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INFORMA(;C)ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Objetivos: Altera¢des moleculares no endométrio eutdpico de mulheres com endometriose
Recebido em 6 de janeiro de 2017 podem estar envolvidas na infertilidade associada a doenca. Este estudo objetivou comparar
Aceito em 11 de marco de 2017 os genes diferencialmente expressos (DEG) no endométrio eutépico de mulheres inférteis
On-line em 13 de junho de 2017 com endometriose, controles inférteis (CI; fator masculino e/ou tubario) e controles férteis

(CF) durante a janela de implantacdo, através de RNA-Seq.

Palavras-chave: Material e métodos: Biépsias endometriais foram obtidas de 17 pacientes (seis inférteis com
Endometriose endometriose, seis Cl e cinco CF) durante a janela de implantagdo. O RNA total foi extraido e o
Infertilidade RNA-Seq foi feito na plataforma Illumina HISEQ 2500, high output, paired end. A normalizag¢do
Endométrio dos dados e a expressdo diferencial foram conduzidas no ambiente estatistico R através
RNA do pacote DESeq2.

Resultados: Os grupos CI e CF foram semelhantes. Nenhum DEG foiidentificado quando com-
parados os grupos CF e endometriose (independentemente do estagio da doenca). Cinco
DEGs (SCUBE1, CCL20, LGALS9C, TRIM 29 e WNT11) foram identificados no grupo endo-
metriose avancada (EIII/IV) e um DEG (KANSL1-AS1) no grupo endometriose inicial (EV/II),
quando comparados com o CF. Dois DEGs (KANSL1-AS1 e VGLL3) foram identificados com a
comparacao de EI/II e EIII/IV.
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Conclusdes: Os dados sugerem que o endométrio eutdépico de mulheres inférteis com
endometriose, especialmente na doenca avancada, seja molecularmente diferente do endo-

métrio eutdpico de mulheres férteis durante a janela de implantacdo.
© 2017 Sociedade Brasileira de Reproducao Humana. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Differential profile of transcripts in eutopic endometrium of infertile
women with endometriosis during the implantation window

ABSTRACT

Objectives: Molecular alterations in the eutopic endometrium of women with endometriosis
may be involved in the endometriosis-related infertility. This study aimed to compare the
differentially expressed genes (DEG) in eutopic endometrium of infertile women with endo-
metriosis, infertile controls (IC; male and/or tubal factor) and fertile controls (FC) through
RNA-Seq.

Material and methods: Endometrial biopsies were obtained from 17 patiens (6 infertile women
with endometriosis, 6 IC and 5 FC) during the implantation window. The RNA was extracted
and the RNA-Seq was performed at a HISEQ 2500 Illumina Platform, high output, paired end.
Standardization and differential expression were conducted in the statistical R environment
using DESeq2 package.

Results: The groups IC and FC were similar. No DEG has been identified comparing CF
and endometriosis groups. Five DEGs (SCUBE1, CCL20, LGALS9C, TRIM 29 e WNT11) were
identified in the advanced endometriosis (EIII/IV) group, and 1 (KANSL1-AS1) in the ini-
tial endometriosis (EI/II) group compared to FC. Two DEGs (KANSL1-AS1 and VGLL3) were
identified by comparing EI/II and EIII/IV groups.

Conclusions: These data suggest that the eutopic endometrium of infertile women with
endometriosis, especially those with advanced disease, may be molecularly different from

those of fertile women during the implantation window.

© 2017 Sociedade Brasileira de Reproducao Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.

org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

A endometriose, caracterizada por implante e crescimento de
tecido endometrial (glandulas e/ou estroma) fora da cavidade
uterina,»? é uma doenca de alta prevaléncia entre mulheres
em idade reprodutiva,’ considerada um problema atual de
satde publica.® Dentre suas manifestacées clinicas mais fre-
quentes, destaca-se a infertilidade, hé evidéncia de reducdo da
fecundidade em grande parte de suas portadoras.*” Todavia,
apesar de diversos estudos e hipdteses nos ultimos anos, ainda
ndo existe um consenso acerca dos mecanismos envolvidos no
comprometimento da fertilidade natural em pacientes com
endometriose, principalmente nos casos de doenca inicial,
em que ndo sdo observadas alteracdes anatémicas passiveis
de justificar a infertilidade.® Nesse sentido, diferentes autores
tém sugerido que defeitos funcionais do endométrio possam
estar envolvidos no comprometimento da implantacao embri-
ondria e participar da patogénese da infertilidade relacionada
a doenga.®? !

A implantacdo é um processo altamente controlado que
depende de um adequado desenvolvimento embrionéario e da
chegada do embrido a um endométrio receptivo.'>'* O endo-
métrio humano sofre mudancas histolégicas, moleculares e

funcionais ao longo do ciclo menstrual,’> !/ estd receptivo
apenas durante determinado periodo da fase secretora média,
definido como janela de implantacéo, é influenciado por uma
variedade de moléculas sinalizadoras, com importante papel
no estabelecimento da receptividade. 20

A literatura apresenta diversos estudos que evidenciam
alteracoes na expressdo e/ou transcricdo de moléculas no
endométrio eutépico de mulheres com a doenca.'%%?!
No entanto, a andlise isolada de moléculas especificas
nao reflete necessariamente o conjunto de alteracdes que
regem o comportamento do endométrio durante a janela
de implantacdo. Nesse sentido, o sequenciamento de RNA,
conhecido como RNA-Seq, em que todos os transcritos de
uma amostra sdo identificados,'®?? torna-se particularmente
adequado para a deteccdo de transcritos diferencialmente
expressos em tecidos complexos, como o endométrio.'”
Entretanto, até o presente, ndo ha estudos que avaliem o
endométrio eutépico de mulheres inférteis com endome-
triose através dessa metodologia, comparadas tanto com
controles inférteis como férteis, o que possibilitaria um enten-
dimento mais completo da janela de implantacdo dessas
pacientes e contribuiria com a elucidagdo dos mecanismos
envolvidos na etiopatogénese da infertilidade associada a
doenca.
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Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil diferencial
de transcritos em endométrio eutdpico de pacientes inférteis
com endometriose (inicial e avancada) e controles inférteis e
férteis durante a janela de implantacgdo, através de RNA-Seq.

Material e métodos
Desenho do estudo

Fez-se um estudo caso-controle prospectivo junto ao Setor de
Reproduc¢ao Humana do Departamento de Ginecologia e Obs-
tetricia da FMRP-USP. Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo (HCRP
n° 6383/2011). As pacientes que preencheram os critérios de
inclusdo e manifestaram o desejo de participar do projeto
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido pre-
viamente a inclusdo no estudo.

De novembro de 2011 a novembro de 2014, as pacientes
submetidas previamente aos procedimentos de videolapa-
roscopia diagnéstica ou laqueadura tubaria no HCRP foram
avaliadas de acordo com os critérios de elegibilidade e as
consideradas elegiveis foram entrevistadas. As pacientes que
aceitaram participar tiveram uma amostra endometrial cole-
tada durante a janela de implantacao.

Pacientes — Critérios de elegibilidade

Foram consideradas elegiveis as pacientes entre 18 e
45 anos e com ciclos menstruais regulares (intervalos de
24 a 32 dias+trés dias; dois a sete dias de duracdo e
fluxo de até 80mL por ciclo)®® pelo menos nos trés meses
antes da coleta programada. Foram consideradas nao elegi-
veis as pacientes com indice de massa corporal (IMC) maior
ou igual a 30kg/m?, irregularidade menstrual, presenca de
doencas sistémicas (diabetes mellitus ou outras endocrinopa-
tias, doenca cardiovascular, lipus eritematoso sistémico e
outras doencas reumatolégicas), infecgdo pelo virus HIV ou
qualquer infec¢do ativa, tabagismo, alcoolismo ou drogadicao,
uso de medicag¢des hormonais e de anti-inflamatérios hormo-
nais e ndo hormonais nos trés meses anteriores a inclusdo
no estudo. No grupo endometriose, foram incluidas as paci-
entes com infertilidade associada exclusivamente a doenca,
diagnosticada e classificada por videolaparoscopia (segundo
os critérios da American Society for Reproductive Medicine,
1997). O grupo controle infértil foi composto por pacientes
com infertilidade por fator masculino e/ou tubdrio submeti-
das a videolaparoscopia diagnéstica como procedimento de
rotina para investigacdo da infertilidade conjugal, foi excluida
a presenca de endometriose. O grupo controle fértil foi com-
posto por pacientes laqueadas, comprovadamente férteis
(pelo menos um filho vivo), sem possiveis fatores endometriais
associados.

Coleta e processamento das amostras

As pacientes que fizeram os procedimentos de laqueadura
tubaria ou videolaparoscopia diagnéstica no HCFMRP-USP
tiveram seus prontudrios avaliados de acordo com os critérios

de elegibilidade e as consideradas elegiveis foram contatadas
para o convite e a entrevista inicial. Ao concordar em participar
do estudo, as pacientes tiveram as biépsias endometriais pro-
gramadas para serem feitas durante a janela de implantacao.
Para a uniformizacdo dos dados, o dia da ovulagao foi consi-
derado como o 14° dia de um ciclo menstrual de 28 dias e a
janela de implantacao foi considerada entre o 20° e 24° dia do
ciclo. As coletas foram feitas no Laboratério de Ginecologia e
Obstetricia do HCFMRP-USP, por médico com experiéncia em
biépsia endometrial, com o uso de Pipelle de Cornier.

Imediatamente apés a coleta, as amostras de endomé-
trio foram divididas em pequenos fragmentos, uma parte
foi destinada a analise histolégica, mantida em solugdo de
formaldeido 10% e posteriormente enviada ao Servico de Pato-
logia do HCFMRP-USP para confeccdo das laminas, e outra
destinada a extracdo de RNA, mantida a 4°C por 24hs em
criopreservador RNA-Later (Ambion Life Technologies, War-
rington, UK) e posteriormente armazenada a -80 C° até a
extracdo do RNA total.

Datagdo endometrial

Para a confirmacéo de que as biépsias endometriais foram fei-
tas no periodo da janela de implantacao, todas as amostras
foram submetidas a andlise histolégica classica com coloracdo
hematoxilina-eosina (HE)? para as data¢des segundo critérios
de Noyes?> por patologista com vasta experiéncia em datacdo
endometrial (FMC).

Extragdo do RNA total

As amostras foram lavadas em solugdo de PBS (1x) (NaCl
8,50g/L; NayHPO,4 1,11g/L; NayHPO,.12H,0 2,81 g/L; KHoPO4
0,20 g/L. pH7,0) para retirar o criopreservador dos tecidos e
homogeneizadas com um homogeneizador de tecidos (Poly-
tron). Em seguida, o RNA total (50 mg de tecido) foi extraido
com o kit RiboPure® (Ambion) e tratado com DNase (DNA
free® kit - Ambion) de acordo com as instrucdes do fabri-
cante. As concentracoes de RNA total foram determinadas em
espectrofotémetro NanoDrop a densidade éptica de 260 nm. O
RNA permaneceu armazenado a -80°C até os procedimentos
seguintes.

Expressdo diferencial dos transcritos

Integridade do RNA

A integridade do RNA total extraido foi avaliada no apa-
relho Agilent® Technologies 2100 Bioanalyzer™ (Agilent)
segundo instrugoes do fabricante. Consideraram-se adequa-
das as amostras de RNA com RNA Integrity Number (RIN) >
7. As amostras integras foram quantificadas no fluorémetro
Qubit® (Invitrogen) para verificar se apresentavam, ao menos,
1pg de RNA, quantidade minima necessaria para preparo das
bibliotecas.

Preparo da biblioteca e sequenciamento (RNA-Seq)
Para o preparo das bibliotecas de RNA-Seq usou-se o kit

TruSeq® RNA Sample Preparation v2 (Illumina), conforme
instrugoes do fabricante.
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O sequenciamento foi feito com o kit comercial TruSeq SBS
kit v5 (llumina Inc.), conforme instrucdes do fabricante. No
total, 17 bibliotecas foram distribuidas em trés lanes e sequen-
ciadas paired end (PE 2x 101pb) na Plataforma HISEQ2500
Illumina, através da corrida High Output.

Analise por bioinformadtica

Toda a andlise foi feita no sistema operacional CentOS
release 6.7.

Os arquivos com as sequéncias nucleotidicas e a descricdo
de qualidade das bases gerados pela plataforma Illumina
HiSeq2500 (Illumina Inc.) foram analisados com o programa
FastQC v0.10.1.%° A qualidade de cada lane da flow cell
foi checada para cada amostra. Posteriormente, o mapea-
mento dos fragmentos gerados (reads) foi feito com TopHat
v2.0.10,”” com o uso do GRCh37.2 como genoma de refe-
réncia e a Release 104 do NCBI como anotagdo génica.
Para essa andlise, os parametros usados foram: -max-
-multihits 1, -splice-mismatches 1 e-microexon-search. Apds
0 mapeamento, os arquivos com as informacbes finais
do alinhamento das reads no formato bindrio bam foram
convertidos para o formato sam com o uso do SAMtools
v0.1.19-44428 cd.”®

A quantificacdo das reads presentes nos genes foi feita com
o HTSeqCount, selecionaram-se apenas reads com qualidade
de mapeamento maior do que 30.>° A normaliza¢do e a expres-
sdo diferencial entre os grupos a partir das contagens brutas
foi feita no ambiente estatistico R (R Development Core Team,
2008) com o uso do pacote do DESeq2.?° No mesmo ambiente,
foi feita a analise de componente principal (PCA) entre os gru-
pos para checar o agrupamento das amostras conforme sua
expressdo global. Foram considerados genes diferencialmente
expressos aqueles com valores de log2 (FoldChange) >1ou<-1
e p-valor de<0,05.

Resultados

Fluxograma. Foram revisados 1.335 prontudrios. Desses,
687 pertenciam a pacientes submetidas a videolaparosco-
pia diagnéstica (n=629) ou laqueadura tubaria (n=58), foram
consideradas elegiveis 130 pacientes. Dessas, 97 foram con-
tatadas e 33 nao foram localizadas. Das contatadas, 33 nao
aceitaram participar do estudo e 32 foram excluidas (nove por
alteragdes no ciclo menstrual, 14 por fazerem uso de método
contraceptivo hormonal, seis por receberem medicacdo hor-
monal e trés por impossibilidade de comparecer a coleta
na data programada). Assim, 32 mulheres tiveram amos-
tras coletadas, 11 com endometriose (quatro grau I, dois
grau 1II, dois grau IIl e trés grau IV), 13 controles inférteis
e oito controles férteis. Dessas, 15 amostras foram excluidas
apos a datacdo endometrial. Assim, 17 amostras foram consi-
deradas na janela de implantagédo e incluidas no estudo, seis
com endometriose (duas grau I, ima grau II, uma grau IIl e
duas grau IV), seis controles inférteis e cinco controles férteis

(fig. 1).

687 procedimentos

v

elegiveis
33 néo
localizadas <—¢
- contatadas
recusaram
aceitaram
participar
32 excluidas |

32 amostras
coletadas

15 excluidas

17 amostras na
janela de
implantacao

Controle fértil

Controle infértil
n=6 n=6 n=5

Endometriose

Figura 1 - Fluxograma do estudo.

Caracteristicas clinicas das pacientes

Os grupos endometriose, controle infértil e controle fértil
foram semelhantes em relacdo a idade, peso, altura e IMC
(tabela 1).

RNA-Seq. Foram mapeadas 85% das reads, com phred-
-score>30. Das reads mapeadas, 1,5% foram singleton e 1%
tiveram multiplos alinhamentos, as quais foram removidas
da andlise. A uniformidade das reads mapeadas em todas as
amostras foi considerada boa.

A montagem dos transcritos e a normalizacdo dos dados
foram feitas com os métodos HTSeq e DESeq2 e uma média
de 20.200 transcritos foi encontrada em cada amostra.

Nenhum transcrito diferencialmente expresso foi eviden-
ciado quando comparados os grupos endometriose, controle
infértil e controle fértil.

Ao se subdividir o grupo endometriose em estagios iniciais
(I/11) e avangados (III/IV) e compara-los com o grupo controle
fértil, foram identificados sete genes diferencialmente expres-
sos (DEGs) (tabela 2). Dois DEGs foram identificados ao serem
comparados os grupos endometriose I/Il e endometriose III/IV
(tabela 2).

Anadlise de enriquecimento

A pesquisa de vias e dos termos do Gene Ontology referentes
aos DEGs foi feita para identificar potenciais processos bio-
légicos associados com receptividade endometrial. De acordo
com a andlise de enriquecimento, os DEGs identificados estdo
envolvidos nos processos biolégicos de proliferacdo celular,
vascularizacdo, resposta inflamatéria e imune e destino celu-
lar e nas vias de sinalizacdo de quimiocinas, sinalizacdo de
citocinas e pluripoténcia.
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Tabela 1 - Idade, peso, altura e IMC das pacientes inférteis com endometriose, controles inférteis e controles férteis

Variavel Endometriose n=6 Controle infértil Controle fértil P
n=6 n=>5

Idade (anos) 33,7 (29,9-38,9) 35,9 (31,2-40,2) 32,9 (27,9-36,5) 0,52

Peso (Kg) 60,9 (56,0-73,3) 61,6 (53,4-70,8) 74,8 (60,8-82,3) 0,30

Altura (m) 1,62 (1,56-1,69) 1,61 (1,57-1,64) 1,62 (1,56-1,72) 0,89

IMC (Kg/m2) 22,9 (21,6-27,0) 23,8 (20,4-27,7) 27,2 (24,4-29,26) 0,17

Nota: dados expressos como mediana (desvio interquartil).
IMC, indice de massa corporal. Teste de Kruskal-Wallis. Nivel de significancia: 5%.

Tabela 2 - Genes diferencialmente expressos identificados em endométrio eutépico de mulheres inférteis com

endometriose inicial (END I/II), endometriose avancada (END III/IV) e controles férteis (CF) na janela de implantacdo

Gene Comparagao Nivel de expressao log 2 (fold change) p-valor q-valor
KANSL1-AS1 END I/Il x CF Superexpresso —1,500111333 3,45670178339091E-11 7,8999462557616E-07
SCUBE1 END III/IV x CF Superexpresso —1,410479712 1,00838379194687E-06 0,018182168152594
CCL20 END III/IV x CF Superexpresso —1,29063961 7,26629630390982E-06 0,0262037177311596
LGALS9C END III/IV x CF Superexpresso —1,335523892 6,49973628649503E-06 0,0262037177311596
TRIM29 END III/IV x CF Superexpresso —1,318224149 4,81342820111089E-06 0,0262037177311596
WNT11 END III/IV x CF Superexpresso —1,349235167 4,68110754677475E-06 0,0262037177311596
KANSL1-AS1 END III/IV x END V/II Menos expresso 1,351986468 2,28897208521642E-08 0,000523121680355361
VGLL3 END III/IV x END V/II Menos expresso —1,423984257 1,19366440353172E-06 0,013640003139157
" = afastou quaisquer duvidas acerca da relacd@o entre a doenca e
Discussao

Apesar da forte associagao entre endometriose e infertilidade,
os mecanismos envolvidos na sua etiopatogénese, princi-
palmente nos casos de doenca minima e leve, ainda néo
foram precisamente elucidados.® A receptividade endome-
trial comprometida em pacientes com a doenca tem sido
considerada um possivel fator envolvido na infertilidade apre-
sentada por aproximadamente metade das suas portadoras.
Como a implantacdo é um processo altamente controlado,
a alteracdo na expressdo de diferentes genes importantes
para a modulacdo da receptividade endometrial compro-
meteria a fertilidade natural em mulheres com a doenca.
A literatura apresenta evidéncias de expressdo anormal de
diferentes moléculas envolvidas no processo implantacional
nessas mulheres. No entanto, ndo dispomos de estudo que
tenha avaliado o perfil diferencial de transcritos, através de
sequenciamento de nova geracdo, em endométrio eutdpico
dessas pacientes, com a comparacdo com controles infér-
teis e férteis, o que seria essencial para uma compreensao
mais ampla dos mecanismos etiopatogénicos da infertilidade
associada a endometriose. Assim, propusemos uma avaliacdo
abrangente do endomeétrio eutépico de mulheres inférteis com
doenca inicial e avan¢ada durante a janela de implantagdo, é
o primeiro estudo a usar a tecnologia de RNA-Seq para essa
finalidade.

Os resultados obtidos indicam ndo haver expressdo
diferencial de qualquer transcrito quando comparados os
grupos controle infértil e controle fértil durante a janela de
implantacdo, descartou-se qualquer efeito isolado da inferti-
lidade sobre a expressao génica no endométrio eutdpico das
pacientes com e sem endometriose. Esse dado permitiu a
comparacdo entre os grupos endometriose e controle fértil e

possiveis alteracoes encontradas no endométrio eutépico.
Quando comparadas mulheres inférteis com endometriose
e controles férteis, ndo foram encontrados genes diferencial-
mente expressos entre os grupos, o que sugere, a principio,
que o endométrio eutépico dessas pacientes seja molecular-
mente semelhante ao de mulheres saudaveis. Esses dados
corroboram estudo recente de Garcia-Velasco et al.,>' que néo
evidenciou diferenca no perfil receptivo de mulheres inférteis
com endometriose quando comparadas com mulheres infér-
teis sem a doenca, através da plataforma de microarray ERA.
No entanto, no presente estudo, a fim de se avaliar
o efeito da progressdo da doenca sobre a fertilidade de
suas portadoras, as pacientes inférteis com endometriose
foram subdivididas entre os estagios iniciais (endometriose
I/I) e avancados (endometriose III/IV), de modo que essa
comparac¢do identificou a existéncia de genes diferencial-
mente expressos quando comparadas com controles férteis
e entre si, o que sugere que a doenca tenha efeito distinto
no endomeétrio eutdpico dessas mulheres de acordo com seu
estagio. O fato de se terem identificado DEGs quando subdivi-
dido o grupo endometriose em estagios iniciais e avangados
e nao terem se identificado diferencas quando avaliados con-
juntamente, possivelmente se deve a um mascaramento dos
resultados, uma vez que as diferencas entre eles podem ter
se sobreposto. Um dado interessante é que mulheres com
endometriose III/IV apresentaram maior nimero de genes
diferencialmente expressos do que as pacientes com endo-
metriose I/Il quando comparadas com controles férteis, o que
evidencia o efeito deletério do avanco da doenca na recep-
tividade endometrial. Assim, sugere-se que Garcia-Velasco
et al.,®' possivelmente, ndo encontraram diferencas entre
mulheres inférteis com e sem a doenca por ndo terem sub-
dividido o grupo endometriose de acordo com sua gravidade.
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Em estudo semelhante, Aghajanova et al.>?> compararam o
transcriptoma do endométrio eutdpico entre mulheres com
endometriose leve e avancada durante as fases prolifera-
tiva, secretora inicial e secretora média, através de microarray
(plataforma Affimetrix), evidenciou-se desregulacao em trans-
critos no endomeétrio de pacientes com doencga avancada na
fase secretora média, alguns deles relacionados a receptivi-
dade endometrial, o que poderia comprometer a implantacao
em mulheres com endometriose avancada. Apesar de os
autores terem incluido pacientes com dor pélvica e sem
infertilidade associada, de ndo avaliarem exclusivamente a
janela de implantacdo e de os transcritos relacionados serem
distintos dos evidenciados no presente estudo, os resulta-
dos aqui encontrados corroboram esses autores no que se
refere a existéncia de diferencas no endométrio eutépico de
mulheres inférteis com endometriose, sobretudo nos estagios
avancados.

De acordo com os presentes achados, quando comparado o
grupo endometriose I/Il com o grupo controle fértil, apenas o
gene KANSL1-AS1 foi diferencialmente expresso, sua expres-
sdo foi maior nas pacientes com a doenca inicial. Apesar de ja
ter sido identificado e validado em outros estudos, a funcao,
as vias e os processos biolégicos desse gene ainda ndo foram
descritos. Porém, ele parece ter uma participacdo importante
no endométrio de mulheres com a doencga, uma vez que tam-
bém aparece mais expresso nessas pacientes em comparagao
ao grupo endometriose I1I/IV. Futuros estudos que elucidem
a funcéo, as vias e os processos biolégicos com os quais esse
gene esteja envolvido possibilitarao um melhor entendimento
dessa alteracdo encontrada no endométrio de mulheres com
doenca inicial.

J& quando comparado o grupo endometriose III/IV com o
grupo controle fértil, cinco DEGs foram identificados (SCUBE1,
CCL20, LGALS9C, TRIM 29 e WNT11). Embora ndo pertencam
a uma mesma via, esses genes parecem estar envolvidos
na patogénese da doenca e podem ter importante papel na
receptividade endometrial, uma vez que, na sua maioria, sao
relacionados a processos biolégicos de proliferacdo celular,
vascularizacdo, resposta inflamatéria e imunoldgica e destino
celular, estdo envolvidos em vias de sinalizacdo de quimi-
ocinas e citocinas. Nesse sentido, sabe-se que os sistemas
imune e enddcrino tém papel chave no controle da funcao
endometrial, os hormoénios ovarianos influenciam fatores
imunolégicos no endométrio a fim de protegé-lo de infec¢oes
e prepara-lo para a implantagdo.>® Os eventos endometriais
chave para esse processo sdo a modificacdo da matriz extrace-
lular, 0 aumento da permeabilidade vascular,®® a aumentada
expressao de quimiocinas e citocinas, a decidualizacdo e a
presenca aumentada de leucdcitos,** que, juntamente com
fatores de crescimento, interagem para propiciar um ambi-
ente adequado a implantacdo embriondria que envolvem
moléculas pré e anti-inflamatérias e medeiam a aposicéo,
adesdo e invasdo do endométrio pelo blastocisto.?*> Assim,
a manutencdo de um estado inflamatério adequado é fun-
damental para o sucesso da implantacdo, de modo que
uma resposta inflamatéria exacerbada ou comprometida pode
levar a problemas de fertilidade.>®> Dessa forma, a analise
individual dos genes alterados nas pacientes com doenga
avancada sugere um potencial comprometimento da recep-
tividade endometrial, com base na sua relacdo com esses

eventos. No entanto, essa hipdtese precisa ser confirmada em
estudos com metodologias apropriadas.

Quando comparados os grupos EVII e EII/IV, o gene
KANSL1-AS1 mostrou-se menos expresso e o gene VGLL3
mais expresso nas pacientes com doenca avancada. O gene
KANSL1-AS1 ainda nédo foi descrito na literatura, enquanto
que o VGLL3 tem poucos dados com relacdo ao seu papel
em células normais ou cancer.>> Sabe-se que, em mamife-
ros, o VGLL3 estd relacionado com o cofator de transcri¢cdo
vestigial (originalmente descrito em Drosophila melanogaster),
codifica cofatores da familia de fatores de transcricio TEAD?®
e parece estar envolvido em vias de supressao tumoral em
cancer de ovario.>® Apesar de serem poucas as informagdes
a respeito da funcdo bioldgica desse gene e de ndo haver
nada descrito com relacdo ao endomeétrio, considerando seu
possivel papel como um cofator de transcricdo, pode-se
questionar se sua expressao aumentada em pacientes com
doenca avanc¢ada comparadas com pacientes com doenca ini-
cial indica um potencial envolvimento no estabelecimento
e avanco da doenca e na regulacdo da expressao de outros
genes, talvez aqueles encontrados com expressao aumentada
no grupo endometriose III/IV em comparac¢ao com o controle
fértil.

A principal limitacdo deste estudo foi a pequena casuis-
tica avaliada em decorréncia dos critérios de elegibilidade
restritivos adotados, o que limita a generaliza¢do dos resul-
tados aqui obtidos. Por outro lado, os critérios de elegibilidade
rigorosos, que eliminaram fatores potencialmente relaciona-
dos com comprometimento da receptividade endometrial,
foram necessarios para aumentar a validade interna do
estudo.

Resumidamente, a comparacdo entre os grupos endome-
triose, controle infértil e controle fértil ndo evidenciou genes
diferencialmente expressos no endométrio eutdpico dessas
pacientes durante a janela de implantacao. Isso sugere que
o endomeétrio eutépico de mulheres inférteis por fator tuba-
rio/masculino (controle infértil) ndo influencia a expressao
de genes endometriais e que, quando avaliado o endométrio
eutdpico de mulheres inférteis com endometriose sem consi-
derar a progressao da doenca, esse se apresenta semelhante
ao de mulheres saudaveis. No entanto, os dados prelimina-
res obtidos a partir da subdivisdo do grupo endometriose em
estagios iniciais e avancados sugerem que haja alteracGes
moleculares significativas, evidenciadas por diferengas no
perfil de expressao de alguns genes, no endométrio eutépico
dessas pacientes, sobretudo na endometriose avangada. Esses
achados reforcam a importancia de, em estudos futuros que
investiguem o papel do comprometimento da receptividade
endometrial na etiopatogénese da infertilidade relacionada a
endometriose, se avaliar separadamente essas mulheres de
acordo com a severidade da doenca. Embora ndo pertencam
a uma mesma via, os genes diferencialmente expressos iden-
tificados no endométrio eutdpico de pacientes inférteis com
doenca avancada parecem estar envolvidos na patogénese da
doenca e podem ter importante papel na receptividade endo-
metrial. Caso, em estudos com metodologias apropriadas,
seja comprovado que esses genes participam do processo de
implantacdo embriondria, o comprometimento da receptivi-
dade uterina podera ser elucidado como um dos mecanismos
envolvidos na etiopatogénese da endometriose III/IV.
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