos exatos, mas acredita-se que a endometriose afeta
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mundialmente em torno de 10% das mulheres em idade fértil, correspondendo a
190 milhdes de casos (HORNE e MISSMER, 2022; WHO, 2023). No Brasil, em
2021, foram realizados pelo Sistema Unico de Saude (SUS) mais de 26 mil
atendimentos e, em 2023, mais de 115 mil atendimentos na atengao primaria
relacionados ao diagndstico da endometriose (BRASIL, 2022; BRASIL, 2025).

Os fendtipos mais reconhecidos da doenga sao: lesdes superficiais
peritoneais, endometriomas ovarianos e endometriose infiltrativa profunda.
Também, ha ocorréncia de lesbes extra pélvicas (ZONDERVAN et al., 2020). A
endometriose infiltrativa € considerada a forma mais grave, com nddulos que
possuem mais de 5 mm de profundidade de invaséao tecidual e estao distribuidos
em varios locais do corpo (CHAPRON et al., 2019; TAYLOR et al., 2021).

Apesar da existéncia de diferentes sistemas de classificagcdo para a
doenca, a endometriose ndo possui uma categorizagcdo completamente
adequada, principalmente em decorréncia da sua apresentagao heterogénea
(LEE et al.,, 2021). A classificacdo da Sociedade Americana de Medicina
Reprodutiva (ASRM, do inglés American Society for Reproductive Medicine)
revisada em 1997 (rASMR) é a mais utilizada mundialmente (TAYLOR et al.,
2021). Atribui-se uma pontuagdo aos implantes endometriais, levando em
consideragao o tamanho, a localizagéo e a severidade, sendo a doencga dividida
em quatro estagios: minimo (1 - 5 pontos), leve (6 - 15 pontos), moderado (16 -
40 pontos) e grave (mais de 40 pontos) (ASRM, 1997; CAPEZZUOLI, 2020).

A classificagdo revisada da ASMR apresenta como principais
desvantagens a baixa reprodutibilidade bem como pouca correlagdo com a
endometriose profunda, a infertilidade, a dor e o prognéstico (HORNE e
MISSMER, 2022). Em 2005, foi proposta a criagdo de um outro sistema de
classificagdo complementar: Enzian. Revisada em 2010 e 2011, a Enzian divide
as infiltracdes em trés compartimentos: A (vagina e septo retovaginal), B
(ligamento uterossacro e parede pélvica) e C (reto e cdlon sigmoide) com trés
graus de invasividade: 1 (menor de 1 cm), 2 (entre 1 e 3 cm) e 3 (maior que 3
cm). Além disso, inclui a letra F para denominar lesbes em outros 6rgaos ou
locais distantes da regido pélvica (HAAS et al., 2013; LEE et al., 2021).

Pela auséncia de um consenso no sistema de classificacao da doenga, a
Sociedade Mundial de Endometriose sugeriu, em 2014, fazer uso dos sistemas

rASMR e Enzian em conjunto com o indice de Endometriose e Fertilidade
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desenvolvido em 2010, o qual utiliza alguns dados clinicos, tais como idade,
gravidez prévia, anos de infertilidade e a pontuagao da classificagdo rASMR para
estimar uma taxa de perspectiva de gravidez nas pacientes (FRANCA et al.,
2022; LEE et al., 2021).

O diagnostico da endometriose é complexo e lento, principalmente
atrelado a diversidade de apresentacdo clinica da doenga e a necessidade de
uma confirmacgao visual dos infiltrados endometriais. Estima-se que a cada 10
pacientes, seis s&o diagnosticadas erroneamente (WANG et al.,, 2022),
impactando no processo para concluir o diagndstico, o qual ocorre em torno de
quatro a 11 anos (CHAPRON et al, 2019; TAYLOR et al., 2021).

A anamnese detalhada, com foco nos sintomas mais comuns da doenga,
combinada com o exame fisico, por meio da inspecao da pelve com espéculo
e/ou palpagao abdominal, passaram a ter papéis primordiais para estabelecer o
diagndstico clinico da endometriose. Entretanto, a principal limitacdo esta
relacionada a baixa acuracia do método, de acordo com os sintomas descritos e
com a localizagdo anatémica das lesdes (PASCOAL et al., 2022). Ferramentas
de imagem, como a ultrassonografia transvaginal e a ressonancia magnética,
aparecem como possiveis auxiliares nao invasivos, mas com diferentes
sensibilidade e especificidade para os fenétipos da doenga. Por exemplo, em
estudo de revisao realizada em 2016, Nisenblat e colaboradores observaram que
a sensibilidade e especificidade dessas técnicas foram superiores para deteccao
de endometrioma ovariano (maiores que 90%) do que para diagndstico de
endometriose infiltrativa profunda (NISENBLAT et al., 2016).

A laparoscopia € considerada o padrao ouro pelas diretrizes clinicas de
sociedades profissionais, permitindo a inspecédo direta da cavidade pélvica.
Entretanto, a sua principal aplicagao destina-se ao tratamento cirurgico, por meio
da excisdo dos implantes endometriais. O resultado histologico das bidpsias
obtidas durante o procedimento cirurgico € utilizado como confirmagao do
resultado. Porém, por se tratar de um procedimento invasivo e possuir custo alto,
a laparoscopia necessita ser realizada por profissional habilitado e € uma
metodologia cuja aceitagao pelas pacientes geralmente n&o ¢é alta (AHN et al.,
2017; ROLLA, 2019).

Para controle das dores pélvicas cronicas caracteristicas da

endometriose, recomenda-se uso de antiinflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) e
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analgeésicos. Os AINES agem na enzima cicloxigenase, impedindo a formagé&o
de prostaglandinas, cuja fungao esta intimamente relacionada com os processos
de inflamacgao e sensibilidade a dor (TAYLOR et al., 2021). Por ser uma doencga
dependente de estrogénio, os tratamentos farmacoldgicos buscam criar um
ambiente de supressdo de estradiol. Para tal, a primeira linha de escolha é
baseada na utilizagdo de pilulas anticoncepcionais com progestagénio ou
combinadas (TAYLOR et al., 2021; ZONDERVAN et al., 2020). A opcéao
farmacoldgica de segunda linha sdo medicamentos que atuam no receptor do
horménio liberador de gonadotrofina (agonistas ou antagonistas), os quais
estimulam um feedback negativo hipotalamico na producédo de estradiol pelos
ovarios (PATEL et al., 2018). Por fim, ainda pode ser utilizado como op¢des os
medicamentos androgenos, como o danazol, ou inibidores da enzima
aromatase, responsavel pela biossintese de estrogénio (FRANCA et al., 2022).

Devido aos efeitos colaterais das terapias hormonais, tais como perda
Ossea, ondas de calor e redugdo de libido, similares aos sintomas da
menopausa, ha uma limitacdo maxima de tempo de sua utilizacdo ou
necessidade de reposi¢gdo com doses baixas de estradiol (PATEL et al., 2018;
ZONDERVAN et al.,, 2020). Além disso, os tratamentos com horménios
impossibilitam as mulheres com endometriose de conseguir engravidar, sendo
uma grande desvantagem desse tipo de método (ANH et al., 2017). Nesse
sentido, o tratamento cirurgico aparece como uma possibilidade unica ou
combinada com wuso farmacoldgico. As cirurgias sdo recomendadas
principalmente nos casos de endometriomas ovarianos e endometriose
profunda. As cirurgias conservativas realizam a remogao parcial ou total das
lesdes endometridticas, enquanto as definitivas, além da remoc¢ao de todas as
lesdes efetuam a retirada do utero e/ou ovarios das pacientes (CHAPRON et al.,
2019; HORNE e MISSMER, 2022).

A origem da endometriose n&o é totalmente esclarecida e as diferentes
vertentes que buscam explicar seu desenvolvimento podem ser enquadradas
em: implantagdo direta, implantacdo indireta, teorias de base
genética/epigenética e transformacao in situ (WANG et al., 2022). A teoria da
menstruagao retrograda (SAMPSON, 1927), proposta por Sampson no final de
1920, é amplamente aceita (CHAPRON et al., 2019). Algumas células

endometriais descamadas durante a menstruagao percorrem o sentido contrario
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em diregc&o a cavidade pélvica, auxiliadas por movimentos peristalticos das tubas
uterinas. Dessa forma, as células endometriais viaveis podem se desenvolver
nos tecidos da cavidade pélvica, com formacdo de novos vasos sanguineos,
fornecimento de citocinas e fatores de crescimento (GIUDICE e KAO, 2004). Por
ser uma condicdo comum em 76-90% das mulheres saudaveis, a menstruacao
retrograda esclarece o desenvolvimento da endometriose em somente uma
parcela das mulheres em idade fértil (SYMONS et al., 2018).

A teoria da metaplasia celdmica sugere que a doenga tem origem através
do epitélio celdmico remanescente da diferenciagado para formagao do sistema
reprodutor feminino. Dessa forma, de acordo com o estimulo recebido, as células
celdbmicas indiferenciadas sofrem metaplasia em tecido endometrial ativo
(KONRAD et al., 2019). Esta teoria auxilia a entender a origem dos casos de
endometrioma ovariano, pois o tecido que recobre os ovarios tem origem do
epitélio celédmico, e dos casos de endometriose em pacientes do sexo masculino
e em mulheres histerectomizadas (LAMCEVA et al., 2023). Ainda na esfera
metaplasica, a teoria embriogénica postula que um defeito durante o
desenvolvimento do embrido resulte em uma disseminacdo e proliferacao
errbnea de ceélulas remanescentes mdullerianas, as quais permanecem
dormentes até a puberdade e se diferenciariam apds estimulo do estrogénio
(LAMCEVA et al., 2023; SIGNORILE et al., 2022).

A incapacidade de explicar invasdes que acometem tecidos distantes da
regidao pélvica impulsionou o surgimento da teoria da disseminagdo via
circulacdo hematolégica e linfatica. Células endometriais viaveis podem ser
transportadas nos vasos sanguineos e linfaticos e metastizar-se em diferentes
regides do organismo (ZONDERVAN et al., 2020; WANG et al., 2022).

Apesar da existéncia de diferentes teorias para a origem da endometriose,
considera-se que a doencga seja multifatorial, ndo havendo um unico motivo
isolado responsavel (Figura 1). O ambiente, o estilo de vida, condigdes
imunoldgicas, enddocrinas, genéticas e epigenéticas atuam em conjunto,
interagindo entre si (CHAPRON et al., 2019; ZONDERVAN et al., 2020). Como
possiveis fatores de risco para o desenvolvimento da doenca, sdo descritos o
consumo em excesso de bebidas alcodlicas, carne vermelha e gorduras trans,

além de aspectos biolégicos, como duragdo reduzida do ciclo menstrual,
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menarca precoce, fluxo menstrual intenso e baixo indice de massa corporal
(PATEL et al., 2018; SHAFRIR et al., 2018).

Figura 1- Patogénese multifatorial da endometriose
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Fonte: Propria autora utilizando a ferramenta BioRender.com. A figura ilustra os principais
mecanismos envolvidos na patogénese da endometriose. Os macréfagos, neutréfilos, as células
NK, células T, células B e células dendriticas, desempenham papéis importantes na resposta
inflamatdria. O aumento de citocinas, como TNF-a, IL-1B, IL-6, VEGF e PGEZ2, contribui para a
inflamacgéao cronica e o desenvolvimento de lesdes endometridticas. Além disso, o aumento de
estradiol e resisténcia a progesterona, assim como as modificagbes genéticas e epigenéticas,
contribuem para a persisténcia e progressao da doenga.

A desregulacao imunoldgica que ocorre na endometriose € caracterizada
pela deficiéncia da resposta mediada pelas células e criagdo de um
microambiente incapaz de combater adequadamente os implantes endometriais,
de maneira similar ao apresentado em tumores cancerigenos (DMOWSKI e
BRAUN, 2004; GIUDICE e KAO, 2004). Entretanto, ainda sdo necessarios
maiores esclarecimentos se a desregulagdo do sistema imune é o fator
responsavel pelo inicio da patogénese da doenga ou uma resposta secundaria
(SYMONS et al., 2018).

O recrutamento de células imunes ocorre por meio da liberacdo de
quimiocinas, tais como o ligante de quimiocina motivo CC 2 (CCL2), ligante de

quimiocina motivo CC 5 (CCL-5), ligante de quimiocina motivo CC 11 (CCL-11)
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e interleucina 8 (IL-8) (BORRELLI et al., 2013). Os macrofagos s&o as células
imunes de maior predominio no liquido peritoneal das pacientes afetadas,
apresentando uma baixa capacidade fagocitica, pela diminuicdo da expressao
do receptor CD36, além de um alta secrec¢ao das citocinas pré inflamatorias: fator
de necrose tumoral (TNFa), interleucina 1B (IL-18) e interleucina 6 (IL-6). Sabe-
se que existe uma mudanca na polarizacao M1-M2 na endometriose, mas ainda
nao esta bem definido para qual fendtipo e a sua exata contribuicdo na
patogénese da doenga (PATEL et al., 2018; SYMONS et al., 2018). Além disso,
0s macrofagos apresentam maior expressao da enzima ciclooxigenase 2 (COX-
2) e maior producao de prostaglandina E2 (PGE2), a qual esta diretamente
relacionada com a dor (BURNEY e GIUDICE, 2012).

As células natural killer (NK) apresentam atividade citotoxica reduzida,
pois a IL-6 liberada no meio altera a composig¢ao citolitica de seus granulos.
Também, ha um aumento na expressao de receptores de inibicao para células
NK na superficie das células endometriais de mulheres afetadas com a doencga,
bloqueando a morte ativada por essas células de defesa (DMOWSKI e BRAUN,
2004; SYMONS et al.,, 2018). Os neutrofilos costumam atingir um pico de
concentracao no local afetado durante o inicio do processo inflamatdério atraidos
pela IL-8 e apresentam um importante papel na angiogénese ao liberar o fator
de crescimento endotelial (VEGF) (SYMONS et al., 2018; WANG et al., 2023). A
participacdo das células dendriticas, células B e células T ainda necessita
maiores investigagdes. Essas células imunes sdo importantes na manutencao
de um ambiente inflamatdrio e angiogénico pela liberagao de autoanticorpos e
citocinas IL-1B e IL-6. A presenca de citocinas pro inflamatérias sugere uma
participacado de células com fendtipo Th2, mas a resposta imune aparenta ser
predominantemente celular, havendo participacdo de células T regulatorias e
Th17 no peritbnio, com altos niveis de IL-17 (SYMONS et al., 2018; WANG et
al., 2023).

A endometriose também é caracterizada por um desequilibrio hormonal.
Ocorre um aumento na concentracao local de estradiol disponivel e expressao
diferenciada dos receptores a e B de estrogénio, estimulando a proliferacéo
celular, a inibicado da apoptose, a angiogénese e a inflamagao (BULUN et al.,
2019). Além disso, ha uma consideravel resisténcia a progesterona por meio da

reducado da expressao das isoformas (PR-A e PR-B) do seu receptor celular
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(BURNEY e GIUDICE, 2012; LAMCEVA et al.,, 2023). A progesterona é
responsavel por inibir a proliferacdo de células endometriais, estimulando a
decidualizacao do tecido endometrial e redugao das lesbes, enquanto o estradiol
€ responsavel pelo aumento da produgdo de PGE2 (KONINCKX et al., 2018;
TAYLOR et al., 2021). A alteragdo na expressao de receptores hormonais afeta
o sistema de retroalimentacgao do sistema endocrino, aumentando a discrepancia
entre os niveis de estrogénio e progesterona em pacientes com endometriose
(PATEL et al., 2018).

As desregulagdes imunolégicas e hormonais da endometriose séo
influenciadas pelas alteracées genéticas e epigenéticas ocorridas previamente.
De acordo com o conceito de redundancia dos processos celulares, € necessario
que ocorra um efeito cumulativo dessas alteracbdes para que a capacidade de
compensagao do sistema seja ultrapassada, permitindo, assim, a manifestagéo
clinica da doengca (DMOWSKI e BRAUN, 2004; KONINCKX et al., 2019). Estudos
anteriores demonstram que na endometriose ocorre a participacdo de
componentes genéticos, os quais podem ser transmitidos hereditariamente e
aumentar em mais de duas vezes as chances de desenvolver a doenca em
parentes de primeiro grau, por exemplo filhas ou irmas, de mulheres
diagnosticadas (GIUDICE e KAO, 2004; TAYLOR et al., 2021).

Estudos de associagdo do genoma inteiro (GWAS, do inglés Genome-
Wide Association Studies) identificaram alguns genes e polimorfismos de base
unica (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphism) significativamente
associados a endometriose, como enzimas envolvidas na sintese e regulagao
de estrogénio (aromatase, 17-B-hidroxiesteroide desidrogenase e GREBT),
receptores celulares de horménios (ESR1, ESR2, PGR), fatores de crescimento
(VEGFA) e componentes de adesao celular (VETZ), supressores tumorais
(CDKN2B-AS1 e ARID1A), oncogenes (PIK3CA e KRAS) e desenvolvimento
uterino (WNT4) (AHN et al., 2017; GIUDICE e KAO, 2004; BULUN et al., 2019;
FRANCA et al., 2022).

Nao existe um biomarcador para diagnostico da endometriose, mas
diversos alvos no sangue, urina e tecidos vem sendo estudados (FASSBENDER
et al.,, 2015). Ja foi demonstrado que o marcador tumoral CA-125 apresenta
aumento dos niveis sanguineos durante a menstruagdo em mulheres com

endometriose com 93% de sensibilidade e 92% de especificidade (KAFALI et al.,
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2004). Alguns estudos identificaram microRNAs (miRNAs) diferencialmente
expressos em mulheres com endometriose quando comparados com mulheres
sem a doenga, sugerindo uma possivel assinatura de miRNAs circulantes, por
exemplo: let-7b, miR-122, miR- 199a, miR-451 (AHN et al., 2017; SOTO et al.,
2022; TAYLOR et al, 2021). Entretanto, os biomarcadores ndo possuem uso na
rotina clinica principalmente devido a inespecificidade para endometriose
(HORNE e MISSMER, 2022).

1.2 Epigenética

O conceito de epigenética foi definido pela primeira vez pelo bidlogo
britdnico Conrad H. Waddington em 1942, durante seus ensaios sobre
embriologia, como o0 estudo dos mecanismos causais da interacdo entre os
genes, seus produtos e o fendtipo. Atualmente, a epigenética se refere ao estudo
das alteragdes reversiveis na expressdo génica causadas por outros meios que
nao a mudancgas de bases nitrogenadas na sequéncia do DNA, mas que sao
mantidas durante as divisdes celulares (mitose e meiose) e, em alguns casos,
transmitidas a descendéncia (HAIG, 2004; JABLONKA e LAMM, 2012;
MORANGE, 2013).

Os principais mecanismos epigenéticos descritos sdo: metilagdo do DNA,
modificagdes de histonas e RNAs nao codificadores (ncRNAs). Apesar de serem
independentes, os mecanismos epigenéticos trabalham em uma complexa rede
de interagédo, sendo fundamentais na regulacdo, manutengdo e mudangas na
expressdo génica dos varios processos celulares, como metabolismo,
desenvolvimento e diferenciacao celular (FESSELE E WRIGHT, 2018; INBAR-
FEIGENBERG et al., 2013).

As modificacbes de histonas sao alteracbes pods-traducionais, como
fosforilagao, ubiquitinagédo, metilagdo e acetilagdo em aminoacidos especificos
na cauda das histonas (H2A, H2B, H3 e H4) que compde o octédmero do
nucleossomo. A adicdo e remocdao de grupamentos nas histonas sé&o
cumulativas e sao realizadas por diferentes enzimas, alterando a acessibilidade
do complexo de transcricdo a determinadas por¢des do DNA. Por exemplo, a
acetilacdo de residuos de lisina pela Histona acetiltransferase resulta em
descondensacgado da cromatina e ativagdo da transcrigdo. Existe uma grande
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possibilidade de combinacdes de modificacdes sequenciais nas histonas, sendo
o conjunto delas conhecido como “cddigo de histonas” (MAJUMDAR et al., 2017;
van LEEUWEN e van STEENSEL, 2005).

Os ncRNAs compreendem os transcritos funcionais que nao codificam
para proteinas (PRASANTH e SPECTOR, 2007). Os ncRNA desempenham
papel regulatério e estdo envolvidos no controle da expressao génica a nivel
transcricional e poés-transcricional (MATTICK e MAKUNIN, 2006; PEREIRA,
2017). Os miRNAs, classe mais estudada de ncRNA, possuem em média 22
nucleotideos de comprimento, agindo por meio da inibicdo da tradugao e, mais
comumente, por meio da desestabilizacdo do RNA mensageiro (RNAm)
(BHASKARAN e MOHAN, 2014; SALIMINEJAD et al., 2019).

Os RNAs longos nao codificantes (INncRNA) sdo moléculas com mais de
200 nucleotideos, relacionados a inativagéo génica por meio de complexos RNA-
proteina, RNA-DNA e RNA-RNA que atuam na modulagcdo da cromatina
(KONDO et al., 2017; SIENA e BARROS, 2017). A regulacéo génica mediada
por INcRNAs pode ocorrer tanto em genes vizinhos (agdo em cis) quanto em
genes distantes (agdo em frans), por meio de diferentes mecanismos:
organizacao da cromatina - atuando como guias de enzimas modificadoras ou
modulando a compactagao tridimensional da cromatina; interferéncia na
disponibilidade de miRNAs - funcionando como precursores ou esponjas; e
controle da transcricdo génica - servindo como moldes estruturais para a
montagem de complexos proteicos ou como isca que sequestra enzimas
reguladoras (Figura 2) (STATELLO et al., 2021; SWETA et al., 2019).
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Figura 2 - Mecanismos de agao da regulagao génica dos IncRNAs
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Fonte: Adaptado de SWETA et al., 2019.

A metilacdo do DNA é o processo reversivel de adicdo covalente do
grupamento metil (-CH3) no carbono cinco do anel pirimidinico da base citosina,
convertendo-a em 5-metilcitosina (5mC), catalisada por uma familia de enzimas
chamadas de DNA metiltransferases (DNMTs), que utilizam como cofator a
molécula de S-adenosil-L-metionina (SAM) (Figura 3a) (MOORE et al., 2013;
FESSELE e WRIGHT, 2018). As trés enzimas principais sdo DNMT1, DNMT3a
e DNMT3b. A DNMT1 é descrita como responsavel pela metilagao preferencial
de citosina hemimetiladas apds a replicacdo semiconservativa do DNA, de
maneira a manter os padroes pré-existentes da fita mae, enquanto as DNMT3a
e 3b catalisam as reacdes de metilagdo de novo do DNA, ou seja, introduzem
metilacdo em regides com citosinas nao-metiladas anteriormente (KLOSE e
BIRD, 2006; MORGAN et al., 2018). A desmetilagcado do DNA acontece por meio
de um conjunto de reagdes catalisadas por enzimas chamadas de TETs (do
inglés ten—eleven translocation) - TET1, TET2 e TET3 (Figura 2a).
Primeiramente, ha a adicdo do grupamento hidroxila (-OH) a 5mC,
transformando-a em 5-hidroximetilcitosina (6hmC) com posterior oxidagao para
5-formilcitosina (5fC) e 5-carboxilcitosina (5caC) (MOORE et al., 2013; WU e
ZHANG, 2017).
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O processo de metilagdo da citosina ocorre em regides de dinucleotideo
citosina-guanina (CpG), as quais compreendem aproximadamente 30 milhdes
de sitios com possibilidade de metilagdo no genoma humano. As maiores
concentragdes de CpG a serem metiladas estao proximas a regides promotoras
de transcricdo, as chamadas de ilhas CpG, possuindo em torno de 200 pb de
comprimento (INBAR-FEIGENBERG et al.,, 2013; EDWARDS et al., 2017).
Desse modo, a metilagdo do DNA esta intimamente relacionada com a regulacao
génica, no passo que regides CpG metiladas acarretam na compactagéo da
cromatina (heterocromatina) e na supressao génica por bloqueio ao acesso da
maquinaria de transcricdo (Figura 3b) (ANGELONI e BOGDANOVIC, 2019;
MATTEI et al., 2022).

Figura 3 - Processo de metilagdo e desmetilacdo do DNA
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Fonte: Prépria autora utilizando a ferramenta BioRender.com. (A) Representacdo do processo
quimico de metilagdo do DNA, onde a citosina € convertida em 5-metilcitosina pela agcéo da
enzima DNA metiltransferase (DNMT), utilizando SAM (S-adenosilmetionina) como doador de
grupo metil. Subsequentemente, a 5-metilcitosina pode ser oxidada em 5-hidroximetilcitosina
pela acdo das enzimas TET (ten-eleven translocation). (B) A metilagdo de ilhas CpG em regides
promotoras estd associada ao silenciamento da expressdo génica, enquanto a auséncia de
metilagdo permite a ativagéo da transcrigao do gene.

A reprogramacao epigenética € um processo normal e fundamental que

ocorre durante o desenvolvimento e diferenciagcao celular, permitindo que as
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células com mesmo material genético, exergcam fungdes distintas no organismo.
Dessa forma, a depender do padrdo tecidual, determinadas regides sao
metiladas enquanto outras se mantém nao-metiladas (REIK et al., 2001;
JAENISCH e BIRD, 2003).

O endométrio € um tecido com constantes variagdes entre o crescimento
e apoptose em funcdo das distintas fases do ciclo menstrual. Entende-se,
portanto, que ha alteragdes na reprogramacao das ceélulas endometriais como
consequéncia dos diferentes estimulos hormonais a qual estdo submetidas.
Células indiferenciadas presentes na camada basal do endométrio s&o
estimuladas pelo estradiol a se diferenciar em células maduras endometriais e
se multiplicar, criando condi¢gdes que permitam a implantagdo embrionaria. Na
auséncia de fecundacdo do ovdcito liberado, inicia-se o processo menstrual,
caracterizado pela descamagdo endometrial, e sua subsequente regeneracéo
(HOUSHDARAN et al., 2016; BULUN et al., 2019).

Ja foi identificado o aumento de expressédo de enzimas DNMTs, histona
desacetilases (HDAC1 e HDACZ2) e histona metiltransferases na endometriose,
resultando em alteragbes no controle epigenético de genes fundamentais
envolvidos na fisiopatologia da doenga (LAMCEVA et al., 2023; van KAAM et al.,
2011; WU et al., 2007). Estudo anterior comparou o padrao de metilagao entre o
tecido ovariano endometridtico com tecido endometrial de mulheres a doencga,
demonstrando mais de 5 mil ilhas CpGs diferencialmente metiladas, sendo a
maioria delas hipermetiladas, incluindo genes ja descritos com participagado no
desenvolvimento da endometriose (DYSON et al., 2014). Em 2016, a analise da
metilagdo global do genoma demonstrou que mulheres afetadas com a doenga
apresentaram cerca de 61% dos sitios CpGs hipometilados. As diferengas entre
0os grupos controle e endometriose foram mais evidentes durante a fase
secretoria do ciclo menstrual, periodo em que as pacientes afetadas exibiram um
numero aumentado de loci com perda de metilagao (HOUSHDARAN et al. 2016).
A hipometilagédo global compromete o genoma e favorece a instabilidade génica,
exercendo um importante papel no desenvolvimento de diversas doencas, como
cancer, doencas cardiovasculares, doencas neurolégicas e de desenvolvimento
(FARSETTI et al., 2023; MOOSAVI e ARDEKANI, 2016).

Alguns promotores de genes foram relatados com padrao de metilagdo

alterado (hipometilagao ou hipermetilagdo) na endometriose. Dentre os casos de
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hipermetilagéo, ja foram descritos o gene GATAZ2, fator de transcrigdo que regula
a decidualizagao do endométrio (DYSON et al., 2014), e o gene HOXA10, o qual
esta envolvido com desenvolvimento do utero durante a embriogénese, com a
diferenciacao e proliferagao celular no ciclo menstrual e com a implantagao fetal
no endométrio (GUO, 2009; ZANATTA et al., 2010). Na sintese de horménios
esteroidais, relata-se uma expressiva hipometilagao do promotor génico do SF1,
fator responsavel por aumentar a expressao local de enzimas esteroidogénicas,
nas células endometridticas quando comparado a células endometriais, assim
como a ocorréncia de modificagdes de histonas proximas ao gene da aromatase
(CYP19A1), aumentando sua expressao (IZAWA et al., 2013; XUE et al., 2007;
XUE et al.,, 2007). A resisténcia a progesterona também tem envolvimento
epigenético, ja que se relata uma hipermetilagdo do promotor do receptor PR-B
e, consequentemente, uma diminuicido na expressao. Também, menciona-se
hipometilagado do receptor 3 de estrogénio, com aumento da sua expressao no
endomeétrio, promovendo a dependéncia deste horménio na endometriose
(GUO, 2009; PATEL et al., 2018).

A metilacdo do DNA é o principal mecanismo epigenético descrito,
participando comumente nos processos de repressao transcricional de
retrotransposons, compensacao de dose pela inativagado do cromossomo X em
fémeas e no imprinting genémico (INBAR-FEIGENBERG et al., 2013; MATTEI
et al., 2022).

1.3 Imprinting gendmico - regioes H19DMR e KvDMR1

O imprinting gendmico, termo utilizado primeiramente em 1960 pela
citogeneticista Helen Crouse, é um fenbmeno que ocorre em mamiferos
placentarios, no qual a expressao génica € monoalélica dependendo da origem
parenteral, isto €, somente um dos alelos do gene é transcrito dependendo
especificamente de qual progenitor foi herdado, em desacordo com as leis
mendelianas (BARLOW e BARTOLOMEI, 2014). Esse processo epigenético foi
descoberto em estudos de fertilizagdo de camundongos, nos quais embrides
formados com duas cépias de DNA maternas ou duas copias de DNA paternas

se tornavam inviaveis. Assim, considerou-se que 0s genes sujeitos a esse
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fendbmeno s&o componentes genéticos indispensaveis, herdados de ambos os
progenitores materno e paterno, que regulam o crescimento e desenvolvimento
embrionario e extra-embrionario (BARLOW e BARTOLOMEI, 2014; TUCCl et al.,
2019).

Os genes regulados por imprinting estdo, na maioria das vezes,
localizados em clusters nos cromossomos e sua atividade é regulada por regides
controladoras de imprinting (ICRs). A metilagdo do DNA ¢é principal mecanismo
epigenético envolvido com esse fendmeno, pois as ICRs s&o diferencialmente
metiladas (DMR) de acordo com a origem parental, onde um alelo é silenciado
enquanto o outro € expresso, mantendo o padrao parental de metilagdo apds a
fertilizagcdo (BARTOLOMEI et al., 2020; FERGUSON-SMITH e BOURC'HIS,
2018).

Sabe-se que o imprinting gendmico esta envolvido em pontos-chave do
funcionamento fisioldégico celular, tais como crescimento, viabilidade e
homeostasia. Além disso, muitos dos genes que sofrem imprinting possuem
expressao no cérebro, sendo relacionados com desenvolvimento do 6rgédo e com
comportamento humano. Ja foram descritos aproximadamente 200 genes com
transmissao monoalélica, distribuidos nos cromossomos 6, 7, 11, 14, 15 e 20
(INBAR-FEIGENBERG et al., 2013; TUCCI et al., 2019).

A perda de imprinting pode levar a ativagdo de genes que estariam
silenciados em um alelo, por meio da alteracdo de metilagdo ou através da
delecdo de ICRs, ocasionando uma reprogramacao epigenética errbnea nas
células ou superexpressao génica e desencadeando doengas raras de
desenvolvimento, como a Sindrome de Beckwith-Wiedemann, na qual ha
alteracao na regulagao epigenética no cromossomo 11p15 (WEKSBERG et al.,
2010), além de doencas neurodegenerativas, por exemplo a Sindrome de
Prader-Willi e neoplasias (INBAR-FEIGENBERG et al., 2013; FERGUSON-
SMITH e BOURC'HIS, 2018; MIRANDA-FURTADO et al., 2019).

No cromossomo 11 existem duas ICRs caracterizadas: H1I9DMR (ICR1)
e KvDMR1 (ICR2). A H19DMR esta localizada na porcao telomérica, na regiao
11p15.5 entre os dois genes controlados pela ICR1. No alelo paterno é
preferencialmente metilado, restringindo o acesso da regido pelo fator de
transcricdo CTCF. Assim, o gene IGF2, um fator de crescimento semelhante a

insulina, consegue interagir com o enhancer e é codificado. Como no alelo
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materno ndo ha metilagdo, somente o gene H19, um IncRNA com propriedades
de inibicdo de crescimento celular, é expresso (Figura 4) (STAMPONE et al.,
2018; WEKSBERG et al., 2010).

A outra regido controladora do cromossomo 11 (ICR2) se localiza na
por¢cdo centromérica e controla o imprinting de um cluster de 800 kp de
comprimento, com pelo menos oito genes, tais como CDKN1C, KCNQ10T1 ou
LIT1, KCNQ1, PHLDA2 e SLC22A18. A ICR2 fica no intron 10 do gene KCNQ1
e na regido promotora do LIT1/KCNQ10OT1, o qual também é um IncRNA
responsavel pela regulagdo da expressao génica de genes relacionados com
crescimento e desenvolvimento celular. A metilagdo materna no gene
KCNQ10OT1 impede a expressao deste IncRNA, enquanto os genes CDKN1C -
inibidor de quinase dependente de ciclina 1c ou p57, KCNQ1 - um canal de
potassio dependente de voltagem, PHLDA2 e SLC22A18 — proteinas com
propriedades de supressao tumoral, sdo expressos. No alelo paterno, a ICR2
nao esta metilada, sendo paternalmente expresso o gene KCNQ1OT1/LIT1,
enquanto os genes CDKN1C, KCNQ1, PHLDA2 e SLC22A18 sao silenciados
(Figura 4) (SCHULTZ et al., 2015; STAMPONE et al., 2018).

Figura 4 - Regides controladoras de imprinting (ICRs) do cromossomo 11
humano e alguns genes desses clusters

KvDMR1 H19DMR
cter b

" e KeNat < .‘ \f—_\%
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KCNQ1OTI (LIT1)
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Fonte: Martinhago e Furtado, 2022. Representacdo dos mecanismos epigenéticos de imprinting
gendmico nas regides KvDMR1 e H19DMR. Na KvDMR1, a copia paterna é preferencialmente
n&o metilada, permitindo a expressdo de KCNQ7OT1 (LIT1) e silenciando os genes CDKN1C e
KCNQ1. Na H19DMR, a ndo metilacdo na copia materna permite a ligacdo da proteina CTCF,
favorecendo a expressao de H719 e impedindo a interagdo do enhancer com /IGF2.
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Por codificar genes envolvidos com o crescimento celular, a analise da
metilagdo das ICRs do cromossomo 11 tem ganhado destaque como possivel
envolvimento na patogénese de diversas doengas complexas caracterizadas
pelo descontrole da divisdo, principalmente no cancer. O gene H19, por exemplo,
€ apontado como oncogene, com atuagao através da ativagao da autofagia e da
invasao tecidual (GHAFOURI-FARD et al., 2020), assim como o KCNQ10T1
demonstra ter uma alta expressao em diversos tipos de células tumorais (CAGLE
et al., 2021). Nosso grupo de pesquisa, por exemplo, encontrou uma correlagao
positiva na expressdo do H19 com apresentacdo clinica mais favoravel na
Sindrome Mielodisplasica (BORGES, 2022), além da possivel participagao da
hipometilagado da regiao H19DMR com o cancer peniano de células escamosas
(SANTOS et al., 2024).

Na endometriose, especula-se que o endométrio das mulheres possua
um alto grau proliferativo, o qual levaria ao desenvolvimento de lesdes fora do
endomeétrio. Estudos anteriores apontaram o possivel envolvimento de genes
regulados por regides controladoras de imprinting, como o CDKN1C (QIAN et
al., 2005), IGF2 (JIN et al., 2022; KAMRANI et al., 2022) e H19 (KAMRANI et al.,
2022; SZAFLIK et al., 2022).

Dentre as alteracdes epigenéticas, os padrdes de metilagcdo do DNA e
controle de imprinting gendmico de determinados regides do genoma podem
estar diretamente relacionados a perda ou ao ganho de fungdo de genes
envolvidos na proliferacéo e diferenciagao celular. Nesse contexto, alteracdes
nos padrdes de metilacdo das regides controladoras de imprinting gendmico
localizadas no cromossomo 11, bem como mudangas na expressao dos
INcRNAs H19 e KCNQ10T1, podem configurar mecanismos moleculares
relevantes associados a endometriose, além de possivelmente diferirem entre os
fendtipos da doenga. Essas alteragdes epigenéticas podem impactar processos
celulares fundamentais, como o crescimento celular desregulado, uma das

principais caracteristicas da endometriose (Figura 5).
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Figura 5 - Possivel mecanismo epigenético da participagcdo do imprinting
gendmico e dos INncRNAs H19 e KCNQ10OT1 na endometriose
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Fonte: Propria autora com a ferramenta de design gréafico online Canva (https://www.canva.com).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os aspectos epigenéticos das regides controladoras de imprinting
KvDMR1 e H19DMR em pacientes com endometriose

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o padrao de metilagao da regido controladora de imprinting H19DMR

em pacientes com endometriose;

- Avaliar o padréo de metilagdo da regido controladora de imprinting KvDMR1

em pacientes com endometriose;

- Analisar a expresséo do gene IncRNA H719 em pacientes com endometriose;

- Analisar a expressdo do gene IncRNA KCNQ7O0T71 em pacientes com

endometriose;

- Investigar a frequéncia alélica e genotipica dos SNPs localizados nas H19DMR

em pacientes com endometriose;

- Investigar a expressdo génica dos genes CDKN1C, DNMNT1, DNMT2,
DNMT3a, DNMT3b e IGF2 por meio da analise de dados publicos disponiveis no

Human Protein Atlas;

- Correlacionar os achados de metilagdo e expressdo génica com os dados

clinicos das pacientes com endometriose.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA E CONSIDERACOES ETICAS

Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional e transversal, no qual
foram avaliadas pacientes com suspeita de endometriose atendidas no Setor de
Endoscopia Ginecoldgica da Maternidade Escola Assis Chateaubriand (MEAC),
que faz parte do complexo hospitalar da Universidade Federal do Ceara (UFC),
sob coordenacao do Prof. Dr. Leonardo Robson Sobreira Bezerra realizadas de
dezembro de 2019 a dezembro de 2020.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa, por meio da
Plataforma Brasil, e aprovado sob protocolo CAAE 85724824.8.0000.5050. As
pacientes foram previamente informadas sobre a realizacdo do estudo, sendo
incluidas as pacientes que preencheram os critérios de inclusao
preestabelecidos e que consentiram em participar do estudo apos a assinatura

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo A).

3.1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas no estudo mulheres com idade entre 18 e 49 anos, com
suspeita de endometriose, sem tratamento cirdrgico prévio, com ciclos
menstruais regulares em um intervalo entre os ciclos variando de 26 a 34 dias e
vida sexual pregressa, que mediante assinatura do TCLE, concordaram em

participar do estudo.

3.1.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas pacientes que possuiam alguma comorbidade
relacionada, ou outra causa de infertilidade, portadoras de doengas autoimune
ou quadro de infeccao ou outras doencas que possam ser confundidas. Além

disso, foram excluidas pacientes que nao assinaram o TCLE.
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3.2 COLETA DE AMOSTRAS

As amostras foram obtidas através de cirurgia de videolaparoscopia
realizada pelo Prof. Dr. Leonardo Robson Sobreira Bezerra, estando as
pacientes anestesiadas de acordo com os protocolos assistenciais do setor de
Ginecologia e Obstetricia da Maternidade Escola de Assis Chateaubriand — UFC.
O tecido coletado foi acondicionado em microtubos de 1,5 mL, estéril com adicéo
de RNAl/ater (Thermo Fischer Scientific, EUA), o qual previne a degradacéo e
protege a integridade do RNA no tecido coletado. As amostras coletadas foram
transportadas sob refrigeragao e armazenadas em freezer -80°C no Laboratério
de Oncologia Experimental (LOE) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM) da UFC até o seu processamento.

As amostras coletadas foram selecionadas para o estudo apds a
realizacdo da analise histologica em laminas por microscopia optica, o que
permitiu confirmar o diagndstico de lesdes compativeis com endometriose
estromal e glandular. O critério de classificagdo das amostras foi realizado com
base na localizagdo anatémica das lesdes coletadas. Dessa forma, as lesdes
provenientes da regido abdominal de forma nado invasiva, como aquelas
localizadas no ovario, na fossa ovariana e no peritbnio, foram consideradas
endometriose superficial peritoneal. Por sua vez, as lesbes localizadas em
estruturas mais profundas ou em o6rgdos de outros sistemas, como septo
retovaginal, bexiga, ligamento uterossacro e endometrioma ovariano, foram

classificadas como endometrioma/endometriose infiltrativa profunda.

3.3 EXTRAGAO DE ACIDOS NUCLEICOS

Os acidos nucleicos (DNA e RNA) dos tecidos endometrioticos foram
extraidos através da utilizagdo do kit MasterPureTM Complete DNA and RNA
Purification (Epicentre, USA), o qual permite a extragao tanto de DNA quanto de
RNA com pequenas modificagcdes no protocolo a depender do tipo de acido
nucleico desejado. Uma por¢cdo de aproximadamente 10 mg do tecido
endometridtico coletado foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e
adicionados 300 uL de Tissue and Cell Lysis Solution e 1 uL de Proteinase K.

Apés a mistura ser homogeneizada, o material foi incubado em banho seco a 65
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°C por 15 min com intervalos de realizagdo de vortex a cada 5 min. Para a
obtencao de DNA, as amostras digeridas passaram por uma nova incubagao a
37 °C por 30 min com 1 pyL de 5 pg/ L RNase A. Depois, foi realizado um choque
térmico no freezer -30 °C por 5 min. Posteriormente, adicionou-se 150 pL de
MPC Protein Precipitation Reagent, agitou-se a mistura e o microtubo foi
centrifugado a 12.000 x g a 4°C por 10 min. Para a obtengdo de RNA, as
amostras digeridas passaram por uma nova incubagao a 37°C por 10 min com
200 pL de DNase | Solution. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
com adicdo de 500 pL de isopropanol, realizado uma nova centrifugagdo e
eliminacao cuidadosa do sobrenadante. O pellet foi lavado duas vezes com 500
ML de etanol 70% e, apds a evaporagéo, o acido nucleico foi eluido em 35 pL de
tampéo Tris-EDTA (TE) 10 mM, pH 7.5.

A quantidade em ng/ yL e a qualidade do DNA e RNA extraidos (razdes
A260/230 e A260/280) foi avaliada por especfotometria com NanoDrop-2000
(ThermoFisher Scientific, EUA). Os acidos nucleicos, DNA e RNA, foram
armazenados em freezers —20 °C e —80 °C, respectivamente, até a utilizagao

posterior nas técnicas de biologia molecular.

3.4 PADRAO DE METILAGAO POR SEQUENCIAMENTO DE NOVA
GERAGAO

3.4.1 Conversédo do DNA por Bissulfito de Sédio

O padréao de metilacdo de regides controladoras de imprinting (KvDMR1
e H19DMR) foram avaliados por sequenciamento de nova geragéo (NGS) pos-
modificagdo do DNA com bissulfito de sédio. Para tal, utilizou o kit de conversao
EZ DNA Methylation (Zymo Research, EUA), de acordo com as especificacdes
do fabricante, o qual permite a converséao in vitro das citosinas ndo metiladas
presentes no DNA em uracilas (HERMAN et al., 1996).

A partir de um input de 200 ng de DNA gendmico extraido de cada
amostra, adicionou-se 5 pl do tampao M-Dilution, sendo o volume ajustado para
50 pl com agua livre de nucleases. Os tubos foram incubados durante 15 min a
37 °C e, posteriormente, adicionou-se 100 yl do reagente CT Conversion, sendo

a conversédo realizada no termociclador Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler
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(Applied Biosystem, EUA) a 50 °C durante 16 h. O material convertido foi
combinado com tampao M-Binding e purificado com tampdes especificos (M-
Wash e M-Desulphonation) em colunas de silica Zymospin™ [IC do kit com
centrifugacéo a 14.000 x g por 30 s. O DNA convertido e purificado foi eluido em
15 uL de tampao M-Elution e estocado a —20 °C até a etapa de preparacéo das

bibliotecas.

3.4.2 Preparacéo das bibliotecas e Sequenciamento de Nova Geragéo

A primeira etapa da preparacao das bibliotecas consistiu em uma reagao
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando iniciadores especificos acoplados a

adaptadores Nextera, descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Descricdo das sequéncias dos primers usados na reagcdo de PCR
para as regides H19DMR e KvDMR1

Nome do Sequéncia de nucleotideos
primer
H19DMR >
Forward TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTATGGGTA

TTTTTGGAGGTTTTTT-3’

5-

':{L%Zr'\gs GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAATCCCA
A ACCATAACACTAAAAC -3’

KvDMR1 5-

Forward TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTATTTAG
TTAATTYGTGTAGTAGTT - 3’

KvDMR1 5-

Ayl GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAAAATC

TTACTAAAAAACTCCCTA-3

As regides em negrito sdo os adaptadores, ou seja, sdo regides complementares a uma por¢ao
dos identificadores da llumina Nextera XT, os quais permitem a indexagado das amostras.

As regides analisadas compreenderam 23 dinucleotideos CpGs para a
H19DMR (Figura 6A) e 18 dinucleotideos CpGs para a KvDMR1 (Figura 6B). As
reacdes de PCR foram realizadas no termociclador programavel Veriti™ Thermal
Cycler (Applied Biosystem, EUA) com a enzima PlatinumTM Il Hot-Start PCR
Master Mix (2X) (Invitrogen, EUA), utilizando 10 pmol de cada iniciador e 1 L
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de DNA modificado para um volume final de 30 uL, de acordo com as seguintes
condigbes: aquecimento inicial a 95 °C por 5 min, seguido de 50 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 45 s, anelamento a 59 °C (iniciadores da H19DMR) ou
60 °C (iniciadores da KvDMR) por 45 s, extensdo a 72 °C por 45 s e,
posteriormente, uma extensdo final de 72 °C por 10 min. Os produtos de
amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 1,5% (m/v) com 5% de
brometo de etidio, e mantidos a —20 °C até a purificagao da biblioteca.

Os produtos da amplificacédo da PCR foram purificados utilizando 20 uL
de beads magnéticas da Agentcourt AMpure XP-PCR (Beckman Coulter, EUA)
com auxilio de um suporte magnético. As lavagens foram realizadas com 200 uL
de etanol 80% recém preparado e eluicado em Tris-EDTA 10mM pH 8,5. O
material purificado foi submetido a uma nova PCR para a insercdo dos
identificadores de sequenciamento (indexes ou barcodes), usando 25 pL de 2X
KAPA HiFi Ready Start Mix (Roche, Switzerland), 10 yL de agua ultrapura livre
de nucleases (Promega, USA), 5 uL de index i5, 5 uL de index i7 do kit Nextera
XT Index (lllumina, EUA) e 5 pL do produto da PCR com iniciadores especificos,
totalizando 50 uL de reacdo. A reacdo de PCR de indexacdo ocorreu no
termociclador programavel Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystem, EUA)
consistindo em um aquecimento inicial a 95 °C por 3 min, seguido de 12 ciclos
de desnaturacao a 95 °C por 20 s, anelamento a 55°C por 30 s, extensao a 72

°C por 30 s e, posteriormente, uma extenséo final de 72 °C por 5 min.
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Figura 6 - Sequéncia genémica das DMRs com o alinhamento dos iniciadores

A)

H19DMR
Position at UCSC database: chr11:1995176-1997842

Scale 1kb

"
chrn: 1998 500] 090,000 1 996.50]) 997,000] 1997,500]
) GENCODE V48 (43 items filtered out)
e -4
— MIR675 m— ENSG00000274866 S
Fefseq gepes rom NGB!
RefSeq
MANE Select Plus Clirjical: Representhtive transcript from RafSeq & GENCODE
OMIM Allelic Viariant Phenotypes
MM Allles
OMIM Gene Phenotypes - Das Green Can Be Dissase<ausing
OMIM Genes
St Genetc Ve om aoSP reisase 155
Gommon dbSNP(155) [N I | 11 11 I |
catgggtatttctggaggcttctecttBgtctcacEfcctggatggcafgaattggttgt
agttgtggaatBfgaagtygcEGEGEGoEFycagtycaggctcacacatcacagecifagec
E§ccccaactggggttE§ccBgtggaaaggtccfggtcacccaageca@fcgt@fcagggt
tcaBfggggtcatctgggaataggacactecataggagefgcaccagatcttcaggtiggca
ttatccacageccegtggeccBfggtcacactcBfagggcttcagtgteatggectgggact
E
U
w o
T @
£
<
b
8 ]
<
& s
[R3p-1
i ]
© e —— EFSNEYERIRER
0 300 bp
CoG
KvDMR1
Position at UCSC database: chr11:2721166-2721351
sScale 1 K} | ha1g
chrit: 2,726,500| 2,721, 000l 2,721,508| 2,722, 009| 2,722,500|
Your Seguence from PCR Search
UCSC Genes (RefSeq, GenBank| CCOS, Rfam, TRMAS & COMPArative Genomics)
KCN@1 | 1>
KCNG1 | -
KCNQ1 [ -
KCN@LOT1 &
CpG _Islands (Islahas ¢ 388 Bases are Light Green)
CpG: 185
Simple Nucleotide Polumorphiisms (dbSNF 142) Found in »>= 1% Of Samples
Common SNFs(142) | Ll | |
4,88 _ 109 vertebrates Basewise Conservation by PhyloP

gcacccagccaatccgtgcagcagcc.c.caagccttcccctgctgc.cccaatcagcaggtggggg

?qt.cca.thcaq.q.qqqgcaqt.gaq.ctqc.caqtctccaqgcaqaa.gt.c.
t

.cctcagca gacctccagggagctcctcagcaagatcectg

GC Percentage
0 20 40 60 80

£=3

50 bp 100 bp 150 bp 200 bp 250 bp 300 bp 350 bp

[w]
=
k=)

Fonte: Propria autora. Representagdo genémica das regides H19DMR (A) e KvDMR1 (B) no
cromossomo 11, destacando a regido complementar aos iniciadores (em amarelo) e os
dinucleotideos CpG (em verde). O grafico inferior apresenta o percentual de conteido GC ao
longo da sequéncia, evidenciando o conteudo GC acima de 60%.



44

Em seguida, houve uma nova purificagdo com beads Agentcourt AMpure
XP-PCR (Beckman Coulter, EUA) e etanol 80%, seguido de eluicdo em Tris-
EDTA 10 mM pH 8,5. As bibliotecas foram entdo quantificadas por fluorimetria,
utilizando o kit dsDNA BR Assay (Invitrogen, EUA) em fluorimetro Qubit 2.0
(Thermo Fisher Scientific, EUA). As bibliotecas foram normalizadas e diluidas
para 4 nM, sendo 5 pl de cada biblioteca combinadas em um unico microtubo,
formando um pool. O pool de bibliotecas foi quantificado no fluorimetria,
utilizando o kit DNA HS Assay kit (Invitrogen, EUA) e o tamanho dos fragmentos
obtido pelo equipamento TapeStation 4150 (Agilent, EUA) através do kit DNA
1000 (Agilent, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante (Figura 7).

Figura 7- Analise dos fragmentos dos pools das bibliotecas de amostras
preparada para sequenciamento de nova geragao para H1I9DMR e KvDMR1
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Eletroferograma representativo do pool dos produtos amplificados da regido H19DMR com pico
central em 483 pb (A) e KvDMR1 com pico central em 363 pb (B). Os picos “Lower” e “Upper”
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O pool de bibliotecas foi diluido a 12 pMol, desnaturado com Hidréxido de
sédio (NaOH) 0,2 N, recém preparado, e combinado com 25% de PhiX (lllumina,
EUA) para o carregamento no sequenciador. O sequenciamento foi realizado na
Central de Gendmica e Bioinformatica (CeGenBio) localizada no NPDM da UFC,
na plataforma lllumina MiSeq (lllumina, EUA), utilizando o kit de reagente Miseq

v3-600 ciclos (lllumina, EUA), de acordo com as instrugcdes do fabricante.

3.4.3 Analises de bioinformatica

Para cada paciente do estudo, obteve-se os arquivos no formato FASTQ
em ambos os sentidos de leitura. A qualidade das sequéncias foi avaliada
utilizando o software FastQC (Babraham Bioinformatics), enquanto a remocgao
dos adaptadores foi realizada com o Trimmomatic (BOLGER et al., 2014). Para
visualizar os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs), foi empregado a
plataforma online IGV - Integrative Genomics Viewer

(https://igv.org/doc/desktop/) enquanto a observacdo dos dinucleotideos CpG

metilados nas regides de interesse foi realizada por meio da plataformaTABSAT

v1.0.2 (https://tabsat.ait.ac.at/), a qual atualmente se encontra indisponivel para

acesso online.

3.5 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA POR RT-qPCR

3.5.1 Sintese do cDNA

Para a sintese do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA total
extraido foi utilizado o kit High-Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems,
EUA), conforme as recomendacgdes do fabricante. A reagao teve um volume total
de 20 L, sendo composta por 10 yL de 2x RT Buffer Mix, 1 yL de 20x RT
Enzyme Mix, até 9 uL de RNA total extraido (para uma quantidade maxima de
2000 ng) e agua ultrapura livre de nucleases para completar o volume da reagao
(Promega, USA). A reagdo de PCR ocorreu no termociclador programavel
Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystem, EUA) consistindo em incubagao a

37°C por 60 min, parada de reacao a 95 °C por 5 min e posterior manutencao da


https://igv.org/doc/desktop/
https://tabsat.ait.ac.at/
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temperatura em 4 °C. O cDNA foi mantido em freezer —30 °C até a utilizagdo nas

reagdes de PCR em tempo real (qQPCR).

3.5.2 PCR em tempo real

As analises da expresséo génica dos IncRNAs foram realizadas utilizando
o sistema de deteccdo de sequéncias TagMan® (Thermo Fisher Scientific, EUA)
com as sondas de hidrélise contando com o fluoréforo FAM na porgéo 5 e o
quencher MGB na porgao 3’ para os genes descritos na Tabela 2. A eficiéncia
geométrica das sondas TagMan® & garantida em 100% pelo fabricante. Para
isso, as reacdes de qPCR foram preparadas com 5 pL de 2x TagMan Fast
Advanced Master Mix, 0,5 uL de cada sonda de hidrélise, 2,5 yL de agua
ultrapura livre de nucleases e 2 yL de cDNA a 150 ng/uL. Cada reacao para os
genes analisados foram realizadas em triplicata e com a presenca de controle
negativo.

A quantificacdo relativa da expressao dos genes analisados foi calculada
através do Cq (Quantification cycle) obtido para cada amostra de acordo com o
método de 2-AACT (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001) utilizando a média de dois
genes de referéncia para normalizagdo: p-actina (Hs01060665 g1) e
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH - Hs02758991 g1), além de

placenta como amostra referéncia.

Tabela 2 - Descricao das sondas utilizadas na reacdo de gPCR para a expressao
génica das regides H19DMR e KvDMR1

Regiao analisada Nome da sonda Caddigo Amplicon
H19DMR H19 Hs00399294 g1 62 pb
KvDMR1 KCNQ10T1 Hs04991170_s1 143 pb

As reagdes ocorreram no termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR
(Biorad, EUA) da seguinte forma: desnaturagao inicial a 95 °C por 3 min, seguido
de 40 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 10 s com anelamento e extensao a 60
°C por 30 s.
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3.6 QUANTIFICAGAO ABSOLUTA POR PCR DIGITAL (dPCR)

Foram selecionadas duas amostras com valor de Cq em torno de 32 na
reacao de qPCR para expressao génica dos IncRNAs, com o objetivo de realizar
a quantificacdo absoluta e verificar a auséncia de detecgéao, por dPCR, dos
genes IGF2 e CDKN1C.

As reacbdes de dPCR foram realizadas no equipamento QuantStudio
Absolute Q (Thermo Fisher Scientific, EUA), utilizando 2 yL de 5x dPCR Master
Mix, 0,5 uL de cada sonda de hidrélise (Tabela 3), 2 yL de cDNA a 150 ng/uL e
5,5 uL de agua ultrapura livre de nucleases. Posteriormente a distribuicdo das

reacdes aos pocos da placa, adicionou-se 15 L de Absolute Q Isolation Buffer.

Tabela 3 - Descrigdo das sondas utilizadas na reacdo de dPCR para
quantificagdo absoluta das regides H19DMR e KvDMR1

Regido analisada Nome da sonda Caédigo Amplicon
H19 Hs00399294 g1 62 pb
H19DMR
IGF2 Hs04188276_m1 83 pb
KCNQ10T1 Hs04991170_s1 143 pb
KvDMR1
CDKN1C Hs00175938_m1 91 pb

A desnaturagéo inicial aconteceu a 96 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos
de desnaturagao a 96 °C por 5 s, anelamento e extensao a 60 °C por 15 s. Os
resultados obtidos foram analisados por meio do software Absolute Q Analysis
(Thermo Fisher Scientific, EUA).

3.7. PESQUISA EM BANCO DE DADOS PUBLICOS

Foram consultados os niveis de expressdo de genes de interesse
(DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b, IGF2 e CDKN1C) utilizando dados
publicos do portal The Human Protein Atlas (HPA) em:
https://www.proteinatlas.org nas categorias de RNA-seq em unidades TPM
(transcritos por milhdo) no endométrio, utilizando o mdédulo Tissue Atlas. As


https://www.proteinatlas.org/
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informacdes obtidas foram utilizadas para contextualizar o padrao de expressao,
com base no consenso com os dados normalizados HPA e Genotype-Tissue
Expression (GTEX).

A frequéncia alélica dos SNPs rs2107425 e rs2071094 foi consultada na

base de dados Ensembl (https://www.ensembl.org/), utilizando a ferramenta

Population Genetics. Foram analisadas as frequéncias da populagao latino-
americanas (AMR) com base nos dados do projeto 1000 Genomes. Além disso,
foi realizada uma pesquisa de hotspots relacionados ao cancer na plataforma
cBioPortal for Cancer Genomics em: https://www.cbioportal.org, utilizando dados
do TCGA Pan-Cancer Atlas (CERAMI et al., 2012).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises de expressao génica, utilizou-se o Microsoft Excel para
a normalizacédo dos dados através dos calculos do 222CT, Os testes estatisticos
e graficos foram realizados com auxilio do software GraphPad Prism versao
8.0.1 (GraphPad Software, EUA). Para avaliagdao da normalidade dos dados,
utilizou-se o teste Shapiro-Wilk. Nas analises paramétricas, utilizou-se o teste t
de Welch enquanto, para as ndo paramétricas, foram realizadas o teste de
Kolmogorov-Smirnov, considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Nas verificagdes de correlagao, utilizou-se o coeficiente de correlagédo de
Pearson (r) para variaveis numeéricas, enquanto o teste t com corregéo de Welch
foi aplicado entre variaveis nominais € numéricas. Para a comparagao entre
amostras obtidas de uma mesma paciente, empregou-se o one-way ANOVA
quando havia trés locais de coleta e o teste t com corregcdo de Welch quando

havia apenas dois locais.


https://www.ensembl.org/

49

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagao dos pacientes

Inicialmente, foram coletadas lesdes suspeitas de endometriose
provenientes de 26 pacientes. Apos analise histologica das biopsias por
microscopia 6ptica, as amostras que nédo apresentaram critérios morfoldgicos
compativeis com endometriose estromal ou glandular foram excluidas. Assim, a
casuistica foi composta por 15 pacientes, totalizando 24 amostras.

As amostras derivaram de diferentes sitios anatdomicos: 11 lesbdes do
septo retovaginal, quatro da fossa ovariana, trés da bexiga, duas do ligamento
uterossacro, uma do reto, uma do periténio, uma do ovario e um endometrioma
ovariano. (Tabela 4). Seis pacientes tiveram tecido endometrial ectopico
coletado de mais de um local: septo retovaginal e fossa ovariana; septo
retovaginal e bexiga; septo retovaginal, ovario e fossa ovariana; fossa ovariana
e ligamento uterossacro; septo retovaginal, bexiga e reto; septo retovaginal e
peritonio.

Com relacdo a idade dos pacientes, a média foi 33,5 de anos e a mediana
32 anos, sendo o minimo de 18 anos e maximo de 46 anos. A maioria das
pacientes sao originarias de Fortaleza - CE (60%), enquanto cinco eram do
interior e duas fora do estado do Ceara. Quanto ao estado civil, oitos pacientes
relataram serem casadas (53,3%), quatro estavam solteiras (26,7%), duas
divorciadas (13,3%) e uma em unido estavel (6,7%).

Os outros dados clinicos nao estdo completos para todas as pacientes. A
maioria (66,7%) apresentou, no momento da coleta, o indice de massa corporal
(IMC) dentro dos limites normais (18,5 — 24,99). O uso de medicamentos
hormonais foi relatado por 11 pacientes (84,6%), como anticoncepcionais orais
e dienogeste. Nove pacientes (69,2%) informaram que nunca engravidaram e,
dentre as quatro pacientes com gravidez prévia, duas delas sofreram aborto.

Quatro pacientes informaram histérico familiar de endometriose,
envolvendo parentes de primeiro ou segundo grau (mae, tia, irma ou prima); trés
pacientes informaram a presenga de casos de cancer na familia e quatro
revelaram nao terem parentes com endometriose. Os sintomas relatados pelas

pacientes foram: dismenorreia (50%), dispareunia (42,9%), diarreia menstrual
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(28,6%), colicas menstruais (28,6%), fluxo menstrual intenso (21,4%), colicas

pré-menstruais (21,4%), constipacéo (14,3%), dor lombar (14,3%), infertilidade

(14,3%), disuria (7,1%) e periodo menstrual prolongado (7,1%).

Tabela 4 - Caracterizagdo sociodemografica e das variaveis clinicas das

pacientes com endometriose

Variavel Descricao Numero de pacientes Porcentagem
Septo retovaginal 11 45,8%
(SRV)
Origem da Fossa ovariana 4 16,7%
lesao (FOE)
Bexiga (LB) 3 12,5%
Ligamento 2 8,3%
uterossacro
(LUSE)
Reto (LR) 1 4,2%
Peritbneo (EP) 1 4,2%
Ovario esquerdo 1 4.2%
(OE)
Endometrioma 1 4,2%
ovariano (EOE)
Idade 18 anos 1 6,7%
19-30 anos 4 26,6%
31-40 anos 9 60%
> 40 anos 1 6,7%
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Variavel Descrigao Numero de pacientes Porcentagem
Localidade Fortaleza-CE 9 60%
Interior do CE 4 26,7%
Outro estado 2 13,3%
Estado civil Casada 8 53,3%
Divorciada 2 13,3%
Solteira 4 26,7%
Unido estavel 1 6,7%
Vinculo Sim 12 85,7%
empregaticio
Nao 2 14,3%
IMC 18,5 — 24,99 8 66,7%
(Normal)
25-29,99 1 8,3%
(Acima do peso)
30 — 39,99 3 25%
(Obesidade I)
Uso de Sim 11 84,6%
hormonio
Nao 2 15,4%
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Variavel Descrigao Numero de pacientes Porcentagem
Gravidez Sim 4 30,8%
anterior

Nao 9 69,2%
Caso na Endometriose 4 36,4%
familia
Cancer 3 27,2%
Nao 4 36,4%
Sintomas Dismenorreia 7 50%
Dispareunia 6 42.9%
Diarreia 4 28,6%
menstrual
Colicas 4 28,6%
menstruais
Fluxo menstrual 3 21,4%
intenso
Cdlicas pré- 3 21,4%
menstruais
Constipacao 2 14,3%
Dor lombar 2 14,3%
Infertilidade 2 14,3%
Disuria 1 7.1%
Periodo 1 7.1%
menstrual

prolongado
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4.2. Analise do sequenciamento pés-modificagcao com bissulfito de sédio
(Bis-seq)

Com relagéo a ICR 1 - H19DMR, as reads obtidas ficaram superior a
60.000, com excecao das amostras S11 (6733 reads) e S12 (66 reads). A média
do numero de reads foi 42,98% * 5,38% reads metiladas, 56,64% * 5,32% reads
nao metiladas e 0,37% £ 0,21% reads parcialmente metiladas. Nao foi observada
diferenca estatisticamente significativa na metilacdo entre as amostras
superficiais e as amostras de endometriomal/infiltrativa profunda (p = 0,6340),
ap6s a exclusdo da amostra S12, que apresentou quantidade de reads
significativamente inferior. Trés amostras analisadas (12,5%) apresentaram
hipometilagao (inferior a 35%): S05, S17 e S18 (Tabela 5).

Tabela 5 -Metilagdo da H19DMR distribuidas por classificacdo do local de leséo

Classificagao por ID Total Reads Reads nao Reads
local de lesao de metiladas metiladas | parcialmente
reads (%) (%) metiladas
(%)
S02 64233 24800 39070 363 (0,57%)
(38,61%) (60,83%)
S04 66271 26898 39132 241 (0,36%)
(40,59%) (59,05%)
S11 6733 3318 3403 12 (0,18%)
(49,28%) (50,54%)
Superficial peritoneal S12 66 33 (50%) 33 (50%) 0 (0%)
S14 61257 26038 34910 309 (0,50%)
(42,51%) (56,99%)
S23 80436 37806 42347 283 (0,35%)
(47,00%) (52,65%)
Endometrioma/ S01 75325 35383 39805 137 (0,18%)
Infiltrativa (46,90%) (52,84%)
S03 175680 28825 52034 516 (0,36%)
(35,42%) (63,94%)
S05 82430 28785 53417 228 (0,28%)

(34,92%) (64,80%)
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Classificagao por ID Total Reads Reads nao Reads
local de lesao de metiladas metiladas | parcialmente
reads (%) (%) metiladas
(%)
S06 73006 32259 40422 325 (0,45%)
(44,19%) (55,37%)
S07 86869 34583 52158 128 (0,15%)
Endometrioma/ (39,81%) (60,04%)
Infiltrativa S08 67352 26025 40957 370 (0,55%)
(38,64%) (60,81%)
S09 63842 27875 35492 475 (0,74%)
(43,66%) (55,59%)
S10 65498 30031 35256 211 (0,32%)
(45,85%) (53,83%)
S13 76247 36047 39909 291 (0,38%)
(47,28%) (52,34%)
S15 78556 35015 43248 293 (0,37%)
(44,57%) (55,05%)
S16 73264 27995 44882 387 (0,53%)
(38,21%) (61,26%)
S17 97774 33088 64425 261 (0,27%)
(33,84%) (65,89%)
S18 128267 25224 48830 262 (0,35%)
(33,94%) (65,71%)
S19 111657 35190 33091 98 (0,14%)
(51,46%) (48,39%)
S20 89191 44285 44726 180 (0,20%)
(49,65%) (50,15%)
S21 77418 32712 44636 70 (0,09%)
(42,25%) (57,66%)
S22 53762 23935 29333 494 (0,92%)
(44,52%) (54,56%)
S24 57518 27851 29358 309 (0,54%)
(48,42%) (51,04%)
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As diferengas de metilacido entre as 23 ilhas CpGs analisadas foram mais
consideraveis em trés posig¢des: CpG1 (Chr11: 1 999 782), CpG2 (Chr11: 1 999
794) e CpG17 (Chr11: 1 999 976). As primeiras duas posi¢cdes apresentaram um
padrao de hipermetilacdo em 62,5% e 29,17% das amostras analisadas,
respectivamente. As amostras S01, S02, S03, S05, S07, S10, S11, S12, S15,
S17, S18, S20 e S24 (54,17%) apresentaram reads hipometiladas na posicao
CpG17 (Chr11: 1 999 979), como demonstrado na Figura 8.
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Figura 8 - Padrao de metilagcédo da H19DMR entre os grupos estudados
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Fonte: Propria autora. Cada ponto representa uma posigédo das ilhas GpG analisadas na regiao H19DMR das amostras do estudo, destacando os genétipos
dos SNPs nas posicdes rs2107425 e rs2071094. A barra de cores a direita indica a porcentagem de metilagcéo, variando de 0% (azul) a 100% (vermelho).
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A analise dos SNPs demonstrou um predominio do padréo heterozigoto
(C/T) em 8 amostras (53,3%) na regido rs2107425 e (G/T) em 10 amostras

(66,6%) na regiao rs2071094 como apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Distribuicao da frequéncia genotipica e alélica dos Polimorfismos de
Base Unica (SNPs): rs2107425 e rs207109 nas amostras analisadas

Polimorfismo de Base Unica (SNP)

rs2107425 rs2071094

ciC CIT TT G/G GIT TT

Frequéncia
genotipica 5 (33,3%) 8(53,3%) 2(13,4%) 4 (26,7%) 10 (66,6%) 1 (6,7%)

Frequéncia
alélica C=0,6/T=0,4 G=0,6/T=0,4

Dentre as amostras coletadas de uma mesma paciente, ndo houve
diferencga estatistica significante na analise da porcentagem de leituras metiladas
da regiao H19DMR (p=0,4664 nas pacientes com dois locais de coleta e
p=0,9309 nas pacientes com trés locais de coleta). Todas as amostras
analisadas da Paciente 10 obtiveram porcentagem de reads metiladas inferiores
a 40%, sendo duas delas hipometiladas - 33,84% e 33,94% (Figura 9).
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Figura 9 - Percentual de leituras metiladas na regiazo H19DMR em diferentes
lesdes proveniente de pacientes com endometriose
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Fonte: Propria autora com a ferramenta de desing grafico online Canva (https://www.canva.com).
Cada barra corresponde a um tecido ou local anatémico coletado (SRV: septo retovaginal; FO:
fossa ovariana; BEX: bexiga; OVA: ovario; LUS: ligamento uterosacro; RT: reto; PER: peritonio).
As amostras coletadas de uma mesma paciente estdo representadas pela mesma cor.

O Bis-Seq da regido ICR 2 - KvDMR resultou, na maioria das amostras,
em reads superiores a 110.000, com exceg¢ao das amostras S09 (99917 reads)
e S12 (274 reads). A média do numero de reads foi 58,79% + 4,74% reads
metiladas, 40,88% + 4,66% reads ndo metiladas e 0,33% = 0,12% reads
parcialmente metiladas. Também nao houve diferenca estatistica da metilagao
obtida entre as amostras superficiais peritoneais e as amostras de
endometrioma/infiltrativa profunda (p=0,7580), apds a exclusdo da amostra S12,
que apresentou quantidade de reads significativamente inferior. Duas amostras
(8,33%) — S10 e S20 - apresentaram um padrao considerado hipermetilado
(acima de 65%) (Tabela 7).


https://www.canva.com/
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Tabela 7 - Metilacdo da KvDMR distribuidas por classificacdo do local de lesao

Classificagao ID Total de Reads Reads nao Reads
por local de reads metiladas metiladas parcialmente
lesao (%) (%) metiladas (%)
S02 139826 78414 60943 469 (0,34%)
(56,08%) (43,58%)
S04 152023 84900 66723 400 (0,26%)
(55,85%) (43,89%)
Superficial
peritoneal S11 421047 248703 170818 1526 (0,36%)
(59,07%) (40,57%)
S12 274 168 106 0 (0%)
(61,31%) (38,69%)
S14 144944 83156 61061 727 (0,5%)
(57,37%) (42,13%)
S23 149286 93813 55028 445 (0,3%)
(62,84%) (36,86%)
Endometrioma S01 127924 72740 54649 535 (0,42%)
/ Infiltrativa (56,86%) (42,72%)

S03 175680 106797 68183 700 (0,4%)
(60,79%) (38,81%)

S05 120490 69470 50581 439 (0,36%)
(57,66%) (41,98%)

S06 163399 97541 65537 321 (0,2%)
(59,69%) (40,11%)

S07 140440 86002 54096 342 (0,24%)
(61,24%) (38,52%)

S08 119528 61036 57925 567 (0,47%)
(51,06%) (48,46%)

S09 99917 50530 48882 505 (0,51%)
(50,57%) (48,92%)

S10 121106 82896 37849 361 (0,3%)
(68,45%) (31,25%)

S13 116497 72549 43460 488 (0,42%)
(62,28%) (37,31%)
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Classificagao ID Total de Reads Reads nao Reads
por local de reads metiladas metiladas parcialmente
lesdo (%) (%) metiladas (%)
S15 117644 62289 54981 374 (0,32%)
(52,95%) (46,74%)
Endometrioma
[ Infiltrativa S16 116792 64581 51783 428 (0,37%)

(55,3%) (44,34%)

S17 116152 73262 42618 272 (0,23%)
(63,07%) (36,69%)

S18 128267 78153 49641 473 (0,37%)
(60,93%) (38,7%)

S19 111657 59051 52059 547 (0,49%)
(52,89%) (46,62%)

S20 143088 98113 44824 151 (0,11%)
(68,57%) (31,33%)

S21 123448 77339 45807 302 (0,24%)
(62,65%) (37,11%)

S22 112443 65395 46677 371 (0,33%)
(58,16%) (41,51%)

S24 131941 73072 58272 597 (0,45%)
(55,38%) (44,17%)

Nao houve alteracdo de metilacdo entre as 18 ilhas CpGs (entre as
posicoes (Chr11: 2 699 968 a Chr11: 2 700 095) analisadas no Bi-seq da

KvDMR, como observado na Figura 10.



Figura 10 - Padrao de metilagdo da KvDMR1 entre os grupos estudados
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Fonte: Prépria autora. Cada ponto representa uma posicéo das ilhas GpG analisadas na regido KvDMR das amostras do estudo. A barra de cores a direita
indica a porcentagem de metilagéo, variando de 0% (azul) a 100% (vermelho).
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Considerando as amostras coletadas de uma mesma paciente, também
nao houve diferenga estatistica significante na analise da porcentagem de reads
metiladas da regido KvDMR1 (p=0,9952 nas pacientes com dois locais de coleta

e p=0,9358 nas pacientes com trés locais de coleta) (Figura 11).

Figura 11 - Percentual de leituras metiladas na regidao KvDMR1 em diferentes
lesdes proveniente de pacientes com endometriose
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Fonte: Propria autora com a ferramenta de desing grafico online Canva (https://www.canva.com).
Cada barra corresponde a um tecido ou local anatdémico coletado (SRV: septo retovaginal; FO:
fossa ovariana; BEX: bexiga; OVA: ovario; LUS: ligamento uterosacro; RT: reto; PER: peritonio).
As amostras coletadas de uma mesma paciente estdo representadas pela mesma cor.

As figuras referentes ao padrao de metilagcdo da H19DMR e KvDMR1
dividido por coletas em pacientes participantes do estudo estao apresentadas no
Apéndice A.

Analisando a metilagdo por local de coleta das duas ICRs estudadas,
incluindo os locais com trés ou mais amostras, nao houve diferenca estatistica
(p=0,433 - H19DMR; p= 0,9332 - KvDMR) entre a metilagdo das lesées do septo

retovaginal, da bexiga e da fossa ovariana (Figura 12).


https://www.canva.com/
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Figura 12 - Niveis de metilagdo das ICRs em relacdo aos locais de lesao:
septoretovaginal, fossa ovariana e bexiga
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Fonte: Prépria autora utilizando o GraphPad Prism versao 8.0.1. A) Porcentagem de reads
metiladas no septo retovaginal (em azul), na bexiga (em azul) e na fossa ovariana (em verde)
para ICR1 - H19DMR. B) Porcentagem de reads metiladas no septo retovaginal (em azul), na
bexiga (em azul) e na fossa ovariana (em verde) para a ICR2 - KvDMR.

Nao houve correlagdo significativa entre a metilacdo das ICRs e as

variaveis clinicas idade e IMC. Ja nas variaveis nominais (uso de medicamentos

hormonais, casos na familia e paridade) somente houve significancia entre a

metilacdo da H19DMR e o uso de medicamentos hormonais, conforme

apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 - Correlacdo entre variaveis clinicas e a metilacdo da H19DMR e

KvDMR1
Variavel Metilacao H19DMR Metilacao KvDMR
Idade p = 0,926 p=0,787
r=0,022 r=-0,063
IMC p = 0,457 p=0,105
r=0,200 r=0,420
Uso de medicamentos p = 0,0016* p=0,832
hormonais
Casos na familia p =0,274 p = 0,999
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Paridade p = 0,493 p = 0,098

A analise da metilagdo evidenciou que o grupo de pacientes em uso de
medicamentos hormonais apresentou menor porcentagem de reads metiladas
em comparagao ao grupo sem uso de hormédnios. Essa diferenca foi
estatisticamente significativa (p = 0,0016) (Figura 13).

Figura 13 - Comparagdo de reads metiladas da H19DMR e a utilizacdo de
medicamentos hormonais
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Fonte: Propria autora utilizando o GraphPad Prism versdo 8.0.1. A porcentagem de reads
metiladas na regido H19DMR distribuida entre a utilizagdo a base de horménios (em vermelho)
e a ndo utilizagao (em laranja) nas pacientes do estudo.

4.3. Andlise da expressao génica

A diferenca de expressdao génica de KCNQ1OT1 e H19 nédo foram
estatisticamente significativas (p=0,7416 e p=0,7080, respectivamente) entre as

classificagdes dos locais de lesdo coletados (Figura 14).



65

Figura 14 - Expressao de H19 e KCNQ710T1 nos grupos de endometriose

superficial e endometriomalinfiltrativa
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Fonte: Prépria autora, utilizando o GraphPad Prism versédo 8.0.1. A) expressédo de H79 obtida
nas amostras de endometriose superficial (em azul) e endometrioma/ endometriose infiltrativa
(em vermelho) B) expressdo de KCNQ10OT1 obtida nas amostras de endometriose superficial
(em azul) e endometrioma/ endometriose infiltrativa (em vermelho).

No teste de correlacédo da expressao dos INcRNAs e a metilagdo da ICRs,

idade e IMC, ocorreu correlagédo negativa significativa (p>0,05) entre a expressao

de H19 e o IMC (Figura 15). Nas variaveis nominais (uso de medicamentos

hormonais, casos na familia e paridade) também houve significancia entre a

expressao de H19 e a presenga de casos na familia (Figura 16). Os resultados

das analises estao apresentados na Tabela 9.
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Figura 15 - Curva de correlacédo entre o indice de massa corporal (IMC) e a
expressao de H19
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Fonte: Propria autora utilizando o GraphPad Prism verséo 8.0.1. Cada ponto em azul da curva
de correlagdo de Pearson representa uma paciente do estudo.
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Figura 16 - Relagdo entre expressdo de H719 e a existéncia de casos de

endometriose na familia
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Fonte: Prépria autora utilizando o GraphPad Prism versdo 8.0.1. Expressdo de H79 com a
presengca de casos de endometriose na familia (em verde) e a auséncia de casos de
endometriose na familia (em vermelho).

Tabela 9 - Correlagao entre variaveis clinicas e a expressao dos IncRNA H719 e

KCNQ10T1
Variavel Expressao de H19 Expressao de
KCNQ10T1
Metilagdao da ICR p= 0,317 p= 0,455
r=-0,022 r= 0,160
Idade p= 0,387 p= 0,824
r= 0,194 r=-0,050
IMC p= 0,035* p= 0,485
r=-0,498 r=0,176
Uso de medicamentos p= 0,5824 p= 0,8840
hormonais
Casos na familia p= 0,0469* p= 0,0502

Paridade

p=0,4476 p=0,5652




4.4 Quantificagcao absoluta por dPCR
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A quantificacdo absoluta dos genes H19 e IGF2 (ICR1) nas amostras S19
e S24, KCNQ10T1 e CDKN1C (ICR 2) nas amostras S14 e S18 obtidas por

particdo em placa através da PCR digital estdo descritos na Tabela 10 e nas

Figura 17 e 18 abaixo:

Tabela 10 - Quantificagdo absoluta dos genes obtidas por PCR digital nas

amostras analisadas

Amostra Alvo Cépias/uL Pocos Total de
positivos pogos
S14 KCNQ10T1 41,94 74 20457
CDKN1C 0 0 20459
S18 KCNQ10T1 30,03 53 20457
CDKN1C 0 0 20449
S19 H19 13,58 24 20473
IGF2 0 0 20460
S24 H19 5,09 9 20465
IGF2 0 0 20473
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Figura 17 - Dotplot da quantificagdo absoluta obtida por particdo na dPCR dos
genes KCNQ10T1 e CDKN1C na amostra S18
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Legenda: Cada ponto corresponde a uma reagéo individual da dPCR. A linha preta horizontal
representa o limite de fluorescéncia que separa as particbes positivas das negativas. Os pontos
azuis séo as particdes positivas para o gene-alvo, indicando presencga do transcrito e os pontos
cinza representam as particdes negativas, sem amplificagcao detectavel.

Figura 18 - Dotplot da quantificagdo absoluta obtida por particdo na dPCR dos
genes H19 e IGF2 na amostra S19
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Legenda: Cada ponto corresponde a uma reacgéao individual da dPCR. A linha preta horizontal
representa o limite de fluorescéncia que separa as particbes positivas das negativas. Os pontos
azuis séo as particdes positivas para o gene-alvo, indicando presenga do transcrito e os pontos
cinza representam as particdes negativas, sem amplificagdo detectavel.
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4.5 PESQUISA EM BANCO DE DADOS PUBLICOS

A pesquisa da expressao génica em células endometriais normais para
as enzimas DNMTs no HPA demonstrou uma maior expressao de DNMT 3a (9,0
nTPM), seguido de DNMT1 (7,0 nTPM). Além disso, os niveis de IGF2 e
CDKN1C sao bem elevados: 72,9 e 68,3 nTPM, respectivamente (Figura 19).

Figura 19 - Nivel de expressao dos genes DNMTs, IGF2 e CDKN1C em tecido
endometrial normal obtido pelo consenso de dados normalizados provenientes
do Human Protein Atlas (HPA) e Genotype-Tissue Expression (GTex)
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Fonte: Propria autora com a ferramenta de desing gréfico online Canva (https://www.canva.com).
As barras representam a expressao génica normalizada em trancritos por milhdo (nTPM).

A frequéncia alélica e genotipica da populacdo latino-americana
disponivel no Ensembl foi superior para citosina (0,526) e heterozigose C/T
(0,464) no SNP da posigao rs2107425 e maior frequéncia para guanina (0,592)
e heterozigose G/T (0,470) no SNP da posicao rs2171094 (Tabela 11).


https://www.canva.com/
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Tabela 11 - Distribuicdo da frequéncia genotipica e alélica da populagéo latino-
americana dos Polimorfismos de Base Unica (SNPs): rs2107425 e rs207109
disponivel no banco de dados Ensembl

Polimorfismo de Base Unica (SNP)

rs2107425 rs2071094

c/iC CIT TIT G/G GIT TIT

Frequéncia
genotipica 0,294 0,464 0,242 0,357 0,470 0,173

Frequéncia
alélica C=0,526/ T=0,474 G=0,592/ T=0,408

O gene H19 possui somente cinco mutagdes de fusdo do tipo variante de
significado incerto (VUS, do inglés Variant of Uncertain Significance) descritas
para o cancer, sendo nenhuma delas considerada hotspot descritos no
cBioPortal com os dados do TCGA Pan-Cancer Atlas (Tabela 12).

Tabela 12 - Mutagdes do gene H19 descritas no cBioPortal com os dados do
TCGA Pan-Cancer Atlas

Mutacoes VUS — Gene H19

Tipo de Cancer Mudanc¢a na proteina
Carcioma hepatocelular AGT-H19 Fusion
Carcioma hepatocelular CLU-H19 Fusion
Carcioma hepatocelular FTL-H19 Fusion
Carcioma hepatocelular TCIRG1-H19 Fusion

Carcioma urotelial de bexiga B4GALT4-H19 Fusion
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesta tese contribuem para ampliar o
conhecimento acerca dos padrées de metilacdo das ICRs localizadas no
cromossomo 11, assim como a expressao dos INcCRNAs H19 e KCNQ10T1 na
endometriose. Por se tratar de uma doencga multifatorial, bastante heterogénea
e subestimada como um problema de saude publica, € fundamental continuar a
explorar os meios de participagdo da epigenética na fisiopatologia da doenga,
com finalidade de auxiliar no desenvolvimento de novas abordagens
diagndsticas, progndsticas e terapéuticas.

Considerando os resultados demograficos obtidos, observou-se que a
idade média das pacientes foi de 33,5 anos. Esse dado esta em conformidade
ao descrito na literatura, no qual a endometriose afeta mulheres em idade
reprodutiva, sendo o pico de incidéncia da doenca entre 25 a 34 anos (SHAFRIR
etal., 2018b; VIGANO et al., 2004). A idade média de paciente acima de 30 anos
também foi encontrada em trabalhos anteriores, sendo até apontado como um
fator de risco para o desenvolvimento da doenca ao comparar-se com mulheres
em idade de 25 a 29 anos (NARDONE et al., 2015; ESKENAZI & WARNER,
1997.; KULP et al., 2016; TAHERMANESH et al., 2023). Essa média de idade é
associada a fatores socioeconémicos, refletido também em outras
caracteristicas apresentadas neste estudo: maior presenca de pacientes
casadas (53,3%), moradoras na capital do estado (60%) e com vinculos
empregaticios (85,7%). Pacientes nessa faixa etaria tendem a ignorar menos os
seus sintomas e possuem um maior acesso a servigcos de saude do que
pacientes mais jovens (PARAZZINI et al., 2017).

Com relacdo a obesidade, o maior numero de pacientes com
endometriose com IMC dentro da normalidade (66,7%) € concordante com o
descrito em outros trabalhos, no qual existe uma relagéo inversa entre o IMC e
a prevaléncia de endometriose. Além disso, baixo IMC é considerado como
possivel fator de risco para a doenga (CHAPRON et al., 2019; NARDONE et al.,
2015; PANTELIS et al., 2021; SHAFRIR et al., 2018; VIGANO et al., 2004). Essa
relacdo pode ser contraditéria, pois ja foi identificado que o nivel elevado de
estradiol na endometriose é resultado tanto de uma maior producéo a partir do

colesterol quanto de uma maior liberagao pelo tecido adiposo (MONNIN et al.,
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2023). Assim, o excesso de gordura corporal favoreceria a sintese de estradiol.
Uma das explicagbes para essa contradi¢ao pode estar relacionada novamente
a fatores socioecondmicos: mulheres com acesso mais facil a servicos médicos
normalmente também possuem maiores taxas de acesso a dietas equilibradas e
a pratica de exercicios fisicos regulares. Entretanto, também se especula que o
uso exclusivo do IMC como parametro para obesidade ndo seja o ideal
(PARASAR et al., 2017; PARAZZINI et al., 2017; PANTELIS et al., 2021).

A correlagao inversa significativa o entre IMC e a expressao de H19
verificada neste estudo sugere um possivel mecanismo bioldgico para explicar
essa aparente contradicdo entre a auséncia de obesidade e a ocorréncia de
endometriose. Em estudo de 2018, observou-se que camundongos com alta
expressao de H79 no tecido adiposo marrom possuiam prote¢cao contra a
obesidade induzida por dieta. O IncRNA H19 é responsavel pelo controle da
expressao dos genes IGF2, PEG3 e DLK1, os quais estdo envolvidos no
metabolismo energético dos adipdcitos (SCHMIDT et al., 2018) e pela diminuicao
da disponibilidade de HDAC 4, HDAC 5 e HDAC 6, envolvidas na adipogénese,
através da regulacédo realizada pelo miR-675 (HUANG et al., 2016).

A sintomatologia das pacientes analisadas mostrou que a dor pélvica, na
forma de dismenorreia, dispaurenia e colicas, € o sintoma mais comum da
endometriose, conforme descrito na literatura (GIUDICE e KAO, 2004,
ZONDERVAN et al.,, 2020). A dismenorreia, mencionadas por 50% das
pacientes, é considerada a dor mais prevalente entre as dores pélvicas crbnicas
e, apesar da intensidade da dor sofrer uma redugao com o aumento da idade, a
dor crénica forte e incapacitante caracteristica da endometriose leva a procura
médica (COMPTOUR et al., 2024; LIU e GUO, 2008). Apesar da infertilidade
afetar em torno de 30 a 50% das mulheres com endometriose (MAGGIORE et
al., 2024; TAYLOR et al., 2021), somente duas pacientes a descreveram neste
estudo. Porém, vale ressaltar que a grande maioria das participantes utilizavam
algum medicamento hormonal contraceptivo no momento da videolaparoscopia,
interferindo, portanto, na possibilidade de uma gravidez.

A localizagao das lesbes coletadas enfatiza o conceito da menstruagao
retrégrada na etiologia da doenga por conta da proximidade com o endométrio.
O septo retovaginal foi o local de origem de 45,8% das lesbes analisadas,

estando também de acordo com o relatado anteriormente. A area pélvica € o
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local com mais presenga de tecido endometrial ectdpico e 69,2% dos casos
estdo presentes na regido retrocervical ou ligamentos, acompanhados de dor
severa e dispareunia (FOTI et al.,, 2018). Outra informacédo da literatura
concordante com esse dado apresentado € que os locais mais frequentes de
endometriose infiltrativa sdo o ligamento uterossacro e o septo retovaginal
(NISENBLAT et al., 2016). Uma mesma paciente pode apresentar lesdes com
classificagdes diferentes concomitantemente (ALLAIRE et al., 2023; WANG et
al., 2022) e seis pacientes estudadas com lesdes no septo retrovaginal também
possuiam lesdes em outras locais da pelve. O desenvolvimento das lesdes da
endometriose é temporalmente distinto e nem sempre tem aumento gradativo
dos sintomas e lesbées (COMPTOUR et al., 2024; ZONDERVAN et al., 2020).

O sequenciamento por bissulfito € considerado o padrdo-ouro para a
andlise de metilagdo do DNA em resolugdo de base unica. Entretanto, o
tratamento quimico necessario para conversao das citosinas ndo metiladas em
uracila pode levar a degradacéo significativa do DNA e cobertura desigual entre
amostras (OLOVA et al. 2018). Esse fator pode ter contribuido para a baixa
geracgao de reads observada neste estudo para a amostra S12, tanto na analise
da H19DMR quanto da KvDMR1. Dessa forma, a inclusao de réplicas técnicas
em ensaios futuros podera auxiliar na avaliacdo de possiveis falhas ocorridas
durante a preparacao da biblioteca ou indicar se os achados refletem uma
caracteristica intrinseca da amostra.

A perda de imprinting (loss of imprinting ou LOI) resultante da alteragao
da metilacado de ICRs ocasiona a expressao de ambos os alelos ou silenciamento
total dos genes controlados pela regido. No que diz respeito as duas ICRs
localizadas no cromossomo 11, LOI é associado a doengas genéticas de
desenvolvimento, como Sindrome de Beckwith-Wiedemann e Sindrome de
Silver-Russell, assim como alguns tipos de cancer, tais quais nefroblastoma
(tumor de Wilms), hepatoblastoma e neuroblastoma (ACOSTA-FERNANDEZ et
al., 2022; CORREA et al., 2020; LU et al., 2020).

Nao foi observada relagao estatisticamente significativa na metilagdo das
regides de imprinting 1 € 2 do cromossomo 11 entre as lesdes superficiais e as
lesdes de endometrioma/ infiltrativa neste estudo. Porém, ao considerar que o
nivel de metilacao de ICRs € esperado estar em torno de 50%: 100% metilado

no alelo de um progenitor e 0% metilado no alelo do outro progenitor, destaca-
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se a hipermetilacdo (metilacdo superior a 65%) da KvDMR em duas das
amostras analisadas assim como a hipometilagédo (metilagcao inferior a 35%) da
H19DMR observada em trés amostras.

O nivel de metilagdo nas ICRs dessas amostras pode estar relacionado
com a alteragdo na expressdao de DNMTs descrito na endometriose. Existem
algumas divergéncias nos achados dos estudos, provavelmente devido a
padrdes de coleta diferentes nos trabalhos, mas foi identificado um aumento de
DNMT1, DNMT3a e DNMT3b em tecido ectépico endometrial comparado com
amostras controle assim como menor expressao de DNMT1 em tecido ectopico
e eutopico do que no endométrio de mulheres sem a doenga (Van Kaam et al.,
2011; Wu et al., 2007). Além disso, os horménios estradiol e progesterona
modulam a expressao das DNA metiltransferases (DNMTs), promovendo sua
reducdo no endométrio tanto na fase proliferativa quanto na fase secretéria. Essa
diminuicao da atividade enzimatica favorece alteragdes na metilagdo do DNA e,
consequentemente, na expressao génica endometrial (YAMAGATA et al., 2009).

A utilizagao de farmacos hormonais, como os contraceptivos combinados
ou progestagénio de segunda e terceira geracdo, pode contribuir para
modificagdes nos padrdes de metilagdo das DMRs, alterando seu controle
epigenético. Dessa forma, modificagdes na metilagdo das regides analisadas,
por exemplo, potencialmente induzida por alteracdes na atividade das DNMTs,
pode levar a expressao aumentada e/ou a repressao de genes com fungdes
importantes na proliferacdo celular, diferenciagcao, resposta a inflamagcao e
manutencdo do ambiente endometrial presentes nessas regides analisadas.

As células endometriais possuem um comportamento similar a células
tumorais no que diz respeito a proliferagdo descontrolada e a ocorréncias de
alteracgdes genéticas/epigenéticas (SMOLARZ et al., 2024). Em estudo realizado
em 2015, verificou-se uma associacdo entre o aumento da metilacdo da
KvDMR1 e o risco para desenvolvimento de um tipo de carcinoma nao-invasivo
de mama (HARRISON et al., 2015). As altera¢gdes na metilagdo da KvDMR1
modificam a expressdo de genes envolvidos na regulagdo do crescimento
celular, como os supressores tumorais CDKN1C, PHLDA2 e SLC22A18. A
hipermetilacdo da ICR2, que esta localizada no promotor do gene KCNQ10T1 e
preferencialmente metilada no gene materno, promoveria um aumento na

expressao dos genes supressores tumorais, o que supostamente poderia indicar
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um ambiente menos propicio para a expansao celular desenfreada. Em
trabalhos prévios com alguns tipos de células neoplasicas, verificou-se que a
diminuicdo da expressdo dos genes CDKN1C e SLC22A18 é um indicativo
desfavoravel (CHU et al., 2011; JUNG et al., 2015; KAVANAGH e JOSEPH,
2011; QIU et al.,, 2018; RODRIGUEZ et al., 2011). Com relagdo ao gene
PHLDAZ2, estudo demonstrou que uma alta expresséao é relacionado a inibicéo
da apoptose celular via PI3K/AKT, mas associado a hipometilacdo do DNA
(ZHAO et al., 2024).

Na endometriose, a hipermetilagao ja foi caracterizada em dois genes: 1-
proxima ao promotor do GATA2 nas células endometriais ectépicas, o qual
acredita-se ser responsavel por promover a desregulacido dos receptores de
estrogénio, alteragdo no metabolismo de esteroides e resisténcia a progesterona
(DYSON et al.,, 2014); 2- proxima ao promotor do HOXA710 nas células
endometriais eutdpicas e ectdpicas na fase secretoéria do ciclo, influenciada pela
desregulacdo hormonal de progesterona, levando a proliferagdo celular e
inflamagéao (MISHRA e MODI, 2024; WU et al., 2005; ZANATTA et al., 2010).

Apesar de néao ter sido encontrado diferenca da expressao do IncRNA
KCNQ10OT1 entre os grupos analisados neste trabalho, esse RNA néo
codificador ja foi relacionado com potencial oncogénico, afetando proliferacao
celular, invasao, metastase, metabolismo de glicose e evasao imune (CAGLE et
al., 2021). O hormdnio estrégeno tem a capacidade de aumentar a expressao de
KCNQ10T1, o qual atua no nucleo e promove o silenciamento génico dos genes
diferencialmente expressos no alelo materno da ICR2 do cromossomo 11.
Acredita-se que esse processo possa acontecer por meio do seu acumulo na
regido de cluster do gene KCNQ71, recrutando a proteinas repressoras
transcricionais, como a PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) do complexo
de remodelagdo da cromatina e a HDAC1, enzima responsavel pela
desacetilagdo de histona (RODRIGUEZ et al., 2011; SUNAMURA et al., 2016;
WANG e CHANG, 2011). Assim, como a endometriose é caracterizada pela
dependéncia de estrogénio, o mecanismo de agdo do KCNQ710OT1 pode,
potencialmente, ser aplicado a sua fisiopatologia.

De maneira analoga, a hipometilagdo da H19DMR alteraria a expresséo
dos genes IGF2 e H19. Esta tendéncia de metilacdo na H19DMR é similar ao

achado de Kamrani e colaboradores, os quais observaram em 2022, através da
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analise de metilagdo com ChIP para a proteina MeCP2 (proteina 2 de ligagédo ao
metil-CpG) em amostras ectépicas de endometriose, uma hipometilagao préxima
da significancia quando comparado com controles (KAMRANI et al., 2022). A
perda de metilagdo desta ICR também ja foi identificada na Sindrome de Silver-
Russell por exemplo, na qual aproximadamente 60% dos casos possuem
hipometilagcdo de H19DMR e, o mesmo padrao ja foi observado em placentas
provenientes de gravidez com restrigdo no crescimento fetal (KOUKOURA et al.,
2012; WAKELING et al., 2010).

O gene H19 tem sua expressao tecidual reduzida em adultos e mudancgas
no padrao de expressao, ou seja, uma alta expressao ja foram associados aos
mecanismos de tumorigénese, além de metastase, fuga da morte celular e de
resisténcia a quimioterapia em cancer (HASHEMI et al., 2022; WANG et al.,
2023; XIA et al., 2024). Auséncia de mutagdes recorrentes significativas no gene
H19 no cancer demonstra que o mecanismo principal de atuagao deste IncRNA
no descontrole de crescimento celular € através de alteragdes epigenéticas.
Dessa forma, o H19 pode atuar das seguintes maneiras: 1) sendo um competidor
endogeno de miRNA, isto &, ligando a essas estruturas e as impedindo de atuar
a nivel celular; 2) como fonte de miRNA, mais precisamente, de miR-675, o qual
esta presente no primeiro éxon do gene H79 e 3) interagindo com proteinas de
remodelamento da cromatina, como o MBD1 e o complexo PRC2. Além disso,
especula-se que haja uma relagdo indireta com a supressao do gene CDKN1C,
pertencente ao cluster da outra ICR do cromossomo 11 (CHOWDHURY et al.,
2023; RAVEH et al., 2015).

A correlacido entre maior expressao de H719 nas amostras provenientes
das mulheres com presenca de casos de endometriose na familia fortalece o
conceito que, além de uma contribuicdo genética ja descrita anteriormente em
parente de primeiro grau (TAYLOR et al.,, 2021), os padrdes epigenéticas
aberrantes, como a desregulacdo de H1719, podem ser transmitidas entre
geragodes e contribuir para a predisposi¢éo a doenga. Considerando que apenas
no alelo materno o gene H19 é expresso, a associagao encontrada neste estudo
sugere que a heranca epigenética materna pode estar envolvida na
susceptibilidade a endometriose.

Em relacdo aos SNPs rs2107425 e rs2071094, a maior frequéncia de

heterozigotos contribui para a validagao dos resultados de metilagédo, uma vez



78

que indica que as leituras de sequenciamento analisadas tém origem parental
distinta. Ou seja, as leituras que apresentam alelos diferentes (citosina ou timina;
guanina ou timina) refletem a herancga do progenitor materno ou paterno. Com
base nos dados disponiveis no banco de dados Ensembl, os resultados séo
similares ao obtido nas pacientes deste estudo, no qual a frequéncia dos alelos
citosina e guanina foram ligeiramente superiores a frequéncia de timina assim
como a frequéncia de heterozigose na populacao latino-americana. Em 2016,
um estudo de metanalise observou a associagao entre a presenca do alelo T e
0 menor risco de desenvolvimento de cancer, como o de mama e de ovario, mas
sem significancia estatistica (CHU et al., 2016) assim como n&o houve
significancia entre a metilacdo da H19DMR e os SNPs rs2107425 e rs2071094
no cancer de pénis (SANTOS et al., 2024).

N&o foi possivel observar diferenca significativa na expressao de H79 nas
amostras analisadas, mas pesquisas prévias demonstraram uma redugao
relevante na sua expressao em lesdes eutopicas e ectopicas de endometriose
comparado com amostras controle (KAMRANI et al., 2022; SZAFLIK et al.,
2022). Entretanto, o contrario, ou seja, um aumento na expressdo de H19 nas
células endometriais também foi observado anteriormente (LIU et al., 2020). Em
2022, nosso grupo de pesquisa verificou, em pacientes com sindrome
mielodisplasica (SMD) e com leucemia mieloide aguda (LMA) secundaria, uma
diminuicdo na expressao deste InCRNA, estando o aumento da expressao
associado ao baixo risco prognoéstico (BORGES et al., 2022).

Sabe-se que o0 numero de sitios de ligagao disponiveis na regiao de ICR1
no genoma humano influencia diretamente a eficiéncia de ligagdo da CTCF, cuja
funcao é essencial para a regulagdo do imprinting genémico (FRESCHI et al.,
2021). Assim, alteragdes no padrdo de metilacdo desta regido podem
comprometer a ligacdo da CTCF e afetar a regulacdo monoalélica da ICR1.
Nesse trabalho, foi observado que a posicdo CpG1 apresentou padrao
hipermetilado, enquanto a posigdo CpG17 hipometilada na maioria das amostras
analisadas, o que pode interferir no controle da expressao génica e na expressao
de IGF2 e H19 dessas amostras, favorecendo ou nao a ligagédo da proteina
CTCF.

Embora os dados publicos obtidos no HPA apontem uma alta expressao

dos genes IGF2 e CDKN1C no tecido endometrial normal, a auséncia de
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quantificacdo absoluta destes genes associados a detec¢ao dos INcRNAs H19 e
KCNQ10OT1 nas amostras de endometriose analisadas por dPCR pode indicar
uma possivel alteracdo nos mecanismos epigenéticos relacionados ao imprinting
gendémico das ICRs do cromossomo 11. Essa expressao néo detectavel pode
ser atribuida a ac¢ao regulatoria génica em cis dos IncRNAs sobre os genes do
mesmo cluster, ou seja, a expressao de H19 e KCNQ10T1 nas amostras de
endometriose poderia estar exercendo um efeito repressivo sobre IGF2 e
CDKN1C, respectivamente.

A auséncia de um numero amostral maior ou falta de um grupo controle
(células endometriais provenientes de pacientes sem a doenca) podem ter
impactado na significAncia dos resultados obtidos. Ainda, a propria
heterogeneidade da endometriose, como o tipo de tecido (eutdpico e ectdpico),
as células (estroma e glandulares) analisadas e da fase do ciclo menstrual no
momento da coleta do material podem gerar diferencgas e dificultar a comparagao
entre os trabalhos (SAARE et al., 2018).

E importante considerar a possibilidade de uma relacdo temporal na
inibicdo génica observada, principalmente considerando a natureza horménio-
dependente, inflamatdria e crénica da endometriose (SZUKIEWICZ et al., 2021).
Assim, a exposicdo continua a esses estimulos pode promover um acumulo
progressivo de alteragbes epigenéticas, resultando em silenciamento nesses
genes regulados por imprinting gendmico.

Vale ressaltar que as modificacbes epigenéticas sao reversiveis e
influenciadas pelo histérico bioldgico, ambiental e comportamental ao qual o
individuo é exposto ao longo da vida (WU et al., 2005). Embora neste estudo ndo
tenha sido observada uma clara relagao entre a metilagéo e a expressao génica
dos IncRNAs dessas ICRs nos grupos analisados, destaca-se a importancia de
aprofundar a investigacdo dos padrdes epigenéticos envolvidos na
endometriose, considerando sua possivel contribuicdo para a progressao da

doenca e sua heterogeneidade clinica.
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6. CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste trabalho permitiram observar de forma
preliminar o padrao de metilagdo das ICRs do cromossomo 11 na endometriose.

Verificou-se a hipometilagdo na H19DMR em trés amostras e a
hipermetilagdo na KvDMR1 em duas amostras analisadas, sugerindo possiveis
desequilibrios na regulagao epigenética dessas regides. Embora n&o tenha sido
observada diferenga significativa na expressdo dos INcCRNA dessas regides, a
expressao do gene H19 apresentou uma relagao significativa com a existéncia
de casos prévios da doencga na familia, assim como com valores de IMC dentro
da faixa de normalidade. Os dados dos SNPs obtidos se mostraram consistentes
com as informagdes populacionais latino-americana tanto com relagdo a
frequéncia dos alelos quanto a distribuicdo da heterozigose.

Dessa forma, os dados apresentados reforcam a necessidade de
investigagcbes adicionais direcionadas para a analise da relagdo entre as
modificagdes epigenéticas de imprinting gendmico e seu possivel papel na

fisiopatologia da endometriose.
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APENDICE A - Padrio de metilagao da H19DMR e KvDMR1 dividido por coletas em pacientes participantes do estudo

H19DMR
rs2107425 152071094
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v v reads | reads (%)
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KvDMR1
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reads | reads (%)
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APENDICE B - COMPILACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS POR
PACIENTE
Paciente Amostra Local de Reads Reads Expressdo Expressao
coleta metiladas metiladas H1719 LIT1
H19DMR KvDMR1 (-2"AACq) (-2"AA Cq)
Paciente S01 Septo 46,90% 56,86% 0,06 1,77
1 retovaginal
S02 Fossa 38,61% 56,08% 0,01 1,03
Ovariana
Paciente S03 Endometrioma 35,42% 60,79% 0,23 0,24
2
Paciente S04 Fossa 40,59% 55,85% 0,26 0,94
3 Ovariana
Paciente S05 Septo 34,92% 57,66% 0,07 1,16
4 retovaginal
Paciente S06 Septo 44,19% 59,69% 0,02 1,56
5 retovaginal
S07 Bexiga 39,81% 61,24% 0,14* 1,46
Paciente S08 Septo 38,64% 51,06% 0,13 2,63
6 retovaginal
S09 Bexiga 43,66% 50,57% 0,17 1,08
Paciente S10 Septo 45,85% 68,45% 0,03 0,93
7 retovaginal
S11 Ovario 49,28% 59,07% 0,01 1,02
S12 Fossa 50% 61,31% 0,10 1,20
Ovariana
Paciente S13 Ligamento 47,28% 62,28% 0,02 1,68
8 uterossacro
S14 Fossa 42,51% 57,37% 0,06 2,05
Ovariana
Paciente S15 Septo 44,57% 52,95% 0,02 0,61
9 retovaginal
Paciente S16 Septo 38,21% 55,30% 0,37 2,00
10 retovaginal
S17 Bexiga 33,84% 63,07% 0,13 0,73
S18 Reto 33,94% 60,93% 0,06 2,50
Paciente S19 Ligamento 51,46% 52,89% 0,68 0,30
11 uterossacro
Paciente S20 Septo 49,65% 68,57% 0,03 2,16
12 retovaginal
Paciente S21 Septo 42,25% 62,65% 0,01 2,55
13 retovaginal
Paciente S22 Septo 44,52% 58,16% 0,04 1,33
14 retovaginal
S23 Peritdneo 47% 62,84% 0,03 1,71
Paciente S24 Septo 48,42% 55,38% 0,38 0,72
15 retovaginal

Legenda: *Dado retirado das analises estatisticas devido ao desvio padrao ter sido superior a

0,5.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(a) senhor(a) esta sendo convidade(a) a participar, de forma voluntiria, do projeto de
pesquisa intitulade:  “ASPECTOS GENETICOS E EPIGENETICOS DA
ENDOMETRIOSE PROFUNDA:IDENTIFICACAQ DE NOVOS MARCADORES DE
PROGNOSTICO”, sob responsabilidade dos professores Dr* Cristiana Libardi Miranda
Furtado & Dr. Leonardo Robson Pinheiro de Sobreira Bezerra da Universidade Federal do
Ceara (UEC) e da Matemidade-Escola Assis-Chateaubriand. O projeto tem como cljetive
avaliar marcadores moleculares relacionadoes & endometniose nos seus mais diversos graus (leve,
moderada e profunda). Marcadores moleculares podem ser porgdes do seu DNA. ou seja, o
material genético que ird formar as proteinas e & responsével pelas suas caracteristicas fisicas.
Alteragdes no DNA podem levar ao desenvolvimento de doengas como a endometriose, e os
resultades obtides nessa pesquisa poderdo contrnibuir para um diagnostico precoce e para um
melhor planejamento terapéutice no tratamente da doenga. Para isso precisaremos coletar uma
amostra de sangue e fecidos dos focos de endometriose que seric retirados durante o
procedimento cinmirgico para o tratamento da deenca. Salientamos que os dades de prontuario
coletados e sua identidade serfio mantidos em sigilo e utilizados apenas nesta pesquisa. com os
resultades dos grupos avaliades divulgados em eventos efou revistas cientificas.

A coleta do tecido endometrial sera realizada pele médico ginecologista Dr. Leonardo
Fobson Pinheiro de Sobreira Bezerra através de uma videolaparoscopia, procedimento
considerado minimamente invasivo, ja previste em pacientes que estfio em fase de diagndstico
efon tratamento da endometriose. Além disso, serdo coletados 5 ml de sangue peniférico através
de uma pungio venosa. As amostras coletadas ficarfo armazenadas em freezer com temperatura
inferior a -30°C. e posteriormente serfo submetidas a analises de molecular no Laboratério de
Oncologia Expenimental do MNucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos sob
responsabilidade dos pesquisadores principais para analise das modificagdes presentes no DNA e
produtos dos genes alterados mos tecidos coletados nos diferentes locais de crescimento
endometrial. O descarte de amostras remanescentes apos as analises necessarias sera feito por
Incineragdo, como ja de rotina para o descarte para amostras biologicas.

Para sua participacio e contribuicio com a nossa pesquisa, necessitamos de uma
autorizagdo para que parte excedente desse tecide endometrial retirado na cirurgia seja
encaminhado para o setor de pesquisa e postenior estudo. Sahientamos que nio existem riscos
fisicos adicionais decorrentes da parficipacdc das pacientes nesta pesquisa e que somente as

amostras excedentes dos materiais retirados na cimugia serdo coletadas e estudadas pelos
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pesquisadores, ndo sendo necessinio nenhum procedimento médico adicional Um possivel nsco
inerente ac procedimente cirirgico, & a possibilidade de existéncia de uma eguimose (mancha
arroxeada) ao redor do local onde foi realizada a cirurgia ou celeta venosa do sangue penférico,
dor no local das incisSes no abdome por onde passaram as pingas para a realizagio da cirurgia,
sem a ocorréncia de malores consequéncias climeas. Nos casos de alguma intercoméncla pos
-ciurgla, os parficipantes devem entrar em contato com os pesquisadores responsavels
imediatamente. Os beneficios estio relacionados com a identificacdio das alteragdes moleculares
relacionadas ac desenvolvimento da endometriose, pois a caractenzacio da doenca € essencial,
ndo so para diagnosticar e classificar, mas para estabelecer os melhores protocoloes de tratamento,
possibilitando futuras melhoras para intmeras mulheres portadoras de endometriose a partir dos
resultados dessa pesquisa.

Sua recusa nde frard nenhum prejuizo em sua relagdio com o pesguisader, com a
instifuigdo ou com seu tratamento. Gostariamos de deixar registrado que cada pesquisa clinica
envolvendo seres umanos € submetida ao Comité de Etica em Pesquiza (CEP), formado por um
grupo de profissionais de diversas areas, cwja fungde & avahar as pesquisas e defender os
interesses dos parhcipantes e dos pesquisadores. Em caso de danos ou eventuais davidas sobre o
procedimento ou sobre a pesquisa, os pesqusadores responsdavels por esse estudo estio a
disposicdo para esclarecimentos. Ainda, caso haja alguma duvida ética, vocd podera a qualguer
momento entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da MEAC no telefone
(85) 3366-8369 ou (83) 3366-8323 no endereco Fua Coronel Nunes de Melo, 1000 — Rodolfo
Tecfilo, Fortaleza — CE. 60430-270.

Apds a leitura minuciosa deste termo e esclarecimento de eventuais dividas, caso deseje

participar, vocé deve preencher e assinar o termo que se segue.

CONSENTIMENTO

Eu,

2

portadora do BG , abaixo assinada, tendo recebido as informagdes

acima, e ciente dos meus direitos abaixo relacionados, concordo em participar.

1. A garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer davida
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a pesquisa;

2. A liberdade de retirar meu consenhmento a qualgquer momento e deixar de participar do
estudo. sem que isso traga prejuizo a continuacio do meun cuidado e tratamento;

3. A seguranga de gue ndo serel identificada e que sera mantide o carater confidencial da

informacdo relacionada com a minha privacidade;
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4. O compromisso de me proporcionar informagdo atualizada durante o estudo, ainda que esta
possa afetar minha vontade de continuar participando;
5. A dispombilidade de tratamento médico por parte da instituicdo de saide, em caso de danos
diretamente causados pela pesquisa;
6. A garantia de receber uma copia deste Termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) devidamente assinada pelo pesquisador responsavel:

Tenho ciéncia do exposto acima e desejo participar do estudo.

Fortaleza, de de

Participante da pesquisa

Digitais caso nio assine

Pesquisador responsavel
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ANEXO B — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

MATERNIDADE ESCOLA ASSIS

CHATEAUBRIAND DA W
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARA - MEAC/UFC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Aspectos gendlicos e epigenéticos da endomelriose profunda: identificagdo de novas
marcadores de progndstico.

Pesquisador: LEONARDO BEZERRA

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 35724524.8.0000.5050

Instituigao Proponente: Maternidade Escola Assis Chateaubriand / MEACY! UFC
Patrocinador Principal: Financiamento Prdpric

DADOS DO PARECER
Miamero do Parecer: 7.417.515

Apresentagio do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos jApresentacio do Projeto, Objetivos da pesquisa e Avaliagdo de
Riscos e beneficios;, foram retiradas do arguive Informagdes Basicas da Pesguisa (PB_Informagdes
Basicas do Projeto_2380051 . pdf

Aspectos Genéficos e Epigenélicos da Endometriose Profunda: identificagio de novos marcadores de
progndstico, trata-se de um estudo observacicnal, transversal, brago dnico, prospectivo, em que serdo
avaliadas mulheres com endometniose profunda acometendo diversos tecidos, como reto, ovarno, intesting
{ectdpica) e tecido endometrial (eutdpica). O estudo serd realizado no Sefor de Endometriose da Clinica
Ginecoldgica da Maternidade-Escola Assis Chaleaubriand (MEAC), que faz pane do complexo hospitalar da
Universidade Federal do Ceard. As pacientes serdo previamente informadas sobra a realizagio do estudo e
serdo incluidas pacientes que preencherem as critérios de inclusio preestabelecidos e consentirem em
participar do estudo apds a assinatura do termo de consentimento livie @ esclarecido. Serao avaliadas 60
pacientes com endometriose profunda, 60 pacientes com endometriose moderada & 60 amostras controle,
em que as amosiras serdo oblidas atraves de cirurgia de videolaparoscopia, de acordo com o5 protocolos
assistenciais do setor de Ginecologia e Obstetricia da MaternidadeEscola Assis Chateaubriand (UFC),
estando as pacientes anestesiadas. As analises de cultura de células das pacientes, CRISPR/Casd,
expressdo geénica,



