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RESUMO

Myung, LHJ. Andlise de marcadores protéicos no endométrio de mulheres
portadoras de endometriose profunda intestinal [dissertacdo]. S&o Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

INTRODUGCAO: A endometriose € doenca ginecoldgica prevalente, com
intervalo de tempo longo entre o inicio dos sintomas e o diagnostico definitivo.
A endometriose profunda intestinal se apresenta com sintomas mais severos, e
maior morbidade cirdrgica. Um método minimamente invasivo para o
diagnostico precoce se faz necesséario, e impediria a progressdo para as
formas mais profundas da doenca. Estudos de biomarcadores com técnicas em
protedmica podem trazer melhor entendimento das bases moleculares da
doenca, possibilidade de diagndéstico precoce, e do desenvolvimento de
terapias-alvo. OBJETIVO: Comparar o perfil de expressdo de proteinas do
endométrio topico entre pacientes saudaveis e com endometriose profunda
intestinal, por técnica de espectrometria de massas shotgun. METODOS:
Estudo caso-controle exploratorio, com total de 24 pacientes divididas em dois
grupos: pacientes com endometriose profunda intestinal com comprovacao
cirdrgica, e pacientes do grupo controle saudavel submetidas a cirurgia de
lagueadura tubarea. Amostras de endométrio tépico foram obtidas por meio de
auxilio de catéter de aspiracdo. As amostras foram submetidas a extracéo,
digestado, dessalinizacdo peptidica, e analisadas seguindo uma abordagem de
espectrometria de massas shotgun, label-free de DDA (aquisicdo dependente
de dados), utilizando o instrumento Orbitrap Elite (Thermo Fisher, EUA).
RESULTADOS: a analise protedbmica dos resultados foi realizada através do
software Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK), e
resultou em um painel de 595 proteinas diferencialmente expressas entre 0s
grupos controle e endometriose. Os resultados revelaram diferentes moléculas
de acordo com a fase do ciclo menstrual, e o estadio da doenca. As principais
proteinas com expressao aumentada no grupo de pacientes com endometriose
incluiram SETSIP, SRRM2, CAPS, H2AFV e SAFB, enquanto moléculas
reguladas negativamente incluiram BPIFB1, FAM184A, SLPI, PIGR, JCHAINA,



HLA-A e LTF. As proteinas diferenciais entre 0s grupos apresentaram o cancer
como principal doenca associada (p - valor de 4,14E-02 — 3,91E-08), de acordo
com as analises realizadas pelo software IPA (Ingenuity Pathway Analysis
System; Ingenuity Systems, Redwood City, CA, USA). As principais proteinas
com expressdo aumentada nos estadios mais avancados da doenca foram
CHMPA4B, DES, EIF3I, CDH13, LIMS1, HSPA4, HSP90AB1, TUBB, NPM1,
MYL6, e foram descritas relacionadas a metastases e pior prognostico de
diversos tipos de canceres. CONCLUSAO: CHMP4B, DES, EIF3l, CDH13,
LIMS1, HSPA4, HSP90AB1, TUuBB, NPM1, MYL6 sdo proteinas com
expressdo aumentada no endométrio das pacientes portadoras de
endometriose profunda intestinal em estadios avancados. O presente estudo
revelou proteinas diferencialmente expressas na endometriose em associacao
com diversos tipos de canceres. Os achados constituem possiveis marcadores
para o desenvolvimento de técnicas para o diagndstico minimamente invasivo,

e potenciais alvos terapéuticos para a doenca.

Descritores: Endometriose; Biomarcadores; Endométrio; Protedbmica;

Espectrometria de massas; Neoplasias.



SUMMARY

Myung, LHJ. Analysis of protein markers in the endometrium of women with
deep intestinal endometriosis [dissertation]. S&o Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

INTRODUCTION: Endometriosis is a prevalent gynecological disease, with a
long time elapsed from onset of symptoms to definitive diagnosis. Deep
intestinal endometriosis presents with more severe symptoms, and greater
surgical morbidity. A minimally invasive method for early diagnosis becomes
necessary and would prevent progression to the deeper presentations of the
disease. Studies of biomarkers with proteomics techniques can provide a better
understanding of the molecular basis of the disease, the possibility of early
diagnosis, and the development of targeted therapies. OBJECTIVE: To
compare the expression of eutopic endometrial proteins between healthy and
deep intestinal endometriosis patients, using a shotgun mass spectrometry
technique. METHODS: An exploratory case-control study with a total of 24
patients divided in two groups: patients with intestinal deep endometriosis with
surgical confirmation, and patients in the healthy control group submitted to
tubal ligation surgery. Eutopic endometrial samples were obtained by aspiration
catheter. The samples were submitted to extraction, digestion, peptide desalting
and analyzed using a DDA (data-dependent acquisition) label-free mass
spectrometry approach by the Orbitrap Elite instrument (Thermo Fisher, USA).
RESULTS: Proteomic analysis was performed using the Progenesis QI
software (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK) to profile 595
differentially expressed proteins between the control and endometriosis groups.
The results revealed different molecules according to the phase of the
menstrual cycle and stage of disease. Top upregulated molecules included
SETSIP, SRRM2, CAPS, H2AFV, and SAFB, whereas downregulated
molecules included BPIFB1, FAM184A, SLPI, PIGR, JCHAIN, HLA-A, and LTF.
Among top diseases associated molecules between groups were related to
cancer (p - value of 4.14E-02 - 3.91E-08), according to the analysis performed
by IPA software (Ingenuity Pathway Analysis System, Ingenuity Systems,



Redwood City, CA, USA). Top upregulated proteins among patientes with
advanced stage of endomeriosis were CHMP4B, DES, EIF3l, CDH13, LIMS1,
HSPA4, HSP90AB1, TUBB, NPM1, MYL6. Those proteins were related to
metastasis and poor survival of several cancer types. CONCLUSION:
CHMPA4B, DES, EIF3I, CDH13, LIMS1, HSPA4, HSP90AB1, TUBB, NPM1,
MYL6 are among the top upregulated proteins in patients with advanced stage
of deep intestinal endomeriosis. The present study revealed proteins
differentially expressed in endometriosis as potential biomarkers for the
development of techniques for minimally invasive diagnosis, and potential

therapeutic targets for the disease.

Descriptors: Endometriosis; Biomarkers; Endometrium; Proteomics; Mass

Spectrometry; Neoplasms.
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1. INTRODUCAO

1.1 Endometriose

A endometriose € definida pela presenca de glandula e/ou estroma
endometriais fora da cavidade uterina (1). Estima-se que 10 a 15% da
populacdo feminina em idade fértii seja acometida pela doenca.
Aproximadamente 50% das mulheres com infertilidade (2) e 62% de
adolescentes com dismenorréia severa podem ser diagnosticadas com
endometriose (3).

O quadro clinico € caracterizado por dismenorréia, dor pélvica aciclica,
dispareunia de profundidade, alteragBes intestinais e urinarias ciclicas, e
infertilidade (4). Estima-se uma média de tempo de 7 anos entre o inicio dos
sintomas da endometriose e seu diagnéstico (5). A doenca, de percurso
cronico, resulta em importante prejuizo na qualidade de vida, impacto socio -
econdmico, além de importante problema de saude publica (6-8).

Diversas teorias sdo propostas para a patogénese da endometriose. A
teoria da menstruacdo retrégrada (9) é baseada no fato de que o tecido
endometrial seria conduzido através das trompas de Falépio até a cavidade
peritoneal durante o periodo menstrual. No entanto esta teoria nao €
considerada isoladamente um mecanismo causador da doenca, pois a
menstruacao retrograda é observada em mais de 90% das mulheres (10). A
teoria da metaplasia celdmica (11) explicaria a transformacdo de células
totipotentes do mesotélio da cavidade peritoneal em células endometriais, em
resposta ao estimulo de esterdides ovarianos (12). Outras teorias associadas
as anteriores seriam a da disseminacdo vascular e/ou linfatica das células
endometriais a distancia (13); a neoangiogénese envolvida no estabelecimento
e manutencdo da endometriose (14, 15); a influéncia de mecanismos
moleculares e imunologicos do fluido peritoneal (16-19); a predisposicéo
genética (20) e a influéncia dos fatores ambientais (21).

A classificacdo proposta pela antiga American Fertility Society em 1978 e
revisada em 1985 e 1996 (22) caracterizou a endometriose em quatro estadios

de acordo com a localizacdo e extensdo das lesdes e aderéncias visualizadas



em cirurgia (Anexo A). Cornillie et al. (1990) classificaram a doenca em
superficial e profunda para lesées menores, ou maiores e iguais a 5mm de
infiltracdo na superficie peritoneal, respectivamente (23). A endometriose
profunda € a forma mais agressiva da doenca, podendo acometer 0s ovarios,
regido retrocervical, o septo retovaginal, o reto, o sigmdéide, os ureteres, a
bexiga, ou até envolver linfonodos da regido pélvica (24, 25). Nisolle e Donnez
(1997) classificaram a endometriose em trés afeccOes distintas: a doenca
peritoneal, a doenca ovariana e a endometriose de septo reto-vaginal.
Atualmente a doenca do septo reto-vaginal € considerada quando ocorre o
acometimento profundo do compartimento posterior da pelve (26). A
endometriose profunda € associada a sintomas mais exuberantes, quando
comparada a doenca nas suas formas peritoneal ou ovariana (27, 28). O
comprometimento intestinal pode ser encontrado em 12% dos casos (29, 30), e
em 90% delas o retossigmodide se encontra acometido (31-33). A endometriose
intestinal apresenta-se associada a sintomas intestinais tais como disquezia e
hematoquezia ciclicas, além de alteragdes no transito intestinal (32), e maior
prejuizo na qualidade de vida (34). Existe uma alta prevaléncia de morbidade e
complicacBes relacionadas ao tratamento cirdrgico da endometriose profunda
intestinal descritas na literatura, tais como fistulas (0 - 4%), hemorragia (1 -
11%), infeccdes (1 - 3%), disfuncdes urindrias (1 — 17%) e intestinais (1 — 15%)
(27).

O diagnostico definitivo da endometriose depende da confirmacao
histolégica das lesdes (35), no entanto, pode-se direcionar a suspeita
diagnéstica através do quadro clinico (36). Os exames de imagem como a
ressonancia magnética (37) e a ultrassonografia transvaginal com preparo
intestinal possuem boa acuracia para suspeita de casos de endometriose
profunda (38), (39) (40), mas apresentam limitac6es no diagndstico das formas
superficiais e iniciais da doenca. Existe portanto, uma necessidade no
desenvolvimento de ferramentas para o diagnostico precoce. A procura por
biomarcadores através de técnicas da era “omica” tém sido empregadas nas
pesquisas em endometriose (41), como um possivel caminho para o
diagnéstico precoce da doenca. A gendmica e a epigendmica trazem

informagdes relevantes em seus resultados, no entanto a protedmica se



correlaciona mais diretamente com o0s processos funcionais e biolégicos da
doenca (42).

1.2 Protebmica

O termo "protedmica” surgiu em 1990 pela fusdo dos termos "proteina” e
"gendémica" (43, 44), e objetiva ao estudo da identificacdo, caracterizacao e
quantificacdo de todas as proteinas de um proteoma.

O estudo de um proteoma é mais desafiador do que a do sequienciamento
de um genoma, devido as suas diferentes caracteristicas de expressao,
localizacdo celular, interagbes, modificacbes pds- translacionais, turnover
funcional e espacial. Estima-se que existam mais de 100.000 formas de
proteinas codificadas por aproximadamente 20.235 genes do genoma humano
(45).

As proteinas constituem moléculas diretamente envolvidas em todas as
reacoes organicas dos seres vivos (46). O estudo de suas funcdes e interagdes
podem fornecer mais informacdes sobre uma doenca se comparado a analise
gendmica, devido a baixa correlacdo entre o genotipo e fendtipo nas doencas
(42).

Mudancas na quantificacdo de determinadas proteinas refletem processos
biolégicos especificos ou de doenca, que poderiam ser usadas como
biomarcadores, para melhor entendimento dos processos de doenca,
diagndéstico precoce, monitorizagdo clinica e desenvolvimento de terapias-alvo
(47), (48).

Técnicas em protedmica tém sido amplamente aplicadas no estudo de
diversas doencas oncoldgicas (49), auto-imunes (50), infecciosas (51),
inflamatorias (52), (53), cardiovasculares (54), endocrinolégicas entre outras
(55).

Fluidos bioldgicos como plasma e urina, apesar de serem facilmente
coletadas, apresentam pouca aplicabilidade para identificacdo de
biomarcadores por técnicas protedmicas, devido a alta concentragdo de
proteinas do plasma, dificultando a identificacdo de proteinas de baixo peso
molecular (56). Além disso por estarem distantes da leséo a ser estudada,



marcadores especificos da doenca estariam presentes em menor proporcao
nos fluidos perféricos (57). Por esse motivo, tem sido proposto o estudo de
amostras coletadas proximas a lesdo, como por exemplo o endométrio para a
endometriose ou o fluido ascitico no cancer de ovario (56, 58).

As principais técnicas utilizadas em pesquisas sobre protedmica tém sido
a eletroforese bidimensional com suas variantes, e a espectrometria de
massas. Apesar das técnicas em protebmica revelarem marcadores em
potencial, poucos tém apresentado aplicabilidade clinica para o rastreamento
de doencas e seguimento do tratamento (46). O OVAl foi o primeiro
biomarcador identificado por técnica protedmica e recentemente aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA). Constitui-se em um diagndstico in vitro
por ensaio indexado multivariado (IVDMIA), que inclui 5 biomarcadores para

avaliacao pré-operatoéria do risco de cancer de ovario (59).

1.2.1 Eletroforese bidimensional

A eletroforese é uma técnica de separacdo de proteinas baseada na
migracdo de moléculas carregadas, numa solucdo, em funcéo da aplicacao de
um campo elétrico (60). A variante bidimensional consiste em separar as
proteinas em duas etapas. Na primeira, é feita a separacdo por ponto
isoelétrico, através de géis de acrilamida em forma de tras com PH
imobilizado, e na segunda etapa em funcédo de sua massa molecular (60).

Desvantagens da técnica estdo no fato de que a analise é dispendiosa no
tempo, permite a identificacdo apenas individual de cada vez dos spots em gel,
e ndo permite o reconhecimento de proteinas com pesos moleculares muito
altos ou muito baixos (46). O grande desafio no estudo da protedbmica em géis
esta na obtencdo de amostras reprodutiveis. As técnicas em eletroforese por
suas limitacdes tem sido associadas ou substituidas por técnicas em larga
escala por espectrometria de massas (61), que aliadas ao desenvolvimento de
protocolos mais apurados no preparo de amostras, tem permitido a
identificacdo e a quantificacdo de proteinas de menor abundancia envolvidas

nas doencas (62).



1.2.2 Espectrometria de massas

O espectrbmetro de massas € um instrumento analitico capaz de
converter moléculas neutras em ions na forma gasosa e separa-las de acordo
com a sua razao massa/carga, utilizando para isso campos eletromagnéticos
(Figura 1). Esse equipamento atua como uma balanca de ions de altissima
precisdo e, em sua grande maioria, € composto por uma fonte ionizante,
analisadora, e detectora. Como resultado é emitido um grafico que representa

a intensidade do sinal dos ions, e a razdo massa/carga (63).
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Figura 1- Equipamento de espectrOmetro de massas: composto por uma fonte
ionizante, analisadora, e detectora. O resultado é um gréfico que representa a

intensidade do sinal dos ions, e a razao massa/carga.

Recentemente foram desenvolvidas técnicas capazes de ionizar
biomoléculas de alto peso molecular e proteinas. Estas técnicas também séo
capazes de alterar o analito de sua fase sdlida ou liquida para gasosa, estado
necessario para realizacdo da analise da espectrometria de massas sem
degrada-lo. Tais técnicas foram denominadas matrix assisted laser desorption
ionization (MALDI) (64) e electron spray ionization (ESI).

Uma variante da técnica de ionizagdo MALDI é a chamada Surface
Enhanced Laser Desoption lonization — Time of Flight (SELDI-TOF MS), que da



preferéncia ao estudo de peptideos hidrofébicos de baixo peso molecular
(<10kDa) e permite a analise de amostras com menor quantidade, 0 que ocorre
comumente em coletas de amostras clinicas (42, 64).

Uma das forgas que impulsiona a proteébmica nos dias atuais é o advento
de softwares em bioinformatica, que permitem interpretar os dados resultantes
da analise por espectrometria de massas, identificando-se sequéncias de
peptideos em bancos de dados de proteinas. Dois tipos de resultados séo
avaliados, o primeiro usa a informacdo relativa a massa molecular dos
peptideos oriundos da digestdo enzimatica (Peptide Mass Fingerprint),
enquanto o segundo faz uso de resultados obtidos pela fragmentacdo de

peptideos individuais previamente detectados (65), (66).

1.2.3 Protedbmica Shotgun/ Bottom-up

Protedmica "bottom-up" se refere a caracterizacdo de proteinas pelo
resultado da fragmentacdo das mesmas em um conjunto de peptideos. Quando
aplica-se essa analise a uma mistura complexa de proteinas de uma amostra
biolégica, chamamos de protebmica shotgun, termo batizado por Yates pela
sua analogia com o sequenciamento genémico shotgun (67).

A protebmica shotgun oferece uma analise indireta, através da
comparacdo dos peptideos de uma amostra bioldgica, derivados da
espectrometria de massas, com um espectro de padrdo de peptideos em um
banco de dados (in silico) (46).

As vantagens dessa técnica estdo em permitir (46):

- maior precisdo, sensibilidade e acuracia dentre as técnicas modernas de
espectrometria de massas;

- avaliacdo em maior escala, maior reprodutibilidade e menor tempo
comparado as técnicas classicas em gel de eletroforese;

- maior capacidade de quantificacdo e deteccdo das modificacbes poéds
translacionais e de isoformas das proteinas;

- maior capacidade de analise de amostras bioldgicas com quantidade reduzida

OuU escassa.



Recentemente novas tecnologias em aparelhos hibridos tem sido
desenvolvidos com diferentes fontes de fragmentacdo e ionizacdo Optica,
contribuindo para melhor acurdcia da técnica para misturas complexas de
peptideos. Pode-se citar os analisadores de massas de baixa resolugcdo: o
quadrupolo, o ion trap tridimensional ou linear; e analisadores de alta
resolucdo: o tempo de voo, transformada de Fourier de Ressonancia Ciclotron
de fons (FT-ICR) e Orbitrap. O Orbitrap tem se demonstrado vantajoso na
rapidez e sensibilidade particularmente para amostras menores (46, 68).
Estudos publicados até hoje em protebmica e endometriose encontraram
limitacbes em seus resultados devido a baixa reprodutibilidade das técnicas
baseada em géis (46), e da baixa precisdo dos resultados derivados das
analises em espectrometria de massas (67), essas por sua vez restritas pela
guantidade escassa de material que € obtida em amostras biologicas, a
exemplo do endométrio.

A técnica shotgun de espectrometria de massas, aliada a tecnologia de
aparelhos hibridos e softwares de bioinformética, traz uma nova proposta de
analise com maior sensibilidade, maior reprodutibilidade, avaliacdo em larga
escala com precisao e rapidez, e maior potencial em encontrar biomarcadores

em seus resultados (69).

1.3 Protebmica e biomarcadores em endometriose

Os primeiros estudos em endometriose e protedmica tém publicacdes
que datam de 2002 com um aumento exponencial nos ultimos 10 anos. Os
espécimes biologicos que vem sendo estudados séo: plasma (8%), soro (28%),
urina (8%), fluido endometrial (3%) e peritoneal (10%), endométrio eutdpico
(30%), endométrio ectopico da lesdo de endometriose (8%) e sangue
menstrual (5%) (62). Os estudos tém sido realizados em numero pequeno de
pacientes, com resultados preliminares ndo validados para o uso na pratica
clinica (70).

Liu et al. (2015) e Nisenblat et al. (2016) publicaram revisdes
sistematicas sobre diversas categorias de estudos, incluindo prote6mica, de

biomarcadores em urina e no soro de mulheres com endometriose (71), (72).



Devido a heterogeneidade e ao alto risco de viés dos estudos incluidos, a
utilidade clinica dos testes diagndsticos para endometriose permanece incerta.
Nenhum dos biomarcadores avaliados nestas revisdes puderam ser avaliados
de forma significativa e houveram evidéncias insuficientes ou de baixa
qualidade , .

May et al. (2011) e Gupta et al. (2016) publicaram revisdes sistematicas
sobre as alteracbes endometriais e possiveis biomarcadores nas diversas
categorias de estudos, e concluiram que os estudos em protebmica do
endométrio incluiu um desenho exploratério com numero pequeno de
pacientres (56), (73). O endométrio de mulheres com endometriose apresenta
caracteristicas intrinsecas moleculares (74) , que promovem a sobrevivéncia e
adesdo dos focos resultantes da mentruacdo retrégrada ao peritbneo.
Caracteristicas moleculares especificas do endométrio de mulheres com
endometriose revelam responsividade ao estimulo hormonal, estimulo a
neoangiogénese e capacidade de invasdo , além de desbalanco na expressao
génica e da producao de proteinas (75) .

A relativa facilidade na obtencdo de biopsias endometriais na pratica
clinica, e sua maior proximidade com o sitio da doenca, faz do endométrio uma
potencial ferramenta diagndstica. A identificacdo de diferencas na expressao
de proteinas entre mulheres com e sem a doenca poderia ser utilizada como
um biomarcador para a endometriose . As lesdes de endometriose profunda
intestinal (endométrio ectdpico) apresentam reacdo de fibrose e metaplasia
muscular ao redor de seu componente histolégico estromal em
aproximadamente 80% dos casos (76), tornando a representatividade do
componente estromal e glandular por vezes escasso nas amostras da lesao.
Consequientemente o estudo protebmico delas ndo seria comparavel ao do
endométrio tépico (77).

As principais técnicas utilizadas em pesquisas sobre protedmica e
endometriose tém sido a eletroforese bidimensional e a espectrometria de
massas. O principal desafio no estudo da protedmica € na obtengdo de
amostras reprodutiveis. As técnicas de eletroforese devido as suas limitacdes
tém sido substituidas por técnicas de espectrometria de massas em larga

escala, que permitiram a identificacdo e quantificacdo de proteinas de menor
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abundéancia envolvidas em doencas (46). A espectrometria de massas foi
descrita com vantagens na velocidade, sensibilidade e especificidade (67). A
proteOmica baseada em espectrometria de massas tem sido proposta em
varios estudos na area de ginecologia em cancer de ovario, endométrio, colo
de utero e mama, doenca trofoblastica gestacional, pré - eclampsia,
infertilidade e endometriose (70). Na ultima década, melhorias nas técnicas de
espectrometria de massas aumentaram a capacidade de analise direta de
amostras complexas, sem a necessidade de tratamento prévio de amostras
(78). A possibilidade do estudo direto das amostras em espectrometros de
massas tem oferecido maior precisédo, sensibilidade e acuracia para os estudos

em prote6mica e biomarcadores (66).



2. OBJETIVO
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2. OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo, analisar a expressao quantitativa de
proteinas do endométrio eutdpico, comparando pacientes com endometriose
profunda intestinal e grupo controle, por técnica shotgun de espectrometria de

massas.



3. METODO
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3. PACIENTES E METODO

3.1 Local de estudo e pacientes

O estudo foi realizado no Setor de Endometriose da Divisdo de Clinica
Ginecologica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), onde foram recrutadas as
participantes para o grupo com diagnéstico de endometriose, em colaboracéo

com as seguintes instituicoes:

Maternidade Escola Assis Chateaubriand da Universidade Federal do

Ceard (UFC): onde foram recrutadas as participantes para o grupo controle;

Laboratério de Protedmica do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal do Ceara (UFC): onde foram realizadas o preparo

das amostras para andlise em espectrometria de massas;

Laboratério de Bioquimica e Quimica de Proteinas- LBPQ da
Universidade de Brasilia (UnB): onde foram realizadas a analise do perfil

de proteinas e dos resultados estatisticos.

Laboratério de Imunologia, Instituto do Coracéo (InCor), do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
(HC-FMUSP): onde foram realzadas andlises funcionais dos resultados

obtidos com software de bioinformatica.

As pacientes foram divididas em dois grupos principais: endometriose
intestinal do retossigmoide (pacientes com confirmacao cirargica e histolégica)
e controles saudaveis (pacientes sem endometriose).

As pacientes foram previamente informadas sobre o estudo, e o material
foi coletado apdGs a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexos B, C e D). A coleta das amostras respeitou 0s principios éticos,
praticos e de biosseguranca estipulados pelo Ministério da Saude e pelas
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Comissdes de Etica em Pesquisa com Seres Humanos das instituicbes. O
estudo foi aprovado pelos Comités de Etica das instituicdes sob os pareceres
de n°1.015.450/15 e n° 2.257.051/ 17 (Anexos E e F).

3.1.1 Numero de paciente estudados

Trata-se de amostra consecutiva de total de 24 pacientes (grupo caso e
controle), que procederam a cirurgia laparoscopica para endometriose intestinal
no periodo de Abril de 2015 a Dezembro de 2016; e laqueadura tubaria entre
Agosto de 2016 a Marco de 2017.

O numero total de pacientes foi determinado pelo numero de
procedimentos cirlrgicos realizados durante o periodo de tempo estipulado. A
amostra consecutiva foi validada pela escassez de estudos para comparacao,

impossibilitando outro tipo de analise para obtencédo do tamanho da amostra.

3.1.2 Critérios de incluséo

Os critérios de inclusdo para o grupo de pacientes com endometriose
foram:

- idade entre 18 e 45 anos;

- endometriose profunda intestinal do retossigmoide comprovada cirtrgica
e histologicamente;

- ciclos menstruais eumenorréicos com o intervalo entre os ciclos variando
de 26 a 34 dias (Bastos, 1994);

- n&o utilizacao de terapéutica hormonal nos trés meses que antecederem
a cirurgia, incluindo analogos de GnRH, contraceptivos hormonais orais

ou injetaveis, combinados ou progestagénios.

Os critérios de inclusdo para as pacientes do grupo controle foram os
mesmos considerados para as pacientes com endometriose, exceto para a
presenca da doenca. Selecionaram- se mulheres com desejo de esterilizacao
cirdrgica definitiva através de lagueadura tubaria por videolaparoscopia e

previamente aprovadas para o procedimento, respeitando-se as normas que
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constam da Lei N°9.263 de 12 de janeiro de 1996, que regula o § 7° do art.226

da Constituticdo Federal.

3.1.3 Critérios de excluséao

Os critérios de exclusdo para ambos os grupos de pacientes, com
endometriose e controle sem endometriose foram:
- presenca de afeccao clinica aguda ou cronica ou qualquer patologia,
associada ou nao ao endométrio;
- presenca de doencas imunoldgicas, endocrinologicas, ou cancer,
comprovadas por anamnese, exame fisico e laboratorial quando

necessario.

No grupo controle sem endometriose, foram excluidas ainda pacientes
que apresentassem toda e qualquer anormalidade anatdbmica ou afeccéo

pélvica durante o procedimento de laqueadura tubarea.

3.1.4 Dindmica do estudo

Todas as pacientes incluidas responderam a um questionario (Anexo G),
que avaliou a presenca dos sintomas tipicos da doenca (dismenorréia, dor
pélvica cronica, dispareunia de profundidade, alteracdo intestinal ciclica,
alteracdo urindria ciclica e infertilidade), uso de medicacdes e comorbidades.
Foram realizados exames fisico e de imagem (ultrassonografia transvaginal e
/ou ressonancia magnética da pelve) de acordo com a indicacgao clinica.

As pacientes do grupo endometriose apresentavam queixas clinicas da
doencga, e exames de imagem que indicavam a presenca de endometriose
profunda intestinal do retossigmoide, infiltrando no minimo a camada muscular
propria intestinal. Indicou-se a cirurgia para os casos de falha do tratamento
clinico.

As pacientes do grupo controle ndo apresentavam queixas clinicas,

excluiu-se qualquer anormalidade pélvica ap0s exames de imagem, e
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apresentavam desejo de esterilizacdo cirdrgica definitiva por lagueadura
tubaria.

Ambos o0s grupos tiveram coletadas amostras de endométrio topico no
inicio das cirurgias,apés o procedimento anestésico e sua datacdo comprovada
histologicamente para a fase do ciclo.

Os dados cirurgicos foram levantados do prontuario eletrdnico, bem como
o estadio da doenca pela classificacdo da American Society for Reproductive
Medicine (ASRM, 1996) (Anexo A), resultado do exame histopatolégico da
lesdo intestinal profunda da endometriose, e confirmacdo da fase do ciclo
menstrual.

As amostras foram processadas no Laboratério de Protedbmica do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceard (UFC) e a
analise do perfil de proteinas e dos resultados estatisticos no Laboratério de
Bioquimica e Quimica de Proteinas- LBPQ da Universidade de Brasilia (UnB).
As andlises funcionais dos resultados obtidos com software de bioinformatica
foram realizadas no Laboratério de Imunologia do Instituto do Coracéo (InCor)
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HC-FMUSP).

3.2 Coleta de amostras

Foram coletadas biopsias de endométrio topico de pacientes do grupo
com endometriose profunda intestinal do retossigmoide e do grupo controle no
inicio das cirurgias com auxilio de catéter de aspiracao de 1,5mm de diametro
Pipelle de Cornier (CooperSurgical®) e imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido, e armazenadas em freezer a -800C.
3.3 Extracéo de proteinas
Todas as amostras de tecido foram submetidas a pesagem, maceracao

em nitrogénio liquido e solubilizacdo em solucdo de tampéo de bicarbonato de
trietilaménio 0,02M (TEAB) (Sigma-Aldrich, EUA) na propor¢cdo de 100mg /
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200ul, contendo inibidor de protease (Sigma-Aldrich, EUA) na proporcéo de 1:
1000; pH 8,5. As amostras foram centrifugadas a 9.000g por 15 min para obter
sobrenadante, e o pellet (debris) foi descartado. A quantificacdo protéica do
sobrenadante foi medida em triplicata através da técnica de Bradford (Bradford,
1976) em microplacas. Espécimes de 30ug de proteinas foram selecionados

em tubos de Eppendorf LoBind para digestao das proteinas.

3.4 Digestéo de proteinas

As amostras secas em Speed Vac® foram ressuspensas em Solucdo de
TEAB 0,02M, Ureia 8M e DTT (Ditiotreitol) 0,05M (pH 7,9) e incubadas por 25
minutos a 55°C e 400rpm. Sob abrigo de luz e apos resfriamento, foi
adicionada solucdo de IAA 0,5M (lodoacetamida) suficiente para atingir
concentracdo final de 0,014M e incubou-se novamente por 40 min a 21°C e
400rpm. Posteriormente foi adicionada Solugdo de DTT 0,5M para atingir a
concentracao final de 0,005M.

As amostras foram diluidas na raz&o 1:5 com solucdo de TEAB 0,02M (pH
7,9), considerando a adicdo de solucdo de CaClz (Cloreto de Célcio) 0,1M
suficiente para atingir a concentracao final de 0,001M, e a adicdo de Tripsina
(Promega) na razao 1:50 (1parte de tripsina para 50 de proteina). Em seguida,
as amostras foram encubadas por 13h a 37°C e 300rpm, e apds o peridodo de
digestao e resfriamento, foi adicionada solucdo de TFA (&cido trifluoroacético)

20% para atingir a concentracao final de 1%.

3.5 Dessalinizacao peptidica

Em ponteiras P200, foram contruidas colunas “home made” de fase
reversa utilizando discos Empore™ SPE C18 (Sigma-Aldrich, EUA).

Para o preparo da coluna, foram realizadas sequéncias de centrifugacao a
1.000g por 3 minutos com Metanol 100%, seguido de Solucdo de Acetonitrila
80% e Acido Acético 0,5%, e por fim Solucdo de Acido Acético 0,5%.
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Finalmente, as amostras foram adicionadas a coluna, centrifugadas a
900g durante 4 min e dessalinizadas duas vezes com Solucdo de Acido acético
0,5% a 1.000g por 3 minuto.

A eluicdo dos peptideos foi realizada em gradiente de Acetonitrila (25%,
50%, 80% e 100%), mantendo a concentracdo de Acido Acético a 0,5% nas
solucbes, com centrifugacdes lentas de 600g durante 3 min e eppendorfs de

coleta do tipo LoBind.

A quantificacdo peptidica pré-analise por espectrometria de massas foi

realizada através da plataforma Qubit™ (Thermo Fisher, EUA) (Figura 2).

Fonte: Myung L, 2017.

Figura 2- Plataforma Qubit™ (Thermo Fisher, EUA) para quantificacédo peptidica.
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3.6 Espectrometria de massas

As amostras foram analisadas seguindo uma abordagem espectrométrica
de massa label-free de DDA (aquisi¢do dependente de dados) utilizando o
instrumento Orbitrap Elite (Thermo Fisher, EUA) (Figura 3).
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Figura 3- Espectrometro de massas hibrido Thermo Scientific Orbitrap Elite®,
combina o espectrémetro de massas ion trap de dupla pressdo com analisador de
massa Orbitrap TM de alto campo. O sistema oferece resolucdo de alta sensibilidade,
e velocidade de varredura (Thermo Scientific).
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Foram injetados 3ug da mistura de peptideos numa coluna com 2cm X
100pm contendo particulas C18, 5um. Os peptideos foram eluidos desta
coluna para outra (32cm x 75um) contendo particulas C18, 3um e finalmente
eluidas para a fonte de ionizacdo do espectrometro de massa. O gradiente de
eluicdo foi composto de acido formico a 0,1% e acetonitrila 2 a 35% durante
155 minutos. As fracGes eluidas geraram espectros de MS1 a uma resolucao
de 120000 entre 300-1650 m/z. Os doze ions mais abundantes de MS1 com
cargas maiores do que dois foram automaticamente selecionados para uma
segunda fragmentacédo (MS2) por dissociacdo de colisdo de energia mais alta
(HCD) com um controle de ganho automatico (AGC) de 1 x 10° e excluséo
dindmica de 10ppm para 90 segundos. A janela de isolamento HCD
(dissociacdo colisional de energia) foi definida para 2,0 m/z, com 5x10% AGC
(ganho de controle automatico), energia de colisdo normalizada de 35% e limiar

para deteccéo de 3000.

3.7 Delineamento experimental e analise dos dados

Os espectros de MS1 foram alinhados de acordo com a area de
intensidade integrada dos picos gerados pelo respectivo ion, utilizando o
software Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK). A
identificagdo de proteinas foi realizada utilizando o software PEAKS (verséo
7.0; Bioinformatics Solutions, Waterloo, Ontario, Canada), que deduz
sequéncias de fragmentacdo de informacdo e pesquisa as bases de dados
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e UniProt. A informacao
de identificagcdo da proteina foi reinserida no programa Progenesis QI e
combinada com dados previamente gerados quantitativamente. A normalizacéo
pela mediana foi conduzida, seguida da analise de variancia (anova) e teste t
simples para avaliar a significancia estatistica em p <0,05. Para selecionar os
eventos mais marcantes, a Analise de Componentes Principais (PCA) foi

realizada com o agrupamento pelos valores de k-means (Queirdz et al. 2014).
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Amostras do endométrio de individuos do grupo controle e pacientes com
endometriose foram divididas em cinco grupos de comparacao experimental,
usando a analise do software Progenesis QI de acordo com o estadio da

endometriose e a fase do ciclo menstrual:

1) Controle versus endometriose: analise quantitativa de proteinas entre
os dois grupos na comparacao geral, ndo distinguindo entre fase menstrual ou

estadio da doenca;

2) Controle na fase proliferativa versus endometriose estadio Il na fase

proliferativa;

3) Controle na fase proliferativa versus endometriose estadio IV na fase

proliferativa,;

4) Controle na fase secretora versus endometriose estadio Il na fase

secretora;

5) Controle na fase secretora versus endometriose estadio IV na fase

secretora.

Os peptideos foram considerados significativamente alterados entre os

dois grupos de amostras para valores de p<0,05 e fold-change 21,5.

A andlise estatistica dos dados clinicos das pacientes de ambos os
grupos foram conduzidos por Teste Exato de Fisher, Teste qui-quadrado de

Pearson e Teste-t.

O programa STRAP (Software Tool for Rapid Annotation of Proteins,
Boston, MA) foi usado para analisar a distribuicdo de componentes celulares
entre as proteinas de acordo com os termos de ontologia fornecidos pelo GOA
(“Gene Onthology Annotation”), e pareou o resultado das analises com uma

lista de proteinas presentes na base de dados UniProt (Apweiler et al., 2004).

O software Ingenuity Pathway Analysis System (IPA; Ingenuity Systems,
Redwood City, CA, USA) foi utlizado para andlise das proteinas
diferencialmente expressas entre 0s cinco grupos experimentais, das redes de

interacdo protéica e sua interpretacdo molecular, biolégica e funcional. Os
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valores de p foram calculados usando o teste exato de Fisher, considerados

significativos para p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagéo clinica

Foram incluidas um total de 24 pacientes no estudo. Para o grupo com
endometriose intestinal foram analisadas amostras de endométrio de 14
pacientes. Foram realizadas 43 cirurgias para endometriose intestinal no
periodo estipulado para as coletas, das quais foram excluidas um total de 27
pacientes nado elegiveis aos critérios desse estudo, e outras 2 por
apresentarem quantificacdo peptidica insuficiente (<3ug da mistura de

peptideos) para o protocolo de espectrometria de massas (Figura 4).

Para o grupo controle, foram incluidas amostras de endométrio de 14
pacientes, das quais foram excluidas 4 pacientes por quantificacdo peptitica
minima insuficiente (<3ug da mistura de peptideos) para andlise shotgun,

resultando em um total de 10 amostras (Figura 4).

Dados clinicos, de fase do ciclo menstrual e estadio de doenca (ASRM,
1996) para ambos os grupos estédo representados na Tabela 1. Nado houveram
diferencas significativas na idade, indice de massa corporal e fase do ciclo
menstrual entre os individuos. Cinquenta por cento das pacientes com
endometriose intestinal profunda foram classificadas no estadio Il, e 50% no
estadio IV da doencga. Os sintomas relacionados a endometriose (dismenorréia
severa 0,0% vs 85,7%, dispareunia de profundidade 0,0% vs 57,1%, sintomas
ciclicos intestinais 0,0% vs 50% e infertilidade 0,0% vs 85,7%) diferiram
significativamente entre os grupos controle e endometriose (p <0,05) (Tabela
1).
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Tabela 1 - Dados clinicos, fase do ciclo menstrual e estadio de doenca

das pacientes incluidas no estudo nos grupos controle e endometriose

GRUPO, n (%)

VARIAVEL Controle Endometriose  Total P
(n=10) (n=14)
Idade (anos) = desvio padrdo 33,1+ 3,6 37,0£5,9 24 0,08!
IMC (Kg/m2) + desvio padréo 25+43 24,4+ 3,6 24 0,73%
Infertilidade
S|~m 0 (0,0) 7 (87,5) 7 <0,0012
Nao 10 (100,0) 1(12,5) 11
Dismenorréia severa (EVA>7)
S|~m 0 (0,0) 12 (85,7) 12 <0,001°
N&o 10 (100,0) 2 (14,3) 12
Dispareunia de profundidade
S|~m 0 (0,0) 8 (57,1) 8 0.0062
Nao 10 (100,0) 6 (42,9) 16
Dor pélvica aciclica
S|~m 0 (0,0) 5 (35,7) 5 0,053
N&o 10 (100,0) 9 (64,3) 19
Sintomas intestinais ciclicos
S|~m 0 (0,0) 7 (50,0) 7 0.0192
Nao 10 (100,0) 7 (50,0) 17
Sintomas urinérios ciclicos
S|~m 0 (0,0) 3(21,4) 3 0,239
N&o 10 (100,0) 11 (78,6) 21
Fase do ciclo menstrual
Proliferativa 5 (50,0) 8 (57,1) 13
0,9992
Secretora 5 (50,0) 6 (42,9) 14
Estadio da Endometriose
(ASRM)
| 0 0 0
Il 0 7 7
1] 0 0 0
v 0 7 7

Dados expressos como média + desvio padréo.
1Teste-t Student.
°Teste exato de Fisher.

8Teste qui-quadrado de Pearson (p<0,05).
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4.2 Andlise de proteinas

4.2.1 Identificacdo de proteinas diferencialmente expressas no

endomeétrio

A analise protedbmica do tecido endometrial realizada com o software
Progenesis® (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, Reino Unido)
resultou em um perfil de 595 proteinas diferencialmente expressas entre 0s
grupos controle e endometriose, nas diferentes fases da doenca, e do ciclo
menstrual (fold-change> 1,5, analise de variancia p <0,05) (Anexos H, |, J, K,
L - Tabelas S1 a Sb5).

4.2.2 Andlise biolégica e funcional das proteinas por softwares de

bioinformatica

As tabela 2 apresenta as principais moléculas diferenciais resultantes da
comparacao quantitativa de proteinas entre grupos, € 0S principais processos

associados as mesmas, de acordo com o software IPA.

Tabela 2 - Principais proteinas com expressdo aumentada no grupo
endometriose

Proteinas Razé&o de
com expresséo : ~
~ p Categorias de doencgas e de fungdo molecular
expressao (fold-

aumentada change)

angiogénese, diferenciacdo de células-tronco
pluripotentes induzidas por proteinas (PIPS) em células

SETSIP 34 S ~ . ~
endoteliais, inducéo da transcricdo da expresséo da
endotelial-caderina vascular (ve-caderina)

SRRM2 3,3 cancer, splicing de RNAm, endocitose
ligacdo ao ion calcio, perda recorrente da gravidez,

CAPS 3,0 metastase do cancer de pulméo, cancer de eséfago,
cancer colorretal, carcinoma endometrial

H2AFV 2,9 cancer de mama, cancer de bexiga
morfologi lular, mon m e organizaca lular

SAFB 25 orfologia celular, montagem e organizacao celular,

desordens do tecido conjuntivo

Continua
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Concluséo da Tabela 2 - Principais proteinas com expressao aumentada
no grupo endometriose

Proteinas Razéo de
com expresséo . ~
~ P Categorias de doencgas e de fungdo molecular

expressao (fold-

aumentada change)
sinalizagéo de integrinas, sinalizagéo de endocitose
mediada por clatrina, sintese de espécies reativas de
oxigénio, carcinoma de células escamosas, tumor

CTTN 2,1 )

gastrointestinal, transporte de moléculas, tumor
geniturinério, tumor malar, migracéo de células, tumor de
cabeca e pescoco
DYNLL2 2,2 autofagia, homeostase celular, cancer,
cancer, processamento de mRNA, endocitose,
degranulacédo de fagécitos, metabolismo de espécies
HBB 2,0 reativas de oxigénio, carcinoma geniturinario, cancer
colorretal, transporte de moléculas, carcinoma do trato
genital feminino
infecgdo viral, organizacdo da organela, polimerizacao
de proteina, homeotase celular, procecssos mitéticos
splicing de mRNA, sindrome auto-imune sistémica,
polimerizacao de proteina

CHMP2A 2,0

RBMX 1,9

FONTE: Software Ingenuity Pathway Analysis System (IPA; Ingenuity Systems,
Redwood City, CA, USA)

A tabela 3 se refere as proteinas diferencialmente expressas de acordo
com a fase do ciclo menstrual e estadio da doenca.

Tabela 3 - Principais proteinas com expresséao reduzida no grupo
endometriose

Proteinas Razao de

com expresséo . ~
~ P Categorias de doencgas e de funcado molecular
expressao (fold-
reduzida change)
BPIFB1 -39,1 resposta antimicrobiana
FAM184A -29,9 proteina extracelular, funcdo desconhecida

sinalizacéo de receptores de glicocorticoides, cancer,
SLPI -16,8 degranulacéo de fagécitos, inflamagéo do trato
gastrointestinal

Continua
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Continuacédo da Tabela 3 - Principais proteinas com expressdao reduzida
no grupo endometriose

Proteinas Razéo de
com expresséo . ~
. P Categorias de doencgas e de funcéo molecular
expressao (fold-
reduzida change)

inflamacao de 6rgao, degranulacao de neutrdfilos,
migracao de leucdcitos, glomerulonefrite auto-imune,
PIGR -14,0 crescimento anormal no endomeétrio, disturbio
inflamataorio crénico, englobamento de células, migragédo
de células, adesao de células epiteliais
cancer, endocitose, inflamacao do trato gastrointestinal,
cancer colorretal, tumor geniturinario, migracao de
leucocitos, resposta antibacteriana, polimerizacéo de
proteinas, migracao de células
via de sinalizagdo de neuroinflamacgéo, papel de NFAT
na regulacdo da resposta imune, via de ativagéo thl e
th2, via de sinaliza¢do de exaustdo de células t,
sinalizagao de pkct em linfécitos t, sinalizagdo cd28 em
células t auxiliares, sinalizacéo cdc42, sinalizacdo icos-
icosl em células auxiliares t , crosstalk entre células
HLA-A -5,9 dendriticas e células natural killer, diferenciagéo celular
t-helper, via de apresentacdo de antigenos, maturacao
de fagossomas, comunicacao entre células imunes
inatas e adaptativas, desenvolvimento de células b,
cancer, cancer colorretal, cancer genitorunar, doencas
autoimunes sistémicas, IUpus eritematoso sitémico,
doencas reumaticas
producao de espécies reativas de oxigénio, cancer
gastrointestinal, doenca crénica, cancer, llpus
eritematoso, inflamacéo do trato gastrointestinal, cancer
LTF -5,3 colorretal, tumor geniturinario, tumor malar, distdrbio
inflamatadrio crénico, crescimento de bactérias, resposta
antibacteriana, atraso no inicio da apoptose do sangue
periférico neutrofilos, doenga reumética

JCHAIN -9,5

SF3A3 -3,9 splicing de RNAm
cancer, endocitose, carcinoma geniturinario,
RUFY2 -3,8 englobamento de células,

Continua
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Conclusao da Tabela 3 - Principais proteinas com expressao reduzida no
grupo endometriose

Proteinas Razéo de
com expresséo . ~
~ P Categorias de doencgas e de fungdo molecular
expressao (fold-
reduzida change)

maturacdo de células dendriticas, via de sinalizacao da
IL-7, comunicagdo entre células imunes inatas e
adaptativas, sinalizagdo autoimune da doenca da
tireoide, inflamag&o do trato gastrointestinal, inflamagéo

IGHG1 -3,7 do 6rgéo, ativagdo do complemento, desordem
inflamatéria crénica, sindrome autoimune sistémica,
migragao de células, doenga reumatica, invaséo de
linhagens de células endoteliais, migracéo de células
mesenquimais

FONTE: Software Ingenuity Pathway Analysis System (IPA; Ingenuity Systems,
Redwood City, CA, USA)

Nas tabelas 4 e 5, as proteinas com diferenciais em sua expressao no
grupo endometriose foram distribuidas de acordo com a fase do ciclo menstrual

e estadio da doenca.
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Tabela 4 - Principais proteinas diferencialmente expressas no grupo

endometriose (estadio Il), de acordo com fase do ciclo menstrual

Razéo de Razéo de
Fase Expressao expressao Expresséo expressao
menstrual aumentada (fold- reduzida (fold-
change) change)
EEF2 140,3 MUC5AC -72,4
S100P 33,1 FCGBP -42,7
PYGL 7,4 LTF -32,8
HSPAS 6,6 CPM -15,1
Proliferativa  Con 6.3 RPL13 8.8
KRTS8 5,8 SERPINAL -7,7
VPS29 3,8 SERPINA3 -5,0
HADHA 3,4 ALB -3,0
LTA4H 34 CLEC3B -1,6
MGA 3,4 SERPING1 -2,6
FLNA 207,2 APOA2 -34,9
EEF1G 129,0 PSMA2 -18,9
RPLP2 125,7 LCP1 94
YBX1 68,4 SAMHD1 -8,9
OGN 43,1 FGA -8,8
Secretora ppss 38,2 CcAL 8,3
NUCKS1 34,2 HPX -7,5
KRT19 33,6 GLRX -4,9
HMGB2 33,2 APOAl -3,9
USoO1 32,2 CAT -3,9

FONTE: Software Ingenuity Pathway Analysis System (IPA; Ingenuity Systems,
Redwood City, CA, USA)
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Tabela 5 - Principais proteinas diferencialmente expressas no grupo
endometriose (estadio V), de acordo com fase do ciclo menstrual

Razao de Razao de
Fase Expressao expresséao Expresséao expressao
menstrual aumentada (fold- reduzida (fold-
change) change)
CHMP4B 145,2 PAEP -18,2
DES 72,0 ALB -6,1
MATR3 59,0 APOA4 -2,6
ECH1 58,5 C3 -1,4
Proliferativa  EIF3I 53,2
CDH13 49,0
LIMS1 48,2
POTEG 42,3
UBE2F 38,0
CD99 30,2
HSPA4 81,6 C3 -131,4
HSP90AB1 61,3 VCP -99,2
SRP14 51,0 DNAJC3 -87,7
TUBB 40,4 PIGR -36,6
SPTB 35,0 CP -15,4
Secretora v g 34,7 BPGM 6,5
GAPDH 33,3 IGHAZ2 -4,6
NPM1 28,7 TF -4,2
KRT1 25,2 IGHG1 4,1
KRT9 10,2 ATP5F1B -2,6

FONTE: Software Ingenuity Pathway Analysis System (IPA; Ingenuity Systems,
Redwood City, CA, USA)
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O programa STRAP foi utilizado para analisar a distribuicdo das proteinas
nos diferentes componentes celulares. As proteinas diferencialmente
expressas entre 0os grupos apresentaram localizac&o preferencial no citoplasma
e no nucleo para proteinas com expresséo reduzida na endometriose. Para as
proteinas com expressao aumentada, estas estavam localizadas em sitios

extracelulares de acordo com a analise do software (Gréafico 1).

[ Proteinas com expresséo aumentada em endométrio na endometriose
[ Proteinas com expresséo reduzida em endométrio na endometriose

Outros

Citoplasma

Complexo macromolecular
Outra vesicula citoplasmatica
Outras organelas intracelulares
Extracelular
Superficie celular

Membrana plasmatica
Citoesqueleto
Peroxissoma

Nicleo

Mitocondria

Reticulo Endoplasmatico
Golgi

Ribossomo
Cromossomo 4

Endossomo P e
0

I

i

DISTRIBUIGAO POR TERMOS GENE ONTOLOGY

Grafico 1 - Comparacédo entre grupos de proteinas diferencialmente expressas em

endométrio de pacientes com endometriose (categoria por localizagéo celular).

Os resultados foram posteriormente submetidos a andlise com software de
bioinformatica Ingenuity Pathway Analysis System (IPA; Ingenuity Systems, Redwood
City, CA, EUA). A andlise das vias canbnicas das proteinas entre 0s grupos
endometriose (n = 14) e controle (n = 10) foram realizadas. As vias candnicas mais
importantes do ponto de vista funcional foram relacionadas a sinalizagdo de resposta
de fase aguda, a via de sinalizacdo da homeostase de ferro, sinalizagdo de endocitose
mediada por clatrina, ativacdo LXR (receptor X hepatico)/ XR (receptor X) e ativagédo
de FXR (receptor X farsendéide) / RXR (receptor X retindide) (Gréfico 2).
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Grafico 2 - As vias canbnicas mais significativas nas pacientes com endometriose, de
acordo com a analise do software Ingenuity Pathway Analysis (IPA). O gréfico de
barras exibe a porcentagem de proteinas identificadas em cada via funcional. O valor

de p foi calculado usando o teste exato de Fisher (p <0,05).
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As principais doencas e disturbios associados as proteinas diferenciais entre os
grupos foram relacionadas ao cancer (39 moléculas, faixa de valor de p 4,14E-02 —
3,91E-08); lesdo organica e anormalidades (46 moléculas, faixa de valor de p 4,45E-
02 - 3,91E-08); e doencas gastrointestinais (25 moléculas, faixa de valor p 4,45E-02 -
3,32E-06). As principais proteinas tiveram associacdo funcional com mecanismos de
manutencédo celular (22 moléculas, faixa de valor-P 4.45E-02-3.78E-06), montagem e
organizacao celular (15 moléculas, faixa de valor-P 4.45E- 02-7.79E-06), e sistema
imunoldgico (8 moléculas, intervalo de valores de p 4,06E-02 - 4,46E-04).

A andlise de interacdo molecular foi realizada com o software IPA. As redes
relacionadas as diferentes fases do ciclo menstrual e estadios de endometriose estao
representadas no Anexo M (Tabela S6).

A Figura 5a representa as principais interacdes de proteinas diferencialmente
expressas no grupo endometriose em comparacao ao grupo controle. As figuras 5b e
5c representam a interacao de proteinas diferencialmente expressas na forma grave
da endometriose (estadio 1V), nas fases menstruais proliferativa e secretora
respectivamente.
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Complex/Group Figura 5a - Analise das principais interagbes de proteinas
Cytokine diferencialmente expressas no grupo endometriose em
Enzyme comparacdo ao grupo controle pelo software IPA (IPA;

G-protein coupled receptor

Growth factor
lon channel

Kinase

Ligand-dependent nuclear receptor
Other

Peptidase

Phosphatase

Transcription regulator
Transmembrane Receptor

Transporter

Ingenuity Systems, Redwood City, CA, EUA). As proteinas
da rede sdo mostradas na graduacao das cores vermelha e
verde, com base na sua mudanga na expressdo. A cor
vermelha representa moléculas com expressdo aumentada,
e a cor verde corresponde a expressao reduzida na
endometriose. As formas brancas representam moléculas
ndo identificadas na andlise, mas que estdo associadas a
regulagéo de algumas das proteinas identificadas. Uma linha
denota ligagdo entre proteinas. Uma linha pontilhada mostra

uma interacdo indireta.
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Redwood City, CA, EUA). As proteinas da rede sé&o
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mostradas na graduacéo das cores vermelha e verde, com
base na sua mudanca na expressdo. A cor vermelha
representa moléculas com expressdo aumentada, e a cor
verde corresponde a expressao reduzida na endometriose.
As formas brancas representam moléculas nao
identificadas na andlise, mas que estdo associadas a
regulacdo de algumas das proteinas identificadas. Uma
linha denota ligagdo entre proteinas. Uma linha pontilhada

mostra uma interagéo indireta.
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Figura 5c - Andlise das principais interacdes de proteinas
diferencialmente  expressas na forma grave da
endometriose (estadio 1V), e na fase menstrual secretora,
pelo software IPA (IPA; Ingenuity Systems, Redwood City,
CA, EUA). As proteinas da rede sdo mostradas na
graduacéo das cores vermelha e verde, com base na sua
mudanca na expressdo. A cor vermelha representa
moléculas com expressdo aumentada, e a cor verde
corresponde a expressdo reduzida na endometriose. As
formas brancas representam moléculas ndo identificadas
na analise, mas que estdo associadas a regulagdo de
algumas das proteinas identificadas. Uma linha denota
ligacdo entre proteinas. Uma linha pontilhada mostra uma

interacdo indireta.



A analise dos principais genes reguladores das proteinas diferencialmente
expressas na endometriose, para as diferentes fases do ciclo menstrual e

estadios, estao especificadas nos Anexos N, O, P, Q (Tabela S7 a S10)
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5. Discussao

As andlises prote6bmicas do endométrio tépico tem sido descritas
recentemente em estudos sobre endometriose. Esses estudos tém demostrado
que a expressao protéica do endométrio topico esta modificada em pacientes
com endometriose (56), (73). A maioria desses estudos tém utilizado técnicas
de eletroforese e mais recentemente, métodos de espectrometria de massas
com identificacdo direcionada das proteinas (analises targeted) (62), (75) . Este
estudo piloto foi o primeiro a avaliar diferencas quantitativas na expressao
protéica do endométrio topico de pacientes com endometriose profunda
intestinal, por meio de técnica protebmica shotgun de espectrometria de

massas.

As principais descobertas do nosso estudo foram de que as proteinas
expressas no endométrio topico de pacientes com endometriose profunda
intestinal mostraram um painel molecular relacionado ao céancer, a maioria das
quais ainda ndo haviam sido previamente relacionados a endometriose.
Observou-se que a expressao protéica entre as fases do ciclo menstrual e
estadios da doenca apresentou diferencas, mas todas as moléculas foram

comuns em apresentar um painel de proteinas relacionadas ao cancer.

Ao estudarmos as proteinas com expressdo aumentadas na fase
proliferativa de pacientes com endometriose no estadio Il, observamos que o
EEF2 (Eukaryotic Translation Elongation Factor 2) apresentou fold-change de
expressdo de 140,3. Esta proteina participa da regulacdo da sintese de
proteinas e tem sido descrita na progressao de varios tipos de canceres (79),
(80). A EEF2 promove a proliferacdo de células tumorais, maior predisposicédo
a invasao, metastases e pior progndstico no cancer de ovario (81) e no cancer
hepatocelular (82). Na mesma fase do ciclo e estadiamento, observamos que a
S100P apresentou fold-change de expressao de 33,1. S100P é uma proteina
de ligagdo ao calcio com fungbes intracelulares e extracelulares. Tem sido
descrita em muitos canceres e esta associada a metastase e a mal progndstico
(83). Hapangama et al. observou que a expressao de S100P poderia induzir a

metastase e aumentar a invasividade da celula endometrial, o que poderia



43

explicar sua maior expressdo em pacientes com endometriose (84). Além do
S100P, a HSPA5, KRT8 e MGA foram encontrados com expressdo aumentada
nas pacientes com endometriose com fold-change de expresséo de 6,6, 5,8,
3,4 respectivamente. Estas tém sido descritas associadas a Vvarios tipos de
canceres (85), (86), como os de mama, ovario, gastrico , colorretal, figado e
pulmdo (87), (88). Estes achados podem estar relacionados com estudos
anteriores em que a endometriose tém sido associada a um risco aumentado
para cancer de ovario de células claras, e epitelial endometridide (89). Estudos
também tem descrito uma maior correlacdo entre endometriose e cancer de

mama (90).

Considerando as proteinas com expressao aumentadas na fase secretora
de pacientes com endometriose no estadio Il, observamos que a FLNA
(Filamina A) apresentou fold-change de expresséo de 207,2. Esta proteina esta
envolvida em funcdes de migracao celular e adeséo, e tem sido descrita como
uma proteina promotora do cancer de mama, cancer melanoma e cancer de
pulmdo (91). Esses achados podem corroborar com estudos que tém
correlacionado um maior risco de pacientes com endometriose em desenvolver
melanoma cutaneo (92). FLNA também tem sido encontrada com expressao
aumentada em pacientes com cancer do colo do utero, e associada a
metastase e menor sobrevida (93). Para o0 mesmo grupo de pacientes, a
EEF1G (Elongation factor) apresentou fold-change de expressdo de 129,0.
EEF1G foi descrita como um preditor de mal progndstico em cancer de mama e
pulmédo (94). Adicionalmente a EE1FG, a RPLP2 (proteina ribossomal, fold-
change de expressédo de 129,0) tem sido correlacionada com a presenca de
metastases em canceres do tipo seroso de ovario, maior invasdo miometrial em
carcinomas de endométrio, e a maior incidéncia em carcinomas de mama (95).
A YBX1 (nuclease-sensitive element-binding protein 1, fold-change de
expressdo de 68,4) esta relacionada a maior resisténcia a farmacos no
tratamento de tumores e metastases (96). Os niveis séricos de YBX1 ja foram
descritos com expressdo aumentada em pacientes com endometriose
comparado a pacientes controle (97). OGN, RPS3, NUCKS1, KRT19, HMGB2
e USO1 (fold-change de expressdao de 43,1, 38,2, 34,2, 33,6 e 32,2
respectivamente) tém sido relacionados a varios tipos de cancer (98), (88),
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(99). RPS3 e KRT19 foram descritos em processos de fibrogénese, e HMGB2
em angiogénese (100), (101). A expressdo aumentada dessas moléculas em
pacientes com endometriose pode estar relacionada a atividade aumentada de
fibrose, e neoangiogénese ja descritas na doenca (102), (103).

Dentre as proteinas com expressdo reduzida na fase proliferativa de
pacientes com endometriose no estadio I, observamos que a MUC5AC (Mucin-
5AC, fold-change de expressao de -72,4) foi descrita por ter uma expressao
aumentada em adenocarcinoma de colon, cancer de pancreas,
colangiocarcinoma e cancer de ovario (104), (105). FCGBP (IgGFc - binding
protein, fold-change de expressdo de -42.7), também foi descrita com
expressdo reduzida no cancer de coélon (106). LTF (lactotransferrina, fold-
change de expressdo de -32.8), foi descrita associada a cénceres (107),
doenca de Crohn (108) e expressao reduzida em cancer gastrico (109). LTF
também foi detectada em baixas concentracfes nos estadios iniciais da
endometriose, em comparacdo com os estadios mais avancados da doenca no
estudo de Polak et al. (110). SERPINA3 (Alpha-1-antichymotrypsin, fold change
de expressao de -5,0), foi descrita em estudo anterior, como uma proteina que
possui expressdao aumentada no endométrio em resposta a acdo da
gonadrotofina coribnica humana em condi¢cdes normais. Esta se encontrou com
expressao reduzida em modelos animais com endometriose, 0 que poderia
explicar em parte a falha na implantacdo embrionaria das pacientes com

endometriose (111).

A APOAZ2 (apolipoproteina A-Il, fold-change de expresséao de -34,9), com
expressdo reduzida na fase secretora do ciclo menstrual e no estadio Il da
endometriose, mostrou-se com expressao reduzida também em pacientes com
cancer de mama (112), e aumentada em cancer de pancreas (113) . A FGA
(Fibrinogen Alpha Chain, fold-change de expressédo de -8,8) tem atividade
envolvida na apoptose de células de linhagem tumoral e na adeséo de
neutrofilos (114), (115), (116) . Sua expressdo reduzida encontrada em
pacientes com endometriose no presente estudo poderia estar relacionada a
menor atividade de apoptose, e menor resposta imunoldgica relacionada a

doenca. Este mecanismo ja havia sido descrito no processo de falha de
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reconhecimento do tecido endometrial ectdpico na cavidade peritonial, levando
ao aumento da tolerancia imunologica e persisténcia dos implantes de
endometriose (56). Zhao et al. publicou um estudo em que identificou o FGA
como um dos potenciais marcadores em soro de pacientes com endometriose
(117)

Considerando as proteinas com expressdo aumentada na fase
proliferativa de pacientes com endometriose no estadio 1V, observamos que a
CHMP4B (Charged Multivesicular Body Protein 4b, fold change de expresséo
145,9) foi descrita com expressdo aumentada em carcinoma hepatocellular
(118). DES (Desmina, fold-change de expressédo de 72,0), foi relacionada em
estudos associada ao cancer colorretal, cancer hematologico e céancer de
endométrio (119), (120). Foi considerada um marcador de diferenciacdo
fiboromuscular e de células musculares lisas em pacientes com endometriose
profunda em estudo de van Kaam et al. (121). A expressdo aumentada dessa
proteina em pacientes deste estudo poderia estar relacionada com o fato das
lesbes de endometriose profunda intestinal apresentarem reacdo de fibrose e
metaplasia muscular ao redor de seu componente histologico estromal em
aproximadamente 80% dos casos (76). EIF3I (Eukaryotic Translation Initiation
Factor 3, subunit 1, fold-change de expresséo de 53,2), é altamente expressa
em células endoteliais durante a angiogénese embriondria e tumoral, tendo
sido descrita em metéstases linfonodais, na invasdo do cancer de ovario, na
maior incidéncia de estadio avancados dos canceres gastrico e hepatocelular
(122), (123). A expressdo aumentada dessa proteina pode estar relacionada
aos achados de Abréo et al. que constataram que os linfonodos séo afetados
por focos de endometriose em pacientes com endometriose intestinal profunda
(124) Quanto mais profunda a lesédo intestinal, maior o comprometimento
linfonodal encontrado no estudo (13). Alguns estudos sugeriram que a EIF3I
poderia ser utilizada para terapia-alvo antineoplasica (123). CDH13 (caderina-
13, fold-change de expressédo de 49,9), é um gene supressor de tumor que
desempenha um papel fundamental na adesdo célula-célula. E expressa em
células tumorais humanas e demonstrou inibir o potencial invasivo dos
tumores, e reduzir acentuadamente a sua proliferacdo em alguns trabalhos

(125), (126). Esse achado pode explicar uma maior capacidade de progressao
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e invasdo da endometriose em estadios mais avancados. LIMS1 (LIM and
senescent cell antigen-like- containing domain protein 1, fold-change de
expressdo de 42,0), estqd associada a maior incidéncia tumoral, cancer do
aparelho digestivo, cancer geniturinario, cancer de pulméo, cancer de mama,
cancer endometrial e neoplasia de cabeca e pescoco (127), (128), (129). Sua
expressao aumentada foi associada a estadios mais avancados de neoplasias,
e a pior prognéstico dos pacientes (130). O LIMS1 é crucial para a adaptacéo
do tumor as condi¢cBes de privacdo de oxigénio-glicose, e tem sido objeto de
estudo como um promissor alvo terapéutico para o tratamento do cancer (131).
A expressdo aumentada dessa proteina em estadios mais avancados da
endometriose neste estudo, pode estar relacionada ao mecanismo descrito
anteriormente relacionado ao cancer, bem como uma possibilidade do
desenvolvimento de terapias-alvo. A endometriose foi descrita relacionada ao
aumento do risco de doenca inflamatoria intestinal e outras doencas
inflamatoérias e autoimunes (132). O CD99 (antigeno CD99), fold-change de
expressdo de 30.2, foi relacionado a varios tipos de cénceres (133), (134),
(135), doencas inflamatérias intestinais (doenca de Crohn e retocolite
ulcerativa) e doenca inflamatéria autoimune, mostrando uma correlacéo
positiva com a atividade da doenca (136). O aumento da expressdo desta
proteina em pacientes com endometriose do presente estudo esta congruente

com a associacao anteriormente descrita.

Dentre as proteinas com expressdo aumentada na fase secretora de
pacientes com endometriose no estadio IV, observamos que a HSPA4 (Heat
shock 70 kDa protein 4, fold-change de expressédo de 81,6) fazem parte da
familia das proteinas heat shock que possuem expressdo aumentada em
tecido de carcinoma hepatocelular humano, e foram relacionadas com a
agressividade e pior prognostico da doenca (137), (138). A HSP90AB1 (Heat
shock protein HSP 90-beta) fold-change de expresséo de 61.3, pertence a um
grande grupo de moléculas chaperones. Os chaperones mantém a estabilidade
da proteina ap0s a exposicdo a varios tipos de estresse celular. Proteinas de
choque térmico séo relacionadas a regulagdo de processos de cancer (139). A
expressdo aumentada de HSP90AB1 tem sido descria correlacionada com um

pior prognostico, proliferagéo e invaséo do cancer gastrico, do melanoma e do
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cancer de pulméo (140), (141). TUBB (Tubulina) e NPM1 (Nucleofosmina) fold-
change de expressdo de 40,4 e 28,7, estdo relacionados com carcinoma
endometrial, bem como de outros tipos de canceres como o de colorectal,
mama e ovario (142), (143), (144), (145) . MYL6 (Myosin light polypeptide 6),
GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), KRT1 (Keratin, type Il
cytoskeletal 1) e KRT9 (Keratin, type | cytoskeletal 9) fold-change de expresséo
de 34,7, 33,3, 25,2, 10,2 respectivamente. sao diferencialmente expressos em
canceres do trato reprodutivo, figado e mama (146), (147), (148), (149). O

GAPDH também esta relacionado a doencas degenerativas neuroldgicas (150).

Ao considerarmos as proteinas com expressdo reduzida na fase
proliferativa de pacientes com endometriose no estadio 1V, observamos que a
PAEP (glicodelina, fold-change de expressédo de -18,2), estd associada com
uma maior incidéncia e frequéncia de tumores, tais como de pulméao, cancer de
ovario e de endométrio, cancer de mama, cancer de pancreas,
adenocarcinoma e atividade de apoptose (151), (152), (153), (154). Mosbah et
al. publicou um estudo em que niveis de glicodelina foi significativamente maior
em fluido peritoneal e soro de pacientes com endometriose, e correlacionou-se
positivamente com o estadio da doenca (155). Os achados do presente estudo

nao encontrou resultados semelhantes.

Considerando as proteinas com expressao reduzida na fase secretora de
pacientes com endometriose no estadio IV, observamos que a C3
(complemento C3, fold-change de expressao de -131.4), esta relacionada ao
cancer geniturinario, cancer de figado, cancer colorretal, cancer de mama,
cancer hematolégico, cancer de mama e ovario, doenca reumatica, sindrome
autoimune sistémica e doenca de Huntington (156), (157), (158), (159), (160).
C3 foi descrito com expressdo aumentada em epitélio endocervical de
mulheres com endometriose profunda e pacientes com infertilidade em alguns
estudos (161), (162). VCP (proteina contendo valosina) fold-change de
expresséo de -99,2, € um membro da familia da proteina AAA + ATPase tipo IlI.
A VCP atua em diversos processos celulares e tem sido correlacionada
positivamente a proliferacdo e metastase do cancer colorretal (163). Com isso

0 estudo sugeriu que futuramente, a VCP poderia ser alvo de desenvolvimento
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de terapia-alvo, em que a reducéo de sua expressao poderia ser usada para o
tratamento do cancer colorretal (163). PIGR (receptor de imunoglobulina
polimérica) fold-change de expressdo de -36.6, € um membro da superfamilia
de imunoglobulinas. Sua expressdo aumentada esta associada a desfechos
clinicos adversos e pior prognoéstico em canceres, tais como o de cancer de
pulm&o, cancer de pancreas, gastroesofagico, de ovario, de bexiga e de célon
(164), (165), (166), (167). A expressdo reduzida dessas proteinas em pacientes
com endometriose profunda nos estadios avancados do presente estudo
poderia estar relacionada a um possivel melhor progndstico de alguns dos tipos

de canceres supracitados.

Os resultados do presente estudo vao de encontro aos diversos estudos
anteriores, em que se demonstrou que o endométrio eutépico de pacientes
com endometriose é alterado (56), (73), podendo-se aventar a hipétese de que
a doenca se iniciaria no endométrio eutopico dessas pacientes. Uma maior
expressdo do fator de crescimento endotelial vascular em pacientes com
endometriose intestinal profunda havia sido constatado em estudo anterior
publicado por Machado et al. (102). May et al. publicaram uma revisao
sistematica sobre potenciais biomarcadores no endométrio eutépico de
pacientes com endometriose (56). Dentre os biomarcadores revisados estavam
os fatores imunolégicos, uma maior expressao de fatores de crescimento, e de
adesdo celular, bem como de moléculas relacionadas a neoangiogénese. Tais
fatores encontrados no endométrio eutdpico de pacientes com endometriose
coincidem com as caracteristicas (“hallmarks”) moleculares dos processos de
cancer que tém sido descritas (168), e muitas delas apresentam vias em
comum com a endometriose. Adicionalmente se encontram, a resisténcia a
atividade de apoptose, a tolerancia imunoldgica, e maior capacidade de

invasao tecidual e potencial metastético (168).

Melin et al. avaliaram uma grande coorte de mulheres afetadas por
endometriose e varios tipos de canceres (169). Eles observaram um melhor
progndéstico para cancer de mama e ovario, mas uma menor taxa de sobrevida
para melanoma maligno (169, 170). Nossos resultados revelaram aumento da

expressdo de varias proteinas na endometriose relacionadas a um pior



49

prognoéstico, e metastase em muitos tipos de canceres. No entanto, algumas
moléculas importantes tiveram expressdo reduzida em pacientes com
endometriose. Ao exemplo da VCP, PIGR e MUC5AC que estavam reduzidas
nas pacientes com endometriose do presente estudo, foram descritas
associadas ao cancer colorretal, cancer hepatocelular e colangiocarcinoma
guando encontradas em expressao aumentada, e relacionadas a metastases e
pior prognostico (163),(167),(171). Esses achados podem explicar as
diferengas na prevaléncia, e no prognostico dos diversos céanceres entre
pacientes com endometriose (170). A endometriose provavelmente representa
uma parte de uma condicdo sistémica de desregulacdo, predispondo a

paciente ao cancer, a doencas autoimunes e inflamatérias crénicas.

Nossos achados foram os primeiros a empregar técnicas de prote6mica
shotgun para analisar proteinas diferencialmente expressas no endométrio
eutopico de pacientes com endometriose intestinal profunda. A espectrometria
de massas vem se tornando uma ferramenta importante em estudos de
endometriose. Sua velocidade, sensibilidade, precisdo e reprodutibilidade séo
potencializadas pelo advento de softwares de bioinformatica para melhorar a
analise dos dados resultantes. O rastreamento da endometriose por técnica de
espectometria de massas tem se tornado uma ferramenta analitica

indispensavel para a detec¢éo de futuros biomarcadores.

Dos pontos fortes deste estudo, podemos considerar o fato do grupo
controle ter sido selecionado totalmente saudavel, excluindo-se qualquer outra
doenca pélvica ou clinica. A presenca de condi¢cbes clinicas ou de doenca
poderiam afetar as andlises protedbmicas, devido a alta sensibilidade desse
método. Outra vantagem deste trabalho se deve a selecdo homogénea de
casos do grupo endometriose, apenas com endometriose profunda intestinal,
excluindo-se outras anormalidades pévicas. Como limitacbes podemos
considerar o numero pequeno de amostras, em se tratando de um estudo piloto
exploratorio, necessitando-se portanto de validagdes futuras para cada um dos

achados.

A endometriose € uma doenca complexa e, conforme revelado neste

estudo, o biomarcador para a doenca se encontra futuramente validado em
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painéis, em detrimento de um biomarcador Unico. O presente estudo revelou
potenciais biomarcadores, que precisam ser validados no futuro em estudos
maiores e promissores, para o desenvolvimento de ferramentas diagndsticas

minimamente invasivas e de terapias-alvo para a endometriose.



6. CONCLUSOES
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6. Conclusdes

As proteinas SETSIP, SRRM2, CAPS, H2AFV e SAFB tiveram expressao
aumentada, enquanto que as proteinas BPIFB1, FAM184A, SLPI, PIGR,
JCHAINA, HLA-A e LTF tiveram expressdo reduzida no endométrio das
pacientes portadoras de endometriose profunda intestinal.

Os resultados revelaram diferentes moléculas expressas de acordo com a
fase do ciclo menstrual, e o estaddio da doenca. No entanto, a maioria das
proteinas do presente estudo tiveram o céncer como principal doenca
associada.

As proteinas CHMP4B, DES, EIF3l, CDH13, LIMS1, HSPA4, HSPO0ABL1,
TUBB, NPM1, MYL6 foram as principais que apresentaram expressao
aumentada, e associada a estadios mais avangados da endometriose profunda

intestinal e a canceres de pior prognéstico.



7. ANEXOS
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Anexo A- Estadiamento da endometriose proposto pela American Society for
Reproductive Medicine em 1996

Estadiamento da endometriose ASRM (1996)

ENDOMETRIOSE <lcm 1-3cm >3 cm
. Superficial 1 2 4
PERITONIO
Profunda 2 4 6
i Superficial 1 2 4
OVARIO D
Profunda 4 16 20
) Superficial 1 2 4
OVARIO E
Profunda 4 16 20
OBLITERACAO DO FUNDO DE SACO Parcial Completa
POSTERIOR 4 40
ADERENCIAS <1/3 Envolvido  1/3-2/3 Envolvidos > 2/3 Envolvidos
) Velamentosa 1 2 4
OVARIO D
Densa 4 8 16
i Velamentosa 2 4
OVARIO E
Densa 4 8 16
Velamentosa 1 2 4
TROMPA D
Densa 4* 8* 16
Velamentosa 1 2 4
TROMPA E
Densa 4* 8* 16
Estadio I (minima): 1-5 Estadio II (leve): 6-15
Estadio III (moderada): 16-40 Estadio IV (severa): >40

*Se as fimbrias tubdrias estiverem totalmente envolvidas por aderéncias, mude o escore para 16.
Porcentagem de implantes:

Lesdes vermelhas (claras, vermelhas, rosadas, em chama, vesiculas): __ %

Lesdes brancas (brancas, amareladas, marrons, defeitos de periténio): ___%

Lesoes pretas (pretas, depdsitos de hemossiderina, azuis): __ %

Endometriose adicional:

E Usar em caso detrompas D E Usar em caso detrompas D

™\ ™\
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Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (grupo controle
HCFMUSP)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

N O . .o e et e e ettt e eae et ea—_eeeaeetaaneaaaeetaeaanaaaaeeestannneeaeessnn i eesresnnaaaeeesannnnnn
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO = ..o SEXO: MoFao
DATA NASCIMENTO: .......... Y [ Jooeeeeenne

ENDEREGCO ...ttt e e e e aans [\ Lo T
APTO: ....oeeee. BAIRRO: ..cosisuasismiissssnstasmsmsusssuivsnss CIDADE ....cooeeivivinminmsinmmminsnmsssmismmnsssnsinnsses
CEP: ciiiessuesissisimsinmsssssssssisiis TELEFONE: DDD (.......... Yo pun st de e s s eSS e SRR v e ARG

DATA NASCIMENTO: .......... (O A—

ENDEREGCO ...ttt er et en e NO..oeecceiiiee
APTO:.........c.oecn. BAIRRO: .....ccoovvemmrcsssnessssienssesnnnsesssnasss CIBADE .. ....ooioiesitneniosneaiinsnesssnmnssnasass
] = RS ———— TELEFONE: DDD (.......... ) e iR s eSS R SRS S s SR SR eSS

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “IDENTIFICAGAO DE NOVOS MARCADORES
EM LESOES DE ENDOMETRIOSE PROFUNDA PELA ABORDAGEM PROTEOMICA”.
PESQUISADOR: Prof.Dr.Mauricio Simdes Abrao.

CARGO/FUNGAO: Professor Livre Docente do Departamento de Ginecologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo.

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 52.842.

UNIDADE DO HCFMUSP: DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA.

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO X RISCO MAIOR o

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel Rubrica do pesquisador

Continua
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Continuacédo do Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(grupo controle HCFMUSP)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

1 — Estamos convidando a senhora para participagao voluntaria neste estudo e as informagdes a
seguir estao sendo fornecidas para seu esclarecimento. Este estudo visa identificar proteinas que
possam ser importantes para melhor entender o processo de como a endometriose se
desenvolve como doenga e melhorar as chances de detectar essa doenca em exames. A
endometriose € uma doencga ginecoldgica que ocorre quando o tecido da parte interna do utero
(endométrio) se espalha em outros 6rgaos e regides do abddémen, tais como: ovario, intestino,
bexiga e peritoneo. Esta doenga pode causar dores intensas no abdémen, principalmente célicas
no periodo menstrual, e dificuldade para engravidar, prejudicando muito a qualidade de vida das

mulheres portadoras de endometriose.

2 — A senhora participara deste estudo ap6s sua decisao igualmente voluntaria de realizagéo de
lagqueadura tubarea por cirurgia como método de contracepcao definitiva apos respeitado todo o
processor de planejamento familiar que realizou anteriormente a sua participagao nete estudo.
Durante a cirurgia de laqueadura tubarea a participagao nesse estudo sera feita com a retirada de
pequena amostra da parte interna do uUtero. Essas amostras retiradas serdo analisadas no

laboratério para estudar entédo as proteinas que estao envolvidas na endometriose.

3 — Nao serao realizados procedimentos rotineiros de coleta de sangue ou de exames de

radiologia.

4 — Nao se espera que haja desconforto e riscos a mais durante e apds a coleta de pequena
amostra da parte interna do Utero e nem para coleta de pequena amostra da parte do intestino

com endometriose, o risco € apenas o que ja existe da cirurgia.
5- A senhora nao tera beneficio direto nesta pesquisa. Trata-se de estudo experimental para
identificar proteinas que possivelmente estejam envolvidas na endometriose. Somente no final do

estudo poderemos concluir a presenga de algum beneficio para a paciente com endometriose, ou

seja, conhecer melhor a doenca e posteriormente contribuir para a escolha do melhor tratamento.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel Rubrica do pesquisador

Continua
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Continuacédo do Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(grupo controle HCFMUSP)

6 — Nao ha procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais a paciente possa
optar.

7 — Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimentos de eventuais duvidas. O principal investigador € o Professor Doutor
Mauricio Simdes Abrao que pode ser encontrado no enderego ( Hospital das Clinicas - Av. Dr.
Enéas de Carvalho Aguiar, 255 — Divisao de Clinica Ginecoldgica, 10° andar, sala 10.166 — Sao
Paulo/SP, Tel.(11) 2669-6647. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar, tel: (11)2661-6442, ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX: (11)2661-6442 —
ramal 26. E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br e cappesq@hcnet.usp.br.

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

9 — As informagbes obtidas serao analisadas em conjunto com outras pacientes, nao sendo

divulgada a identificagao de nenhuma paciente.

10 — A senhora podera ter acesso aos resultados desta pesquisa no momento que achar
necessario.

11 — A senhora nao tera despesas adicionais ao participar da pesquisa, incluindo exames e

consultas. Também nao ha compensacgao financeira relacionada a sua participagao.

12 — Os dados obtidos e o material coletado seréo utilizados somente para o estudo em questao.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel Rubrica do pesquisador

Continua
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Concluséo do Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (grupo
controle HCFMUSP)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo IDENTIFICAGAO DE NOVOS MARCADORES EM LESOES DE
ENDOMETRIOSE PROFUNDA PELA ABORDAGEM PROTEOMICA”.

Eu discuti com o Prof. Dr.Mauricio Simdes Abrao sobre a minha decisao em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacao é isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal:

Data / /

Assinatura da testemunha para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-

analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual:

Data / /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data / /

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel Rubrica do pesquisador
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (grupo endometriose-
HCFMUSP)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

I 115 | o
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO : ...cooeivieeerieeeirnissireiassssnssssssemsssssssnnsssssssssssssss SEXO: MoFo
DATA NASCIMENTO: .......... /e ( e

ENDERECO =i i i i it et NO: e
APTE: oo BAIRRG: < cousim e i sin v oo o CIDADE: s conmm e o o ey
[0 =] = TELEFONE: DDD (.......... ) PSS RRRPR

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €C.) ..........cccoouiieiiiiieiiir i
DOCUMENTO DE IDENTIDADE ;... SEXO: Mo Fn
DATA NASCIMENTO: .......... | LA Joeeiennnn

ENDEREG O i ccnracinsmmimiinsustiiastsmssiivmsussisis st i i vsaisissss feasas te s s sentans NO..oeeeeeeeciee .
7.1 =1 | 1 L BAIRRO: cicociiciisssssiissssissivssnsssssssissse CIDADE .i::ssiossiisissssssssssssissessssissanssss st
CEPL innssmumiminuss TELEFONE: DDD (.......... Y e e e S s s

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “IDENTIFICAGAO DE NOVOS MARCADORES
EM LESOES DE ENDOMETRIOSE PROFUNDA PELA ABORDAGEM PROTEOMICA”.
PESQUISADOR: Prof.Dr.Mauricio Simées Abrao.

CARGO/FUNCAO: Professor Livre Docente do Departamento de Ginecologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo.

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 52.842.

UNIDADE DO HCFMUSP: DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA.

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO X RISCO MAIOR o

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel Rubrica do pesquisador

Continua
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Continuacdo do Anexo C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(grupo endometriose- HCFMUSP)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

1 — Estamos convidando a senhora para participagao voluntaria neste estudo e as informagdes a
seguir estao sendo fornecidas para seu esclarecimento. Este estudo visa identificar proteinas que
possam ser importantes para melhor entender o processo de como a endometriose se
desenvolve como doenga e melhorar as chances de detectar essa doenga em exames. A
endometriose € uma doenga ginecoldgica que ocorre quando o tecido da parte interna do utero
(endométrio) se espalha em outros érgaos e regides do abdémen, tais como: ovario, intestino,
bexiga e peritdneo. Esta doencga pode causar dores intensas no abdémen, principalmente célicas
no periodo menstrual, e dificuldade para engravidar, prejudicando muito a qualidade de vida das

mulheres portadoras de endometriose.

2 — A senhora apenas podera participar deste estudo se a senhora tiver a endometriose intestinal
e se a equipe de médicos que a acompanham a senhora dessa doenga tiver decidido que seu
tratamento tera que ser a cirurgia para retirada de parte do intestino onde se encontra a
endometriose. Durante a cirurgia para tratar sua doenga a participacdo nesse estudo sera feita
com a retirada de pequena amostra da parte interna do uUtero e de pequena parte do intestino que
ja sera retirada para tratamento com a endometriose. Essas amostras retiradas serao analisadas

no laboratério para estudar entéo as proteinas que estao envolvidas nessa doenga.

3 — Nao serao realizados procedimentos rotineiros de coleta de sangue ou de exames de

radiologia.

4 — Nao se espera que haja desconforto e riscos a mais durante e apds a coleta de pequena
amostra da parte interna do Utero e nem para coleta de pequena amostra da parte do intestino

com endometriose, o risco € apenas o que ja existe da cirurgia.
5- A senhora nao tera beneficio direto nesta pesquisa. Trata-se de estudo experimental para
identificar proteinas que possivelmente estejam envolvidas na endometriose. Somente no final do

estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio para a paciente, ou seja, conhecer

melhor a doencga e posteriormente contribuir para a escolha do melhor tratamento.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel Rubrica do pesquisador

Continua
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Continuacdo do Anexo C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(grupo endometriose- HCFMUSP)

6 — Nao ha procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais a paciente possa
optar.

7 — Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimentos de eventuais duvidas. O principal investigador é o Professor Doutor
Mauricio Simdes Abrdo que pode ser encontrado no endereco ( Hospital das Clinicas - Av. Dr.
Enéas de Carvalho Aguiar, 255 — Divisao de Clinica Ginecolégica, 10° andar, sala 10.166 — Sao
Paulo/SP, Tel.(11) 2669-6647. Se vocé tiver alguma consideragao ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar, tel: (11)2661-6442, ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX: (11)2661-6442 —
ramal 26. E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br e cappesq@hcnet.usp.br.

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

9 — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outras pacientes, nao sendo

divulgada a identificagao de nenhuma paciente.

10 — A senhora podera ter acesso aos resultados desta pesquisa no momento que achar

necessario.

11 — A senhora nao tera despesas adicionais ao participar da pesquisa, incluindo exames e

consultas. Também nao ha compensagao financeira relacionada a sua participagao.

12 — Os dados obtidos e o material coletado serao utilizados somente para o estudo em questao.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel Rubrica do pesquisador

Continua
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Conclusédo do Anexo C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (grupo
endometriose- HCFMUSP)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagées que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo IDENTIFICAGAO DE NOVOS MARCADORES EM LESOES DE
ENDOMETRIOSE PROFUNDA PELA ABORDAGEM PROTEOMICA”.

Eu discuti com o Prof.Dr.Mauricio Simdes Abrao sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacao ¢ isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal:

Data / /

Assinatura da testemunha para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-

analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual:

Data / /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data / /

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel Rubrica do pesquisador
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Anexo D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (grupo controle —

UFC)

.. A % MEAC

MINISTERIO DA EDUCACAO @>

BV PRESA BRASILHRA DE SERVICOS HOSPITALARES b

M ATERNIDADE ESCOLA ASSIS CHATEAUBRIAND
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

Termo de Consentimento livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidada a participar do projeto de pesquisa
intitulado IDENTIFICACAO DE BIOMARCADORES EM
PACIENTES COM ENDOMETRIOSE PELA ABORDAGEM
PROTEOMICA, METABOLOMICA, GENOMICA E LIPIDOMICA
que tem por objetivo ldentificar diferengcas na expressdo de
substancias dos fluidos e tecidos estudados de pacientes sem
endometriose e com endometriose.

Vocé sera submetida a investigacao criteriosa através de
anamnese, exame fisico e exames de imagem
(Ultrassonografia transvaginal com preparo intestinal
especializado para endometriose e/ou Ressonancia Magnética
de pelve se necessario), coleta do fluido menstrual e
encaminhada para video laparoscopia as pacientes que apos
tratamento clinico nao apresentar resultado satisfatorio,
seguindo a rotina habitual do servico.

No dia da cirurgia sera anotado o dia do ciclo menstrual, sendo
considerado como fase folicular do primeiro ao décimo quarto
dia do ciclo e fase lutea do décimo quinto até o ultimo dia do
ciclo menstrual. Apds os procedimentos anestésicos e o
posicionamento, serdao coletadas amostras de 10ml de sangue
periférico, 10 ml de urina e coleta de endométrio com Pipelle,
fluido peritoneal.

Os possiveis desconfortos podem ser: perfuragao uterina pela
manipulagdo com Novak ou Pipelle, desconforto na coleta de
sangue periférico pelo acesso, dor e desconforto na coleta do
sangue menstrual.

Nao ha beneficio direto para o participante, pois trata-se de
estudo experimental testando a hipétese de que pode haver um
biomarcador para diagnostico precoce da endometriose.
Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de
algum beneficio secundario. Vocé tem a liberdade de retirar seu
consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem prejuizo para seu tratamento na Instituicao.

Continua
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Conclusédo do Anexo D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (grupo
controle — UFC)

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com
outros pacientes, nao sendo divulgado a identificagao de
nenhuma paciente. Além disso, vocé sera mantida atualizada
sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores. Nao ha despesas pessoais para o participante
em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também nao ha compensacgao financeira relacionada a sua
participacao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orgamento da pesquisa.

O pesquisador se compromete de utilizar os dados e o material
coletado somente para esta pesquisa e em qualquer etapa do
estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador € a Dra Kathiane Lustosa Augusto que pode ser
encontrado no endereco: Maternidade Escola Assis
Chateaubriand, Rua Coronel Nunes de Melo, s/n - Rodolfo
Tedfilo, Fortaleza - CE, 60430-270; telefone(s) 30673291.

Se voceé tiver alguma consideragao ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do HUWC — Rua Capitao Francisco Pedro 1290, Rodolfo
Teofilo; fone: 3366-8589 — E-mail: cephuwc@huwc.ufc.br.

Caso vocé se sinta suficientemente informada a respeito das
informacdes que leu ou que foram lidas para vocé sobre os
propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados,
seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e
de esclarecimentos permanentes e que sua participacao &
voluntaria, que nao ha remuneragao para participar do estudo e
se vocé concordar em participar solicitamos que assine no
espago abaixo.

Assinatura do paciente/representante

Data / /
legal

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos,
semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou
visual.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo E - Parecer consubstanciado da Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq- HCFMUSP)

dand HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA W“ﬂlo
L asil
- USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICAGAO DE NOVOS MARCADORES EM LESOES DE ENDOMETRIOSE
PROFUNDA PELA ABORDAGEM PROTEOMICA

Pesquisador: Mauricio Simoes Abrao

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 07084114.0.0000.0068

Instituicao Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAUS P

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU SP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.015.450
Data da Relatoria: 08/04/2015

Apresentacao do Projeto:

Projeto de Mestrado que sera realizado com pacientes do Setor de Endometriose da Clinica Ginecolégica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo em colaboragao com o
Laboratério de Estudos da Biologia do Trofoblasto no Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo. O estudo sera prospectivo, visando a andlise de diferenciagcao da expressao proteica em tecido

tépico e ectopico de pacientes com e sem endometriose

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo do estudo visa identificar diferengcas na expressao de proteinas do endométrio topico de
pacientes sem endometriose, com endométrio topico e ectopico de pacientes com endometriose profunda
de retossigmoide, utilizando técnicas em protedmica.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores, nao ha risco eminente da pesquisa, uma vez que se utilizarao materiais
(fragmentos de endométrio) oriundos de cirurgias de rotina para tratamento de endometriose, no caso das
pacientes e cirurgias de laqueadura tubaria, no caso dos controles. Existem apenas os riscos eminentes da
cirurgia.

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Pagina 01 de 03
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Continuacdo do Anexo E - Parecer consubstanciado da Comisséo de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq- HCFMUSP)

4 and HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA W“ﬂlo
v b osil
. USP - HCFMUSP

Continuagao do Parecer: 1.015.450

O beneficio resultante da pesquisa seria a descoberta de novos marcadores para endometriose profunda.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de relevancia cientifica, que busca mais uma possivel causa para a etiologia da endometriose.
Projeto apresentado de maneira clara, com base em dados clinicos e cientificos, com metodologia
adequada para a aquisicao dos objetivos propostos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Os pesquisadores responderam satisfatoriamente aos questionamentos anteriores, e enviaram os TCLEs
corrigidos de maneira adequada.

Recomendacoes:

Recomenda-se que, no item 11 dos TCLEs, seja trocado o termo "pagamento” por "ressarcimento” para que
figue mais adequado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
O projeto nao apresenta pendéncia éticas.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugao CNS n°® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagao, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrup¢cao do projeto ou a nao publicagao dos resultados.

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Pagina 02 de 03
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Conclusdo do Anexo E - Parecer consubstanciado da Comisséo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq- HCFMUSP)

re HOSPITAL DAS CLINICAS DA
F FACULDADE DE MEDICINA DA CW““‘
L
USP - HCFMUSP

Continuagéo do Parecer: 1.015.450

SAO PAULQ, 08 de Abril de 2015

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br
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Anexo F - Parecer consubstanciado da Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq- UFC)

UFC - UNIVERSIDADE £ Plataforma
FEDERAL DO CEARA / %oﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICAGAO DE NOVOS MARCADORES EM LESOES DE ENDOMETRIOSE
PROFUNDA PELA ABORDAGEM PROTEOMICA

Pesquisador: Mauricio Simoes Abrao

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 07084114.0.3001.5054

Instituicao Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAUS P

Patrocinador Principal: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU SP
CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.257.051

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de estudo caso-controle prospectivo exploratério, com um numero pré-determinado de 10
pacientes, sendo 5 pacientes com endometriose profunda de retossigmoéide (endométrio topico e ectopico) e
5 pacientes sem endometriose (endométrio topico). Para o grupo sem endometriose, serao selecionadas
mulheres com desejo de esterilizagao cirargica definitiva através de laqueadura tubaria por video
laparoscopia e previamente aprovadas para o procedimento. As pacientes classificadas para compor o
grupo com endometriose serao submetidas a investigacao criteriosa através de anamnese, exame fisico e
exames de imagem. Serao encaminhadas para videolaparoscopia as pacientes que ap6s tratamento clinico
nao apresentarem resultados satisfatéorios e mantiverem queixa de dismenorréia, dispareunia de
profundidade, dor pélvica crénica e/ou alteragoes intestinais ciclicas, associado a ultrassonografia ou
ressonancia magnética indicando a presenga de endometriose profunda de reto-sigmoéide. As pacientes
serao submetidas a videolaparoscopia para ressec¢ao das lesdes endometriéticas, incluindo nédulos de
parede intestinal ou resseccao do segmento intestinal acometido pela lesao, seguindo a rotina habitual do
servigo. Durante a cirurgia e com o resultado anatomo-patolégico, sera confirmada a presenga da
endometriose. Apos a cirurgia e remogao dos tecidos de interesse, estes serao recortados em fragmentos
menores representativos de cada caso. Nos casos patolégicos, coletaremos os
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Continuacdo do Anexo F - Parecer consubstanciado da Comissdo de Etica

para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq- UFC)

UFC - UNIVERSIDADE ) Plataforma
FEDERAL DO CEARA / %wl

Continuacao do Parecer: 2.257.051

fragmentos ap6s o material para a analise histopatologica ter sido coletado. Estes fragmentos serdo entao
transportados em recipientes termicamente isolados contendo tampao PBS 0,1 M estéril em condigdes
assépticas, até o Laboratoério de Estudos da Biologia do Trofoblasto no Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo, onde sera processado. as amostras serdo divididas em cinco partes e os
fragmentos serao fixados em formalina 10% em PBS para inclusao em parafina e armazenados em tampao
RIPA contendo um coquetel de proteases para analise do contetdo protéico por meio da eletroforese
bidimensional. Os Spots identificados como possiveis candidatos a candidatos a proteinas diferencialmente
expressas serao recortados e processados para analise por espectrometria de massas. A analise das
amostras sera realizada pela técnica de espectrometria de massas, utilizando-se MALDI-TOF (Matrix-
assisted laser desorption and ionization). Os mapas peptidicos obtidos (peptide fingerprints) serao
comparados com bancos de dados de proteinas (EMBL Protein and Peptide Search: MascotSearch;
Pepfrag; Protein Prospector). Este trabalho sera desenvolvido no Instituto de Quimica da Universidade de
Sao Paulo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo do estudo visa identificar diferencas na expressao de proteinas do endométrio tépico de
pacientes sem endometriose, com endomeétrio topico e ectopico de pacientes com endometriose profunda
de retossigmoide, utilizando técnicas em protedmica.

Objetivo Secundario:

O objetivo do estudo visa identificar diferengas na expressao de proteinas do endométrio topico de
pacientes sem endometriose, com endomeétrio topico e ectopico de pacientes com endometriose profunda
de retossigmoide, utilizando técnicas em proteémica.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisa ndo traz aumento do risco, 0s riscos sao inerentes a cirurgia.

Beneficios:

Descoberta de novos marcadores para endometriose profunda.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O referido estudo visa identificar diferengas na expressao de proteinas do endomeétrio tépico de pacientes
sem endometriose, com endométrio topico e ectopico de pacientes com endometriose profunda de
retossigmoide, utilizando técnicas em protedmica.
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Continuacdo do Anexo F - Parecer consubstanciado da Comissdo de Etica

para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq- UFC)

UFC - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO CEARA/

Continuagao do Parecer: 2.257.051

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:

Todos os termos de apresentagao obrigatéria foram apresentados.

Recomendacoes:
Nao se aplica.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Nao se aplica.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_749748| 04/08/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 09:58:30
Qutros Resposta_ao_Parecer_04_Agosto_2017| 04/08/2017 |Mauricio Simdes Aceito
.pdf 09:56:02 | Abrao

Outros Termo_de_ciencia_Biobanco_Hospital_ | 04/08/2017 |Mauricio Simoes Aceito
Sirio_Libanes.pdf 09:53:13 | Abrao

Outros Carta_de_Anuencia_Arlindo_Moura.pdf | 04/08/2017 |Mauricio Simoes Aceito

09:51:44 |Abrao

Qutros Carta_de_Anuencia_Leonardo_Bezerra.| 04/08/2017 |Mauricio Simoes Aceito
pdf 09:51:10 |Abrao

Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_749748| 17/08/2016 Aceito

do Projeto E1.pdf 20:38:25

Outros Formulario_para_submissao_de_emend| 17/08/2016 |Mauricio Simoes Aceito
a_Agosto_2016.pdf 20:36:26 | Abrao

Outros Justificativa_Emenda_Agosto_2016.pdf 17/08/2016 |Mauricio Simoes Aceito

20:33:04 |Abrao

Projeto Detalhado / |Projeto_de_pesquisa_atualizado_17_08| 17/08/2016 |Mauricio Simoes Aceito

Brochura _16.pdf 20:32:37 |Abrao

Investigador

TCLE/ Termos de | TCLE_controle (30.03.15).pdf 30/03/2015 Aceito

Assentimento / 10:16:49

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de |TCLE_casos (30.03.15).pdf 30/03/2015 Aceito

Assentimento / 10:11:59

Justificativa de

Auséncia

Outros Resposta ao Parecer Consubstanciado 30/03/2015 Aceito
(30.03.15).pdf 10:11:14

Outros Resposta ao Parecer 03/03/2015 Aceito
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Conclus&o do Anexo F - Parecer consubstanciado da Comisséo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesqg- UFC)
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Continuagao do Parecer: 2.257.051

Outros Consubstanciado do CEP.pdf 16:33:05 Aceito

TCLE/ Termos de |TCLE_controle_11_02_2015.pdf 03/03/2015 Aceito

Assentimento / 16:32:20

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de |TCLE_casos_11_02_2015.pdf 03/03/2015 Aceito

Assentimento / 16:31:55

Justificativa de

Folha de Rosto Folha de rosto.pdf 18/02/2014 Aceito
15:16:01

Outros Cadastro on line (Anexo Il).pdf 15/01/2014 Aceito
08:07:16

Qutros Aprovagao CEPDOG.pdf 15/01/2014 Aceito
08:06:20

Outros Carta de anuéncia.pdf 15/01/2014 Aceito
08:05:51

TCLE/ Termos de |TCLE (pacientes sem endometriose)_ 15/01/2014 Aceito

Assentimento / 23_12_13.docx 08:05:25

Justificativa de

|Auséncia

TCLE/ Termos de | TCLE (pacientes com endometriose)_ 15/01/2014 Aceito

Assentimento / 23_12_13.docx 08:05:05

Justificativa de

Projeto Detalhado / |Projeto de Pesquisa_23_12_13.docx 15/01/2014 Aceito

Brochura 08:04:39

Investigador

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

FORTALEZA, 04 de Setembro de 2017

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000
Bairro: Rodolfo Teotfilo

UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br

CEP: 60.430-275
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Anexo G - Questionario para coleta de dados das pacientes incluidas no

estudo

Dados Clinicos da Paciente

Esta ficha se trata de algumas questGes sobre aspectos de sua vida, principalmente relacionada:
a sua saude. Pedimos, por favor, que tente responder da melhor maneira possivel, pois essas
informac0es nos ajudardo a solucionar muitas dlvidas sobre o diagndstico e o tratamento de doengas,
como por exemplo, a Endometriose

Data / / Médico: Registro:

Em qual dia de seu ciclo menstrual vocé estara no dia da cirurgia? OU quando foi a sua

ultima menstruacéo antes da cirurgia?

( ) Nao sei.

( ) Nenhum — Motivo:

Dados Pessoais:

Nome: -
Data de Nascimento: / / ( anos)
Altura: Peso:

Racga: ( ) Branca ( ) Negra ( ) Amarela ( ) Parda
Estado Civil: ( ) Solteira ( ) Estavel — casada ou amasiada ( ) Viiva ( ) Separada

Grau de Instrucdo: ( ) Nenhum ( ) Primeiro Grau ( ) Segundo Grau ( ) Superior

Endereco (Rua, Nimero, Cidade, CEP):

Telefone para contato: () - .ou( ) -
E-mail:

Antecedentes:
1) Vocé tem, ou teve alguma doenca na sua vida? (Independente da doenca atual)

( )Nao ( )Sim Se sim, qual (quais)?

2) Voceé realiza atividade fisica regular(*)? = = : —m
(*) Exercicios com durac2o de 30 minutos, com freqiéncia

( )Nio ( )Sim de no minimo 3 vezes por semana.

3) Vocé fuma?

( )Nao ( )Naomais. ( )Sim, cigarros por dia

Continua
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Continuacdo do Anexo G - Questionario para coleta de dados das pacientes

incluidas no estudo

4) Vocé ja passou por alguma cirurgia por Endometriose?

( )Nao ( )Sim Se sim, quantas?

5) Vocé ja passou por alguma outra cirurgia no abdémen?

( )Nao ( )Sim Sesim, quantas? // E quais?

6) Vocé toma, ou tomou, nos altimos 3 meses, algum dos medicamentos abaixo?

( )Nao ( )Anticoncepcional Oral ( )Zoladex ( )Lupron ( )Mirena

( )Evra ( )Depoprovera ( )Farlutal ( )Dimetrose ( ) Nuvaring
( )Provera ( )Primolut-nor ( )Cerazette ( )Outros:

7) Vocé sabe de algum caso de Endometriose na sua familia?

( )Nao ( )Sim Sesim, quem? (grau de parentesco)

8) Seu ciclo menstrual é regular?
( )Nao ( )Sim __ dias de menstruacdo // ___ dias de intervalo.
9) Vocé considera seu fluxo: ( ) Diminuido; ( ) Normal ou ( ) Aumentado?
10) Com quantos anos vocé menstruou pela primeira vez? _____ anos.
11) Vocé utiliza, ou utilizou na vida, algum Método Anticoncepcional Prévio?
( )Nao ( )Comportamental ( )Perlutan/Mesygina ( ) Diu (simples) ( ) Evra
( ) Camisinha ( )Depo-provera ( )Mirena ( )Pilula ( ) Nuvaring

12) Vocé ja engravidou alguma vez?

( )Nao ( )Sim Sesim,quantas delas foram: Partos Normais Partos Ceséarea
Abortos Gravidez Ectopica

Continua
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Continuacdo do Anexo G- Questionario para coleta de dados das pacientes

incluidas no estudo

Quadro Clinico:

1) Se vocé possui sintomas, cite o que vocé consideraria o principal deles, e por quanto

tempo este a perturba: !/ anos.

2) Baseado na seguinte escala visual analégica de dor:

o ®
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pior dor
Senrdde existente

Responda sobre os seguintes sintomas.

A) Vocé sente cdlicas menstruais?

( )Niao
( ) Sim, e ndo necessita de medicagao. [Escala de dor n° ]
( ) Sim, e necessita de medicac¢ao para alivia-las. [Escala de dor n® 1

( ) Sim, e necessita de medicacdo para alivia-las, no entanto ndao melhoram. [Escala de dor n®__
( ) Sim, e necessita de medicagdo, no entanto elas nao melhoram e j4 precisou ir ao Pronto Socorr¢

ou faltar ao trabalho em decorréncia das mesmas. [Escalade dorn®__ ]

B) Vocé sente célicas que nido apresentam relacio nenhuma com o seu ciclo
menstrual, e que ndo melhoram mesmo tomando analgésicos?

( )Nio

( ) Sim, e ndo necessita de medicagao. [Escala de dor n®___]

( ) Sim, e necessita de medicagao para alivia-las. [Escala de dor n®__]

( ) Sim, e necessita de medicacéo para alivia-las, no entanto ndo melhoram. [Escala de dor n®__]
( ) Sim, e necessita de medicag¢do, no entanto elas ndo melhoram e ja precisou ir ao Pronto

Socorro, ou faltar ao trabalho em decorréncia das mesmas. [Escala de dor n® ]

Continua
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Conclusdo do Anexo G - Questionario para coleta de dados das pacientes

incluidas no estudo

C) Vocé sente dor na relacido sexual?
( )Nio
( ) Na penetracao.
( ) De profundidade (Dor no fundo da vagina). [Escala de dorn®___ ]
D) Voceé sente alteracoes intestinais relacionadas com a menstruacao?
( )Nido ( ) Dor, [Escaladedorn® ] ( ) Sangramento
( )Intestino Solto  ( )Intestino Preso

( ) Outros:

E) Vocé sente alteragdes urinarias relacionadas com a menstruaciao?

( ) Nao ( ) Dor, [Escala de dor n° 1
( ) Sangramento ( ) Aumento da freqiiéncia
( ) Outros,

3) Em relacio a sua fertilidade, vocé:

( ) Nunca conseguiu engravidar.
() Possui filhos, mas atualmente ndo consegue engravidar.
( ) Nio tenta engravidar (nao tem vida sexual ativa, usa método anticoncepcional, etc.)
( ) Ja possui filhos, e ndo deseja mais engravidar.
4) Se ndo consegue engravidar, isso se deve a:
( ) Motivo desconhecido ( ) Fator Masculino ( ) Tubério
( ) Insuficiéncia Ovariana ( ) Outros Qyulatérios, ( ) Outros:
5) Vocé ja fez algum tratamento para engravidar?

( )Nio ( ) Inducdo Qyulatdria,

( ) Inseminacdo Intra-uterina ( ) Fertilizacdo In Vitro
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Tabela -S1 Lista de proteinas diferencialmente expressas no

endométrio de mulheres com endometriose (todos 0s grupos)
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Ident|f|cac_;§o Cédigo UniProt Anova (p-valor) FoId—changNe
Progenesis de expresséo

PODMEO SETSIP 0,04 3,47
QoUQ35 SRRM2 0,02 3,32
Q13938 CAPS 0,0000295 3,04
C9J386 H2AFV 0,03 3

Q15424 SAFB 0,01 2,99
Q14247 CTTN 0,03 2,5
Q96FJ2 DYNLL2 0,05 2,18
Q7Z2K5 HBB 0,03 2,05
043633 CHMP2A 0,04 2,01
P38159 RBMX 0,02 1,94
AOAOD9SEM4 SRSF4 0,00859 1,87
Q53SS8 PCBP1 0,02 1,85
P11142 HSPA8 0,04 1,82
P38398 BRCAL 0,05 1,8
AOA024R9D7 DECR1 0,05 1,8
B7Z570 SRSF1 0,02 1,78
043491 EPB41L2 0,02 1,77
P09496-2 CLTA 0,00545 1,76
Q14151 SAFB2 0,02 1,72
F8W1K5 CNPY2 0,05 1,7
P69892 HBG2 0,04 1,7
F8VRV5 DYNLL1 0,00538 1,68
D6RFM3 HNRNPH1 0,03 1,64
E9PP76 CCs 0,05 1,62
C9JL85 MTPN 0,04 1,61
Q14980-2 NUMA1 0,00637 1,6
B4DEA3 RAD23B 0,00123 1,59
P11021 HSPA5 0,05 1,51
Q01105-3 SET 0,04 1,51
Q01082 SPTBN1 0,00869 -1,51
Caavr7 AHSG 0,02 -1,59
Q8NHQ9 DDX55 0,02 -1.59
B7Z4L7 RBM39 0,03 -1,59
P02768 ALB 0,05 -1,6
P21291 CSRP1 0,04 -1,6
Q92599-3 0,01 -1,6

Continua



Concluséo da Tabela —-S1 Lista de proteinas diferencialmente
expressas no endométrio de mulheres com endometriose (todos os

grupos)

Ident|f|cagao Cédigo UniProt Anova (p-valor) FoId—changNe
Progenesis de expresséo
Q58FF7 HSP90AB3P 0,04 -1,61
B4E1B2 TF 0,02 -1,62
B3KMK3 NUP155 0,03 -1,63
Q72406-2 MYH14 0,00181 -1,64
P01024 C3 0,00766 -1,65
Q9UL89 IGHV1-69 0,02 -1,68
B4ADRRO KRT6A 0,03 -1,73
Q1L857 cP 0,03 -1,75
P00918 CA2 0,02 -1,77
P10323 ACR 0,03 -1,78
B1AHL2 FBLN1 0,04 -1,95
P01625 IGKV4-1 0,05 -2,05
G3V113 UBE2V2 0,0093 -2,12
Q5T985 ITIH2 0,01 -2,31
Q96P66 GPR101 0,05 -2,54
Q9NPP6 IGH 0,000799 -2,9
014645 DNALI1 0,01 -3,36
Q14508-2 WFDC2 0,02 -3,51
Q16352 INA 0,04 -3,52
B4E3V1 DDAH1 0,00768 -3,75
Q6N094 IGHG1 0,00694 -3,76
Q8WXA3-2 RUFY2 0,05 -3,82
B4DW90 SF3A3 0,05 -3,95
P02788-2 LTF 0,03 -5,32
P16188 HLA-A 0,02 -5,9
P01591 JCHAIN 0,02 -9,53
P01833 PIGR 0,01 -14,03
P03973 SLPI 0,02 -16,83
Q8NB25 FAM184A 0,04 -29,97
Q8TDL5 BPIFB1 0,01 -39,16

FONTE: Software Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK).
Teste estatistico: andlise de variancia anova (p <0,05).
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Tabela S2 - Lista de proteinas diferencialmente expressas no endométrio de
mulheres com endometriose (estadio Il, fase menstrual proliferativa)

Identificacdo

Cédigo UniProt

Anova (p-valor)

Fold-change de

Progenesis expressao
B4DRES EEF2 0,01 140,32
P25815 S100P 0,04 33,12
E9PK47 PYGL 0,04 7,41
VOHWB4 HSPAS5 0,04 6,62
Q9Y2T3 GDA 0,000874 6,36
F8VP67 KRT8 0,05 5,8
QoUBQO VPS29 0,04 3,87
E9KL44 HADHA 0,03 3,44
AOA140VK27 LTA4H 0,02 3.4
BO9EGRS5 MGA 0,03 3.4
P08727 KRT19 0,00613 3,39
H3BQF1 APRT 0,03 3,37
B4DVU9 HSPA1A/HSPA1B 0,02 3,3
Q9BV28 TUBB3 0,00918 3,28
B3KXN4 WDR1 0,02 3,25
A8K2H4 CTSB 0,03 3,18
B4DPZ4 ARHGAP1 0,00253 3,15
U3KQKO HIST1H2BN 0,05 3,12
F5GXY2 LDHA 0,02 3,08
P28838 LAP3 0,03 3,01
P46940 IQGAP1 0,04 3
R4GNO08 ARPC4 0,05 2,98
AOA286SD59 DDX39B 0,05 2,98
AOAO87WYR3 TPD52L2 0,05 2,95
Q5S4N1 DDX3X 0,02 2,9
F8VRP1 CS 0,03 2,86
B72268 SSBP1 0,04 2,82
K7EQ86 KIAA0100 0,04 2,67
B4DJQS8 CTSC 0,02 2,61
Q08211 DHX9 0,03 2,55
Q53HUS8 VIM 0,01 2,53
ABNH27 ZWINT 0,04 2,52
H7BXZ5 KALRN 0,03 2,5
VOHW31 ATP5F1B 0,02 2,48
F8wW180 MYL6 0,04 2,41
F6UXX1 SYNCRIP 0,02 2,41
Q53G76 ACTB 0,00892 2,36
Q15181 PPA1 0,03 2,33
VOHVZ4 GAPDH 0,02 2,32
AOAOU1RRM4 PTBP1 0,04 2,32
B2R7W4 HNRNPR 0,04 2,29
P37802 TAGLNZ2 0,03 2,29
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Continuacdo da Tabela S2 - Lista de proteinas diferencialmente expressas no
endométrio de mulheres com endometriose (estadio Il, fase menstrual

proliferativa)

Identificacdo

Cédigo UniProt

Anova (p-valor)

Fold-change de

Progenesis expressao
AOA024R4F1 ENO1 0,01 2,28
Q59GX5 LCP1 0,02 2,25
Q969H8 MYDGF 0,04 2,25
Q5TOR1 CAP1 0,00342 2,2
Q9H799 CPLANE1 0,01 2,2
Q9NUV1 CNDP2 0,03 2,17
F5H823 RAP1B 0,02 2,17
F5H5D3 TUBALC 0,04 2,16
P09651 HNRNPA1 0,01 2,12
Q96GW1 HSP90B1 0,05 2,08
VOHWK?2 VCL 0,00557 2,08
AOA024R5K1 CORO1B 0,04 2,07
E7EMB3 CALM1 0,05 2,06
ABMW50 LDHB 0,03 2,05
Q15019 SEPT2 0,05 2,04
A2A274 ACO2 0,00322 2,02
Q9HAP1 VCP 0,05 2
A8KOG3 AP2B1 0,03 1,99
P09211 GSTP1 0,05 1,99
P30044 PRDX5 0,02 1,99
P52209 PGD 0,02 1,97
P60174 TPI1 0,03 1,95
AOA1BOGVG2 ASAH1 0,05 1,88
B4DLV7 GDI2 0,02 1,86
VIOHW62 GLO1 0,02 1,83
K7EM20 YWHAE 0,00982 1,83
B4DY04 YWHAQ 0,01 1,8
075396 SEC22B 0,05 1,78
AOAOB4J1R6 TKT 0,05 1,78
Q53FF5 NSFL1C 0,04 1,67
Q9HANS YWHAH 0,02 1,55
P02753 RBP4 0,00724 -1,7
P25311 AZGP1 0,05 -1,87
A5PL27 CP 0,03 -2,04
AOAOK0Q2Z1 SERPINCL1 0,02 -2,04
P02790 HPX 0,02 -2,19
P01861 IGHG4 0,03 -2,19
P15531 NME1 0,04 -2,26
VOHWA9 C3 0,00874 -2,28
Q2F831 YWHAZ 0,00678 -2,35
Q96CDO FBXLS8 0,02 -2,43
VOHWF6 ORM1 0,00803 -2,55
B1AHL2 FBLN1 0,04 -2,59
AOA286YEY4 IGHG2 0,02 -2,62
E9PGN7 SERPING1 0,04 -2,62
Q68DS3 CLEC3B 0,03 -2,66
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Concluséo da Tabela S2 - Lista de proteinas diferencialmente expressas no
endométrio de mulheres com endometriose (estadio Il, fase menstrual

proliferativa)

Identificacdo

Fold-change de

Caédigo UniProt Anova (p-valor)

Progenesis expressao
B3KS79 SERPINA3 0,02 -5,04
AOA024R617 SERPINA1 0,02 -7,76
J3QSB4 RPL13 0,03 -8,78
F8VVI6 CPM 0,0064 -15,09
Q81X02 LTF 0,04 -32,87
Q9Y6R7 FCGBP 0,00999 -42,71
A7Y9J9 MUC5AC 0,03 -72,44

FONTE: Software Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK).
Teste estatistico: andlise de variancia anova (p <0,05).
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Tabela S3 - Lista de proteinas diferencialmente expressas no endométrio de
mulheres com endometriose (estagio 1V, fase menstrual proliferativa)

Identificacdo

Cdédigo UniProt

Anova (p-valor)

Fold-change de

Progenesis expressao
Q9H444 CHMP4B 0,000176 145,2
L7RDA5S DES 0,00153 72,02
B4DRS1 MATR3 0,000373 59,05
B4DVS4 ECH1 0,000171 58,52
Q9P1D9 EIF3I 0,0000145 53,28
P55290 CDH13 0,00191 49,03
P48059 LIMS1 0,0000897 48,29
LOR5C4 POTEG 0,00648 42,36
F8WD80 UBE2F 0,00000438 38,07
P14209 CD99 0,00559 30,24
D3DTX7 COL1A1 0,000405 25,14
P15531 NME1 0,00352 21,36
POCO0S5 H2AFZ 0,00214 18,69
075367 H2AFY 0,00674 17,2
Q16778 HIST2H2BE 0,00149 15,68
B3KRY3 LAMP1 0,00145 14,01
Q5TECS6 HIST2H3PS2 0,00401 13,74
P62913 RPL11 0,000348 12,62
C9JOK6 SRI 0,0034 11,31
D6R9A6 HMGB2 0,01 11,16
A8BMTJ3 GNAT3 0,02 10,72
HOYI1B4 SRSF9 0,00453 10,67
B5MBZ8 PPP1R7 0,02 10,34
P16401 HIST1H1B 0,01 9,8
H3BRG4 UQCRC2 0,00612 9,54
H7C040 AGR3 0,02 9,53
P43686 PSMC4 0,00989 8,5
Q9BT78 COPSs4 0,03 8,11
C9JQ41 CCDC58 0,00473 7,95
Q16777 HIST2H2AC 0,000158 7,74
Q6FGH9 DYNLL1 0,02 7,25
075369 FLNB 0,02 7,2
A0A140T936 VARS 0,02 6,99
P10412 HIST1H1E 0,03 6,75
P31930 UQCRC1 0,01 6,54
A0A024RDQO HSPH1 0,04 6,45
Q6IBG1 MYL9 0,04 6,45
B4E312 TAF15 0,04 6,44
Q5SQT3 H2AFY2 0,04 6,4
A0A087X2D0 SRSF3 0,03 6,4
Q15233 NONO 0,01 6,23
S5DU27 HLA-C 0,03 5,88
ABKAQS5 SNRNP70 0,00943 5,82
P07360 C8G 0,05 5,71
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Continuacao da Tabela S3 - Lista de proteinas diferencialmente expressas
no endométrio de mulheres com endometriose (estagio IV, fase menstrual

proliferativa)

Identificacdo

Cédigo UniProt

Anova (p-valor)

Fold-change de

Progenesis expressao
B4DDR3 API5 0,02 5,68
Q96FJ2 DYNLL2 0,03 5,67
Q724Y4 AK3 0,04 5,64
P38117 ETFB 0,00372 5,56
FBWES2 MTAP 0,00114 5,45
A2A3R6 RPS6 0,03 5,41
H7BZ35 DARS 0,03 54
CaoJsul LRRFIP2 0,04 5,34
AOA024RAE4 CDC42 0,00416 5,26
H3BLU7 AKR7A2 0,03 5,24
Q9UBT2 UBA2 0,01 5,2
P62316 SNRPD2 0,00103 511
C9JXB8 RPL24 0,02 5,08
B3KSGO ISYNAL 0,00622 5,06
AOA140TA33 TNXB 0,02 5,06
B4DZP5 DDB1 0,05 5,01
Q59H57 FUS 0,05 4,95
Q5T7C4 HMGB1 0,04 4,87
Q8WX93 PALLD 0,02 4,85
P55795 HNRNPH2 0,02 4,62
000264 PGRMC1 0,01 4,61
014561 NDUFAB1 0,03 4,59
P17987 TCP1 0,03 4,56
C9aJ712 PFN2 0,04 4,47
B7Z4B7 FHL1 0,006 4,44
Q59FA2 SRSF1 0,00289 4,44
Q9Y265 RUVBL1 0,00323 4,43
AOAQS2Z377 ANXAG 0,02 4.4
J3QLO5 SRSF2 0,04 4,38
HOYJB9 RTRAF 0,03 4,36
Q6FHM6 SNU13 0,02 4,35
Q9BSV4 SFPQ 0,00682 4,34
F27388 RPL35 0,04 4,3
ABNLN1 PTBP1 0,02 4,28
E9KL35 RACK1 0,01 4,28
K7EL21 CAPS 0,03 4,27
Q6LEE2 PCBD1 0,03 4,24
Q9Y3Us8 RPL36 0,04 4,24
P23396 RPS3 0,02 4,23
D6RGI3 SEPT11 0,00855 4,23
H7C233 SUCLG1 0,05 4,14
AOAQ0S2Z3W7 ITPA 0,02 4,02
EOPCY7 HNRNPH1 0,02 3,99
B4DNM8 P3H1 0,000502 3,99
Q9BTQ7 RPL23 0,03 3,93
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Continuacao da Tabela S3 - Lista de proteinas diferencialmente expressas
no endométrio de mulheres com endometriose (estagio IV, fase menstrual

proliferativa)

Identificacdo

Cédigo UniProt

Anova (p-valor)

Fold-change de

Progenesis expressao
D6W539 HADHB 0,02 3,88
Q59EY4 SEPT7 0,00406 3,86
A0A024QzV0 TXNDC5 0,00436 3,84
P31948 STIP1 0,03

P49411 TUFM 0,05 3,79
Q53GL5 IDH2 0,03 3,78
J3QLI9 SNRPD1 0,03 3,78
P61160 ACTR2 0,04 3,76
F6RFD5 DSTN 0,02 3,75
QOVGD6 HNRNPR 0,00591 3,73
F5GYN4 oTuB1 0,03 3,73
VO9HW31 ATP5F1B 0,01

B2R959 HNRNPL 0,02

Q14568 HSP90AA2P 0,00829

Q9Y266 NUDC 0,02

P62241 RPS8 0,04

Q53XJ5 FKBP2 0,05 3,69
AOAO087WUK2 HNRNPDL 0,02 3,69
K7EMD6 SGTA 0,04 3,65
P62318 SNRPD3 0,02 3,65
E5RIW3 TBCA 0,02 3,65
Q8TB01 CKAP4 0,00391 3,63
P35268 RPL22 0,02 3,62
P68363 TUBAI1B 0,01 3,61
P20674 COX5A 0,02

P31939 ATIC 0,03 3,59
AOA024RCM3 DDX39B 0,02 3,58
G8JLA2 MYL6 0,01 3,58
B7ZAR1 CCT5 0,01 3,57
P37108 SRP14 0,05 3,57
Q96CN7 ISOC1 0,03 3,56
VIOHVX6 ALDH1Al 0,04 3,55
Q03252 LMNB2 0,01 3,55
B4DZz08 ACO2 0,05 3,54
P29373 CRABP2 0,03

P30049 ATP5F1D 0,02 3,49
K7EKP1 APOC1 0,05 3,48
B4DY09 ILF2 0,05 3,48
VOHW53 DDAH2 0,05 3,47
094788 ALDH1A2 0,00383 3,42
Q92688 ANP32B 0,04 3,41
AOA024R8Q1 GAA 0,02 3,41
AOA024R4K3 MDH2 0,03 3,41
B3KSQ7 DBN1 0,04 3,39
B2R5U1 SND1 0,02 3,39
D6R9P3 HNRNPAB 0,04 3,36
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Continuacao da Tabela S3 - Lista de proteinas diferencialmente expressas
no endométrio de mulheres com endometriose (estagio IV, fase menstrual
proliferativa)

Identificacdo Identificacdo Identificacao Identificacdo
Progenesis Progenesis Progenesis Progenesis
Q5CAQ5 HSP90B1 0,04 3,36
P39019 RPS19 0,05 3,34
P50454 SERPINH1 0,00691 3,32
AOAQU4BW16 MYH9 0,02 3,31
P24666 ACP1 0,00142 3,29
B4DUQ1 HNRNPK 0,03 3,29
H3BPC4 UBE2I 0,0078 3,28
B5MCX3 SEPT2 0,00878 3,26
Q71U36 TUBA1A 0,02 3,25
AOA087X0X3 HNRNPM 0,04 3,24
E9PJD9 RPL27A 0,03 3,23
Q08211 DHX9 0,00322 3,22
Q60FE6 FLNA 0,04 3,22
B2R5W2 HNRNPC 0,04 3,22
Q72612 RPLP1 0,04 3,2
Q59GL1 SYNCRIP 0,01 3,19
Q9Y3z3 SAMHD1 0,02 3,18
Q13263 TRIM28 0,05 3,18
Q562R1 ACTBL2 0,03 3,17
E7EX53 RPL15 0,0079 3,17
P62873 GNB1 0,03 3,14
P52209 PGD 0,00144 3,14
Q16762 TST 0,03 3,12
Q53GC7 CAPZA2 0,00273 3,1
F8W1A4 AK2 0,04 3,09
P07437 TUBB 0,02 3,09
VOHWBS5 PPAl 0,04 3,08
D6RAWO UBE2D3 0,00121 3,07
ABK6Y1 PA2G4 0,04 3,06
B8ZzU8 ELOB 0,04 3,05
Q14240 EIF4A2 0,03 3,04
P02461 COL3A1 0,04 3,03
P49458 SRP9 0,04 3,03
P05455 SSB 0,01 3,03
Q96IR1 RPS4X 0,00447 3,01
B4DHX4 GDI1 0,04 3
B72972 PCMT1 0,00365 2,99
P63261 ACTG1 0,02 2,97
P07195 LDHB 0,03 2,97
QINTK5 OLA1 0,01 2,96
043396 TXNL1 0,05 2,96
B3KQ51 PPP2CA 0,04 2,94
AOA024RAIL ACTR3 0,01 2,93
AOAO87TWTP3 KHSRP 0,03 2,92
B4DPW9 PLS3 0,02 2,92
060701 UGDH 0,04 2,91
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Continuacao da Tabela S3 - Lista de proteinas diferencialmente expressas
no endométrio de mulheres com endometriose (estagio IV, fase menstrual

proliferativa)

Identificacdo

Identificacdo

Identificacdo

Identificacdo

Progenesis Progenesis Progenesis Progenesis
P50395 GDI2 0,00142 2,9
B4E1T4 SFRP4 0,04 2,9
P31942 HNRNPH3 0,02 2,86
AOA0S2Z4G7 NPM1 0,02 2,85
HOYNW5 DUT 0,03 2,84
P28838 LAP3 0,03 2,83
B4DVZ8 LTA4H 0,01 2,82
P50914 RPL14 0,05 2,81
B4DU58 CAPG 0,03 2,79
B4DL49 CTSB 0,03 2,77
P14618 PKM 0,01 2,77
Q9Y490 TLN1 0,02 2,77
B4DDB6 HNRNPA3 0,04 2,76
VOHWA41 UBE2N 0,05 2,76
B4DHO02 HSPA4 0,05 2,75
Q6IPNG6 EEF1Al 0,04 2,74
VIOHVZ4 GAPDH 0,03 2,73
P07900 HSP90AA1 0,03 2,73
VIHWEY GSTP1 0,03 2,72
H3BQZ7 HNRNPUL2-BSCL2 0,02 2,72
P61970 NUTF2 0,02 2,72
AOA024RDF4 HNRNPD 0,02 2,71
B1Q3B3 FTL 0,04 2,69
F8Vvz49 HNRNPA1 0,02 2,67
AOAO024R4F1 ENO1 0,02 2,66
AAD177 CBX3 0,03 2,65
Q9Y3I0 RTCB 0,04 2,65
B3KTA3 FSCN1 0,03 2,64
B4DKN9 RHOA 0,0079 2,6
P22314 UBA1l 0,03 2,6
P27824 CANX 0,04 2,59
Q9UPN1 PPP1CC 0,05 2,59
HOYN26 ANP32A 0,02 2,58
AOA024R3X4 HSPD1 0,02 2,58
F6WIT?2 PTPA 0,00964 2,58
B4DX14 ALDH9A1 0,03 2,56
P13639 EEF2 0,04 2,54
pP78417 GSTO1 0,03 2,53
Q9H2U2 PPA2 0,02 2,53
ABK7F6 EIF4A1 0,05 2,51
K7EKO7 H3F3A/H3F3B 0,00872 2,5
B4DDZ5 HADHA 0,01 2,47
VOHWB9 LDHA 0,05 2,46
X6RJIP6 TAGLN2 0,02 2,45
P68402 PAFAH1B2 0,01 2,39
AOA024QYX3 RBM3 0,02 2,38
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Concluséo da Tabela S3 - Lista de proteinas diferencialmente expressas no
endométrio de mulheres com endometriose (estagio IV, fase menstrual
proliferativa)

Identificacdo Identificacdo Identificacao Identificacdo
Progenesis Progenesis Progenesis Progenesis
BADNR3 ABHD14B 0,02 2,37
VIHWS80 VCP 0,04 2,36
F8W020 NAP1L1 0,04 2,35
D3DQ69 SERBP1 0,05 2,35
AOA1BOGW44 CTSD 0,05 2,34
095994 AGR2 0,01 2,33
A8K590 ILF3 0,03 2,33
P63208 SKP1 0,03 2,33
P27348 YWHAQ 0,02 2,33
Q2Q9B7 G6PD 0,03 2,32
A0A024R694 ACTN1 0,03 2,31
B7Z3S4 HDAC1 0,02 2,3
AOAO024R1U4 RAB5C 0,04 2,28
Q04760 GLO1 0,02 2,27
P62258 YWHAE 0,03 2,2
P63241 EIF5A 0,04 2,16
P13010 XRCC5 0,03 2,14
A4QPBO IQGAP1 0,03 2,13
Q86Vv81 ALYREF 0,04 2,11
A0A024R442 DNPEP 0,05 2,1
Q04917 YWHAH 0,03 2,08
E7END7 RAB1A 0,03 2,05
Q6ZN40 TPM1 0,03 2
P61981 YWHAG 0,000772 1,83
VIHWA9 C3 0,03 -1,43
P06727 APOA4 0,02 -2,68
B4ADPP6 ALB 0,00686 -6,18
HOY6A4 PAEP 0,05 -18,22

FONTE: Software Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK).
Teste estatistico: andlise de variancia anova (p <0,05).
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Tabela S4 - Lista de proteinas diferencialmente expressas no endométrio
de mulheres com endometriose (estadio I, fase menstrual secretora)

Identificacdo

Cédigo UniProt

Anova (p-valor)

Fold-change de

Progenesis expressao
AOAO087WWY3 FLNA 0,05 207,18
B4DUPO EEF1G 0,04 129,03
AOA024RCA7 RPLP2 0,00109 125,76
P67809 YBX1 0,00322 68,47
Q72532 OGN 0,03 43,16
F222S8 RPS3 0,03 38,27
Q6IA16 NUCKS1 0,03 34,28
P08727 KRT19 0,04 33,6
D6R9A6 HMGB2 0,01 33,24
AOA024RDG1 uso1 0,00676 32,27
HOY704 ZNF185 0,01 27,89
AO0A024QzV0 TXNDC5 0,02 24,95
C9IMJ2 SFRP4 0,02 23,54
P49411 TUFRM 0,02 18,89
HOYEGS NUCB2 0,01 17,13
S4R457 HNRNPK 0,000427 16,55
HOYAGS ADH5 0,04 16
Q53GL6 RALY 0,02 15,56
B4DLLS GPNMB 0,02 14,82
AOA0C4DGM1 TPSAB1/TPSB2 0,03 13,7
D6R991 MATR3 0,01 13,49
Q59G24 SUB1 0,02 12,58
B2R4M6 S100A9 0,02 12,27
Q16643 DBN1 0,02 11,75
Q8NDV3 SMC1B 0,04 11,4
Q6NZI2 CAVIN1 0,02 11,36
B4DLP5 TXNDC11 0,04 11,09
B7Z6S8 RPL14 0,02 11,03
Q9Y6R7 FCGBP 0,01 10,52
AOAO90N8Y2 PDIA4 0,01 10,29
J3QR68 HP 0,03 9,62
B4DHY1 HNRNPH3 0,03 9,5
Q53EU7 NDRG1 0,02 9,41
B2RTX2 PALLD 0,04 9,25
Q5D6A5 GSTP1 0,03 8,89
P08670 VIM 0,01 8,48
B2R9V7 SOD3 0,03 8,45
B7Z4W4 RAD23B 0,01 8,36
E5RIP1 RPS20 0,0096 8,31
VOHWPO APCS 0,0098 8,07
J3QLES SNRPN 0,02 8,07
P02792 FTL 0,01 8,03
G8JLJ2 SOD2 0,03 8,03
P28072 PSMB6 0,02 7,94
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Continuacdo da Tabela S4 - Lista de proteinas diferencialmente expressas no
endométrio de mulheres com endometriose (estadio Il, fase menstrual secretora)

Identificacdo Identificacdo Identificacao Identificacao
Progenesis Progenesis Progenesis Progenesis
AOA087WTP3 KHSRP 0,00711 7,21
Q6NZ44 FTH1 0,000614 7.1
G3V5M2 PNP 0,01 7,1
Q5TA02 GSTO1 0,0043 6,77
Q59FU3 FUBP1 0,03 6,57
E9PPU6 NAGK 0,05 6,41
Q8NAG3 TPM3 0,04 6,38
AO0A024R5H0 BANF1 0,03 6,2
A0A024QZJ6 MYH11 0,02 6,2
A7BI36 RRBP1 0,05 6,2
F8VRKO TUBA1B 0,00612 6,1
E9PB61 ALYREF 0,00617 6,04
HOYDSO UBQLN1 0,04 6,02
D3DWLO PLEC 0,04 5,98
P54687 BCAT1 0,00812 5,95
AOA1BOGV06 ASAH1 0,05 5,88
B2R4F3 ARHGDIB 0,04 5,84
B4DLX5 PTPA 0,00342 5,83
B3KY04 KCTD12 0,05 5,76
B4E3Q9 VCL 0,03 5,32
Q96HXO0 TUBB4B 0,02 5,3
P67936 TPM4 0,03 5,13
QOP5N8 TMSB10/TMSB4X 0,03 5,12
Q69YR8 GSN 0,04 51
P05787 KRT8 0,02 5,06
K7ELL7 PRKCSH 0,02 5,06
014950 MYL12B 0,02 5,04
G8JLB6 HNRNPH1 0,04 4,94
Q53FV4 LUM 0,00645 4,73
AOA0J9YXBS8 PSAP 0,04 4,62
Q06830 PRDX1 0,00902 4,59
16L965 KRT18 0,04 4,56
CaJYSs8 NONO 0,03 4,53
P08236 GUSB 0,03 4,49
P00747 PLG 0,03 4,45
P63261 ACTG1 0,00656 4,43
AOA024R1A3 UBA1l 0,01 4,35
HOYKP3 TPM1 0,05 4,28
000193 Cllorf58 0,04 4,18
Q59FA2 SRSF1 0,01 4,17
B4E1B2 TF 0,21 4,17
043707 ACTN4 0,03 4,12
F8VPP1 AK2 0,04 4,11
B4DHX4 GDI1 0,05 4,11
P23246 SFPQ 0,07 4,09
AOA0C4DGQ5 CAPNS1 0,04 3,98
P13010 XRCC5 0,01 3,98
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Continuacdo da Tabela S4 - Lista de proteinas diferencialmente expressas no
endométrio de mulheres com endometriose (estadio Il, fase menstrual secretora)

Identificacdo

Identificacdo

Identificacao

Identificacao

Progenesis Progenesis Progenesis Progenesis
B4DHR1 CALR 0,04 3,9
K7EMN2 PGD 0,04 3,89
Q5T7C4 HMGB1 0,03 3,84
P60174 TPI1 0,03 3,82
VIHW44 PAFAH1B2 0,01 3,75
B3KQK3 CALU 0,05 3,69
AOA087WXPO AZU1 0,03 3,67
VIGYG2 AKR1A1 0,05 3,66
P55072 VCP 0,01 3,65
Q6IBN6 CBX1 0,02 3,61
P29966 MARCKS 0,05 3,6
Q09666 AHNAK 0,13 3,57
A8BK2H4 CTSB 0,03 3,57
F22393 TALDO1 0,04 3,54
Q56G89 ALB 0,01 3,562
Q6EEV6 SUMO4 0,02 3,48
D6RCO06 HINT1 0,05 3,41
095678 KRT75 0,03 3,35
B4E022 TKT 0,03 3,35
AOA024R5Z9 PKM 0,05 3,21
G3v361 CALML1 (includes others) 0,04 3,16
H6VRG1 KRT1 0,02 3,12
ABK6U7 HNRNPUL1 0,04 3,01
E7EX29 YWHAZ 0,05 2,97
P10599 TXN 0,03 2,93
Q9UNU2 C4A/C4B 0,03 2,92
A0A140VK69 GOT1 0,05 2,91
P50395 GDI2 0,04 2,87
Q4IM47 AGR2 0,04 2,86
P62318 SNRPD3 0,03 2,78
AOAQU4BW 16 MYH9 0,02 2,75
AOAO087WT59 TTR 0,01 2,69
G3V5Z7 PSMA6 0,00882 2,3
P01871 IGHM 0,03 2,25
HOYM50 ANXA2 0,06 2,24
Q09028 RBBP4 0,02 2,24
B2RE56 PPIA 0,02 2,04
P00367 GLUD1 0,18 2
Q68CN4 IGHG1 0,13 1,61
Q8izIo HBB 0,84 1,19
AOA1S5UZ07 TLN1 0,69 1,02
AOAO87WTT1 PABPC1 0,29 -1,53
AONO71 HBD 0,05 -1,84
AOA024R8S5 P4HB 0,55 -1,93
P27105 STOM 0,03 -2,33
VOHW26 ATP5F1A 0,02 -2,46
B4E216 C3 0,00639 -2,56
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Identificacdo Identificacdo Identificacao Identificacao
Progenesis Progenesis Progenesis Progenesis
014979 HNRNPDL 0,38 -3,13
VIHVZ4 GAPDH 0,04 -3,5
P04040 CAT 0,05 -3,94
P02647 APOA1 0,09 -3,97
P35754 GLRX 0,00245 -4,94
P02790 HPX 0,01 -7,52
VOHWES3 CAl 0,04 -8,35
P02671 FGA 0,006 -8,87
Q9Y3z3 SAMHD1 0,2 -8,94
VIOHWJ7 LCP1 0,01 -9,47
AOA024RA52 PSMA2 0,04 -18,88
VIGYM3 APOA2 0,00567 -34,97

FONTE: Software Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK).

Teste estatistico: analise de variancia anova (p <0,05).



Anexo L

Tabela S5 — Lista de proteinas diferencialmente expressas no endométrio de
mulheres com endometriose (estadio 1V, fase menstrual secretora)

Identificagéo Fold-change de

Cédigo UniProt Anova (p-valor)

Progenesis expresséo
BOAZU6 HSPA4 0,00727 81,61
ABK3W9 HSP90AB1 0,01 61,35
HOYLA2 SRP14 0,03 51,07
Q1KSF8 TUBB 0,04 40,41
Q71VF9 SPTB 0,02 35,02
F8W180 MYL6 0,04 34,74
VOHVZ4 GAPDH 0,01 33,36
P06748 NPM1 0,02 28,73
H6VRG1 KRT1 0,03 25,23
P35527 KRT9 0,01 10,27
E9PF18 HADH 0,01 9,87
AOA024R3X4  HSPD1 0,04 9,32
Q9H7K8 CNDP2 0,03 7,72
E2DRY6 ENO1 0,03 6,8
Q15084 PDIA6 0,15 4,06
Q53T09 XRCC5 0,21 2,05
AOAOK2BMD8 HBA1/HBA2 0,44 1,97
P02768 ALB 0,15 1,71
Q53GK6 ACTB 0,3 1,61
B4DEF7 HSPAS 0,42 1,42
Q14473 HBB 0,06 -2,19
B7Z8B6 ITIH1 0,04 -2,43
VOHW31 ATP5F1B 0,05 -2,66
Q68CN4 IGHG1 0,04 -4,12
P02787 TF 0,02 -4,27
AOAOG2JMB2  IGHA2 0,03 -4,72
Q59GR5 BPGM 0,02 -6,54
A5PL27 CP 0,05 -15,38
P01833 PIGR 0,01 -36,59
X6RILO DNAJC3 0,02 -87,71
P55072 VCP 0,02 -99,18
VOHWAQ C3 0,000697 -131,39

FONTE: Software Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK).
Teste estatistico: andlise de variancia anova (p <0,05).
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Anexo M

Tabela S6 - Redes de interagdo mais significativas das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes com endometriose.

Total de
proteinas da
interacdo rede

Grupo de Proteinas da
pacientes com rede de
endometriose

Proteinas da
amostra

Doengas e vias
funcionais

Todos

AGT,AHSG, AL
B,APOH,BIRCS,
CCND1,CLU,CP,
CYBA,DDAH1,EL

ANE,F3,FBLN1,H
NF1A HSF1,HSP
A8,IGF2R,IGFBP
2,IL7R,ITGAM,IT
GB2,JAK1,LMNA,
LTF,MYH14,NUM
A1,0SCAR,PCB
P1,SLPI,SRSF1,
TGFB1,TLR3,TN

F,VEGFA miR-

146a-5p

BRCA1,CCL5,C
CS,CTDP1,CXC
L1,CXCL8,CYP
1A1,E2F3,EIF4
G1,ELANE,HBB
,HIF1AHLA-
A,HMGA2,HNR
NPH1,HSPAS,IF
NG,IGFBP3,Imu
noglobulina,JAK
1,KIR,KRT6A,M
TPN,NANOG,0O
SCAR,PIGR,PT
GER2,PTGER4,
RAD51,RBBPS,
RNA polimerase
II,SET,TLR3,TP
63,WFDC2

Sinalizagdo e
interacéo célula-a-
célula,
desenvolvimento e
funcéo do sistema
hematolégico, trafico
de células imunes

20 12

Resposta Inflamatéria, Lesé
do Organismo e
Anormalidades, Cancer

17 11

Continua
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Continuacgéo da Tabela S6 - Redes de intera¢c&o mais significativas das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes com endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Proteinas da
rede de
interacéo

Total de
proteinas da
rede

Proteinas da
amostra

Doencas e vias funcionais

Endometriose,
estadio Il, fase
proliferativa

ASAH1,ATP5F1
B,Akt,C3,CD28,
CD3,CS,CTSB,
CTSC,Creb,ELA
NE,ENO1,ERK1
/2,HSP90B1,HS
PA5,IQGAP1,Ig
G,KLK6,LCP1,L
DHB,LDL,MAP3
K7,MUC5AC,M
YD88,NME1,NR
G1,RAP1B,RBP
4,SERPINA1,SE
RPINA3,TCR,T
PI1,VCP VIM,Y
WHAZ

CALM1,CCL2,C
CL5,CCND1,CD
KN1A,CELF1,C
OL18A1,CXCL1
2,ELAVL1,ERK1
/2,ETV5,FH,GLI
1,GSTP1,HADH
A,HNRNPA1,H
NRNPR,IL15,IL1
B,Jnk,KRT18,K
RT19,KRT8,LD
HA,MGA ,NFE2L
2,NOS3,PGD,PI
K3CA,PTBP1,R
PL13,TGFBR2,
TKT, TLR4,TNF
SF10

36

17

22

13

Movimento Celular, Céncer,
Doenca Gastrointestinal

Desenvolvimento Celular,
Crescimento Celular e
Proliferacéo,
Desenvolvimento de
Orgéos

Continua
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Continuacdo da Tabela S6 - Redes de interagdo mais significativas das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes com endometriose.

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de pacientes com
endometriose

Endometriose,
estadio 1V, fase
proliferativa

26s
Proteasome,AC
TR2,ACTR3,Akt
,C3,COL3AL,CT
SB,CTSD,Creb,
DES,DNA-
PK,ERK1/2,FSC
N1,HMGB1,HS
P90AA1,HSP90
B1,HSPD1,Hsp
90,IQGAPL,LA
MP1,LDL,LIMS
1,NFkB
(complexo),NME
1,NPM1,PI3K
(complexo),PPP
2CA,RHOARP
L15,RPS6,STIP
1,TCR,VCP,Veg
f,XRCC5

AK2,APOA4,Akt
,CBL,CCL22,CC
L3,CCND2,CD3,
CDC42,CXCL11
,CXCR4,ECH1,
EEF2,GRM1,HN
RNPK,IDH2,LD
HB,MAPK14,M
DH2,MYC,NFKB
1,NFKBIA,NFkB
(complex),PA2G
4,PLCG1,PTK2
B,RBL1,RBL2,R
PL22,RPS3,RP
S4X,RUVBL1,T
CR,TUFM,UQC
RC1

31

17

Comprometimento Celular,
24 Resposta Inflamatoria,
Cancer

Ciclo Celular,
Desenvolvimento Fungdo
do Tecido Conjuntivo,
Doengas Infecciosas

16

Continua
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Continuacéo da Tabela S6 - Redes de interac&o mais significativas das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes com endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de pacientes com
endometriose

Endometriose,
estadio Il, fase
secretora

ANXA2,APOA1L,
APOA2,Actin,A
kt,C3,C4A/C4B,
CALR,ERK1/2,F
Actin,FLNA,GS
N,HMGB1,HP,H
PX,1gG,KRT18,

LCP1,LDL,LUM
,MARCKS,MYH
11,MYL12B,NO

NO,OGN,P38
MAPK,PLEC,PL
G,PPIA,PSMBS6,
SFPQ,VCL,VIM,
YWHAZ,hemog
lobina

ACTN4,ANXA2,
ARHGDIB,CAL
M1,CASP1,CAS
P14,CCL22,CD1
63,CD28,CELF1
,CXCL11,CXCL
12,CXCL9,ELAV
L1,GPNMB,GU
SB,HNRNPDL,
HNRNPK,IL13,1
L1B,IL2,KHSRP
,LGALS1,MRC1,
MYL12B,PDLIM
1,PKM,PRDX1,
PRKCZ,RHOA,
SRSF1,TF,TMS
B10/TMSB4X,T
P53COR1,ZNF1
85

Funcédo e Manutengéo
Celular, Leséo do
Organismo e
Anormalidades, Doenca
Cardiovascular

42 27

Movimento Celular,
Desenvolvimento e
Funcdo do Sistema
Hematologico, Tréafico de
Células Imunitarias

20 16

Continua
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Concluséo da Tabela S6 - Redes de interagdo mais significativas das proteinas

diferencialmente expressas em pacientes com endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de
pacientes com
endometriose

Grupo de pacientes com
endometriose

Endometriose,
estadio 1V, fase
secretora

ACTB,APOH,A
PP,ATP5F1B,C
3,C3AR1,CASP
10,CD46,CDH1,
CFLAR,ENOL1E
RK1/2,HADH,H
BA1/HBA2,HSF
1,HSP90AB1,H
SPA5,HSPA8,H
SPD1,IFNG,IL1
0,IL13,IL17A,IL1
B,IL7,ITGB2,LD
L,MYL6,PARP1,
PDIA6,SERPIN
A1, TCR,TLR3, T
LR4,TUBB

26s
Proteasome,AL
B,APOH,BPGM,
CEBPB,CFTR,C
LU,CP,CXCL12,
CXCL5,CXCLS8,
EIF2AK2,GAPD
H,HBB,Hsp70,l
L15,ITGB2,KRT
1,MBL2,NEIL2,
NFkB
(complexo),NPM
1,PARP1,PIGR,
RNA polimerase
II,SMAD7,TF,TL
R3,TP53,TP63,
VCP,XRCCS5, let-
7a-5p,mir-
128,mir-204

21

19

12

11

Movimento Celular,
Resposta Inflamatoria,
Doengas Infecciosas

Resposta Inflamatoria,

Lesdo do Organismo e

Anormalidades, Ciclo
Celular

FONTE: Ingenuity Pathway Analysis (IPA; Ingenuity Systems, Redwood City, CA, USA)
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Tabela S7 - Principais genes reguladores das proteinas diferencialmente
expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase proliferativa, estadio Il)

Gene . . p- valor de Proteinas diferencialmente
Tipo de molécula .
regulador sobreposicéo expressas
. . ARHGAP1,CS,IQGAP1,SEPT2,TPD
mir-122 microRNA 1,11E-06 52L2.VIM
IL15 citocina 8.26E-06 ENOl,GAPDH,LDHA,PGD,TKT,TPI
ATP5F1B,CS,CTSB,ENO1,LDHB,N
TCR complexo 9,61E-06 MEL SERPINA3,TPI1
MDM4 enzima 1,68E-05 KRT8,SSBP1,VIM
NEIL2 enzima 6,71E-05 ACTB,GAPDH
HNRNPU transportador 6,71E-05 ACTB,GAPDH
SERPINAL outros 1,31E-04 HSP90B1,HSPA5,VCP
HFE receptor 1,34E-04 HSP90B1,HSPAS
transmembrana
C3AR1 receptoracoplado a3 35e-04 C3,HSPAS
proteina G
ELANE peptidase 4,64E-04 CTSB,MUC5AC
LDL complexo 5,14E-04 C3,HSP90B1,HSPAS5
POLR2A enzima 6,16E-04 ACTB,GAPDH
FH enzima 7,90E-04 LDHA, TKT
ESRRA receptor nuclear 1,43E-03 LDHA,LDHB
ligante dependente
GNA12 enzima 1,46E-03 IQGAP1,VCL,VIM
CDH1 outros 2,58E-03 ACTB,VIM
NR1H4 receptor nuclear 2,91E-03 LDHA,TPIL
ligante dependente
NANOG regulador de 3,23E-03 HSPA1A/HSPALB,SEC22B, YWHAE
transcrigcdo
SFTPA2 outros 4,76E-03 HSPAS5
KDM4B enzima 4,76E-03 VIM
MSX2 regulador de 4,76E-03 VIM
transcri¢ao
KISS1 outros 4,76E-03 GSTP1
IL1B citocina 5,23E-03 C3,LCP1,MUC5AC,SERPINA3
CDKN1A kinase 5,32E-03 CTSB,VIM
CSF1 citocina 6,26E-03 HSP90B1,HSPA5
PPARG receptor nuclear 6,77E-03 MUC5AC,RBP4
ligante dependente
NFE2L2 regulador de 6,77E-03 PGD, TKT
transcricao
Alpha 1
pha grupo 9,50E-03 CTSB
antitrypsin

Continua



98

Continuacdo da Tabela S7 - Principais genes reguladores das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase
proliferativa, estadio Il)

Gene . . p- valor de Proteinas diferencialmente
Tipo de molécula .

regulador sobreposicdo expressas

SOX4 regulador de 9,50E-03 VIM
transcricao

mir-940 microRNA 9,50E-03 ARHGAP1

NRLH2 receptor nuclear 9,50E-03 c3
ligante dependente

NOS3 enzima 9,50E-03 GSTP1

TIMP3 outros 9,50E-03 VIM

HNF1A regulador de 9,96E-03 ALB,SERPINAL,SERPING1
transcricao

SMARCA4 regulador de 1,01E-02 GAPDH,GSTP1
transcricao

IL13 citocina 1,04E-02 C3,CTSC,LTA4H,MUC5AC

CTNNB1 regulador de 1,18E-02 SERPINAL,SERPINA3,VIM
transcricao

CACNALC canal ibnico 1,42E-02 ENO1

ZDHHC2 enzima 1,42E-02 VIM

PTPN23 fosfatase 1,42E-02 VIM

WDR5 enzima 1,42E-02 VIM

GAB2 outros 1,42E-02 MUC5AC

mir-124 microRNA 1,42E-02 PTBP1

let-7a-5p (and

other miRNAS microRNA maduro 1,42E-02 VIM

w/seed

GAGGUAG)

ACE peptidase 1,42E-02 LDHA

CD99 outros 1,42E-02 TUBB3

Lh complexo 1,61E-02 ACTB,ARHGAP1,ARPC4,VCL

miR-122-5p

(MIRNAS microRNA maduro  1,71E-02 CS,TPD52L2

w/seed

GGAGUGU)

19G complexo 1,76E-02 ASAH1,CTSC,HSPA5

Tnf receptor grupo 1,89E-02 C3

N-cor grupo 1,89E-02 GSTP1

CTNND1 outros 1,89E-02 VIM

DAB2IP outros 1,89E-02 VIM

FOXA2 reguladar de 1,89E-02 ALB
transcricao

MTUS1 outros 1,89E-02 VIM

EGFR kinase 1,94E-02 HSPA5,VIM

ELAVL1 outros 2,11E-02 CALML1 (includes others),RPL13

IL6 citocina 2,19E-02 ORM1,SERPINA3

ERVW-1 outros 2,36E-02 HSPAS

SLCY9A3R1 outros 2,36E-02 KRT19

Continua
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Continuacdo da Tabela S7 - Principais genes reguladores das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase
proliferativa, estadio Il)

G G
ene Gene regulador ene Gene regulador

regulador regulador

GPI enzima 2,36E-02 VIM

ATF6 regulador de 2,36E-02 HSPAS
transcrigdo

FHIT enzima 2,36E-02 VIM

CuL7 enzima 2,36E-02 VIM

MAPK7 kinase 2,36E-02 VIM

SRF regulador de 2,46E-02 CAP1,VCL
transcricao

CXCL12 citocina 2,55E-02 ARPC4,SSBP1

ESR2 receptor nuclear 2,82E-02 GSTP1
ligante dependente

NRG1 fator de crescimento  2,82E-02 MUC5AC

PDE4B enzima 2,82E-02 MUCS5AC

CTCF regulador de 2,82E-02 MUCSAC
transcrigdo

DNAJB6 regulador de 2,82E-02 VIM
transcricdo

PPID enzima 2,82E-02 VIM

SF1 regulador de 2,.82E-02 MYL6
transcricao

THY1 outros 3,29E-02 VIM

SIN3A regulador de 3,29E-02 GSTP1
transcrigdo

FGF7 fator de crescimento  3,29E-02 APRT

AREG fator de crescimento  3,32E-02 C3,SSBP1

NEUROG1 ~ 'eguladorde 3,326-02 C3,LCP1
transcricdo

FSH complexo 3,40E-02 ACTB,ARHGAP1,ARPC4,VCL

PADI2 enzima 3,75E-02 VIM

DANCR outros 3,75E-02 VIM

TNF cytokine 4,16E-02 C3,CTSC,MUC5AC,SEC22B,VCL

JAK grupo 4,20E-02 VIM

WWC1 regulador de 4,20E-02 VIM
transcricao

F7D8 recep}tor acoplado a 4.20E-02 VIM
proteina G

RLIM en 4,20E-02 VIM

TGFB1 enzima 4,62E-02 ALB,SERPINA1,VIM

PPARD receptor nuclear 4,66E-02 YWHAE
ligante dependente

CCAT1 outros 4,66E-02 VIM

Continua
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Conclusdo da Tabela S7 - Principais genes reguladores das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase
proliferativa, estadio II)

Gene Gene

Gene regulador Gene regulador

regulador regulador
TGFA fator de crescimento  4,66E-02 MUC5AC
TCF grupo 4,74E-02 SERPINAL,SERPINA3

Nota: O objetivo do p-valor de sobreposicédo é identificar os reguladores transcricionais que sao
capazes de explicar as mudancas observadas na expresséo génica. O p-valor de sobreposicdo
mede se existe uma sobreposicdo estatisticamente significativa entre os genes do conjunto de
dados e os genes, que sdo regulados por um regulador de transcricdo. O mesmo é calculado
usando o Teste Exato de Fisher. Significancia é atribuida a valores de p <0,01.
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Tabela — S8 - Principais genes reguladores das proteinas diferencialmente
expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase proliferativa, estadio

V)
Gene . . p- valor de Proteinas diferencialmente
Tipo de molécula C o
regulador sobreposicéo expressas
TCR complex 4,76E-12 AK2,APOA4,ATP5F1B,CTSB,ECH1,E
NO1,FLNA,HSPD1,IDH2,LAMP1,LDH
B,MDH2,NME1,PA2G4,RPL15,RPL22
,RPS3,RPS4X, TUFM,UQCRC1
mir-122 MicroRNA 0,000000253 G6PD,IQGAP1,LMNB2,NUDC,NUTF2
,PKM,PPP2CA,RBM3,SEPT2
HSF1 regulador de 0,00000604 CBX3,EIF4A2,HNRNPA3,HSPO0AAL,
transcri¢ao HSPH1,RAB5C,RPL22,SERPINH1
ADGRG3 receptor acoplado a 0,000157 CDC42,RHOA
proteina G
Lh complexo 0,000255 ACTN1,ACTR2,GNB1,PGRMC1,RAB
1A,RAB5C,STIP1,TLN1,TPM1,TUBA1
A
IL15 citocina 0,000267 ENO1,G6PD,GAPDH,LDHA,PGD,PK
M,RPS6
ESRRA receptor nuclear 0,000395 COL1A1,LDHA,LDHB
ligante dependente
GATA4 regulador de 0,00048 COL1A1,COL3A1,DES,MYH9,TPM1
transcricéo
AR receptor nuclear 0,000572 ACTR3,CKAP4,GDI1,NAP1L1,PLS3
ligante dependente
SATB1 regulador de 0,000794 ACTG1,ACTN1,CTSD,HSP90AAL,ILF
transcricéo 3,RPLP1
SMAD3 regulador de 0,000933 C3,COL1A1,COL3A1,DDB1
transcricéo
HAND2 regulador de 0,00104 COL1A1,COL3A1,DES, TPM1
transcricéo
TBX5 regulador de 0,00104 COL1A1,COL3A1,DES, TPM1
transcricéo
RUNX1 regulador de 0,00116 ALB,MYH9,MYL9
transcricéo
FSH complexo 0,00153 ACTN1,ACTR2,GNB1,PGRMC1,RAB

1A,RAB5C,STIP1,TLN1,TPM1,TUBA1

Continua



102

Continuacdo da Tabela — S8 - Principais genes reguladores das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase
proliferativa, estadio V)

Gene . . p- valor de Proteinas diferencialmente
Tipo de molécula .

regulador sobreposicéo expressas

DRAP1 regulador de 0,0022 GAPDH,HIST1H1B,ILF2
transcricao

AlF1 outros 0,00227 COL1A1,COL3Al

SF1 regulador de 0,00227 COL1A1,MYL6
transcricéo

ELAVL1 outros 0,00283 FLNA,KHSRP,RACK1,RPS6

PRMT1 enzima 0,00316 FTL,HSP90AAL

SIN3A regulador de 0,00316 COL1A1,GSTP1
transcricdo

TMPO outros 0,00316 COL1A1,COL3A1

NFE2L2 regulador de 0,0041 FTL,G6PD,PGD
transcrigéo

CARM1 regulador de 0,00418 FTL,HSP90AAL
transcricéo

MYOCD regulador de 0,00438 COL1A1,COL3A1,DES,TPM1
transcrigéo

SMARCA4 regulador de 0,0074 GAPDH,GSTP1,TUBB
transcrigéo

HOXA13 regulador de 0,00952 ALDH1A1,ENO1
transcricéo

26s complexo 0,0111 CTSB,CTSD,LAMP1

Proteasome

let-7 microRNA 0,0116 EIF4A1,NAP1L1,PA2G4,PKM

Actin grupo 0,0125 FLNA

F Actin complexo 0,0125 FLNA

GREM1 outros 0,0125 COL1A1

KISS1 outros 0,0125 GSTP1

LAMTOR1 outros 0,0125 RHOA

PACS2 outros 0,0125 HLA-C

TRPV4 canal ibnico 0,0125 RHOA

miR-133a-3p microRNA maduro 0,0125 FSCN1

(and other

miRNAs

w/seed

UUGGUCC)

miR-183-5p microRNA maduro 0,0125 IDH2

(miRNAs

w/seed

AUGGCAC)

Continua
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Continuacdo da Tabela — S8 - Principais genes reguladores das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase
proliferativa, estadio V)

Gene Gene regulador Gene Gene regulador

regulador regulador

miR-196a-5p microRNA maduro 0,0125 COL1Al

(and other

miRNAs

w/seed

AGGUAGU)

mir-133 microRNA 0,0125 FSCN1

RBL1 regulador de 0,0148 DDB1,PA2G4
transcrigéo

GNA12 enzima 0,0211 IQGAP1,PPP1CC,RHOA

ERG regulador de 0,0221 APOC1,DBN1,DSTN,FLNB,HMGB1
transcricéo

HNF1A-AS1 outros 0,0233 HIST2H2BE,HMGB2

Alpha 1 grupo 0,0249 CTSB

antitrypsin

CSNK1A1 kinase 0,0249 HNRNPC

DDR1 kinase 0,0249 COL1A1

ELP2 outros 0,0249 HSPA4

MBD2 regulador de 0,0249 G6PD
transcrigéo

NOS3 enzima 0,0249 GSTP1

NR1H2 receptor nuclear 0,0249 C3

ligante dependente

TAZ enzima 0,0249 CDC42

TSIX outros 0,0249 COL1A1

mir-196 microRNA 0,0249 COL1A1

CXCL12 citocina 0,0275 CANX,HNRNPD,SSBP1

SERPINA1 outros 0,0281 HSP90B1,VCP

AHR receptor nuclear 0,0334 COL1A1,COL3A1

ligante dependente

ACE peptidase 0,0372 LDHA

CACNA1C canal ibnico 0,0372 ENO1

HNRNPU transportador 0,0372 GAPDH

IRX1 regulador de 0,0372 HIST2H2BE
transcricéo

KATS5 regulador de 0,0372 SRSF2
transcricéo

MRTFA regulador de 0,0372 MYL9
transcricéo

NEIL2 enzima 0,0372 GAPDH

mir-124 microRNA 0,0372 PTBP1

Continua
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Concluséao da Tabela — S8 - Principais genes reguladores das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase
proliferativa, estadio V)

Gene Gene

Gene regulador Gene regulador

regulador regulador

mir-665 microRNA 0,0372 KHSRP

AREG fator de 0,0396 C3,HIST2H2BE,SSBP1
crescimento

NANOG regulador de 0,0429 COL3A1,HNRNPH1,YWHAE
transcricao

HDAC1 regulador de 0,0478 COL1A1,GSTP1
transcricao

FOXA2 regulador de 0,0492 ALB
transcrigéo

HFE receptor 0,0492 HSP90B1

transmembranda

N-cor grupo 0,0492 GSTP1

THBS4 outros 0,0492 COL3Al1

Tnf receptor grupo 0,0492 C3

ZBTB7B regulador de 0,0492 COL1A1
transcricdo

mir-145 microRNA 0,0492 FSCN1

Nota: O objetivo do p-valor de sobreposicao € identificar os reguladores transcricionais que séo
capazes de explicar as mudancas observadas na expresséo génica. O p-valor de sobreposicao
mede se existe uma sobreposicdo estatisticamente significativa entre os genes do conjunto de
dados e os genes, que séo regulados por um regulador de transcricdo. O mesmo € calculado
usando o Teste Exato de Fisher. Significancia é atribuida a valores de p <0,01.
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Anexo P

Tabela S9 - Principais genes reguladores das proteinas diferencialmente
expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase secretora, estadio Il)

p- valor de Proteinas
Gene regulador Tipo de molécula sobreposica diferencialmente
0] expressas
regulador de FTH1,FTL,PGD,PRDX1,
NFE2L2 transcricdo 7,01E-10 SOD2,TALDO1,TKT
MDM4 enzima 9,82E-07 KRT8,P4HB,SOD2,VIM
regulador de
CARM1 transcricdo 2,29E-05 FTH1,FTL,KRT1
GAPDH,PGD,PKM,TAL
IL15 citocina 1,10E-04 DO1,TKT,TPI1
regulador de KRT19,NES,S100A9,TU
GLI1 transcricdo 1,87E-04 FM
AK2,CTSB,FLNA,GLUD
1,RPS3,TALDO1,TPI1,T
TCR complexo 2,53E-04 UFM
regulador de
BTG?2 transcricdo 3,35E-04 CAT,SOD2
S100A10 outros 8,30E-04 ANXA2,PLG
regulador de
DNAJB6 transcricao 8,30E-04 KRT18,VIM
PRMT1 enzima 1,16E-03 FTH1,FTL
THY1 outros 1,16E-03 NES,VIM
KRT14 outros 2,70E-03 KRT1,KRT18,KRT8
EFNA5S kinase 3,38E-03 KRT1,KRT18,KRT75
CCL5 citocina 3,63E-03 PLEC,PNP,TUBB4B
EFNA4 kinase 3,88E-03 KRT1,KRT18,KRT75
EFNA3 kinase 3,88E-03 KRT1,KRT18,KRT75
CALML1 (includes
ELAVL1 outros 5,34E-03 others),FLNA KHSRP
GNA12 enzima 5,34E-03 MYH11,VCL,VIM
regulador de ALB,APCS,APOA2,GOT
HNF1A transcricédo 5,39E-03 1
KDM1A enzima 5,55E-03 HBB,KRT18
regulador de
SRF transcricédo 6,71E-03 MYH11,TUBB4B,VCL
EFNA2 kinase 6,71E-03 KRT1,KRT18,KRT75
EFNA1 outros 7,08E-03 KRT1,KRT18,KRT75
regulador de
RUNX1 transcricao 7,12E-03 ALB,MYH9
regulador de
SNAI1 transcricdo 7,12E-03 KRT18,KRTS8
Actin grupo 7,54E-03 FLNA
Beta Secretase grupo 7,54E-03 NES

Continua
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diferencialmente expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase
secretora, estadio Il)
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reguladores das proteinas

Generegulador Gene regulador Gene Gene regulador
regulador

F Actin complexo 7,54E-03 FLNA

KDM4B enzima 7,54E-03 VIM
regulador de

MSX2 transcricdo 7,54E-03 VIM

KISS1 outros 7,54E-03 GSTP1
regulador de

SUPT16H transcricdo 9,81E-03 HNRNPK,KRT8
regulador de

SSRP1 transcricdo 9,81E-03 HNRNPK,KRT8

CDKN1A kinase 1,29E-02 CTSB,VIM

Alpha 1

antitrypsin grupo 1,50E-02 CTSB

JINK1/2 grupo 1,50E-02 PLG
regulador de

SOX4 transcricdo 1,50E-02 VIM
regulador de

BCL11A transcricdo 1,50E-02 HBB
ligand-dependent

NR1H2 nuclear receptor 1,50E-02 C3

NOS3 enzima 1,50E-02 GSTP1
regulador de

HEYL transcricdo 1,50E-02 MYH11
regulador de

PAX6 transcricdo 1,50E-02 KRT1

PIK3C2B kinase 1,50E-02 KRT1

TIMP3 outros 1,50E-02 VIM

APOC3 transportador 1,50E-02 APOA1l

let-7 microRNA 1,59E-02 BCAT1,PKM,VIM
regulador de FUBP1,GAPDH,KHSRP,

TP63 transcricdo 1,75E-02 KRT1,TPM1

PRL citocina 1,98E-02 CTSB,KRT19,SAMHD1

OLFM2 outros 2,24E-02 MYH11

NEIL2 enzima 2,24E-02 GAPDH

CACNALC canal ibnico 2,24E-02 ANXA2

ZDHHC?2 enzima 2,24E-02 VIM

PTPN23 fosfatase 2,24E-02 VIM

WDR5 enzima 2,24E-02 VIM
regulador de

HEY?2 transcricdo 2,24E-02 MYH11

PDGFRB kinase 2,24E-02 MYH11

KL enzima 2,24E-02 SOD2

mir-665 microRNA 2,24E-02 KHSRP

Continua
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Continuacao da Tabela S9 - Principais genes reguladores das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase

secretora, estadio Il)

Generegulador Gene regulador Gene Gene regulador
regulador

let-7a-5p (and

other miRNAs

w/seed

GAGGUAG) microRNA maduro 2,24E-02 VIM
regulador de

SP4 transcricdo 2,24E-02 SOD2

HNRNPU transportador 2,24E-02 GAPDH
regulador de

TFAP2C transcricdo 2,24E-02 SOD2
regulador de

SMARCA4 transcricdo 2,41E-02 GAPDH,GSTP1

IL1B citocina 2,47E-02 C3,GUSB,LCP1,S0D2
regulador de

SATB1 transcricdo 2,81E-02 ACTG1,GLRX,HBB

ERK1/2 grupo 2,98E-02 C3,CALR,PSMB6

Tnf receptor grupo 2,98E-02 C3

N-cor grupo 2,98E-02 GSTP1

APLN outros 2,98E-02 CAT

CTNND1 outros 2,98E-02 VIM

DAB2IP outros 2,98E-02 VIM
regulador de

NKX2-3 transcricdo 2,98E-02 MYH11
receptor

HFE transmembrana 2,98E-02 TF

BCL2 transportador 2,98E-02 NES
regulador de

FOXA2 transcricdo 2,98E-02 ALB
receptor

CD69 transmembrana 2,98E-02 S100A9
receptor acoplado a

SMO proteina G 2,98E-02 HBB

MTUS1 outros 2,98E-02 VIM
regulador de

CDKN2A transcricédo 3,01E-02 TPM1,VIM
regulador de

HMG20A transcricdo 3,71E-02 KRT18

SLC9A3R1 outros 3,71E-02 KRT19

GPI enzima 3,71E-02 VIM

FHIT enzima 3,71E-02 VIM

CUL7 outros 3,71E-02 VIM

MAPK7 kinase 3,71E-02 VIM

Continua
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Concluséao da Tabela S9 - Principais genes reguladores das proteinas
diferencialmente expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase
secretora, estadio Il)

Generegulador Gene regulador Gene Gene regulador
regulador
regulador de
TFAP2B transcricao 3,71E-02 SOD2
receptor acoplado a
C3AR1 proteina G 4,44E-02 C3
receptor nuclear ligante
ESR2 dependente 4,44E-02 GSTP1
IL22 citocina 4,44E-02 KRT1
EIF3A outros 4,44E-02 RAD23B
PPID enzima 4,44E-02 VIM
GOT1,KRT18,TLN1,TP
FSH complexo 4,47E-02 M1,vCL
Lh complexo 6,78E-02 KRT18,TLN1,TPM1,VCL

Nota: O objetivo do p-valor de sobreposigéo € identificar os reguladores transcricionais
gue sdo capazes de explicar as mudangas observadas na expressao génica. O p-valor
de sobreposicdo mede se existe uma sobreposicao estatisticamente significativa entre
os genes do conjunto de dados e os genes, que sdo regulados por um regulador de
transcricdo. O mesmo é calculado usando o Teste Exato de Fisher. SignificAncia
atribuida a valores de p <0,01.
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Anexo Q

Tabela S10 - Principais genes reguladores das proteinas diferencialmente
expressas em pacientes do grupo com endometriose (fase secretora,
estadio IV)

Gene Tipo de p- valor de Proteinas diferencialmente
regulador molécula sobreposicao expressas
HNRNPU transportador 0,00000685 ACTB,GAPDH

NEIL2 enzima 0,00000685 ACTB,GAPDH

HFE receptor de 0,0000137 HSPAS, TF

membrana
C3AR1 receptor acoplado 151345 C3,HSPA5
a proteina G
POLR2A enzima 0,0000636 ACTB,GAPDH
TCR complexo 0,000332 ATP5F1B,ENO1,HADH,HSPD1
SERPINAL outros 0,000471 HSPAS5,VCP
IL15 citocina 0,000481 BPGM,ENO1,GAPDH
SMARCA4 regulador de 0,0011 GAPDH,TUBB
transcricao
LDL complexo 0,00117 C3,HSPAS
ADGRV1 receptor a,COpIado 0,00154 HBA1/HBA2
a proteina G
CYP2C9 enzima 0,00154 HBA1/HBA2
SFTPA2 outros 0,00154 HSPAS
BCL11A regulador de 0,00307 HBB
transcricédo
ELP2 outros 0,00307 HSPA4
receptor nuclear
NR1H2 dependente de 0,00307 C3
ligante

PAX6 regulador de 0,00307 KRT1

transcricao
PIK3C2B kinase 0,00307 KRT1
CACNA1C canal ibnico 0,0046 ENO1
FOXA2 regulador de 0,00613 ALB
transcricédo

SMO receptor acoplado 3¢, 5 HBB

a proteina G
Tnf receptor grupo 0,00613 C3

ATF6 regulador de 0,00766 HSPAS
transcricdo

ERVW-1 outros 0,00766 HSPA5

IL22 citocina 0,00919 KRT1

SF1 regulador de 0,00919 MYL6
transcricdo

CARM1 regulador de 0,0122 KRT1
transcricdo

Continua
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Gene Gene regulador Gene Gene regulador
regulador regulador
receptor nuclear
RARB dependente de 0,0138 KRT1
ligante
TINCR outros 0,0138 KRT1
STAU1 transportador 0,0153 KRT1
TALL regulador de 0,0153 HBB
transcricao
EPO citocina 0,0168 TF
HOXA13 regulador de 0,0183 ENO1
transcricao
FGFR2 kinase 0,0198 KRT1
ATM kinase 0,0213 ACTB
CD46 outros 0,0228 C3
KDM1A enzima 0,0228 HBB
CDH1 outros 0,0243 ACTB
RNA complexo 0,0258 HBB
polymerase Il
RUNX1 regulador de 0,0258 ALB
transcricao
OSM citocina 0,0273 HSPAS5
DRAP1 regulador de 0,0318 GAPDH
transcricao
TP63 regulador de 0,0373 GAPDH,KRT1
transcricéo
CSF1 citocina 0,0377 HSPAS
receptor nuclear
ESR1 dependente de 0,0407 C3

ligante

Nota: O objetivo do p-valor de sobreposicao € identificar os reguladores transcricionais
que sdo capazes de explicar as mudancas observadas na expressao génica. O p-valor
de sobreposicdo mede se existe uma sobreposicéo estatisticamente significativa entre
0s genes do conjunto de dados e os genes, que sao regulados por um regulador de

transcricdo. O mesmo é calculado usando o Teste Exato de Fisher. Significancia é
atribuida a valores de p <0,01.
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