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Resumo

LUZ, CM. Perfil diferencial de transcritos de células do cumulus oophorus de mulheres
inférteis com e sem endometriose submetidas a estimulacdo ovariana. Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Os mecanismos da infertilidade relacionada a endometriose ainda ndo foram esclarecidos,
embora diversos estudos proponham um efeito deletério desta doenca sobre a qualidade
oocitaria (QO). No entanto, a andlise de odcitos em pacientes com endometriose nao ¢
rotineiramente exequivel, uma vez que os oocitos humanos raramente sao doados para
pesquisa e sua aplicagdo em técnicas invasivas impede sua utilizagdo em procedimentos de
reproducdo assistida. Neste contexto, as evidéncias sugerem que as células cumulus (CC)
podem ser utilizadas como biomarcadores indiretos capazes de prever a QO. Desta forma,
através de um estudo inédito, objetivamos determinar o perfil diferencial de transcritos em CC
de mulheres inférteis, com e sem endometriose avancada, submetidas a estimula¢do ovariana
controlada para inje¢do intracitoplasmatica de espermatozoides. Para tanto, realizamos um
estudo caso-controle, que analisou via sequenciamento de nova geragdo de RNA (RNA-Seq),
3 grupos (controle, endometriose III/IV sem endometrioma e endometriose III/IV com
endometrioma), com 3 pools de 3 pacientes cada. Dentre os principais genes desregulados
identificados nas comparagdes entre os grupos com endometriose avangada e mulheres sem a
doenca foram evidenciados transcritos com expressdo alterada envolvidos na via de
fosforilagdo oxidativa, genes relacionados aos processos da acetilagdo e conjugagdo de
ubiquitina, além de genes associados a via de biossintese do colesterol e do estradiol. Esses
resultados demonstram que as CC de mulheres inférteis com endometriose avangada
apresentam alteragdes moleculares possivelmente relacionadas ao desenvolvimento folicular e
oocitario. Através do enriquecimento dos principais genes desregulados, nossos dados
indicam as potenciais vias alteradas nesse processo que podem interferir na aquisicdo da
competéncia gamética e por sua vez, mediar o comprometimento da fertilidade dessas

pacientes.

Palavras-chave: Endometriose; Endometrioma; Infertilidade feminina; Células cumulus;

RNA-Seq; Perfil diferencial de transcritos.



Abstract

LUZ, CM. Differential transcript profile of cumulus oophorus cells of infertile women
with and without endometriosis who underwent ovarian stimulation. Ribeirao Preto

Medical School, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2016.

The endometriosis related infertility mechanisms still remain to be elucidated, although
several studies propose a deleterious effect of this disease on oocyte quality. However, the
oocyte analysis in patients with endometriosis is not routinely feasible, since human oocytes
are rarely donated to researches and their application in invasive techniques precludes their
use in reproduction procedures. In this context, evidences suggest that cumulus cells (CC)
could be used as indirect biomarkers capable of predicting oocyte quality. Thus, through an
unprecedented study, we aimed to determine the differential transcripts profile in CC of
infertile women with and without advanced endometriosis and its different stages, undergoing
controlled ovarian stimulation for intracytoplasmic sperm injection. Therefore, we performed
a case-control study, which analyzed by RNA next generation sequencing (RNA-Seq), 3
groups (control, endometriosis III/IV without endometrioma and endometriosis III/IV with
endometrioma), with 3 pools of 3 patients each. The comparison of top deregulated genes
among groups of advanced endometriosis and control patients show us altered genes
associated with oxidative pathways, acetylation and ubiquitination process, aside from genes
related to cholesterol and estradiol regulation. These data elucidated that CC of infertile
woman with advanced endometriosis carried essential molecular alteration linked with
follicular and gametic development. Through enrichment of the top deregulated genes, we can
point out the potential pathways altered in this process toward oocyte commitment and

infertility in these patients.

Key words: Endometriosis; Endometrioma; Female infertility; Cumulus cells; RNA-Seq;

Differential transcripts profile.
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1.1 Endometriose

A endometriose ¢ um disturbio ginecoldgico cronico, inflamatério e estrogénio
dependente (Eskenazi e Warner, 1997). Caracteriza-se pela presenca de tecido semelhante ao
endométrio (glandulas e/ou estroma) fora da cavidade uterina, principalmente no peritonio
pélvico, ovdrios e septo reto-vaginal. Pode apresentar quadro clinico bastante diversificado,
variando desde o assintomdtico até o caracterizado pela presenga de dor pélvica cronica,
dismenorreia, dispareunia, sangramento uterino anormal e infertilidade (Giudice e Kao, 2004;
Bulun, 2009). Um levantamento multicéntrico realizado em 10 paises, apontou que mulheres
com endometriose perderam 38% de sua capacidade de trabalho, representando um grande
impacto socioecondmico, além da drastica redu¢do da qualidade de vida (Nnoaham et al.,
2011), por esses motivos a endometriose tem sido considerada um problema atual de satde

publica (Signorile e Baldi, 2010).

Dados recentes da literatura apontam uma prevaléncia da endometriose em 6% a 10%
das mulheres em idade fértil (Burney e Giudice, 2012). A dificuldade em definir a real
estimativa da endometriose na populagdo geral ¢ determinada pela presenga de variaveis
como o acesso ao sistema de saude, diferencas culturais e de atitude frente aos sintomas,
refletindo indiretamente nos aspectos socioculturais associados a doenca (Vigano et al.,

2004).

A etiopatogenia da endometriose ¢ ainda desconhecida, de modo geral existem
hipoteses propondo que os implantes se originam do endométrio uterino e outras que o0s
implantes surgem de tecidos extrauterinos (Burney e Giudice, 2012). A teoria da menstruacdo
retrograda de Sampson ¢ a mais aceita pela comunidade cientifica. Segundo essa teoria as
células endometriais descamadas sdo transportadas até a cavidade peritoneal através da
menstruacdo retrograda e as células vidveis implantam-se e crescem (Sampson, 1927).
Embora a menstruagdo retrograda explique o deslocamento fisico dos fragmentos
endometriais, sdo necessarias medidas adicionais para o desenvolvimento de implantes
endometridticos, como: escape do sistema de remo¢do imunoldgico, fixacdo no epitélio
peritoneal, invasdo do epitélio, estabelecimento de neovascularizagdo local e continuo
crescimento e sobrevivéncia. Esses fatores adicionais podem explicar a diferenga entre a
prevaléncia de 90% da menstruacdo retrograda e a taxa de apenas 10% do desenvolvimento

da doenca (Burney e Giudice, 2012).
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O diagnoéstico definitivo da endometriose ¢ cirurgico, sendo a videolaparoscopia
diagnostica o padrao-ouro para a detec¢do da doenga. Esse método possibilita a visualizagdo
da cavidade peritoneal e o estudo anatomopatologico da lesdo (Kodaman, 2015; Nothnick e
Alali, 2016) o que permite a classificagdo do estadio da doenga de acordo com a Sociedade
Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM). A endometriose ¢ classificada em 4 estadios
de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas, leva-se em consideragdo a dimensdo e
profundidade dos implantes endometridticos e a presenga, extensdo e tipo de aderéncias
anexiais. O estadio I ou minima ¢ caracterizado por focos endometrioticos isolados e auséncia
de aderéncias significativas. Lesdes ectopicas superficiais, com menos de 5 cm e auséncia de
aderéncias significativas sdo caracteristicas do estadio II ou endometriose leve, ndo havendo
alteracdes anatdmicas da pelve. A endometriose moderada ou III ¢ caracterizada por multiplos
implantes endometrioticos, com aderéncias peritubdrias e periovarianas evidentes. Ja a
presenga de multiplos implantes superficiais e profundos, incluindo endometriomas

ovarianos, aderéncias densas e firmes caracterizam o estadio IV ou grave (Asrm, 1997).

Associados com uma maior severidade e considerados indicio de atividade da
endometriose, endometriomas ovarianos sdo uma caracteristica comum da doenga presentes
em 17 a 44% das pacientes (Busacca e Vignali, 2009). O cisto endometridtico contém um
fluido repleto de enzimas proteoliticas, espécies reativas de oxigénio e moléculas
inflamatorias em niveis bastante elevados que podem influenciar o microambiente ovariano

(Vercellini et al., 2009; Vercellini et al., 2011; Sanchez et al., 2014).

1.2 Endometriose e infertilidade

A relagdo causal entre endometriose e infertilidade ainda nao foi totalmente
estabelecida, contudo esta associacdo estd fundamentada na alta prevaléncia da endometriose
em populacdes de mulheres inférteis, 25 a 40%, em comparacao a populacdes férteis, 5 a 10%
(D'hooghe et al., 2003). Além disso, 30 a 50% das portadoras de endometriose tém
dificuldade em ter filhos (Holoch e Lessey, 2010; Asrm, 2012).

Estadios mais avangados da endometriose podem estar associados a infertilidade pela
presenga de aderéncias e distor¢do na anatomia pélvica, impedindo, assim, a liberagdo

oocitaria pelo ovario, a captacdo deste oocito pela trompa uterina ou a interacdo entre 0s
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gametas. Contudo, pacientes sem alteragdes na anatomia também possuem piores resultados
no desenvolvimento oocitario, embriogénese e implantacdo embrionaria (Vercellini et al.,

2009; Asrm, 2012).

Novas abordagens terapéuticas ao problema da infertilidade relacionada a esta afeccao
tém surgido, destacando-se a aplicagdo das técnicas de reproducdo assistida (TRA) de alta
complexidade. A introdugdo da fertilizacdo in vitro (FIV) no tratamento da infertilidade
secunddria a endometriose tornou-se uma importante ferramenta para o estudo dos potenciais
efeitos da endometriose em alguns estagios especificos do processo reprodutivo, incluindo a
foliculogénese, a fertilizacao, o desenvolvimento embrionario e a implantagdo (Asrm, 2012;

Kodaman, 2015) .

A ocorréncia de menores taxas de implantacio e gestacio em portadoras de
endometriose ja sdo relatadas ha algum tempo (Hughes et al., 1993). Estes resultados podem
ser decorrentes do comprometimento da qualidade oocitaria e consequentemente embriondria
e de defeitos na intera¢do entre o endométrio e o embrido (Barnhart et al., 2002; Al-Fadhlli et
al., 2006). As alteracdes no endométrio eutdpico de pacientes com endometriose poderiam
explicar os disturbios na interacdo entre o embrido e o endométrio, gerando anomalias no
processo de implantacdo (Garcia-Velasco e Arici, 1999). Contudo, em programas de
ovodoacdo de mulheres sauddveis para pacientes com endometriose, as taxas de implantagdo
foram semelhantes entre os grupos controle e endometriose (Simon et al., 1994; Sung et al.,
1997), sugerindo que alteragdes oocitarias podem originar embrides de pior qualidade com
menores chances de implantacdo, sendo esse um fator importante na etiopatogénese da
infertilidade relacionada a endometriose (Brizek et al., 1995; Pellicer et al., 1995; Garrido et

al., 2000).

Sabemos que embrides de boa qualidade com habilidade para implantar e desenvolver-
se adequadamente t€ém origem de odcitos de boa qualidade, que, por sua vez, sdo provenientes
de foliculos com um adequado meio ambiente, condicionados tanto pelo conteudo do fluido
folicular como pela influéncia das células da granulosa e do cumulus (Canipari, 2000;
Gilchrist, 2011). A qualidade oocitaria € resultado de um complexo e sincronizado processo,
desde a fase de foliculo primordial até¢ a fase de foliculo pré-ovulatorio (Fritz e Speroff,

2012).
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1.3 Células do cumulus e qualidade oocitdaria

O cumulus oophorus (cumulus: monticulo e oophorus: ovo portador) ¢ um grupo de
células da granulosa estreitamente ligadas, que envolvem o odcito no foliculo ovariano antral
(Russell et al., 2016). Além de serem importantes na fertilizagdo, atraindo os espermatozoides
e promovendo sua capacitagdo e penetracdo, estas células contribuem diretamente para o
processo de maturacdo citoplasmatica oocitaria (Tanghe ef al., 2002) através de uma rede de
gap junctions, ou jungdes comunicantes, entre as proprias células do cumulus (CC) e entre
essas e o odcito (Albertini D. F., 2003; Combelles et al., 2004; Thomas e Vanderhyden, 2006;
Hutt e Albertini, 2007).

Essa comunicagdo ¢ bidirecional e envolve a transferéncia de nutrientes e a sinalizagao
entre dois tipos de células muito diferentes, sendo o odcito o condutor e regulador desta
relacdo (Asrm, 2012; Russell et al., 2016). As transmissdes entre as células sdo dindmicas
ocorrendo desde o crescimento folicular até depois do sinal ovulatério (Huang e Wells, 2010).
Os avangos na tematica evidenciaram alguns mecanismos estabelecidos nesta intera¢do entre
o odcito e as CC, sendo os principais a transferéncia bidirecional de ions e pequenas
moléculas que basicamente regulam o processo de maturagdo do oocito (Figura 1), além da
regulagdo meidtica e das proprias jungdes celulares através de nucleotideos ciclicos e de

fatores secretados pelo odcito que regulam a funcdo das CC (Russell et al., 2016).

Sinalizagdo CC —>» odcito
Comunicagdo CC =» CC

Jungdes comunicantes CC— 3> odcito

Figura 1 — Interagdo bidirecional entre o o6cito e as células do cumulus (CC). Representagao
do odcito e da zona pelucida com as células do cumulus envolvendo-o, as setas representam
os diferentes meios de comunicagao (Sutton ez al., 2003).
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Visto que as CC desempenham um papel crucial na aquisicdo da competéncia
oocitaria e estdo intimamente ligadas ao odcito, alguns estudos sugerem que a analise da
expressdo génica destas células possa ser utilizada como preditor indireto da qualidade
oocitaria e dos resultados de procedimentos de reproducdo assistida (Assou, Anahory,
Pantesco, Carroul, et al., 2006; Hamamah et al., 2006; Hamel et al., 2008; Haouzi e
Hamamah, 2009).

A avaliacdo da expressdo génica em CC de mulheres com infertilidade relacionada a
endometriose ainda ¢ pouco explorada. Nosso grupo foi pioneiro nesta tematica,
demonstrando valores de expressdo do gene SODI, significativamente maiores em CC de
pacientes inférteis com endometriose pélvica nos estadios avangados (III/IV), quando
comparadas a pacientes inférteis sem endometriose e com endometriose pélvica em estadios
iniciais (I/I). Estes resultados sugerem que o aumento da expressdo do SODI em CC de
pacientes inférteis com endometriose avancada pode refletir uma tentativa de prevencdo ao
dano oxidativo oocitario desencadeado pela doenga (Donabela et al., 2015). Além disso,
evidenciamos ainda a reducdo da expressdo do gene CYP/941 em CC de mulheres inférteis
com endometriose submetidas a estimulagdo ovariana controlada (EOC) para inje¢do
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI). Essa alteracdo na expressdo do CYPI941

também pode estar relacionada ao comprometimento gamético (Barcelos ef al., 2013).

Todavia, o estudo de genes individuais em CC restringe a exploragdo de vias
metabolicas potencialmente desreguladas, cuja investigagdo ¢ imprescindivel no
entendimento dos mecanismos etiopatogénicos da infertilidade relacionada a endometriose,
mais especificamente, a piora da qualidade oocitaria. Neste contexto, o uso de novas
tecnologias de alto desempenho possibilitam uma abordagem integrada, avaliando mudancas
globais no perfil de expressdo génica, uma abordagem fundamental para elucidacdo de
importantes questdes moleculares, dentre elas, o complexo processo de aquisi¢do da

competéncia oocitaria (Allegra et al., 2014).
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1.4 Expressado génica global em células do cumulus

O advento da gendmica e o sequenciamento completo do genoma humano, bem como
a analise computacional, ou bioinformatica, estimulou os pesquisadores a desvendar também
o transcriptoma completo, em lugar de um gene de cada vez. Este avango abriu caminho para
uma tarefa ainda mais ardua, explicar as redes altamente complexas de regulagdo e expressao

dos genes (Wang et al., 2009).

A expressdo génica consiste na avaliagdo da variabilidade da composicdo e
abundancia dos niveis de RNA mensageiro de um determinado tecido ou conjunto de células.
Também conhecida como transcriptomica, essa tecnologia ¢ utilizada para descrever e
comparar perfis de expressdo génica entre diferentes grupos de estudo, propondo um novo

conceito de painéis de biomarcadores (Haouzi ef al., 2012).

A andlise em larga escala da expressdo génica em CC de mulheres com infertilidade
associada a endometriose estd ainda nos primeiros passos. A realizacdo dessas metodologias
enfrenta alguns obstaculos como a obtengdo das CC, exclusivamente por meio de TRA de alta
complexidade, e principalmente a infima quantidade de RNA disponivel nestas células.
Allegra e colaboradores (2014) analisaram o perfil de expressdo génica em CC de mulheres
com endometriose severa utilizando a técnica de microarray realizada com apenas um pool de
amostras por grupo, controle e endometriose. Essa avaliacdo evidenciou genes desreguladas e
potencialmente associados a doenga e a baixa taxa de fertilizacdo de pacientes com
endometriose, sendo até o presente o Unico estudo de andlise em larga escala na tematica

(Allegra et al., 2014).

Dentre as estratégias para investigacao do perfil global de expressao génica destaca-se
a tecnologia de sequenciamento de nova geracdo, rotineiramente aplicada a genomas,
epigenomas e transcriptomas (Oshlack et al., 2010). O sequenciamento de RNA (RNA-Seq)
realiza a leitura de todos os RNAs mensageiros (mRNA) de uma amostra, possibilitando
tracar um perfil e quantificar os transcritos do transcriptoma completo (Wang et al., 2009;
Oshlack et al., 2010). Esta metodologia proporciona grandes vantagens, como informagdes
precisas sobre os niveis absolutos de transcri¢do, variantes transcritas, regides atualmente
desconhecidas (Oshlack et al, 2010), quantificacdo ilimitada, acurdcia superior na

quantifica¢do dos niveis de expressdo, alta reprodutibilidade, baixo ruido e a necessidade de u
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volume menor de amostra (Wang et al., 2009). Por sua sensibilidade praticamente ilimitada, o
RNA-Seq ¢ ideal para a andlise de transcriptomas complexos, como o humano, e permite a

detec¢do de transcritos raros em tecidos inexplorados com as CC.

O emprego do RNA-Seq na analise do perfil diferencial de expressdo génica em CC
de pacientes inférteis com e sem endometriose serd uma realizacdo inédita, capaz de
esclarecer vias metabolicas e mecanismos moleculares desregulados, relacionados com o
papel da endometriose na infertilidade e seu impacto na aquisi¢do da competéncia oocitaria. A
partir dessa compreensdo, serd possivel elencar potenciais biomarcadores de qualidade
gamética, tanto na predicdo do sucesso gestacional em ciclos de reprodugdo assistida, como
favorecendo a identificacdo de novos alvos terapéuticos para o tratamento da infertilidade
associada a endometriose, com destaque ao grande interesse na melhora da fertilidade natural

destas mulheres, que, em sua maioria, ndo t€m acesso a servigos de reproducao assistida.



2. Objetivos
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Comparar o perfil de transcritos, por meio de sequenciamento de nova geracdo, das
células do cumulus de mulheres inférteis com endometriose III/IV com e sem endometrioma e
pacientes controle, sem endometriose, submetidas & estimulacdo ovariana controlada para

injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides.

Realizar uma andlise de enriquecimento dos principais genes diferencialmente
expressos em células do cumulus de mulheres inférteis com endometriose III/IV com e sem
endometrioma e controles, sem endometriose, submetidas a estimula¢do ovariana controlada
para inje¢do intracitoplasmdtica de espermatozoides, por meio da ferramenta DAVID
(Database for annotation, visualization and integrated discovery) e dos bancos de dados
KEGG (Kyoto encyclopedia of genes and genomes) e NCBI (National Center for
Biotechnology Information), considerando seus processos bioldgicos e vias de atuacdo

relacionadas a aquisicao da competéncia oocitéria.



3. Casuistica e metodos
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3.1 Desenho do estudo e consideracoes éticas

Realizou-se um estudo prospectivo caso-controle, com recrutamento de pacientes e
coleta de amostras de CC de agosto de 2014 a fevereiro de 2016 e realizagdo das
metodologias propostas e analise dos resultados de fevereiro de 2016 a outubro de 2016 junto
ao Setor de Reprodu¢do Humana do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP), Universidade de Sao Paulo (USP). Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da FMRP - USP, de
acordo com o processo N° 15113/2012. As pacientes que preencheram os critérios de
elegibilidade e manifestaram o desejo de participar do projeto assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido previamente a inclusdo no estudo.

3.2 Pacientes

Para os grupos endometriose, foram selecionadas pacientes com endometriose
diagnosticada e classificada por videolaparoscopia (segundo critérios da ASRM, 1997),
independente da presenga de fator masculino ou tubdrio associado. As pacientes endometriose
foram ainda divididas de acordo com os estadios da doenca, sendo elegiveis apenas mulheres
com endometriose III/IV sem endometrioma e endometriose III/IV com endometrioma
ovariano durante o ciclo, identificado através da ultrassonografia transvaginal (USTV). O
grupo controle por sua vez, foi composto por pacientes com infertilidade associada a fator
masculino e/ou tubdrio submetidas a videolaparoscopia diagnostica como procedimento de
rotina para investigac¢do da infertilidade conjugal, sendo excluida a presenca de endometriose.
Foram considerados critérios de inclusdo para ambos os grupos: idade < 39 anos, IMC < 34
kg/m®, auséncia de doenga cardiovascular, dislipidemias, endocrinopatias nio tratadas como
hipotireoidismo, diabetes mellitus, lupus eritematoso sistémico e outras doengas
reumatolégicas, infeccdo pelo virus HIV ou qualquer infeccdo ativa, auséncia de tabagismo
ou uso abusivo de alcool, além da auséncia de procedimentos invasivos para obtencdo de
espermatozoides. As pacientes tiveram seus prontudrios avaliados de acordo com os critérios
de elegibilidade e as consideradas elegiveis foram entrevistadas, aquelas que concordaram em

participar da pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.
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3.3 Protocolos de estimulagdo ovariana controlada e suplementagdo da fase lutea

Ao concordarem em participar do estudo, as pacientes foram acompanhadas durante
todo o ciclo de EOC. Com o objetivo de sincronizar e programar o inicio da EOC, foi
utilizada a programac¢do da menstruagdo, que consiste em se administrar anticoncepcionais
orais combinados diariamente, iniciados no periodo menstrual do ciclo precedente até cinco
dias antes da data prevista para o inicio da estimulacdo ovariana, suspendendo sua
administracdo de tal forma que o inicio do sangramento menstrual coincida com a realizacdo
da USTV basal. Desta forma, pode-se observar o padrdo endometrial e afastar a presenga de
cistos ovarianos que poderiam interferir na resposta a administragdo das gonadotrofinas
exdgenas e na monitorizagdo ultrassonografica do crescimento folicular. Apds a interrupgao
do uso de contraceptivos orais foi iniciada a EOC sendo que trés protocolos distintos foram

aplicados como descrito a seguir.

No protocolo com agonista longo, o uso de agonistas do GnRH (acetato de leuprolide
de 0,5 mg/dia) foi iniciado durante a fase lutea média do ciclo anterior, seguido de
gonadotrofinas (150-300 Ul/dia) durante os primeiros dias de EOC. Em sequéncia, a dose

diaria de gonadotrofinas foi ajustada de acordo com o crescimento folicular.

No protocolo antagonista flexivel, gonadotrofinas (150-300 Ul/dia) foram
administradas nos primeiros seis dias de EOC, com a dose didria ajustada de acordo com o
crescimento folicular. Antagonistas de GnRH (ganirelix ou cetrorelix 0,25 mg/dia) foram

iniciados no dia em que a média do didmetro do maior foliculo foi > 14 mm.

O protocolo de estimulagdo minima (citrato de clomifeno mais gonadotrofinas e
antagonista de GnRH) foi oferecido a algumas mulheres com contagem de foliculos antrais
(CFA) baixa (CFA < 6) (Martins et al., 2014). O citrato de clomifeno (100 mg/dia) foi
administrado durante os primeiros cinco dias de EOC e as gonadotrofinas (150 Ul/dia) foram
administradas nos dias dois e quatro, e diariamente a partir do dia seis. O antagonista de
GnRH (ganirelix ou cetrorelix 0,25 mg/dia) foi iniciado no dia em que o diametro médio do

maior foliculo foi > 14 mm.

O hCG recombinante (250 pg, Ovidrel®, Serono, Brasil) ou hCG urindrio (10,000 IU,

Choriomon®, Meizler, Brasil) foi administrado quando pelo menos um foliculo com 18 mm
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de didmetro médio estava presente. Os oocitos foram captados de 34 a 36 horas apds a
administracdo do hCG recombinante, e a fase lutea foi mantida pela administracdo da

progesterona micronizada (600 mg/dia).

3.4 Coleta e armazenamento das amostras

Para captacao dos odcitos, as pacientes foram submetidas a anestesia geral venosa com
propofol (Diprivan®, Zeneca-Astra, Brasil), além de fentanil (Fentanil®, Janssen-Cilag,
Brasil). Os foliculos foram aspirados por via endovaginal, guiada por um transdutor de
ultrassom transvaginal. Uma agulha padrdo de lumen tnico (Wallace, Smiths Medical,
Mexico) foi usada, com pressdo aspirativa artificial constante de 100 mmHg obtidos com uma
bomba de succao controlada eletronicamente (Craft® Bomba de Suc¢do, Rocket Medical,
Inglaterra). Os foliculos foram aspirados e reunidos em tubos de ensaio contendo 1 ml de
meio de cultura fluido humano tubario (HTF) - HEPES (Irvine Scientific) previamente

aquecido a 37° C.

Apods uma lavagem cuidadosa, para a remocao de sangue e debris, todos os complexos
oocitos-cumulus (COC) foram identificados e colocados juntos em placas de cultura de
células (One Well Dish , Corning, USA) contendo o meio de cultura HTF-HEPES,
suplementado com 10% de soro substituto sintético (SSS, Irvine Scientific) até o final da
captagdo. Em seguida, os COC foram transferidos para placas de cultura de células (One well
dish, Corning, USA) contendo o meio de cultura CSCM (Continuous single culture medium,
Irvine Scientific) suplementado com 10% de soro substituto sintético (SSS, Irvine Scientific)
e as placas foram incubadas a 37° C em 5% de CO; e 95% de humidade durante 2 horas.
Posteriormente, as CC foram removidas mecanicamente em HTF-SSS por microdissec¢ao
com a utilizagdo de duas agulhas de insulina, e em seguida foram desnudados pela exposi¢ao
dos COC a hialuronidase (90101, 80 Ul/ml, Irvine Scientific), durante 30 segundos. Apds a
desnudag¢do mecanica, o restante das CC foram removidas mecanicamente por aspiragdes
sucessivas em pipetas de desnudacdo de 170 e 140 pum (Flexipet, Cook Medical,
Bloomington, USA).

Posteriormente as CC que foram removidas mecanicamente com auxilio de agulhas de

insulina foram transferidas para um criotubo contendo 100ul de criopreservador (RNAlater® -
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Life Technologies) e apds 24 horas a 4° C, para penetracdo do RNAlater® nas células, as
amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido a -196° C até a fase de extragdo do RNA

total. Todos os procedimentos foram realizados sob condi¢des RNase free.

3.5 Extracdo e avaliacdo do RNA

3.5.1 Testes para extragdo do RNA

Uma vez que, as CC sdo um material bastante raro e que possuem uma infima
concentracdo de RNA, foram realizados testes de extracdo de RNA total, com a finalidade de
otimizar e preservar a quantidade e a integridade do material a ser analisado. Para encontrar o
melhor método de extragdo de RNA total que nos permita obter a maior concentragdo de
RNA integro, foram realizados testes com diferentes metodologias: mirVana Paris Kit (Life
Technologies); Trizol (Life Technologies); AllPrep DNA/RNA/miRNA Kit (Qiagen); Pure
Link Mini Kit (Qiagen) e RNeasy Mini Kit (Qiagen).

Através dos testes verificamos que a quantidade de COC coletados nao esta
relacionada a concentragdo do RNA total obtido, independente do método de extragdo.
Realizamos também a andlise da integridade do RNA total extraido. Essa técnica foi
desenvolvida no Laboratorio de Genética Molecular e Bioinformatica do Centro Regional de
Hemoterapia de Ribeirdo Preto da FMRP, USP, utilizando o aparelho 2700 Bioanalyzer™
(Agilent® Technologies). Em todos os testes observamos a irregularidade na quantidade de
RNA total presente nas amostras de CC, sendo que em nenhuma das metodologias
conseguimos obter, em todas as amostras, a quantidade suficiente de RNA total (~ 400 ng)
para a realiza¢dao do sequenciamento de RNA (RNA-Seq). Desta forma, ap6s a avaliacdo dos
resultados de todos os testes, optamos pela utilizagdo do método que se mostrou mais eficaz,
o AllPrep DNA/RNA/miRNA Kit (Qiagen), obtendo a maior pontuacdo de RIN em todas as

amostras analisadas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Testes de concentracdo e integridade de RNA total

ID da N° de , . Concentracio de

amostra CcocC Método de extragao RNA total (ng) RIN
1 3 mirVana Paris Kit 497,8 6,3
2 4 mirVana Paris Kit 1.018,4 8,1
3 2 mirVana Paris Kit 528.2 N/A
4 2 mirVana Paris Kit 478,8 N/A
5 4 Trizol 302,4 N/A
6 2 Trizol 2942 4 7,8
7 2 Trizol 556,8 6,8
8 15 AllPrep DNA/RNA/miRNA Kit 1.620,0 7,1
9 8 AllPrep DNA/RNA/miRNA Kit 1.320,0 8,8
10 3 AllPrep DNA/RNA/miRNA Kit 340,0 8,9
11 2 Pure Link Mini Kit 205,2 4,2
12 1 Pure Link Mini Kit 73,8 N/A
13 3 Pure Link Mini Kit 50,4 N/A
14 4 RNeasy Mini Kit 862.,4 4,6
15 6 RNeasy Mini Kit 191,4 2,8
16 8 RNeasy Mini Kit 952,0 7,3

NOTA: Testes realizados para verificagdo da concentragdo de RNA total obtido por amostra
de CC com diferentes métodos de extracdo. COC: Complexo o6cito-cumulus. RIN: RNA
integrity number. N/A: Nao analisavel.

3.5.2 Extragdo e analise do RNA

O RNA total das amostras de CC foi extraido utilizando-se o AllPrep
DNA/RNA/miRNA Kit (Qiagen) e tratado com DNase (DNA free® Kit - Ambion) de acordo
com as instru¢des do fabricante. As amostras foram diluidas em 20ul da solu¢do recomendada
e a integridade do RNA total extraido foi avaliada no aparelho 2100 Bioanalyzer™ (Agilent®
Technologies) segundo instrugdes do fabricante, com base no eletroferograma e no RIN. No
eletroferograma de cada amostra, a quantidade dos rRNAs 28S, 18S e 58S ¢ representada por
picos. Os valores de RIN de cada amostra sdo calculados através de um algoritmo que leva
em consideragdo a razdo 28S:18S dos RNAs extraidos. Consideraram-se adequadas as

amostras de RNA com RIN>7 .

As concentragdes de RNA total foram determinadas por fluorimetria no Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen). Este método fluorimétrico permite uma quantificacdo mais acurada
e ¢ preferencialmente indicado para amostras submetidas a protocolos de sequenciamento de
larga escala. Consideraram-se adequadas as amostras com concentracdo > 120 ng totais de

RNA total.
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3.5.3 Agrupamento dos pools

Baseados nos testes de extragdo verificamos que as CC possuem uma concentragdo
muito baixa de RNA total o que ndo permite a execucdo dos experimentos propostos quando
as amostras sdo consideradas individualmente, aproximadamente 400ng totais. Com o
objetivo de solucionarmos este problema e baseados na literatura optamos por gerar dentro de
cada um dos 3 grupos de estudo pools de amostras (Assou, Anahory, Pantesco, Le Carrour, et
al., 2006; Hamel et al., 2008; Van Montfoort et al., 2008; Adriaenssens et al., 2010). Estes
pools foram formados por trés pacientes, que apresentaram concentragdo de RNA total
suficiente (> 120ng) para a metodologia do RNA-Seq (100ng) e suas respectivas avaliacdes

(~20ng).

Para o agrupamento dos pools foram levadas em consideracdo as seguintes
caracteristicas clinicas em ordem de importancia: Idade da paciente; niimero de odcitos
captados; indice de massa corporea; protocolo de EOC e tempo apos videolaparoscopia. As
amostras nos pools foram agrupadas da forma mais heterogénea possivel para que os pools
ficassem homogéneos que entre si. Ou seja, as pacientes que compdem um agrupamento
possuem caracteristicas diferentes um das outras, no entanto, os pools quando comparados
entre si tendem a ser semelhantes. Esta resolucao foi escolhida, pois, para o RNA-Seq serdo
analisados os agrupamentos e ndo as amostras individualmente, deste modo, ¢ importante que
0s pools analisados, sejam homogéneos dentro de cada um dos grupos de estudo. Com isso,
almejamos que o perfil diferencial de expressdo génica, resultante do RNA-Seq, ndo sofra
interferéncia da heterogeneidade das particularidades clinicas das pacientes, ressaltando assim

as caracteristicas investigadas pelo estudo e os provaveis alvos deste trabalho.

3.6 Preparo das bibliotecas

Previamente a constru¢do das bibliotecas, a integridade do pool de pacientes foi
novamente avaliada no aparelho 2100 Bioanalyzer™ (Agilent® Technologies) segundo
instru¢des do fabricante. Consideraram-se adequadas as amostras de RNA total com RIN >
7,0. As amostras integras foram quantificadas no Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen) para

verificar se apresentavam, ao menos, 300pg de RNA total, quantidade minima necessaria para
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preparo das bibliotecas.

Para o preparo das bibliotecas de RNA-Seq utilizou-se o kit TruSeq® RNA Sample
Preparation v2 (Illumina). Resumidamente, o RNA mensageiro (mRNA), caracterizado por
conter sequéncias de poliadenina (poli A+) na por¢ao 3’, foi purificado a partir do RNA total,
utilizando-se sequéncias complementares de timinas (poli T) ligadas a esferas magnéticas.
Durante a segunda eluicdo, o RNA poli A+ isolado foi fragmentado. A sintese de cDNA foi
realizada por meio de transcri¢do reversa, utilizando hexdmeros randdémicos € a enzima
Superscript I (Invitrogen, Carlsbad, CA), gerando, assim, a primeira fita de cDNA. Em
seguida, a fita de mRNA foi removida e uma segunda fita de cDNA foi sintetizada. Para
obtencdo de fragmentos de pontas coesas, as extremidades do cDNA foram removidas
utilizando-se o mix End Repair (Illumina), que contém uma 3’-5’ exonuclease, capaz de
remover as bases excedentes nas extremidades 3’. Depois disso, foi adicionada uma unica
base “A” (adenina) as extremidades 3” do cDNA, a fim de auxiliar a ligagdo dos adaptadores,
que possuem uma base T (timina) nas suas extremidades 3’. A adi¢do da base A também evita
a formacdo de concatdmeros de cDNA. Multiplos adaptadores foram, entdo, ligados as
extremidades do cDNA, utilizando-se uma enzima ligase e tampdes apropriados, contidos no
kit TruSeq. Para enriquecer de forma seletiva os fragmentos de cDNA e amplificar a
quantidade de DNA na biblioteca, foi feita uma qPCR com poucos ciclos de amplificagdo (a
fim de evitar amplificagdo tendenciosa), utilizando primers complementares aos adaptadores

(Figura 2).

Depois da amplificagdo, o tamanho dos fragmentos formados foi avaliado utilizando-
se o equipamento 2/00 Bioanalyzer™ (Agilent® Technologies), devendo ser de
aproximadamente 260 pb. Também ¢ muito importante a quantificacdo dos fragmentos
formados na biblioteca e para isso recomenda-se uma quantificagdo absoluta para o PCR em
tempo real, utilizando-se o kit comercial KAPA SYBR FAST (KAPA Biosystems), que contém
uma curva-padrdo e todos os demais reagentes. Com base nessa quantificagdo, as bibliotecas
sdo diluidas e sdo utilizados 8pM para desnaturacdo e posterior agrupamento, ou geracao de
clusters, que consiste de 3 etapas: amplificagdo dos clusters, lineariza¢dao, bloqueio e

hibridacao dos primers.
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Figura 2 - Preparo das bibliotecas para realizacdo do RNA-Seq. (1) O mRNA ¢ selecionado
através da cauda poli-A, fragmentado e ligado a primers randdmicos. (2) A primeira fita de
cDNA ¢ sintetizada. (3) Segue-se a sintese da segunda fita de cDNA. (4) As extremidades das
fitas de cDNA sdo reparadas para obtencdo de fragmentos de pontas coesas. (5) Uma base
adenina (A) ¢ adicionada as extremidades 3’ do cDNA. (6) Adaptadores sdo ligados as
extremidades adeniladas e a biblioteca ¢ amplificada (Palhares, 2014).

3.7 Sequenciamento dos transcritos

As bibliotecas foram agrupadas na flow cell (suporte solido da reagdo) com os
reagentes do TruSeq Cluster Generation Kit v5. Durante a geracdo dos clusters, cada
fragmento de ¢cDNA da biblioteca foi incorporado a superficie da flow cell coberta com
oligonucleotideos utilizados para amplificar o cDNA de forma isotérmica, dando origem aos
clusters. Depois da amplificacdo dos clusters, foi feita a sua linearizacdo, bloqueio e a
hibridacdo de primers. A linearizagdo foi realizada para retirada dos dois adaptadores e
assegurando que a hibridacdo e o sequenciamento ocorressem somente em uma das fitas de
cada cluster. O bloqueio corresponde a inutilizagdo das hidroxilas presentes nas extremidades
3’ dos clusters linearizados, para evitar a adi¢do de substratos de fluor6foros a qualquer outro
segmento que nao fosse o primer de sequenciamento. A desnaturagdo garantiu a formagao de

templates de fita simples, que foram hibridados aos primers de sequenciamento.
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O sequenciamento foi realizado em equipamento [l/lumina Genome Analyzer Ilx
(GAIlx), através da corrida High Output, paired-end da plataforma Illlumina HiSeq2500
(Illumina Inc.). Esta técnica baseia-se na terminacdo da sintese da cadeia de DNA apos a
detec¢do do sinal fluorescente. Por terminagdo entende-se a clivagem do nucleotideo marcado
jé detectado que possibilita a adi¢do do proximo nucleotideo. Os eventos de incorporagdo e
clivagem do nucleotideo marcado e modificado ocorrem sucessivas vezes, permitindo, desta

forma, a leitura base-a-base.

3.8 Analise de bioinformatica

As analises computacionais foram realizadas no Laboratério de Genética Molecular e
Bioinformatica do Centro Regional de Hemoterapia de Ribeirdo Preto da FMRP - USP. Toda

a andlise foi realizada no sistema operacional CentOS release 6.7.

Os arquivos com as sequéncias nucleotidicas e a descricdo de qualidade das bases
gerados pela plataforma [llumina HiSeq2500 (Illumina Inc.) foram analisados com o
programa FastQC v0.11.2 (Andrews, 2010) uma ferramenta de controle de qualidade para
sequenciamentos de larga escala. A qualidade de cada /ane da flow cell foi checada para cada
amostra. Nucleotideos da extremidade 3’ com phred-score < 20, reads com tamanho < 25 e
média de qualidade < 20 foram removidos com o programa PRINSEQ v0.20.4.
Posteriormente o mapeamento e a quantificagdo dos fragmentos gerados (reads) foi realizada
através do programa STAR - Spliced Transcripts Alignment to a Reference (Dobin et al.,
2013), utilizando o GRCh37.p7 como genoma de referéncia, e a Release 85 do Ensembl
como anotagdo génica. Para esta andlise os pardmetros utilizados foram
“outFilterMultimapNmax 1 e alignlntronMin 20” que permitem a sele¢do das reads
mapeadas com apenas um Unico Ait. Apés 0 mapeamento, o resultado com as informacdes
finais do alinhamento das reads foram disponibilizadas em formato bindrio “bam” (Li ef al.,
2009). A quantificacdo das reads presentes nos genes também foi realizada com a ferramenta
STAR, como mencionado anteriormente, que realiza a quantificacdo de forma semelhante ao
HTSeq, um programa de pré-processamento para a analise de expressdo diferencial por meio

da contagem de reads sobrepostas com genes ou transcritos, selecionando apenas as reads
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com qualidade de mapeamento (Anders et al., 2015).

A normalizacdo e a expressao diferencial entre os grupos a partir das contagens brutas
foi realizada no ambiente estatistico R (Team, 2008) utilizando o pacote do Bioconductor
DESeq2 (Love et al., 2014). No mesmo ambiente, foi realizada a andlise de componente
principal (PCA) entre os grupos para checar o agrupamento das amostras conforme sua
expressao global. Foram considerados genes diferencialmente expressos aqueles com valores
de p value ajustado por FDR < 0,05. Os gréficos de heatmap foram gerados com a fungdo
aheatmap do pacote NMF a partir dos dados rlog transformados resultantes da funcao rlog do

DESeq?.

3.9 Variaveis

O perfil diferencial de transcritos foi avaliado por sequenciamento de nova geracao e a
analise de enriquecimento dos genes com maior diferenga de expressao, através da ferramenta
DAVID, levou em consideragdo os processos bioldgicos e as vias de atuacdo correlacionados
com o papel da endometriose na infertilidade e seu possivel impacto na aquisi¢do da

competéncia oocitaria.

3.10 Tamanho do estudo

Por tratar-se de um estudo inédito sem dados prévios passiveis de estimar médias e
desvios-padrdo e considerando os restritivos critérios de elegibilidade, a dificuldade esperada
em obter amostras satisfatorias, o elevadissimo custo do sequenciamento e o fato de estudos
utilizando a mesma metodologia analisarem pequenas casuisticas (minimo de 2 casos por
grupo), propusemos um tamanho amostral que permite identificar ou descartar uma grande

diferenga entre os grupos (Cohen, 1988).

Como a quantidade de RNA total extraida das CC ¢ muito baixa e ndo permite a
execucdo do sequenciamento de nova geracdo quando as pacientes sdo consideradas

individualmente, analisamos trés pools de amostras dentro de cada grupo do estudo, sendo
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que cada pool possui RNA de 3 pacientes. Além disso, foram armazenadas quantidades
suficientes de cDNA de cada paciente para a validagdo individual, por PCR em tempo real,

dos genes selecionados.

3.11 Andlise estatistica

A avaliagdo estatistica referente a caracterizagdo das amostras foi realizada utilizando
o programa SAS, “Statistical Analysis System” (SAS Inc. versdo 9.3). Para a andlise de
distribuicdes das caracteristicas clinicas das pacientes (idade, nimero de odcitos captados,
IMC e tempo de infertilidade), entre os grupos do estudo, foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Kruskal Wallis (p value < 0,05), os dados foram apresentados em mediana e intervalo

interquartil.



4. Resultados
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4.1 Fluxograma do estudo

No periodo de agosto de 2014 a fevereiro de 2016 foram analisados um total de 1683
prontudrios de mulheres admitidas por infertilidade conjugal no Servico de Reprodugdo
Assistida do Laboratério de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo. Desses 1683 prontuarios, 1222
referiam-se a casais que seriam submetidos a injecdo intracitoplasméatica de espermatozoides
(ICSI). Do total de prontudrios, 161 pacientes apresentaram os critérios de elegibilidade
descritos no projeto. Das 161 mulheres, 110 iniciaram o ciclo de tratamento. Finalmente, as
pacientes selecionadas foram convidadas a participar da pesquisa assinando o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), sendo que 9 mulheres ndo aceitaram participar do

estudo.

As 101 pacientes elegiveis e que assinaram o TCLE foram submetidas a estimulagdo
ovariana controlada EOC para ICSI. Destas 101 mulheres, 32 foram excluidas do estudo,
sendo que 14 tiveram o ciclo cancelado por apresentarem ma resposta ovariana, 1 devido a
suspensdo do tratamento por questdes financeiras, 8 por ndo possuirem amostras de células do
cumulus CC disponiveis para a pesquisa e 9 por ndo obterem odcitos captados no ciclo de

estimulagdo ovariana.

Finalmente, foram coletadas amostras de 69 pacientes. Destas, 16 foram utilizadas
para os testes de extracdo de RNA total, descritos na metodologia do estudo, com o objetivo
de otimizar e preservar a qualidade e a quantidade do material a ser posteriormente analisado.
As 53 amostras de CC foram submetidas a extragdo do RNA total e posterior quantificagdo e
verificagdo de integridade, apds estas avaliacdes obtivemos 38 amostras adequadas aos
experimentos, sendo 11 pacientes do grupo controle, 14 do grupo endometriose III/IV sem
endometrioma e 13 mulheres do grupo endometriose III/IV com endometrioma (anexo 1).
Estas amostras foram analisadas levando em consideragdo suas principais caracteristicas
clinicas para formacdo dos pools. Sendo assim, foram formados 3 pools de 3 pacientes em
cada um dos 3 grupos do estudo, totalizando 9 mulheres por grupo. O fluxograma do estudo

esta representado na figura 3.
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Figura 3 — Fluxograma do estudo. Total de paciente recrutadas, elegiveis e incluidas no
estudo, niimero das mulheres excluidas, das amostras coletadas, das utilizadas nos testes, das
inadequadas para analise e das amostras armazenadas e disponiveis para a pesquisa. Divisdo
nos grupos Controle, Endometriose estadios III/IV sem endometrioma e Endometriose
estadios III/IV com endometrioma.
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4.2 Caracterizagdo dos grupos

A comparagdo entre os grupos controle, endometriose III/IV sem endometrioma e
endometriose III/IV com endometrioma ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas com relacdo a distribuicdo das caracteristicas clinicas das pacientes, idade,

numero de odcitos captados, IMC e tempo de infertilidade (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracterizagdo das amostras de pacientes inférteis dos grupos do estudo.

Variavel Grupo N Mediana (I1Q) p - value
Controle 9 34 (33 -37)
Idade [II/IV - Com 9 33 (32-37) 0,279
II/IV - Sem 9 31 (30 -34)
Controle 9 9(4-11)
N° de odcitos captados III/TV - Com 9 94-12) 0,891
II/IV - Sem 9 9(7-11)
Controle 9 24,23 (22,95 - 27,83)
IMC (Kg/m®) III/IV - Com 9 23,80 (22,49 - 24,98) 0,800
III/IV - Sem 9 23,51 (21,49 - 24,98)
i . Controle 9 84 (48 - 96)
Tempo de infertilidade II/IV - Com 9 59 (36 - 111) 0,216
(meses) II/IV - Sem 9 36 (30 - 53)

NOTA: Dados expressos como mediana e intervalo interquartil (IQ), p - value referente ao
teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (p - value < 0,05). IMC: Indice de massa corporal.
Grupos: Controle, endometriose III/IV com endometrioma (II/IV - Com) e III/IV sem
endometrioma (III/IV - Sem).

4.3 Analise de qualidade do sequenciamento

Todas as amostras (pools) que seguiram para a etapa do sequenciamento de RNA
foram avaliadas quanto a integridade do RNA total dos pool no 2100 Bioanalyzer™
(Agilent® Technologies), e apresentaram um RIN entre 8,4 e 10 (Figura 4) sendo assim

consideradas adequadas para a técnica (RIN > 7).
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Figura 4 - Eletroferogramas demonstrando a avaliagdo de integridade do RNA das amostras
(pools) sequenciadas. RIN= RNA integrity number. Amostras: Controle (C), Endometriose
II/TV sem endometrioma (III/IV - Sem) e Endometriose III/IV com endometrioma (III/IV -
Com).

As bibliotecas paired-end foram geradas dos 9 pools de RNA sendo 3 pools controle e
6 pools endometriose (3 endometriose III/IV sem endometrioma e 3 endometriose III/IV com
endometrioma), e foram distribuidas em 2 /anes, originando cerca de 50 milhdes de reads de
101pb (forward e reverse) para cada biblioteca (Tabela 3). Os transcritos obtidos tiveram sua
qualidade analisada pela ferramenta FastQC (FASTQC, [s.d.]), que fornece uma analise de
qualidade para cada biblioteca (Figura 5).
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Tabela 3 - Dados das bibliotecas sequenciadas

Lane ID da amostra Reads % Bases > Q30
1 1C 58.713.456 92,57
1 1II/IV - Sem 65.587.888 92,30
1 1 II/IV - Com 80.178.150 92,18
1 2C 86.943.014 92,26
2 2 [I/IV - Sem 56.863.310 93,23
2 2 IHI/IV - Com 48.639.172 93,42
2 3C 72.968.144 93,05
2 3 II/IV - Sem 67.742.876 93,29
2 3 I/IV - Com 71.241.880 93,48

T I 3L

NOTA: Lane: Distribuicao dos pools nas 2 lanes, Reads: nimero de reads gerados para cada
amostra, % Bases > Q30: qualidade da leitura do RNA-Seq. Grupos: Controle (C),
Endometriose III/IV sem endometrioma (III/IV - Sem) e Endometriose III/IV com

endometrioma (III/IV - Com).
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Figura 5 - Graficos representativos da qualidade média de leitura por base em cada grupo. A
cor de fundo dos graficos representa o nivel de qualidade da leitura das bases; verde: boa,
laranja: razoavel e vermelho: ruim. Grupos: Controle, Endometriose III/IV sem endometrioma
(Endometriose III/IV - Sem) e Endometriose III/IV com endometrioma (Endometriose I1I/IV

- Com)

Foram removidas da analise de mapeamento cerca de 1% de reads singleton, ou seja,

que ndo possuiam a read pareada da biblioteca, além de 1% de multiplos alinhamentos que

foram mapeadas mais de uma vez, em diferentes posicdes, no genoma de referéncia. A

uniformidade das reads mapeadas em todas as amostras foi considerada satisfatoria.



Resultados | 44

4.4 Analise de expressdo génica global

O grafico de andlise de componente principal (PCA: Principal component analysis)
apresenta a distribuicdo das amostras de acordo com sua expressdo génica global, ou seja,
todos os genes identificados pelo sequenciamento, utilizando as semelhangas e diferencas do

perfil génico de cada pool para representar o agrupamento das amostras (Figura 6).

mC
II/IV - Sem
II/IV - Com

PC2

PCl

Figura 6 - Grafico PCA, distribuicdo das amostras conforme sua expressdo génica global.
Amostras dos grupos Controle (C), Endometriose III/IV sem endometrioma (II/IV - Sem) e
Endometriose III/IV com endometrioma (III/IV - Com).

A reta estabelecida pelo PC1 (Principal component 1) divide o grafico em dois
quadrantes que representam a principal diferenca entre os pools. Considerando que a andlise
de expressdo gé€nica global representada pelo PCA avalia todos os genes identificados pelo
sequenciamento, aproximadamente 25 milhdes, a distribuicdo dos pools no grafico evidencia

uma diferenca sutil nas amostras endometriose quando comparadas as controles.
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A linha PC2 (Principal component 2) por sua vez, divide o grafico em duas
subdivisdes, representando a segunda maior diferenga entre as amostras. Essa separagdo do
PC2 indica uma subdivisdo do grupo controle, na qual duas amostras aparecem na parte
superior do grafico e uma no quadrante inferior. A mesma subdivisdo acorre no grupo
endometriose III/IV sem endometrioma com duas amostras na parte inferior e uma no

quadrante superior.

4.5 Andalise de expressdo génica diferencial

As comparagdes por andlise de bioinformatica foram realizadas entre todos os grupos
do estudo e foram considerados genes diferencialmente expressos aqueles com valores de p <

0,05. As comparacdes foram detalhadas a seguir.

Para visualizar o perfil dos genes identificados como diferencialmente expressos
nestas comparagdes foram confeccionados agrupamentos hierdrquicos dos genes, baseados
nos niveis de expressdo (heatmap), dos genes com maior diferenca de expressao de acordo
com o valor de p. O agrupamento refletiu o padrdo de genes regulados positivamente ou

negativamente.

4.5.1. Comparagao entre os grupos controle e endometriose III/IV sem endometrioma

A comparacdo entre os grupos controle e endometriose III/IV sem endometrioma
apresentou 66 genes diferencialmente expressos (p < 0,05). Os 30 genes com maior diferenca
de expressdo desta comparagdo foram representados em um heatmap de acordo com seu
agrupamento hierarquico (Figura 7). A tabela 4 identifica os 30 genes e seus respectivos

status da expressao refletido pelo grupo endometriose III/IV sem endometrioma.
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Figura 7 - Heatmap dos 30 genes com maior diferenca de expressdo na comparagdo grupo
controle e grupo endometriose III/IV sem endometrioma, agrupados pelo nivel de expressao.
As coloragdes azuis e vermelhas indicam, respectivamente, o aumento e diminui¢do da
expressdo. Amostras dos grupos Controle (C) e Endometriose III/IV sem endometrioma
(III/TV - Sem).
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Tabela 4 — Os 30 genes com maior diferenga de expressdo em células do cumulus de mulheres
inférteis com endometriose III/IV sem endometrioma comparadas aos controles.

Gene Nome oficial do gene p value Status
CYPIBI Cytochrome P450 family 1 subfamily B member 1 8,14E+04 Down
TOBI1 Transducer of ERBB2, 1 0.00499348591835858 Down
MBNL3 Muscleblind like splicing regulator 3 0.0085756761938157 Down
PUS7L Pseudouridylate synthase 7 like 0.0114377493627879  Down
PDPI Pyruvate dehydro gselilt)as::lifliosphatase catalytic 0.0159374033396463  Down
SLCI10A47 Solute carrier family 10 member 7 0.0220422460309614  Down
iquinol-cytochrome c r tase complex III
vocrg ~ Ublquinol-eytoc Suport ;‘1‘1” R 0.000152557732643079  Up
WDRS30S WD repeat domain 83 opposite strand 0.000168136742577093 Up
RAMPI Receptor activity modifying protein 1 0.00203355488078927 Up
CoX84 Cytochrome c oxidase subunit 8A 0.00332267185799696 Up
ANAPCI11 Anaphase promoting complex subunit 11 0.00332267185799696 Up
MTIE Metallothionein 1E 0.00499348591835858 Up
TMEM256 Transmembrane protein 256 0.00568559969109982 Up
H24F7Z H2A histone family member Z 0.0119193763828222 Up
SSR4 Signal sequence receptor subunit 4 0.0123633113352655 Up
NDUFS3  NADH:ubiquinone oxidoreductase core subunit S3 0.0123633113352655 Up
GASS Growth arrest specific 5 (non-protein coding) 0.0125160433250437 Up
NDUFB2 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B2 0.0125160433250437 Up
ELOB Elongin B 0.0125160433250437 Up
CHCHD? C011ed-c011-he1(1:>;-r<1:tc;1il;:icril-gle-hehx domain 0.0159374033396463 Up
MZT24 Mitotic spindle organizing protein 2A 0.0160851129142765 Up
RBX1 Ring-box 1 0.0161976331140603 Up
ROMO1 Reactive oxygen species modulator 1 0.0212724547694766 Up
MZT2B Mitotic spindle organizing protein 2B 0.0220422460309614 Up
SRAI Steroid receptor RNA activator 1 0.0220422460309614 Up
EBP Emopamil binding protein (sterol isomerase) 0.0220422460309614 Up
NAPRT Nicotinate phosphoribosyltransferase 0.0220422460309614 Up
HINT2 Histidine triad nucleotide binding protein 2 0.0220422460309614 Up
TMEM141 Transmembrane protein 141 0.0220422460309614 Up
MVK Mevalonate kinase 0.0220422460309614 Up

NOTA: Status de expressdao dos genes no grupo endometriose III/IV sem endometrioma com
relagdo ao grupo controle (p value < 0,05).
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4.5.2. Comparagdo entre os grupos controle e endometriose III/IV com endometrioma

A comparacdo entre os grupos controle e endometriose III/IV com endometrioma
apresentou 461 genes diferencialmente expressos (p < 0,05). Os 30 genes com maior
diferenga de expressdo desta comparacdo foram representados em um heatmap com
agrupamento hierarquico (Figura 8). A tabela 5 identifica estes genes de acordo com o status

da expressao refletido pelo grupo endometriose III/IV com endometrioma.
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Figura 8 - Heatmap dos 30 genes com maior diferenca de expressdo na comparagdo grupo
controle e grupo endometriose III/IV com endometrioma, agrupados pelo nivel de expressao.
As coloragdes azuis e vermelhas indicam, respectivamente, o aumento e diminui¢do da
expressdo. Amostras dos grupos Controle (C) e Endometriose III/IV com endometrioma
(III/TV - Com).
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Tabela 5 - Os 30 genes com maior diferenga de expressao em células do cumulus de mulheres
inférteis com endometriose III/IV com endometrioma comparadas as controles.

Gene Nome oficial do gene p value Status
CYPIBI Cytochrome P450 family 1 subfamily B member 1 8,14E+04 Down
NEATI Nuclear paraSpe;iet;figl(zgg;mnsmpt Fmon- 5 00499348591835858  Down

GASS Growth arrest specific 5 (non-protein coding) 0.0085756761938157 Down

SSR4 Signal sequence receptor subunit 4 0.0114377493627879 Down

RBX1 Ring-box 1 0.0159374033396463 Down

EBP Emopamil binding protein (sterol isomerase) 0.0220422460309614 Up
RAMPI Receptor activity modifying protein 1 0.000152557732643079 Up

Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex 11

UQCRQ d Y bt V1T p 0.000168136742577093  Up
CXCL5 C-X-C motif chemokine ligand 5 0.00203355488078927 Up
SERPINB? Serpin family B member 2 0.00332267185799696 Up
WDRSE30S WD repeat domain 83 opposite strand 0.00332267185799696 Up
FABP4 Fatty acid binding protein 4 0.00499348591835858 Up
AQP9 Aquaporin 9 0.00568559969109982  Up
TMEMI141 Transmembrane protein 141 0.0119193763828222 Up
COX84 Cytochrome c oxidase subunit 8A 0.0123633113352655 Up

ECHI Enoyl-coa hydratase 1 0.0123633113352655 Up
HSPE] Heat shock protein family E (Hsp10) member 1 0.0125160433250437 Up
ROMOI Reactive oxygen species modulator 1 0.0125160433250437 Up

TMEM256 Transmembrane protein 256 0.0125160433250437 Up
MMAB Methylmalonic aciduria t(;l;);)alamin deficiency) cblb 0.0159374033396463 Up
SLC43A42 Solute carrier family 43 member 2 0.0160851129142765 Up
H24FZ H2A histone family member Z 0.0161976331140603 Up
RPLI0P6 Ribosomal protein L10 pseudogene 6 0.0212724547694766 Up
NDUFB2 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B2 0.0220422460309614 Up
arpse ATP SynthaSce(;g;l;;?lzil’s‘i’gﬁf;ﬁ;‘i’fhmdnal Fl 0.0220422460300614  Up
RNF181 Ring finger protein 181 0.0220422460309614 Up

FLNC Filamin C 0.0220422460309614  Up

COX6A1 Cytochrome c oxidase subunit 6A1 0.0220422460309614 Up
ANAPCI11 Anaphase promoting complex subunit 11 0.0220422460309614  Up
AC026271.5 ACO026271.5 Pseudogene 0.0220422460309614  Up

NOTA: Status de expressdao dos genes no grupo endometriose III/IV sem endometrioma com
relagdo ao grupo controle (p value < 0,05).
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4.5.3. Intersecdo dos genes das comparagdes

Com o objetivo de verificar quais genes estdo presentes em ambas comparagdes,
controle e endometriose III/IV sem endometrioma e controle ¢ endometriose III/IV com
endometrioma, foi realizada uma analise de intersecdo utilizando a ferramenta online
“Bioinformatics & Evolutionary Genomics”. A investigacdo evidenciou 56 genes
diferencialmente expressos comuns as duas comparacdes. Utilizando a mesma forma de
analise, realizamos a interse¢do destes 56 genes com os 30 genes com maior diferenca de
expressdo de ambos os grupos endometriose III/IV com e sem endometrioma (Figura 9). O

Diagrama de Venn revela 15 genes comuns as duas comparagoes.
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Figura 9 - Diagrama de Venn representando a intersecdo dos 56 genes provenientes das duas
comparagdes: grupo controle e endometriose III/IV sem endometrioma (III/IV — Sem) e grupo
controle e endometriose III/IV com endometrioma (III/IV — Com). No quadro da figura
podemos visualizar os 56 genes representados por seus simbolos oficiais e destacados em
vermelho os 15 genes comuns a ambas comparagdes.
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4.5.4. Comparagao entre os grupos endometriose III/IV com e sem endometrioma

A comparagdo entre os grupos endometriose III/IV sem endometrioma e endometriose

III/TV com endometrioma, ndo apresentou genes diferencialmente expressos (p < 0,05).

4.6 Analise de enriquecimento dos transcritos diferencialmente expressos

A analise de enriquecimento referente aos genes com maior diferenca de expressao
das comparagdes entre os grupos controle, endometriose III/IV sem endometrioma e III/IV
com endometrioma, foi realizada com a ferramenta eletrénica DAVID (Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery). Destacamos desta avaliacdo os
processos bioldgicos possivelmente relacionados com o papel da endometriose na aquisi¢ao
da competéncia oocitaria em mulheres inférteis. Os genes foram analisados do ponto de vista
funcional usando o banco de dados GENE do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) e as principais vias metabolicas foram evidenciadas através da base de dados

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).

4.6.1. Comparacgao entre os grupos controle e endometriose III/IV sem endometrioma

Dos 30 genes mais significativos desta comparagdo, 29 foram identificados pela
ferramenta de enriquecimento, DAVID, como genes ja descritos nos bancos de dados, apenas
o pseudogene 4C026271.5 ndo foi incluido na analise. Destes 29 genes, 13 foram associados
a diferentes vias metabolicas potencialmente ligadas a aquisi¢do da competéncia oocitdria em

mulheres inférteis com endometriose, tema foco deste estudo (Tabela 6).
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Tabela 6 - Andlise de enriquecimento das vias metabdlicas dos genes com maior diferenga de

expressao da comparagdo entre os grupos controle e endometriose III/IV sem endometrioma.

Via metabolica Genes associados (%) Genes identificados Status

CYPIBI Down
Biossintese de esteroides 10,3% EBP Up
MVK Up

NOTA: Genes associados a vias metabdlicas potencialmente relacionadas a aquisicdo da
competéncia oocitaria em mulheres inférteis com endometriose. Status de expressdo dos
genes no grupo endometriose III/IV sem endometrioma com relagdo ao grupo controle.

4.6.2. Comparacao entre os grupos controle e endometriose III/IV com endometrioma

Assim como na comparagdo anterior, dos 30 genes mais significativos, 29 foram
identificados pela ferramenta online de enriquecimento, apenas o pseudogene AC026271.5
ndo foi incluido na andlise. Dos 29 genes, 18 foram associados a diferentes vias metabolicas
possivelmente relacionadas a aquisi¢do da competéncia oocitdria em mulheres inférteis com

endometriose (Tabela 7).
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Tabela 7 - Analise de enriquecimento das vias metabdlicas dos genes com maior diferenga de

expressao da comparacdo entre os grupos controle e endometriose III/IV com endometrioma.

Via metabolica Genes associados (%) Genes identificados Status

CYPIBI Down
EBP Up

Biossintese de esteroides 6,8%

ANAPCI1 Up

H2AFZ Up

Conjugagdo de ubiquitina 17,2% UQCRQ Up
FLNC Up

RNF181 Up

NOTA: Genes associados a vias metabodlicas potencialmente relacionadas a aquisicdo da
competéncia oocitaria em mulheres inférteis com endometriose. Status de expressdo dos
genes no grupo endometriose III/IV com endometrioma com relagdo ao grupo controle.
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Além da associacdo a vias metabolicas, a andlise de enriquecimento dos principais
genes diferencialmente expressos em células do cumulus de mulheres inférteis com
endometriose III/IV com e sem endometrioma, somados, evidenciaram 22 genes desregulados

envolvidos em processos € componentes mitocondriais, conforme demonstrado na figura 10.
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Figura 10 - Genes desregulados relacionados a processos ou componentes mitocondriais em
células do cumulus de mulheres inférteis com endometriose III/IV com e sem endometrioma.
As setas indicam o status de expressdo do gene desregulado, up: A e down: V.
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A associa¢do endometriose e infertilidade baseia-se na alta prevaléncia desta doenca
em populagdes de mulheres inférteis (D'hooghe et al., 2003; Holoch e Lessey, 2010). Apesar
de os mecanismos de causa ¢ efeito dessa relagdo ainda carecerem de esclarecimentos,
diversos estudos propdem um impacto deletério da endometriose sobre a qualidade oocitaria
(Brizek et al., 1995; Saito et al., 2002; Allegra et al., 2014; Donabela et al., 2015). A
aquisi¢do da competéncia oocitaria ¢ condicionada pelo conteido do fluido folicular e a
influéncia das células da granulosa e do cumulus (Canipari, 2000; Thomas et al., 2005;
Thomas e Vanderhyden, 2006; Gilchrist, 2011). Estes fatores somados estabelecem um
microambiente ovariano para o desenvolvimento do odcito, que pode ser danificado por
processos como alteracdes imunoldgicas, elevados niveis de espécies reativas de oxigé€nio e

foliculogénese anormal (Pellicer et al., 1998; Allegra et al., 2014).

Dentro deste microambiente, a comunica¢do cruzada entre o oocito ¢ as CC
desempenha um papel crucial na aquisicdo da competéncia gamética (Canipari, 2000). A
interagdo entre essas células inclui a troca de nutrientes, fatores de crescimento, transporte de
ions, sinais pardcrinos e moléculas regulatérias (Motta et al., 1994; Assidi et al., 2008;
Allegra et al., 2014). Isto posto, estudos propdem que a andlise da expressdo génica em CC
pode ser utilizada como um potencial biomarcador de qualidade oocitdria (Hamamabh et al.,
2006; Hamel et al., 2008; Haouzi e Hamamah, 2009; Haouzi et al., 2012; Donabela et al.,
2015).

Apesar de a literatura demonstrar a expressao alterada de genes em CC envolvidos em
multiplos mecanismos passiveis de comprometer o desenvolvimento gamético em mulheres
com endometriose, até o presente nenhum trabalho com a ampla cobertura e sensibilidade de
um sequenciamento de nova geragdo foi realizado. Desta forma, propusemos um estudo
inédito da andlise global do transcriptoma, por RNA-Seq, das CC de mulheres inférteis com
endometriose III/IV com e sem endometrioma e pacientes sem a doenga, com o objetivo de
evidenciar processos biologicos e vias de atuacdo correlacionados com o papel da

endometriose na infertilidade e seu possivel impacto na aquisi¢do da competéncia oocitdria.

Ao compararmos o transcriptoma das CC entre os diferentes grupos do estudo
observamos que as pacientes com endometriose III/IV com e sem endometrioma
apresentaram, respectivamente, 461 e 66 genes com expressao alterada quando comparadas as
controles (p < 0,05). Através da anélise de enriquecimento dos 30 genes com maior diferenca

de expressdo destas comparacdes verificamos que em ambos os grupos, endometriose I11I/IV
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com e sem endometrioma, foram identificadas vias metabolicas alteradas como a fosforilagdo
oxidativa com 6 genes hiperexpressos, a acetilagdo que apresentou 12 transcritos com
expressdo aumentada, a conjugacao de ubiquitina, com 5 genes up regulados e a biossintese

de esteroides com 3 transcritos alterados, sendo 2 hiperexpressos e 1 down regulado.

A via da fosforilagdo oxidativa, tem por fun¢do produzir energia, na forma de ATP,
através da oxidagdo de nutrientes e liberacdo de elétrons. Esse mecanismo molecular de
formag¢do de ATP ocorre através dos complexos da cadeia de respiracdo mitocondrial

localizada na membrana interna da mitocondria (Weber ¢ Senior, 2003; Dumesic et al., 2015).

Os complexos I e II da fosforilagdo oxidativa promovem a redugdo de moléculas de
ubiquinona e a expulsdo de prétons da matriz mitocondrial para o espaco intermembrana.
Dentre os transcritos relacionados a esta via o NDUFB2 ¢ o NDUFS3 fazem parte do
complexo I e ambos possuem niveis de expressdo aumentada em CC de pacientes com
endometriose avancada quando comparadas as mulheres sem a doenca. O complexo III ¢
responsavel pela transferéncia de elétrons entre o ubiquinol, produzido nos complexos I e II, e
o citocromo C. Para cada molécula de ubiquinol reduzida, dois citocromos C sdo oxidados e
quatro protons sao bombeados para o espago intermembrana da mitocondria. A enzima
citocromo C oxidase ou complexo IV, ¢ responsavel pelo transporte dos elétrons do citocromo
C para o oxigénio molecular que ¢ reduzido a dgua. Essa reducdo produz um gradiente de
préotons através da membrana mitocondrial (Weber e Senior, 2003; Dumesic et al., 2015).
Nesta etapa foram identificados os genes UQCRQ, COX84 e COX6AI hiperexpressos em

mulheres com endometriose III/IV em comparagdo as controles.

Por fim, a matriz da mitocondria apresenta um déficit na concentracio de ions H'
devido o bombeamento de protons para o espaco intermembrana. Em busca da homeostase a
enzima ATP sintase regula a reentrada dos prétons na matriz produzindo por consequéncia
moléculas de ATP. Identificamos neste mecanismo o gene ATP5SE, mais expresso em
pacientes com endometriose avancada quando comparadas as mulheres sem a doenca. Esse
aumento da expressdo dos genes relacionados a cadeia de fosforilagcdo oxidativa em CC de
mulheres com endometriose III/IV sugere o crescimento da produgdo de energia em forma de

ATP e a alterag@o no metabolismo da mitocondria.

Através da rede de comunicagdo ou jungdes celulares o oocito absorve pequenos

metabolitos, como substratos energéticos, nucleotideos e aminodcidos, provenientes em sua
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maioria das CC (Buccione ef al., 1990; Sugiura et al., 2005). Peddinti e colaboradores (2010)
verificaram que proteinas pertencentes ao processo de fosforilagdo oxidativa encontravam-se
mais expressas nas CC do que em odcitos bovinos em estagio de vesicula germinativa,
sugerindo que estas células sdo as principais fontes de ATP do odcito (Peddinti et al., 2010).
Um estudo realizado em camundongos demonstrou que os odcitos envoltos pelas CC durante
a maturagao in vitro possuiam maiores niveis de ATP do que os odcitos desnudados, ademais,
quando empregados inibidores de juncdes celulares a diferenca nos niveis de ATP foi abolida,

resultado que corrobora a contribuicdo de ATP das CC para do gameta (Dalton ef al., 2014).

No entanto, a fosforilagdo oxidativa também produz grande quantidade de elétrons que
ao transporem a membrana interna mitocondrial tornam-se espécies reativas de oxigénio
(Dumesic et al., 2015). O aumento destes radicais livres pode afetar a qualidade e o
desenvolvimento embrionario (Das et al., 2006; Yalcinkaya et al., 2013). Estudos recentes
evidenciaram que pacientes com endometriose apresentam niveis elevados de espécies
reativas de oxigénio e a diminuicdo da capacidade antioxidante total no fluido folicular
(Prieto et al., 2012; Singh et al., 2013). Corroborando estes resultados, em um trabalho
realizado pelo nosso grupo, onde odcitos bovinos foram cultivados em fluido folicular de
pacientes com endometriose, a suplementagdo de antioxidantes durante a maturacdo in vitro
preveniu efeitos deletérios sobre o fuso meidtico e a distribuicdo cromossdmica (Giorgi et al.,

2016).

Baseados nestes achados, sugerimos que a hiperexpressao dos genes presentes na via
de fosforilacdo oxidativa resulta no aumento da produ¢do de ATP e por consequéncia maiores
niveis de espécies reativas de oxigénio, tornando o microambiente do complexo cumulus
oocito pro-oxidativo. Esse processo de estresse oxidativo nas CC pode ser prejudicial ao

desenvolvimento e a aquisi¢do da competéncia oocitaria.

Entre os processos metabodlicos alterados nas CC de pacientes com endometriose
III/TV com e sem endometrioma também encontramos a via de acetilagdo. Nesta via
identificamos 12 genes com expressdo aumentada, H2AFZ, WDR830S, EBP, HINT2, MTIE,
RBXI, TMEM256, UQCRQ, FABP4, ECHI, HSPEI e ATP5E. A acetilagdo ¢ um processo
pos-traducional de proteinas, histonas e tubulinas, e estd associado a mecanismos epigenéticos
através de modificagcdes quimicas no DNA e na cromatina (Tamburini e Tyler, 2005; Howell

et al., 2009).
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Na endometriose, as alteracdes epigenéticas podem ocorrer em estagios criticos para
o estabelecimento da gestagdo, tais como a maturagdo do odcito (Nafee et al., 2008), o
desenvolvimento embriondrio, a pré-implantacdo (Latham e Schultz, 2001) e a implantagdo
(Paulson et al., 1990; Stilley et al., 2012). Baseados em estudos anteriores, Stilley e
colaboradores (2012), sugerem que o fluido folicular de pacientes com endometriose, que
apresenta o aumento de citocinas inflamatérias e espécies reativas de oxigénio (Hill et al.,
1988), pode desencadear mutacdes epigenéticas no genoma do embrido, essas potenciais
modifica¢des ocorreriam, por exemplo, através de enzimas como as histonas deacetilases
(Stilley et al., 2012). Pesquisas que investigaram o envelhecimento do odcito revelaram
diversas alteragdes epigenéticas, incluindo o aumento do nivel de acetilacdo das histonas
(Huang et al., 2007; Liang et al., 2008; Manosalva e Gonzalez, 2010). As histonas acetiladas
possuem uma afinidade reduzida pelo DNA e umas pelas outras tornando a conformagdo da
cromatina aberta e transcricionalmente ativa (Ausio et al., 2003) sugerindo um aumento na
transcri¢do. Dessa forma, acreditamos que os niveis de transcri¢do elevados estimulariam uma
maior formagdo de proteinas, as quais poderiam ser mal formadas, indesejadas ou danificadas.
Essa hipotese pode ser reforcada por outra via alterada identificada no estudo, a via da

conjugacao de ubiquitina.

A andlise de enriquecimento dos 30 genes com maior diferenca de expressdo da
comparagdo entre os grupos endometriose III/IV com endometrioma e mulheres sem a doenga
evidenciou 5 genes alterados envolvidos na via da conjugacdo de ubiquitina, sendo que
ANAPCI1, UQCRQ, H2AFZ, RNFI181 e FLNC estdo hiperexpressos. Além disso, ao
analisarmos a totalidade dos genes diferencialmente expressos entre mulheres com
endometriose III/IV sem endometrioma e controles encontramos 4 destes transcritos up
regulados envolvidos na via de conjugagdo da ubiquitina (ANAPCI11, UQCRQ, H2AFZ ¢
RNF181), visualizados na analise de intersecdo, sugerindo que esta via também esta alterada

nas CC destas pacientes.

A ubiquitina ¢ uma proteina com funcdo de regulacdo proteica, ela marca proteinas
para que sejam degradadas por um complexo denominado proteassoma. A maior atuagdo da
ubiquitina-proteossoma se da em proteinas mutantes ou danificadas que nao foram aprovadas
pelo restrito controle de qualidade da célula (Hershko et al., 2000; Bhogaraju e Dikic, 2016).

Além disso, a ubiquitilagio ¢ um processo proteolitico dependente de ATP (Etlinger e
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Goldberg, 1977), o que justificaria o aumento da producdo de ATP pela via de fosforilagdo

oxidativa previamente descrita.

Outra via metabolica identificada pela analise de enriquecimento foi a biossintese de
esteroides ou esteroidogénese um processo crucial para o crescimento folicular e
desenvolvimento oocitdrio (Dumesic et al., 2015). Dois dos genes identificados nesta via
estdo relacionados a sintese do colesterol, MVK e EBP, ambos hiperexpressos em CC de
pacientes com endometriose. Sendo incapaz de produzir o aporte suficiente de colesterol de
que necessita, o odcito delega esta tarefa as CC (Su et al., 2008). Estudos realizados com
camundongos evidenciaram que os odcitos também ndo possuem receptores para colesterol,
sugerindo que estes sdo incapazes de captar esse esteroide do ambiente (Sato et al., 2003).
Desta forma, as CC sdo responsaveis por sintetizar e prover grande parte do colesterol
necessario para o odcito e essa interagdo ¢ regulada pelo gameta através de fatores paracrinos

(Li et al., 1998; Miettinen et al., 2001; Su et al., 2008).

Os transcritos MVK e EBP ja foram identificados em camundongos tendo sua
expressao aumentada em CC quando comparadas ao oocito, ratificando o importante papel
das CC no aporte de colesterol para o gameta (Su ef al., 2008). Acreditamos que o aumento da
expressao destes genes em células do CC de mulheres com endometriose III/IV com e sem
endometrioma quando comparadas a controles pode estar relacionada ao dano oocitario

desencadeado pela doenga.

Sabemos que mulheres com endometriose possuem maiores niveis de espécies reativas
de oxigénio e reducdo da capacidade antioxidante no fluido folicular, favorecendo um
ambiente de estresse oxidativo (Prieto et al., 2012; Singh et al., 2013) que pode comprometer
a qualidade e o desenvolvimento do gameta (Das ef al., 2006; Yalcinkaya et al., 2013). Seli e
colaboradores (2014), sugerem que as CC sdo responsaveis pela regulacdo da oxirreducio no
oocito fornecendo NADP (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), colesterol e
transportando L-alanina do fluido folicular para o odcito (Seli et al., 2014). Logo, supomos
que o odcito, afetado pelo aumento das espécies reativas de oxigé€nio presentes no fluido
folicular de mulheres com endometriose avangada, possa induzir o aumento da producdo de
colesterol das CC na tentativa de que estas o auxiliem a regular seu estado oxidativo através

de reagoes redox.

O gene CYPIBI, também relacionado a esteroidogénese ovariana, participa da via do
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estradiol e encontra-se menos expresso nas CC de pacientes com endometriose III/IV com e
sem endometrioma quando comparadas as mulheres sem a doenca. Brevemente, a
androstenediona proveniente das células da teca ¢ transformada em estrona nas células da
granulosa (murais e do cumulus), esta ¢ convertida em 17f-estradiol ou simplesmente
estradiol (E,) (Tesarik e Mendoza, 1997; Dumesic et al., 2015). Outra forma de sintese do E,
¢ através da conversdo da testosterona igualmente oriunda das células da teca (Anderiesz e
Trounson, 1995). O E;exerce fungdes fundamentais no desenvolvimento oocitario, visto que
odcitos imaturos possuem mecanismos de maturagdo citoplasmatica dependentes desse

hormonio (Tesarik e Mendoza, 1995; Dumesic et al., 2015).

Altos niveis de E, e androgenos intrafoliculares estdo associados a altas taxas de
gestacdo em FIV (Andersen, 1993), enquanto baixos niveis de E, estdo relacionados ao
comprometimento do desenvolvimento embrionario in vitro (Rabinovici et al., 1989). O
transcrito CYPIBI atua na hidroxilagdo do 17B-estradiol no metabolito 4 OH-estradiol
(Hakkola et al., 1997; Zhu e Conney, 1998). A expressdo do CYPIB]1 ¢ regulada por meio do
estradiol, ligando-se ao seu receptor e alteragdes no nivel de expressdo deste gene podem
alterar a intensidade da acdo do estrogénio (Zheng et al., 2000; Tsuchiya et al., 2005). Isto
posto, sugerimos que a baixa expressdo do transcrito CYPI/BI em CC de mulheres com
endometriose avancada seja decorrente de uma reducdo dos niveis de E,, o que

comprometeria a esteroidogénese e a qualidade oocitaria.

Até o presente, ndo existem estudos avaliando as possiveis alteracdes nestes
mecanismos em CC do cumulus de pacientes com endometriose restando-nos hipdteses a
respeito. Contudo, estes achados abrem grandes perspectivas para estudos futuros que visem
esclarecer os processos bioldgicos e mecanismos moleculares relacionados a estas vias me CC

de pacientes inférteis com endometriose.

Na comparagdo entre pacientes com endometriose II/IV, diferenciadas pela
identificacdo ou nao de endometrioma no ciclo de estimulagdo, ndo houve diferengas
significativas quanto ao transcriptoma. Esse resultado indica a similaridade da expressdo
génica das CC dessas pacientes, visualizada também na andlise de intersecdo dos grupos,
sugerindo uma semelhan¢a molecular do impacto da endometriose avangada nestas células.
Estudos que investigaram a influéncia do endometrioma na fungdo ovariana e na qualidade
oocitaria verificaram que a presenga deste acometimento ndo interfere na competéncia

gamética (Filippi et al., 2014), nem na qualidade embrionaria e nas taxas de gravidez p6s FIV
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(Suzuki et al., 2005). Se corelacionarmos estes achados podemos sugerir que as CC assim
como a qualidade oocitaria ndo sofrem influéncia pela presenca do endometrioma ovariano.
Contudo, essa analise comparativa por sequenciamento ¢ inédita e tais hipdteses precisam ser

confirmadas em pesquisas futuras com metodologias apropriadas.

Nosso estudo trouxe contribui¢des inéditas no entendimento dos processos biologicos
e vias de atuacdo associados ao papel da endometriose na infertilidade e seu impacto na
aquisicdo da competéncia oocitaria. Porém, encontramos algumas limitagdes, sendo a
principal delas a pequena casuistica avaliada em decorréncia dos restritivos critérios de
elegibilidade e das mudancas adotadas pela comunidade médica com relagdo a
videolaparoscopia. Tida como padrdo ouro para a investigagdo da endometriose a
videolaparoscopia durante muito tempo foi empregada como medida usual no diagndstico e
tratamento da doenca, assim como para a investigacdo da infertilidade conjugal (Podgaec,
2014). No entanto, novas recomendacgdes das sociedades especializadas na tematica, como o
ESHRE (Special Interest Group for Endometriosis and Endometrium), sugerem que sintomas
de dor, sugestivos de endometriose, podem ser tratados sem um diagnostico definitivo.
Associado a isto, a videolaparoscopia deixou de ser recomendada, em tal grau, como
ferramenta de investigacdo da infertilidade, de modo que expressiva parcela das mulheres
inférteis com indicagdo de tratamentos de reproducdo assistida ndo foi submetida a este
procedimento. A partir dessa constatagdo, somando-se nossos rigorosos parametros de
elegibilidade, o niimero de pacientes da pesquisa foi drasticamente afetado. Além disso, a
baixa concentracdo e qualidade do RNA total das amostras de CC tornou-se outro obstaculo
no desenvolvimento deste trabalho. Aproximadamente 28% (N= 15) das amostras coletadas
foram excluidas da analise por ndo apresentarem RNA com integridade e concentracdo
adequadas para o experimento de RNA-Seq (RIN >7). Tais dificuldades prejudicaram

diretamente a casuistica do estudo limitando a generalizagdo dos resultados aqui obtidos.
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A comparagdo entre os grupos endometriose III/IV sem endometrioma e endometriose
III/IV com endometrioma ndo evidenciou genes diferencialmente expressos, demonstrando
que o perfil dos transcritos das CC destas pacientes tem grande similaridade, sugerindo que
estas células podem nao sofrer influéncias da presenga do endometrioma ovariano. Porém, as
comparagdes entre o grupo controle e os grupos endometriose III/IV sem endometrioma e
endometriose III/IV com endometrioma, apresentaram respectivamente 66 e¢ 461 genes

diferencialmente expressos em CC de mulheres inférteis com endometriose avangada.

A analise de enriquecimento referente aos genes com maior diferenca de expressao
nas pacientes com endometriose III/IV com e sem endometrioma comparadas a pacientes sem
a doenga, demonstrou processos biologicos alterados e possivelmente relacionados com a
aquisicdo da competéncia oocitaria, o que poderia estar envolvido na etiopatogenia da
infertilidade associada a endometriose. As vias metabolicas evidenciadas foram a fosforilagao
oxidativa, a acetilagdo, a conjugacdo de ubiquitina e a biossintese de esteroides, envolvidas,
respectivamente na produ¢do de ATP e, por consequéncia, de espécies reativas de oxigénio,
no aumento dos niveis de transcri¢do, na degradacdo de proteinas indesejadas ou danificadas e

na via do estradiol, processos essenciais ao desenvolvimento oocitario.

Nossos achados sdo inéditos e sugerem, com base nos processos biologicos e vias de
atuagdo desregulados em CC de mulheres inférteis com endometriose avancada, um possivel
mecanismo envolvido na infertilidade associada a doenca. Ademais, reforcam a importancia
de estudos futuros que investiguem essas e outras alteragdes nas CC associadas ao processo

de aquisicao da competéncia gamética em mulheres inférteis com endometriose.
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Anexo 1

Tabela - Quantificag@o e analise de integridade do RNA total das células do cumulus.

ID Grupo ng/ul RIN ID Grupo ng/pl RIN
2 Controle 3 N/A 44 III/TV - Sem 5,1 N/A
9 Controle 8.4 8.8 48 III/IV - Sem 87 9
11 Controle 98.5 8.9 50 III/TV - Sem 444 8,8
12 Controle 243 8 60 III/IV - Sem 8 N/A
16 Controle 8 N/A 62 III/TV - Sem N/Q N/A
19 Controle 9,4 8,4 77 III/IV - Sem 51 9,4
21 Controle 10 N/A 78 III/IV - Sem 77 9,1
24 Controle 34,6 9 1 III/IV - Com 9,6 N/A
35 Controle 81 8.8 7 III/IV - Com 52 9.2
43 Controle 32,2 9 18 III/IV - Com 36,3 8,5
47 Controle 29,2 9,2 22 III/IV - Com 45,9 8,7
51 Controle 6,7 N/A 23 III/IV - Com 7 7,5
52 Controle 5,2 N/A 28 II/IV - Com 3,6 6.4
55 Controle 69 9,1 33 III/IV - Com 28,5 8,4
65 Controle 10 8,3 37 III/IV - Com 4,3 N/A
66 Controle 7,3 N/A 39 III/IV - Com 77 8,7
74 Controle 343 9,1 46 III/IV - Com 4,6 N/A
14 III/IV - Sem 40 7,7 49 III/IV - Com 12 8
15 III/IV - Sem 25,7 8,2 54 III/IV - Com 39,2 N/A
17 III/IV - Sem 26,9 7,7 61 III/IV - Com 37 9
20 III/IV - Sem 30 8,2 63 III/IV - Com 40,3 9,7
26 III/IV - Sem 65 8,9 68 III/IV - Com 314 9,4
27 III/IV - Sem 100 9 70 III/IV - Com 2,2 N/A
30 III/IV - Sem 13,8 7,7 72 III/IV - Com 60 9,6
36 III/IV - Sem 12,3 7,9 75 III/IV - Com 24,1 8,6
41 III/IV - Sem 81 9,1 79 III/IV - Com 53 9,8
42 III/IV - Sem 4.5 N/A

NOTA: ID: identificagdo da amostra, ng/ul: concentracdo total em ng/ul, amostras eluidas
com total de 20 pl, RIN: RNA integrity number, N/Q: ndo quantificavel, N/A: ndo analisavel.
Grupos: Controle, Endometriose II/IV sem endometrioma (III/IV - Sem) e Endometriose
III/TV com endometrioma (III/IV - Com).



