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RESUMO

Marin MLAC. Papel de MICA na endometriose [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2022.

A endometriose (EDT) é uma doenca caracterizada pela presenca de epitélio semelhante ao
endométrio e/ou estroma, fora do endométrio e miométrio, com alteracdes imunolégicas que
incluem a reducdo da atividade citotéxica de células NK e TCD8+. MICA (Major
Histocompatibility Complex class | Chain-related A) € uma molécula, principalmente, induzida
por estresse biolégico, e sua forma soluvel (sMICA) modula, negativamente, a expressao do
seu receptor NKG2D, em células NK e TCD8+aBT, reduzindo a resposta citotoxica.
Investigamos o papel de MICA na fisiopatologia da EDT, analisando diversos parametros
biologicos, e considerando seus estadios e sitios de acometimento, assim como a potencial
participacdo de MICA solavel (sMICA) na deficiéncia da atividade efetora de células NK. A
expressao génica de MICA (gRT-PCR) no endométrio eutépico (EDT, n=29; CTR, n= 23) nao
mostrou diferenca entre os grupos (p >0,05). No entanto, a sua expressao proteica
(imunohistoquimica) mostrou maior frequéncia de “alta” expressdo no epitélio glandular do
endométrio eutdpico na EDT, em relacdo ao CTR (p= 0,0134), sugerindo haver alteracées
imunologicas em células endometriais, envolvendo MICA, previamente a sua migracdo e
instalacdo ectdpica, sugerindo, assim, seu papel na resposta inflamatoria e como fonte de
SMICA. Os niveis de sMICA (ELISA) foram maiores no grupo EDT (n=161; soro, p= 0,0004;
FP, p< 0,0001), tanto nos estadios iniciais (soro, p= 0,0114; FP, p= 0,0052) como nos
avancados da doenca (soro, p= 0,0001; FP, p< 0,0001), em relacdo aos CTRs (n=76), também
associados a doenca profunda (PROF) (soro, p= 0,003; FP, p= 0,0004) e PROF + ovariana
(OVA) (soro, p< 0,0001; FP, p< 0,0001), em relacdo aos CTRs. Esses resultados sugerem o
envolvimento de sMICA na fisiopatologia da endometriose, na sua progresséo e/ou gravidade.
A menor frequéncia da subpopulacdo citotoxica CD569™CD16% (p= 0,0456) (citometria de
fluxo), na EDT, pode contribuir para a deficiéncia de citotoxicidade observada na doenga. Por
outro lado, a maior intensidade de expresséo do receptor ativador, NKG2D, em NK (p= 0,0402)
(citometria de fluxo), na EDT, e particularmente, na subpopulacdo CD569"CD16* (p= 0,033)
nos estadios iniciais, indica maior potencial de ativacao das células NK na EDT, e nos estadios
iniciais da doencga. Observamos deficiéncia de citotoxicidade pelas células NK, na EDT (p=
0,0144) (cocultura e citometria de fluxo), principalmente em estadios avangcados (p= 0,0115),
em concordancia com a literatura. A citotoxicidade pelas células NK, na presenca de estimulo
com células alvo bloqueadas para MICA (mimetizando o efeito de sMICA), foi menor apenas
em estadios iniciais, na comparacao ao estimulo sem bloqueio (p= 0,0313), e menor também
em relacdo ao grupo CTR (p= 0,0181). Esses dados, juntamente com a correlacdo negativa
entre os niveis de SMICA e a expressdo de NKG2D nas células NK (CD56°"9"CD16", r= -0,6,
p= 0,0167), sugerem que os altos niveis de sMICA podem inibir a expressdo de NKG2D e,
consequentemente, a funcdo efetora das células NK, principalmente nos estadios iniciais da
doenca, quando detectamos maior expressdo de NKG2D nas células NK. A maior expresséo
de IFN-y na EDT (cocultura e citometria de fluxo), na condi¢cdo basal, sem estimulo, &
concordante com a condicdo inflamatéria da doenca, em curso. No entanto, na condicdo de
estimulo, houve menor expressdo de CD107a (CD569™, p= 0,0308), IFN-y (CD56PM9" p=
0,001) e IL-10 (CD56P9" p= 0,0222) (cocultura e citometria de fluxo), na EDT, indicando
deficiéncia nas respostas efetora e imunorreguladora de células NK, quando desafiadas. O
bloqueio para MICA, in vitro, ndo alterou a expressdo dessas moléculas, nas células NK, em
nenhum dos grupos, sugerindo que sMICA nao afeta, de forma robusta, a expressado dessas



moléculas (cocultura e citometria de fluxo), ao menos no contexto in vitro. No entanto, a
correlacéo negativa entre os niveis de SMICA e a expressdo de CD107a (CD56""9" r=-0,7, p=
0,0057), observada apenas na EDT, sugere que, in vivo, sSMICA tenha um efeito negativo na
via de degranulagdo, possivelmente, em combina¢do com outros distarbios imunol6gicos na
doenca. Em conjunto, 0s nossos resultados apoiam o envolvimento MICA na fisiopatologia da
EDT, e de sMICA contribuindo para a deficiéncia da atividade citotdxica das células NK. MICA
pode exercer papeis tanto proé-inflamatério como imunorregulador, contribuindo para
geracdo/manutencdo de um contexto bioldgico misto, de inflamac¢do descontrolada e
imunossupressao, prejudicando a eliminacdo adequada de tecidos endometriais ectopicos e
no reestabelecimento da homeostase.

Descritores: Endometriose; MICA; NKG2D; Ceélulas NK; Citotoxicidade NK; CD107a;
Interferon-gama; IL-10.



ABSTRACT

Marin MLAC. Role of MICA in Endometriosis [thesis]. S&o Paulo: “Faculty of Medicine,
University of Sdo Paulo”; 2022

Endometriosis (EDT) is a disease characterized by the presence of endometrium-like
epithelium and/or stroma outside the endometrium and myometrium, usually with an associated
inflammatory process, presenting immunological alterations including Natural Killer (NK) and
TCD8+ cell deficient cytotoxic activity. MICA (MHC, Major Histocompatibility Complex class |
Chain-related A) molecule is mainly induced by biological stress, and its soluble form (sMICA)
negatively modulates the expression of NKG2D receptor, on NK e TCD8+aBT cells, reducing
their cytotoxic activity. We investigated the role of MICA in the pathophysiology of EDT,
analyzing several biological parameters, and considering disease stages and sites of
involvement, as well as the potential participation of sSMICA in the deficiency of NK cells effector
activity. MICA gene expression (qRT-PCR) in eutopic endometrium (EDT, n=29; CTR, n=23)
showed no difference between groups (p> 0.05). However, MICA protein expression
(immunohistochemistry) showed a higher frequency of “high” expression in eutopic endometrial
glandular epithelium in EDT, in relation to CTRs (p= 0.0134), suggesting immunological
alterations in endometrial cells, involving MICA, before their ectopic migration and installation.
This suggests that MICA’s upregulation has role in the inflammatory response, as well as a
source of SMICA. Soluble MICA levels (ELISA) were higher in EDT (n=161; serum, p= 0.0004;
FP, p< 0.0001), both in the initial (serum, p= 0.0114; FP, p= 0. 0052) and advanced stages of
the disease (serum, p=0.0001; FP, p< 0.0001), in relation to CTRs (n=76), and also associated
with deep (DE) (serum, p= 0.003; FP, p= 0.0004) and DE + ovarian disease (OMA), (serum, p<
0.0001; FP, p< 0.0001), in relation to CTRs. These results point out sMICA’s involvement in
endometriosis pathophysiology, disease severity and progression. The lower frequency of the
CD5649MCD16* cytotoxic subpopulation (p= 0.0456) (flow cytometry), in EDT, may contribute to
the cytotoxicity deficiency observed in the disease. On other hand, the higher expression of the
activator receptor, NKG2D, on NK cells in EDT (p= 0.0402) (flow cytometry) and particularly in
the early stages of EDT for the CD569"CD16* subset (p= 0.033), indicates a greater potential
for NK cell activation in EDT, and in the early stage of the disease. We also observed NK cell
cytotoxicity deficiency in EDT (p= 0.0144) (coculture and flow cytometry), mainly in the
advanced stages (p= 0.0115), in agreement with the literature. NK cell cytotoxicity, induced by
stimulus with target cells blocked for MICA (mimicking the effect of soluble MICA), was lower
only in early stages (p= 0.0313), and also lower in relation to the CTR group (p= 0.0181).
These data, together with the negative correlation between sMICA levels and NKG2D
expression on NK cells (CD56”"9"CD16%, r= -0.6, p= 0.0167), suggest that high levels of
sMICA may inhibit the expression of NKG2D and, consequently, NK cells’ effector function,
especially in the early stages of the disease, when greater expression of NKG2D in NK cells is
detected. The higher expression of IFN-y in the basal condition in EDT (coculture and flow
cytometry), is consistent with the ongoing inflammatory process of the disease. However, when
stimulated in vitro NK cells in EDT showed lower expression of CD107a (CD56dim, p= 0.0308),
IFN-y (CD5619" p= 0.001) and IL-10 (CD56""9" p= 0.0222) (coculture and flow cytometry),
indicating NK cell functional deficiency in both effector and immunoregulatory responses, upon
challenge. Blocking MICA, in vitro, did not alter the expression of these molecules (coculture



and flow cytometry), in NK cells in any of the groups, suggesting that sMICA has no robust
effect on the expression of these molecules, at least in vitro. Nevertheless, the negative
correlation between sMICA levels and CD107a expression (CD569", r= -0.7, p= 0.0057),
observed only in EDT, suggests that, in vivo, SMICA may have a negative effect on the
degranulation pathway, possibly in synergy with other immunological dysfunctions in the
disease. Taken together, our results support the involvement of MICA in the pathophysiology of
EDT, and that sMICA contributes to the impairment of NK cell cytotoxic activity. MICA can play
both, pro-inflammatory and immunoregulatory roles, contributing to the generation/maintenance
of a mixed biological setting, of uncontrolled inflammation and immunosuppression, impairing
the adequate elimination of ectopic endometrial tissues and reestablishment of homeostasis.

Keywords: Endometriosis; MICA; soluble MICA; NKG2D; NK cells; NK cytotoxicity; CD107a,
Interferon-gamma; IL-10.
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1. INTRODUCAO

1.1 Endometriose
1.1.1 Definicao e classificacao

A endometriose (EDT) € uma doenca inflamatéria caracterizada pela presenca de
epitélio, e/ou estroma, similar ao endométrio, fora do endométrio e miométrio (Tomassetti et
al. 2021) sendo, frequentemente, acompanhada de fibrose e aderéncias (Zondervan et al.,
2018).

A prevaléncia exata da doenca ndo é bem estabelecida, no entanto, estima-se que
afete de 10 a 15% das mulheres em idade fértil (Giudice, 2010) Tem como sintomas
caracteristicos: dor pélvica grave (durante e ap0s o ato sexual - dispareunia de profundidade;
dismenorreia, e/ou dor aciclica), alteracdes intestinais (tenesmo, disquezia e hematoquezia) e
urinarias ciclicas (disuria e hematuria), além de associacdo com infertilidade (Berkley et al.,
2005). Assim sendo, a EDT pode, de forma significante, impactar a satude e a qualidade de
vida de mulheres afetadas pela doenca (Giudice e Kao 2004).

O diagnostico da doenca € realizado, inicialmente, por meio da sintomatologia e
historia clinica da paciente, em associagdo ao exame fisico ginecologico (Borreli, 2015a).
Exames de imagem, como ultrassonografia transvaginal com preparo intestinal, ressonéncia
nuclear magnética, ecoendoscopia e ultrassom transretal sdo considerados exames de
auxilio ao diagnéstico (Abrao et al., 2007). No entanto, o diagndstico definitivo é obtido por
meio de exame histoldgico da leséo suspeita (Abrao et al., 2000) obtida, na sua maior parte,
por meio de cirurgia laparoscopica (Borreli 2015a).

A EDT ja teve vérias formas de classificagdo baseadas em diferentes abordagens e
critérios (Chapron et al., 2003; Hassa et al., 2009). Muito recentemente, foi definida uma nova
classificacdo para a EDT, pela Associagdo Americana de Laparoscopistas Ginecologicos
(AAGL) (Abrao et al. 2021), com o objetivo de melhor pontuar os niveis de complexidade
cirdrgica intra-operatéria e examinar sua associacdo com a dor relatada pela paciente e a
ocorréncia de infertilidade.

No nosso estudo, foi utilizada a classificacdo proposta pela Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva e revisada em 1996 (Revised American Society for Reproductive
Medicine, rASRM, 1996) (Canis et al. 1997) que, até entdo, vinha sendo a classificacdo mais
amplamente utilizada. Trata-se de uma classificacdo cirdrgica que utiliza como base a
extensdo da doenca durante o procedimento cirurgico, baseando-se no tamanho da lesao,
localizagdo dos implantes de tecido endometrial e extensdo das adesfes. Segundo um
sistema de pontuacdo, ela divide a EDT em diferentes estadios: | (1-5 pontos), Il (6-15

pontos), 11l (16-40 pontos) e IV (> 40 pontos) (Apresentado no Item 7, Anexos; Anexos Il e



IV). Segundo tal classificacdo, o estadio | é considerado como EDT minima, estadio I, leve,
estadio Ill, moderada e estadio IV, como EDT grave. Desta forma, em relacdo a gravidade da
doenca, podemos considerar | e Il como os estadios mais leves, e os estadios Ill e IV, como
0S mais graves da doenga.

E importante salientar que, embora a classificacdo rASRM seja amplamente utilizada
e aceita mundialmente, & consenso entre especialistas que ela apresenta limitagbes (Andres
et al. 2018). Tal sistema de classificacdo ndo leva em consideracdo a presenca da doenca
profunda em diferentes locais, como ligamentos uterossacros, bexiga, vagina e o intestino,
bem como n&o descreve, adequadamente, os locais de acometimento da doenga (Andres et
al. 2018), tendo sido, portanto, como acima citado, recentemente atualizada (Abrao et al.,
2021).

Além da classificagdo cirurgica da EDT, ha também uma classificacdo segundo a
localizagdo e profundidade das lesbes. S&o definidos 3 fenotipos: EDT: superficial (SUP),
EDT ovariana (OVA; endometrioma) e EDT do septo retovaginal, esta, mais recentemente
caracterizada como EDT profunda (PROF) (Kamergorodsky et al., 2009). A doenca superficial
€ caracterizada por lesdes peritoneais, geralmente no peritbnio pélvico; a ovariana pode
apresentar-se com implantes superficiais no ovario ou cistos com contetdo achocolatado,
derivado de repetidas hemorragias do foco endometriético no cisto, durante a menstruacdo. A
doenca PROF representa 20% dos casos de endometriose (Chapron et al., 1999) e é
considerada a forma mais agressiva da doenca (Abréo et al., 2015), com sintomas mais
graves quando comparada a EDT superficial, incluindo dismenorreia grave e infertilidade
(Abréo et al., 2015). Caracteriza-se por lesdes com infiltracdo com profundidade igual ou
superior a 5mm em estruturas anatémicas ou 6rgdos como, por exemplo, ligamentos
uterossacros, ureteres, bexiga, regiao retrocervical, retossigmoide, ileo terminal e apéndice
cecal (Cornillie et al., 1990). Porém, dentre os diferentes locais e apresentacdes da doenca
PROF, o acometimento retovaginal e retossigméide é considerado dos mais incapacitantes
(Borreli 2015), sendo associado a perda da qualidade de vida de mulheres acometidas
(Dubernard et al., 2006). E importante salientar que, apesar de descritos 3 fen6tipos clinicos
para a endometriose, em muitos casos, eles podem coexistir em uma mesma paciente, sendo
considerada uma doenca multifocal (Eres et al., 2018).

Além das classificagbes j& apresentadas, a EDT é também classificada,
histologicamente, em dois tipos: EDT estromal (presenca de estroma morfologicamente
similar ao do endométrio eutopico em qualquer fase do ciclo menstrual) e EDT glandular
(presenca de epitélio com sinais de hemorragia prévia com hemossider6fagos e fibrose)
(Abrao et al., 2003). E importante salientar que recentes avangos na caracterizacdo da
doenca tém sugerido uma modificacdo na atual definicdo histolégica (ainda né&o
estabelecida), incluindo a fibrose como um componente da lesdo endometrial, de forma a
reconsiderar a definigcdo histoldgica, previamente definida, como “uma condigéo fibrética na

qual o estroma e o epitélio endometrial podem ser identificados” (Vigano et al., 2018).



1.1.2 Patogénese, fisiopatologia e progressdo da endometriose

Desde os primeiros achados de tecido de implantes do endométrio em ovario (Russel,
1899), diversas hipGteses tém sido propostas para a patogénese e progressdo da EDT. Tais
hipéteses ndo sao excludentes e podem contribuir de forma complementar, para a
compreensdo da patogénese e da fisiopatologia da endometriose.

A hip6tese mais aceita para a origem de células endometriais em localizagdo ectépica
€, possivelmente, a frequente ocorréncia da menstruacao retrograda (Sampson 1927b). Na
menstruacao retrograda, o tecido endometrial reflui pelas tubas de Faldpio até a cavidade
peritoneal, facilitando a sua implantacdo e desenvolvimento no peritbnio e/ou 6rgéos pélvicos.
A deteccdo de detritos menstruais na cavidade peritoneal durante a menstruagdo, em
condicéo fisiolégica, € uma evidéncia de que tecido endometrial acessa, fisiologicamente,
sitios fora do atero (Liu e Hitchcock, 1986). Além disso, dados epidemiolégicos mostram
haver um risco aumentado da doencga quando ha maior "exposi¢do” a menstruacao, seja por
aumento do sangramento menstrual, ciclo mais curto, duracdo e maior numero de
menstruagbes (Missmer et al., 2004), obstrugdo do fluxo uterino (Barbieri 1998) e
anormalidades fisiol6gicas na contratilidade uterina (Salamanca e Beltran, 1995), indicando
serem relevantes também, a quantidade e o tempo de exposicdo de restos menstruais que
podem acessar sitios anatémicos fora do utero.

Assim sendo, além da menstruacdo retrograda, existem dados que apontam a
possibilidade de outros mecanismos envolvidos na origem das células endometriais
ectOpicas, como as seguintes condicbes e hipéteses: 1) metaplasia celémica: células
mesoteliais do peritdbnio se diferenciariam em tecido endometrial, possivelmente,
influenciadas por estimulos hormonais, infecciosos ou ambientais; 2) ativacdo de restos
embriogénicos: uma diferenciacdo aberrante ou migracdo de dutos Miillerianos poderia levar
ao “espalhamento” de células durante a organogénese; 3) disseminacdo metastéatica
(hematogénica ou linfatica): células endometriais vidveis sairiam do endométrio pela
circulacdo sanguinea ou linfatica, de maneira similar a metastase tumoral, favorecendo a
ocorréncia de endometriose longe do utero, onde se implantariam formando lesdes
endometridticas (Sampson, 1927a). A disseminacao linfatica poderia, pelo menos em parte,
explicar a presenca de tecido endometrial em vasos linfaticos e linfonodos (Aoki, 1967;
Borrelli et al., 2015), bem como as raras ocorréncias de endometriose em pulmdes (Hobbs e
Bortnick, 1940) e figado (Liu et al, 2015); 4) células tronco: células tronco
extrauterinas/progenitoras originadas da medula 6ssea (como linhagens mesenquimais)
poderiam se diferenciar, ectopicamente, em tecido endometrial. No entanto, essas outras
possibilidades de origens da ocorréncia de tecido endometrial fora do utero, parecem ser

menos frequentes.



Embora a menstruacdo retrograda expliqgue o deslocamento fisico do tecido
endometrial para fora do Gtero, deve-se considerar gue esse € um processo fisiolégico muito
comum, ocorrendo em até 90% das mulheres que menstruam. No entanto, uma vez que a
prevaléncia de endometriose varia em torno de 10%, este fator, isoladamente, ndo explica a
ocorréncia de EDT, e outros fatores devem contribuir facilitando o implante e
desenvolvimento do tecido endometrial (lesGes) fora da do utero (Burney e Giudice, 2012).

ApOGs a ocorréncia ectdpica de células endometriais, varios fatores podem contribuir
para a formacdo das lesdes endometridticas. Dentre eles, podemos citar a fixacdo e
penetracdo na superficie peritoneal (na menstruacdo retrégrada como origem), proliferagéo
celular, invasdo, angiogénese, neurogénese e inflamacgéo, fatores esses, possivelmente,
envolvidos no desencadeamento da dor (Zondervan et al., 2018). Variacbes génicas, como
polimorfismos nos genes WNT4 (do inglés, Wnt Family Member 4) e GREB1(do inglés,
Growth Regulating Estrogen Receptor Binding 1 (revisado em Borghese et al., 2017) bem
como variacdes epigenéticas, como metilacdo anormal em fatores de transicdo (GATAG6 e
SF1 -do inglés, Steroidogenic Factor 1) e no gene ERB2 (do inglés, Encoding Estrogen
Receptor 2, que codifica o receptor ERB, do inglés, Estrogen Receptor Beta), também
parecem contribuir para a etiologia da doenca (revisado em Borghese et al., 2017).
Destacamos que a hipometilagdo no gene ERB2, na EDT, gera uma falha na represséo da
expressao do receptor ERB, que passa a ser superexpresso no endométrio ectépico, em
relacdo ao eutopico, de mulheres com EDT (Monsivais et al., 2014). Ademais, alteragfes
metabdlicas, como o aumento do metabolismo de vitamina A, e consequente diminuicao,
parece ser relevante para a etiologia da endometriose. O &cido retinéico (AR), metabdlito
fisiolégico ativo da vitamina A (retinol), controla diversos processos biol6gicos, como
diferenciagdo, apoptose e sobrevivéncia celular, via sinalizag@o por receptores nucleares em
células alvo (RARs, do inglés, retinoic acid receptor) (revisado em Jiang et al., 2018). Sua via
de ativacdo esta envolvida na proliferacdo de epitélios e a transformacao de células
estromais endometriais em células deciduais especializadas. Portanto, a sinalizacao
deficiente em acido retindico pode implicar em aumento da proliferacdo e invaséo celular,
bem como limitar a apoptose celular de células endometriais ectépicas. Além disso,
estrogénio (via receptor ), descrito como aumentado em tecido endometrial ectopico (Bulun,
2009), também pode suprimir a catalisacdo da conversdo de retinaldeido em AR, via
supressdo da enzima ALDH1Al (do inglés, Aldehyde Dehydrogenases), catalisadora da
conversdo de retinaldeido em AR (Deng et al., 2003). Ademais, e de maneira relevante,
também o microambiente da lesdo interage e regula tais fatores bioldgicos por meio uma
variedade de fatores hormonais e celulares (revisado em Zondervan et al., 2018), a serem
discutidos adiante.

Considerando que o sistema imune é, fisiologicamente, capaz de detectar e eliminar
tecidos em desenvolvimento em locais “anormais”, é relevante explorar o seu papel no

contexto da endometriose. Nesse sentido, varios estudos indicam que mulheres com EDT



apresentam diversas disfuncdes imunolégicas, contribuindo de forma relevante para a
eliminacéo ineficiente do endométrio ectdpico e favorecendo a sua implantacdo. Assim, a
condicdo imunoldgica da mulher com EDT € fundamental no desenvolvimento e na

progressao da doenca (Giudice e Kao, 2004).

1.2 Fisiologia do ciclo menstrual e imunobiologia da endometriose

Durante cada periodo menstrual, as células somaticas, presentes na regido funcional
do endométrio, comecam a sofrer apoptose, uma resposta biolégica que reduz a chance
dessas células sobreviverem e crescerem ectopicamente, dentro da cavidade peritoneal
(Herington et al., 2011). Neste contexto, vamos destacar, inicialmente, a fisiologia normal do

ciclo menstrual, de forma a facilitar o entendimento da imunobiologia da endometriose.

1.2.1 Fisiologiado ciclo menstrual

Estruturalmente, o endométrio humano é composto pelas camadas basal e funcional,
esta, eliminada durante a menstruacdo e regenerada, na auséncia de gravidez (revisado em
(Vallvé-Juanico et al., 2019). E composto ainda de dois compartimentos teciduais: epitélio e
estroma. O epitélio endometrial tem a funcdo de promover a implantacdo do embrido e
também tem papel na defesa contra a infeccdo (Kelly et al.,, 2001). O estroma consiste,
principalmente, de fibroblastos, alguns macréfagos e células T, mas poucas células B e
células NK (Kelly et al., 2001). As glandulas tubulares, revestidas por epitélio, vdo desde a
superficie endometrial até a base do estroma (revisado em Vallvé-Juanico et al., 2019).

O ciclo menstrual, embora continuo, inicia-se no primeiro dia de menstruacdo e
termina no dltimo dia, antes da préxima menstruacdo. Tem duracdo média de 28 dias,
podendo variar de 25 a, aproximadamente, 32 dias (Silberstein e Merriam, 2000).0
funcionamento ovariano fisioldgico envolve atividades coordenadas do hipotalamo, hip6fise e
ovarios. O hipotalamo secreta o hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH, do inglés,
Gonadotropin-Releasing Hormone); a hipofise, secreta o horménio luteinizante (LH, do inglés,
Luteinizing Hormone) e hormoénio foliculo estimulante (FSH, do inglés, Follicle-stimulating
Hormone); o ovario, secreta estrogénio e progesterona, inibinas, ativinas, e outros
moduladores ovarianos. Complementar a esse processo, o endométrio uterino responde aos
hormonios estrogénio e progesterona, com producdo de prostaglandinas (Silberstein e
Merriam, 2000). A morfologia do endométrio, sua proliferacdo, diferenciagcdo de seus
componentes celulares bem como a presenca de células imunes, variam ao longo do ciclo
sob a influéncia, principalmente, de estrogénio e progesterona (revisado em Vallvé-Juanico et
al., 2019).



O ciclo menstrual pode ser dividido em duas fases, a fase folicular ou proliferativa, e a
fase latea ou secretora. A fase proliferativa inicia-se no primeiro dia da menstruacédo e segue
até a ovulacéo, geralmente no 14° dia. Portanto, considerando-se um ciclo médio de 28 dias,
compreende de 1-14° dia do ciclo. A fase secretora compreende os 14 dias restantes do ciclo
(15-28° dia) (revisado em Reed e Carr, 2000).

Durante o ciclo menstrual, os horménios esteréides ovarianos, estrogénio e
progesterona, regulam a fungdo endometrial e a menstruagéo (Maybin e Critchley, 2015). O
endométrio menstrual apresenta caracteristicas classicas de inflamag¢édo, como edema de
tecido e influxo de células do sistema imune, sendo considerado um processo fisioldgico e
rigidamente regulado (Critchley et al., 2001). Tanto o ovario como o endomeétrio apresentam
um processo de inflamacéo fisioldgica repetido, durante a ovulagcdo e a menstruacgao,
respectivamente, ao longo da vida reprodutiva da mulher (Rae e Hillier, 2005).

Células como macréfagos, neutréfilos e células NK participam da protegéo
imunolégica da mucosa uterina e estdo envolvidas no remodelamento endometrial
(Salamonsen et al., 2002), decidualizacdo e implantagdo embrionaria e, na auséncia de
gravidez, facilitam o processo de menstruacao (Salamonsen e Lathbury, 2000). A maior parte
das células imunes, no endométrio, sdo tecido residentes, mas parte pode migrar da
circulacdo periférica (Lee et al., 2015). Elas estdo espalhadas por todo estroma e também
entre as células epiteliais, ha camada funcional.

Na fase proliferativa do ciclo, as células T sdo a maior parte dos leucocitos, seguidas
por células NK e macréfagos (Lee et al., 2015). Na camada basal do endométrio, sé@o
formados agregados linféides compostos por células B e circundadas por células TCD8+
citotéxicas, as quais sdo também circundadas por macréfagos (Yeaman et al., 2001). Os
macréfagos compreendem, aproximadamente, 1-2% das células do endométrio e, em torno
de 10% do total de células imunes endometriais, na fase proliferativa do ciclo (Salamonsen et
al., 2002). Essa frequéncia é alterada durante as fases do ciclo, sugerindo haver uma
regulacéo por estrogénio e progesterona (Berbic et al., 2009). As células NK uterinas (uNK)
compreendem cerca de 30-40% (Manaster e Mandelboim, 2008) de leucdcitos totais, na fase
proliferativa do ciclo.

Durante a fase proliferativa, o hormdénio FSH estimula o ovario a produzir o estrogénio,
no entanto, a reparagdo e regeneracdo do tecido endometrial, p6s menstruacdo, €
independente desse hormoénio (revisado em Vallvé-Juanico et al.,, 2019). Entretanto,
posteriormente, durante toda a fase proliferativa, o estrogénio induz a mitose de todos os
constituintes celulares, incluindo epitélio luminal e glandular, fibroblastos estromais e
componentes vasculares (revisado em Vallvé-Juanico et al., 2019). O estrogénio estimula a
expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés, Vascular Endothelial
Growth Factor) no endométrio uterino (Cullinan-Bove e Koos, 1993), com consequente
aumento da sua vascularizagdo. Células do sistema imune, como células TCD4, TCDS,

linfécitos B, células NK, monécitos e DCs (do inglés, Dendritic Cells) plasmocitéides,



apresentam receptores de estrogénio e podem ter suas fun¢des moduladas por esse
horménio (Kovats, 2015).

Foi demonstrado que o estrogénio modula a expresséo de citocinas e quimiocinas por
DCs derivadas de mondcitos humanos (revisado em Hafner et al., 2013). Por conseguinte, o
estrogénio aumenta a producédo de interleucina (IL) -12 por DCs, que atua em células Thl,
desencadeando a producdo de IFN-y por essas células, caracterizando, portanto, o
envolvimento do estrogénio na ativacdo de respostas imunes adaptativas (revisado em
Hafner et al., 2013). Também as células Treg estdo aumentadas, no endométrio, na presenca
de estrogénio, durante a fase proliferativa do ciclo, diminuindo durante a fase secretora
(Arruvito et al., 2007), possivelmente via interacdo do receptor a de estrogénio (ERa, do
inglés, Estrogen Receptor a) e o promotor do fator de transcricdo de FOXP3 (do inglés,
Forkhead Box P3) (Adurthi et al., 2017). Este aumento de Treg, antes da ovulacdo, sugere
seu envolvimento na preparacdo adequada do endométrio & implantacdo de embrides. Atuam
inibindo a atividade citotoxica de células do sistema imune, bem como a atividade efetora de
outros tipos de células, por meio da secregéo de citocinas imunossupressoras, como IL-10 e
TGF-B (do inglés, Transforming Growth Fator Beta) (Arruvito et al., 2007), mantendo um
ambiente com caracteristica, provavelmente, de imunotolerancia (Sakaguchi et al., 2010).

Apos a perda da camada funcional do endométrio, na menstruagéo, no inicio da fase
proliferativa do ciclo, niveis crescentes de estrogénio participam do reparo e crescimento do
endométrio a partir da camada basal (Osteen et al.,, 2003), bem como do aumento da
expressdo de metaloproteinases de matriz (MMPs) (do inglés, Matrix Metalloproteinase
Protein). Alguns estudos indicam que a ativacdo da transcricdo do gene MMP ocorra,
principalmente via ligacdo do receptor de estrogénio com a proteina ativadora-1 (AP-1, do
inglés, Activator Protein 1) (Teyssier et al., 2001).

De forma coordenada com o remodelamento endometrial, numerosas MMPs sé&o
expressas em areas de crescimento ativo do endométrio, durante toda a fase proliferativa
(Rodgers et al., 1994). MMP-7 é expressa em células epiteliais, enquanto as células do
estroma expressam mRNAs para MMP-1, MMP-2 e MMP-11, e baixa expressédo para MMP-3
(Rodgers et al.,, 1994). A proteina MMP-9, mas ndo mRNA, foi identificada em células
epiteliais e em associagdo com células imunes residentes (Skinner et al., 1999). Também os
TIMPs (do inglés, Tissue Inhibitors of Metalloproteinases, inibidores teciduais de
metaloproteinases) sdo geralmente co-expressos com MMPs, modulando o controle da
reparacgéao tecidual (Osteen et al., 2003).

Em recente trabalho (Crona et al., 2021), a andlise do perfil de citocinas no plasma de
sangue menstrual de mulheres saudaveis indicou a presenca de altas concentracées de IL-6,
IL-1B e IL-8 (ou CXCL8, C-X-C Motif Chemokine Ligand 8), na comparacéo com o perfil de
citocinas no sangue periférico, pareado, dessas mulheres. No entanto, os niveis de IL-2, IL-
12p70, XCL1/linfotactina e IFN-y foram menores do que os niveis periféricos. Estes dados

indicam haver um padrdo distinto de citocinas no sangue menstrual em relacdo do sangue



periférico. Neste mesmo estudo, também observaram gue as citocinas analisadas no plasma
sanguineo menstrual ndo tiveram diferenca entre as fases do ciclo menstrual.

Uma vez atingindo altos niveis de estrogénio, ocorre a inibicdo da secre¢édo de FSH
pela hipofise. A diminuicdo do FSH e o aumento do estrogénio estimulam a hipdfise a
secretar o horménio LH, que induz a ovulacao (Maybin e Critchley, 2015). Apds a ovulacédo, o
corpo luteo passa a secretar altos niveis de progesterona contribuindo na manutencdo da
receptividade endometrial, em caso de fertilizagdo. Durante a fase secretora (pés-ovulagéo, e
até a menstruacdo), a progesterona atua sobre o endométrio previamente estimulado com
estrogénio, levando a sua decidualizagdo. A decidualizagdo € caracterizada pela
transformacao das células endometriais estromais em células deciduais secretoras (Gellersen
et al., 2007). Alteracao e/ou quebra neste processo de diferenciacdo do endométrio estédo
associadas a uma série de distirbios como endometriose e adenomiose, sendo também
importante causa de infertilidade e distarbios menstruais (Brosens, 1998).

As respostas celulares a progesterona sdo, predominantemente, mediadas pelo
receptor de progesterona (RP), um membro da superfamilia de fatores de transcricdo
induziveis de ligante (Parker, 1993). Na auséncia de ligagdo com progesterona, o RP é
mantido num complexo inativo contendo proteinas de choque térmico HSP90 (Pratt 1990) e
HSP70 (Estes et al., 1987). O RP tem, pelo menos, duas isoformas, RPA e RPB, presentes
durante a fase proliferativa do ciclo, tanto em glandula, como no estroma endometrial,
ocorrendo um declinio significativo nas células epiteliais glandulares na fase secretora do
ciclo. Por outro lado, os RP persistem no estroma endometrial da camada funcional ao longo
da fase secretora, com predominio da isoforma A (Wang et al., 1998). Assim, as células
estromais do endométrio permanecem responsivas a progesterona durante toda a fase
secretora.

Em relacdo a expressdo proteica do RP em células do sistema imune, embora a
progesterona tenha efeitos funcionais em células como linfécitos, mondcitos, macréfagos e
células dendriticas, o seu mecanismo de acao (ou seja, proteinas alvo) ndo esta claramente
definido, com alguns estudos sugerindo a expressdo do receptor (Butts et al., 2007;
Szekeres-Bartho et al., 1990), e outros ndo (Mansour et al., 1994).

Em contraste com a fase proliferativa do ciclo, na fase secretora tardia, as células uNK
(CD5619"MCD16) estdo em maior frequéncia, compreendendo, aproximadamente 70-80% do
total de leucécitos. Os macréfagos atingem cerca de 30% e as células T diminuem para
menos de 10% (Flynn et al., 2000) dos leucdcitos endometriais.

Células dendriticas imaturas (iDC, CD1a*CD209*HLADR"") estdo descritas em
ndimero aumentado na camada basal, nas fases secretora e menstrual (Marbaix, 2005). No
entanto, em relacdo as DCs maduras (mDC, CD83"9"/HLA-DR"9"), ha um estudo indicando
auséncia de alteracdo de frequéncia ao longo do ciclo (Marbaix 2005) e outro com um
aumento na camada basal do endométrio, nas fases secretora e menstrual do ciclo menstrual
(King et al., 1996).



10

O aumento de iDC durante a fase secretora/menstrual sugere um papel dessas
células na menstruacdo (Marbaix, 2005). Nesse sentido, as iDCs produzem MMPs gque séo
importantes neste processo (Marbaix, 2005). Além disso, iDCs também produzem citocinas e
quimiocinas, como IL-6, IL-10, IL-12, TNFa, RANTES (do inglés, Regulated on Activation
Normal T-cell Expressed e Secreted) e MCP-1, que poderiam promover a menstruagdo ou
facilitar a nidacédo do embrido e regular outras populagdes celulares (Schulke et al., 2008).

Em relac@o as citocinas na fase secretora do ciclo, embora no estudo em sangue
menstrual acima descrito (Crona Guterstam et al., 2021), ndo tenha sido observada diferenca
nos seus niveis de expressdo, entre as diferentes fases do ciclo menstrual, a analise de
expressao génica em sangue periférico mostrou que a expressao IFN-y esta diminuida na
fase secretora/litea, comparada com a fase proliferativa/folicular (Dosiou et al., 2004).

Ao final da fase secretora, e na auséncia de gravidez, o corpo liteo regride, causando
um relevante declinio nos niveis de progesterona circulantes (Maybin e Critchley, 2015). Esse
contexto fisiologico gera uma resposta inflamatéria local no endométrio, envolvendo
infiltracdo de leucocitos, liberacdo de citocinas, edema e ativagdo de metaloproteinases de
matriz (Jabbour et al., 2006), resultando na perda da camada funcional do endométrio (cerca
de dois tergos superiores), correspondendo ao periodo menstrual do ciclo. Varias células do
sistema imune participam do processo de fisiolégico da menstruacdo, algumas com
importante fungao na eliminacao de restos menstruais (“clearence uterino”) (Berbic e Fraser,
2013).

Ap6s a queda da progesterona, ha um aumento significativo da populacdo de
leucdcitos endometriais (Salamonsen e Lathbury, 2000), compreendendo de 6-15% do
namero total de células no endométrio (Salamonsen e Lathbury, 2000). Ja voltando a fase
proliferativa, no periodo menstrual, as células dendriticas (imaturas e maduras) e outras
células apresentadoras de antigenos (APCs, o inglés Antigen-Presenting Cell) estdo
envolvidas no processo de “limpeza”, participando da captura e apresentacdo antigenos
endometriais e ativando células T, facilitando a eliminacédo de restos endometriais (Berbic e
Fraser, 2013). Os neutrofilos, principais mediadores da resposta inflamatoria, respondem a
inflamacdo local, migrando, rapidamente, para o endométrio “inflamado”, onde podem
sobreviver por varios dias, devido a diminuicdo de sua atividade apoptética, induzida por
mediadores pro-inflamatoérios e hipéxia (Ward et al., 1999). HA um aumento do nimero de
macréfagos dando-se inicio ao processo de apoptose de células endometriais e a fagocitose
de restos celulares eliminados durante a menstruacéo (Berbic et al., 2009).

Embora a queda da progesterona tenha um importante papel no inicio da
menstruacdo, a sua diminuicdo também promove o aumento da expressdo de MMPs, por
células epiteliais estromais e neutréfilos (Salamonsen e Woolley, 1999). Os neutrdfilos
contém altos niveis de MMPs e tém a capacidade de ativar MMPs residentes, contribuindo

para a ruptura endometrial (Gaide Chevronnay et al.,, 2012). As MMPs funcionam como
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mediadores da “ruptura” do endométrio, uma vez que degradam os componentes da matriz
extracelular (Marbaix et al., 1996).

Durante a menstruacao, as células presentes na regido funcional do endométrio e as
gue compdem o material de menstruacao retrograda, comegam a sofrer apoptose (Herington
et al., 2011). Estes restos celulares, presentes na cavidade peritoneal, sdo, posteriormente,
eliminados por células do sistema imune, como macrofagos, células NK (do inglés, natural
killer) e células T citotoxicas, sem que ocorra um processo inflamatorio significante e
duradouro (Dmowski et al., 2001). Alguns estudos mostram a existéncia de uma atividade
citotoxica fisiolégica mediada por células NK contra células endometriais autélogas
(Oosterlynck et al., 1991; Vigano et al., 1991; Hirata et al., 1994). As células NK agiriam como
um "sistema de limpeza peritoneal" (clearence) envolvido na eliminagédo eficaz de células
endometriais ectopicas, evitando assim, sua implantacdo e crescimento (revisado em Hafner
et al.,, 2013). A acdo dessas células é finamente regulada, negativamente, favorecendo a
resposta imune especifica contra células refluidas, e ndo contra o tecido peritoneal normal.
AlteragBes nesses processos biolégicos da fisiologia da menstruagdo podem levar a

distarbios ginecolégicos e também integram a fisiopatologia da endometriose.

1.2.2. Imunobiologia da endometriose

A endometriose € um processo patogénico que envolve mudltiplas desregulacdes
imunologicas, bem como desregulagfes de interacdes imuno-endocrinas.

Primeiramente podemos citar que o proprio endométrio eutépico de mulheres com
EDT apresenta caracteristicas diferentes quando comparado ao endométrio de mulheres
saudaveis. Tais caracteristicas englobam diversos aspectos, incluindo disfuncbes
imunologicas, enddcrinas e bioquimicas, bem como alteracdes genéticas que, de forma
combinada, desempenham um papel importante na patogénese e fisiopatologia da
endometriose (revisado em Vallvé-Juanico et al., 2019).

O endométrio eutépico de mulheres com EDT apresenta um aumento da expressao
do gene anti-apoptético BCL-2 (do inglés, B-celllymphoma 2) (Jones et al., 1998), diminuindo
a capacidade apoptética de células endometriais deliberadas durante a menstruacao,
indicando um aumento da viabilidade dessas células, faciltando sua sobrevivéncia e
implantacdo ectopica (Dmowski et al., 2001). A apoptose espontanea esta diminuida em
glandulas endometriais de mulheres com EDT, especialmente durante a fase secretora
tardia/menstrual e na fase proliferativa precoce (Dmowski et al., 2001). De fato, as células
endometriais de mulheres com EDT apresentam maior capacidade de implantacdo (Kyama et
al., 2008), angiogénese (Donnez et al., 1998) e proliferagdo (Wingfield et al., 1995; Bourlev et

al., 2006), com diversos fatores envolvidos, e discutidos abaixo.
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As células endometriais, que possuem menor capacidade apoptética, chegam na
cavidade abdominal (células endometriais ectdpicas) e invadem o tecido local. Como na EDT
h& maior capacidade de implantacdo (Kyama et al., 2008) e angiogénese (Donnez et al.,
1998), o crescimento das células endometriais ectdpicas leva a formacdo das lesdes
endometridticas (revisado em Liu e Lang, 2011).

A compreensdo de como as células endometriais aderem, ectopicamente, aos ovarios,
ligamentos e superficies peritoneais e como, uma vez aderidas, essas células proliferam,
adquirem suplemento sanguineo e resultam em endometriose, continua sendo alvo de
constantes pesquisas. Dentre o0s principais possiveis mecanismos envolvidos no
estabelecimento e progresséo da doenca estdo a intensa resposta inflamatéria em mulheres
geneticamente suscetiveis, a transicao epitelial-mesenquimal, disfun¢cdo imunoldgica e da
presenca de um ambiente metabdlico e enddcrino favoravel nessas mulheres (revisado em
Zondervan et al., 2018).

A EDT é considerada uma doenca estrogénio dependente (Bulun, 2009), uma vez que
esse horménio contribui para o crescimento celular (revisado em Zondervan et al.,, 2018). A
enzima aromatase (que converte androgénio em estrogénio) esta ausente no endométrio de
mulheres sadias (Baxendale e Reed, 1981). Porém, nas mulheres com EDT, héa altos niveis
da enzima aromatase e baixos niveis da enzima 17-beta-hidroxi-esteréide-desidrogenase-22
(conversora de estradiol em estrona), tanto no tecido endometrial eutépico como no ectépico.
Como consequéncia, ha um nivel maior de estrogénio nesses locais. Essa alta concentragcéo
de estrogénio, associada ao aumento de receptores de estrogénio (Bulun, 2009), ativam
genes envolvidos na proliferac@o celular, tais como GREB1, MYC (c-myc, familia de proto-
oncogenes que codifica uma fosfoproteina nuclear com papel na progresséao do ciclo celular,
apoptose e transformacéo celular) e CCND1 (do inglés, Cyclin D1; gene que codifica uma
proteina que funciona na regulacdo de Cinases Dependentes de Ciclina (CDK)), no ciclo
celular.

A maior presenga de estrogénio em tecido endometrial ectdpico, além de favorecer a
proliferacédo de células endometriais, estimula a producdo de prostaglandinas, pela ativacao
da enzima cicloxigenase 2 (COX 2, do inglés, Cyclo-Oxygenase 2), que pode estimular ainda
mais a aromatase, contribuindo para a manutencéo dos implantes endometriéticos e para a
manutencdo de ambiente inflamatorio (Attar e Bulun, 2006). A producdo excessiva de
estrogénio também tem agdo na resposta imune, contribuindo para a inibicdo da fagocitose
por macrofagos, as principais células responsaveis pela eliminacdo dos restos celulares na
cavidade peritoneal (Sidell et al., 2002). O estrogénio age em véarias vias de sinalizacdo do
macroéfago, influenciando, em particular, naquelas relacionadas a habilidade de manter o
recrutamento de células inflamatérias e no remodelamento de tecidos inflamados [MPAK, do
inglés, Mitogen-Activated Protein Kinases, proteina quinase ativada por mitégeno (Seval et
al., 2006), PI3K/AKT, do inglés, Phosphatidylinositol 3-Kinase, fostatidilinositol-3

guinase/proteina quinase B) (Kayisli et al., 2004) e NF-kB (do inglés, Nuclear Factor Kappa-
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light-chain-enhancer of activated B cells, fator nuclear kappa) (McKay e Cidlowski, 1999)]. Sua
desregulacdo pode ter, como consequéncia, a sobrevivéncia de células ectépicas e a
promocao da vascularizacdo das lesfes (revisado em Cakmak et al., 2009).

As disfun¢des hormonal e imunoldgica, na EDT, caminham juntas, uma vez que além
dos macroéfagos, diversas células imunes, como linfécitos T, linfocitos B, eosindfilos e
neutrofilos também expressam o receptor funcional de estrogénio, GPER1 (do inglés, G
Protein-coupled Estrogen Receptor 1, receptor 1 de estrogénio acoplado a proteina G) (Notas
et al., 2020).

Além da producgédo local de estrogénio, a resisténcia a progesterona presente nas
mulheres com endometriose, pode contribuir para a fisiopatologia da doencga. Foram
observados baixos niveis de receptores de progesterona e a auséncia da sua isoforma B,
tanto no endométrio eutdpico (Burney et al., 2007), como no ectdpico (Bulun et al. 2006),
guando comparados as mulheres saudaveis. A desregulagédo da expressao dos receptores de
progesterona, ou mesmo alteragbes nas vias de sinalizacdo causam resisténcia a
progesterona em até 30% das mulheres com EDT (Vercellini et al.,, 2013). Neste caso, a
diminuicdo da acdo de progesterona, que tem impactos anti-inflamatorios (Bulun et al., 2006),
também parece contribuir para a sobrevida/implantagdo de implantes endometriais e para a
manutenc¢édo de inflamacéo local.

Em resumo, alteragbes hormonais também podem contribuir no aumento da
capacidade de células endometriais ectépicas proliferarem, no aumento da adesédo ao
mesotélio peritoneal (revisado em Ahn et al., 2015) e/ou na diminuicdo da capacidade do
sistema imune em eliminar essas células da cavidade peritoneal (Sidell et al., 2002).

A sobrevivéncia dos implantes endometridticos na parede peritoneal depende do
suprimento sanguineo para o fornecimento de oxigénio e nutrientes as lesdes em
desenvolvimento. As les6es endometridticas sdo altamente vascularizadas, indicando que a
angiogénese e/ou a vasculogénese devem estar envolvidas no sucesso da sua implantagcéao
(Nisolle et al., 1993). Analoga ao processo de vascularizacdo dos tumores, a EDT pode
utilizar de mecanismos de angiogénese e vasculogénese, que contribuem no estabelecendo
de uma rede vascular propria e na sua manutencao (revisado em Ahn et al., 2015). Assim, as
lesbes endometritticas se estabelecem em microambiente onde os mediadores inflamatoérios
se mantém presentes.

Considerando-se que o endométrio humano normal sofre proliferacéo, diferenciagéo e
regeneragdo a cada ciclo menstrual, ha atividade angiogénica inata, sob regulacdo do
estrogénio, de forma que juntamente com o crescimento endometrial, ocorre proliferacédo e
regeneragdo também da vasculatura endometrial, a cada ciclo (revisado em Ahn et al., 2015).
Esse processo fisiologico parece estar desregulado na EDT, uma vez que o endométrio
eutopico de mulheres com endometriose apresenta maior densidade de microvasos, maior
expressdo de VEGF-A (fator de crescimento vascular endotelial A) no epitélio glandular e de

VEGFR-2 (do inglés, Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2, receptor do fator de
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crescimento vascular endotelial 2) nos vasos sanguineos. Tais fatores corroboram o
envolvimento de angiogénese e neovascularizacdo de lesdes, contribuindo no
estabelecimento da doenca (Bourlev et al., 2006). Além disso, VEGF atua como um fator de
sobrevivéncia, prevenindo a morte apoptética de células endoteliais microvasculares
(Watanabe e Dvorak, 1997).

Ainda outros elementos importantes na fisiopatologia da endometriose envolvem a
maior capacidade de adesdo dos fragmentos endometriais, descrita na EDT bem como
concentracdes elevadas de MMP e do ativador do plasminogénio, no endométrio eutpico de
mulheres com EDT (Klemmt et al., 2007). Em conjunto, esses dados sugerem haver aumento
da protedlise dos fragmentos endometriais que saem para a cavidade peritoneal, via
menstruagdo retrograda, facilitando o estabelecimento como lesGes endometridticas
(Gilabert-Estellés et al., 2003). De fato, niveis de MMP-9, que também tem atividade
imunorreguladora (Lavini-Ramos et al.,, 2017) estdo elevados em amostras de soro de
mulheres com EDT (Becker et al., 2010). A MMP-9 degrada o colageno e a elastina, induz a
neovascularizacéo, acelera a expansao das células endoteliais vasculares e aumenta o fluxo
sanguineo (De Sanctis et al., 2011).

Ainda no contexto de acdo de MMPs na fisiopatologia da EDT, o mecanismo de
desenvolvimento embriondrio, transicdo epitélio-mesénquima, ou transicdo mesénquima-
epitélio é reconhecido como mais um componente na fisiopatologia da EDT. Esse tipo de
alteracdo tecidual ocorre num contexto de inflamacdo cronica, onde células epiteliais
adquirem um fenétipo mesenquimal invasivo (com modificacdes na expressao de moléculas
de adesdo como perda de E-caderina e ganho de N-caderina), com aumento de fator de
crescimento e da expressdo de metaloproteinase de matriz, facilitando a proliferagéo celular
(revisado em Zondervan et al., 2018). A transicdo epitélio-mesénquima também é
considerada, dentre os mecanismos ativo sem células tumorais durante a invasao celular e
metastase (Orlichenko e Radisky, 2008). No entanto, ndo ha estudos que indiquem,
exatamente, que tipo de transicao epitélio-mesénquima ocorre na EDT (Yang e Yang, 2017).
Foi observado que estimulos, como hipoxia e estrogénio, podem, por diferentes vias, ativar
esse processo na doenga, envolvendo fatores como TGF-B e a via da sinalizagdo, Wnt,
estimulando a proliferacdo e migracéo celular (Yang e Yang, 2017).

Outros mecanismos discutidos como importantes no estabelecimento e progressao da
EDT séo relacionados as disfungbes do sistema imune dessas mulheres, considerado
incapaz de reconhecer e/ou montar uma resposta imune efetora adequada e eliminar os
fragmentos de endométrio na cavidade pélvica. E possivel que os proprios fragmentos
endometriais também adquiram a capacidade de evasdo da resposta imune, quando na
cavidade pélvica, havendo, provavelmente, uma combinagcdo de fatores imunoldgicos e
endometriais alterados na doenca (revisado em Ahn et al., 2015).

As alteragdes imunologicas ja relatadas nas mulheres com EDT incluem tanto

disfuncbes da imunidade mediada por células como na imunidade humoral. No contexto
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humoral, foram observados depésitos de IgG e de Fator 3 do sistema complemento (C3) no
endométrio eutdpico de pacientes com endometriose, com correspondente diminuicdo dos
niveis de complemento total no soro (Weed e Arquembourg, 1980), indicando a ocorréncia de
ativacdo da cascata do complemento. Também foi observada maior expressdo génica e
proteica de varios componentes do sistema complemento em mulheres com EDT, em relagdo
ao endométrio normal de mulheres controles (CTRs) (Suryawanshi et al., 2014). Dentre eles,
o fator 7 do complemento (C7), considerado altamente expresso, além do fator B, D, H e
MASP1 (do inglés, mannose-associated serine protease 1, serina-protease associada a
manose). A maioria das proteinas do complemento tem expressdo em células epiteliais
glandulares endometriéticas, sugerindo que a ativagdo do sistema complemento pode ser,
inicialmente, um processo envolvido na eliminacdo de células endometridticas, mas sem
eficacia, e que, possivelmente contribui para o processo de inflamacgéo crénica da EDT, como
ja descrito em outras doengas (revisado em Ricklin et al., 2010).

Ainda em relagcdo a alteragbes humorais, foi observada uma maior frequéncia de
reconhecimento de antigenos endometriais (extrato tecidual eutdpico e ectdpico) por
anticorpos 1gG, presentes tanto no soro como no fluido peritoneal (FP), de mulheres com
EDT, em relacdo a mulheres saudaveis (Mathur et al., 1990). H4 também descritos maiores
niveis de autoanticorpos contra fosfolipideos, histonas, polinucleotideos (Gleicher et al.,
1987) e musculo liso (Taylor et al., 1991) em relagdo a mulheres CTRs, sem a doenga. Estes
achados sugerem haver uma maior exposicdo de autoantigenos no endométrio eutopico e
ectopico de mulheres com EDT desencadeando processos de autoimunidade patoldgica,
possivelmente, compondo a fisiopatologia da doenca. Assim, o excesso de proteinas
endometriais em localizacdo extrauterina, poderia contribuir para uma resposta autoimune
inflamatoria, na EDT. Apesar desses achados, indicando a ocorréncia de resposta imune
humoral dirigida a autoantigenos e ativacdo da cascata do complemento, sugerindo um
componente de autoimunidade patolégica, na EDT, ndo se sabe, ao certo, 0 quanto o
processo autoimune € importante na fisiopatologia da EDT.

Enquanto alguns estudos, como os acima citados, focam no conceito de EDT com
caracteristicas de autoimunidade patolégica, cada vez mais acumulam-se dados também
mostrando alteracdes na funcdo de diversas células do sistema imune. Diversos estudos
indicam que a vigilancia imunoldgica nas mulheres com EDT estd prejudicada e que as
células do sistema imune, tanto as residentes, como as recrutadas para a cavidade
abdominal, parecem ser incapazes de responder de forma adequada a permanéncia de
células endometriais ectopicas, tanto em relacéo ao seu reconhecimento, como quanto a sua
eliminacdo (Dmowski e Braun 2004; Herington et al., 2011). Nesse sentido, destacamos que
as células da resposta imune inata estdo intensamente envolvidas na patofisiologia da
doenca, incluindo neutréfilos, macrofagos, células dendriticas e células NK (Symons et al.,
2018).
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Os neutrdfilos, as células primérias da resposta imune inata a serem recrutadas para
locais com inflamacgédo — infeccdo e/ou dano tecidual (Petri e Sanz, 2018), no contexto da
EDT, sé&o encontrados numa maior frequéncia no fluido peritoneal dessas pacientes, em
relacdo as mulheres sem a doenca (Tariverdian et al., 2009). Este achado é, possivelmente,
resultado de concentrac¢des elevadas de citocinas, como a IL-8, com fungdo quimiotatica para
neutréfilos, no plasma e fluido peritoneal de mulheres com EDT quando comparado aos de
mulheres CTRs, sem a doenc¢a (Monsanto et al., 2016).

Células como macrofagos, DCs e mastdcitos contribuem para a resposta inflamatoria
inicial, participando na eliminagédo das células ectopicas, mesmo que de forma insuficiente,
dando inicio a reparagdo do tecido peritoneal que sofreu injuria (Herington et al., 2011). A
fagocitose por macrofagos é auxiliada por metaloproteinases de matriz (MMP) e pela
expressdo do receptor scavenger, CD36, promovendo a degradacdo (Osteen et al., 2003) e
eliminacdo de restos celulares (Febbraio et al., 2001), que chegam na cavidade abdominal.
Embora o nimero de macréfagos seja maior no liquido peritoneal (Hill et al., 1988) e no
endométrio eutopico (Berbic et al., 2009) de mulheres com EDT, em comparagdo com
mulheres CTRs, esses macrofagos apresentam uma reducdo na expressao e atividade da
MMP-9 (Wu et al., 2005) e reducéo de expressdo do receptor CD36 (de Villiers et al., 1994).
Como consequéncia, ocorre uma diminuicdo da capacidade fagocitica e de degradacdo de
detritos por esses macrofagos (Chuang et al.,, 2009; Halme et al., 1984). A presenca de
macrofagos ativados na cavidade peritoneal, independentemente de sua capacidade
fagocitica, contribui para as maiores concentracdes de citocinas pro-inflamatérias e
quimiotaticas, ja observadas no fluido peritoneal de mulheres com endometriose, em relagéo
as mulheres CTRs. S&o descritos niveis maiores de MIF (do inglés, Macrophage migration
Inhibitory Fator) (Kats et al., 2002), TNF-a (do inglés, Tumor necrosis fator alpha) (Eisermann
et al., 1988), Interleucina (IL) 1B, IL-6 (Harada et al., 1997), IFN-y (do inglés, Interferon
gamma) (Podgaec et al.,, 2007; Bellelis et al., 2019), IL-8, RANTES, MCP-1 (do inglés,
Monocyte Chemoattractant Protein 1) (Akoum et al., 1996), IL-7 e IL-15 (Bellelis et al., 2019).

Em condicdes fisiolégicas, os macrofagos participam da eliminacao de residuos
celulares provenientes da menstruacdo, bem como da regeneracéo de tecidos e angiogénese
(revisado em Vallvé-Juanico et al., 2019). Macréfagos M2, com propriedade anti-inflamatoria
sdo predominantes na condi¢cdo fisioldgica, indicando que o endométrio eutOpico em
mulheres saudaveis apresentam um ambiente anti-inflamatorio, que permite a implantacéo do
embrido. No entanto, na EDT, a principal populagdo de macréfagos no endométrio eutopico
sdo os M1, com propriedade pro-inflamatoéria, conferindo, portanto, um microambiente
endometrial com caracteristica mais inflamatéria, nessas mulheres (revisado em Vallvé-
Juanico et al., 2019). Além disso, diferentemente de DCs, os macr6fagos ndo aumentam na
fase secretora do ciclo, contribuindo para a manutengéo de restos endometriais, que podem
sobreviver e migrar para a cavidade peritoneal, favorecendo sua implantacdo e

desenvolvimento de lesdes ectdpicas (revisado em Vallvé-Juanico et al., 2019).
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As células dendriticas, DCs, com funcao relevante na apresentacdo de antigenos e na
modulacdo da resposta imune dependente de linfocitos T, também apresentam alteracbes
funcionais nas mulheres com EDT. As DCs imaturas (CDla+) que, em geral, ttm predominio
de atividade imunorreguladora, estdo em maior densidade nas lesdes peritoneais, quando
comparada a densidade observada no tecido peritoneal, livre de lesdo das mesmas
mulheres, ou ao tecido peritoneal de mulheres sem EDT, no qual estdo ausentes (Schulke et
al., 2009). Essas mesmas DCs avaliadas no endométrio eutopico das mulheres com EDT,
apresentam-se em maior densidade na camada basal do endométrio durante a fase
proliferativa do ciclo menstrual, em comparacdo com as mulheres CTRs, sem a doenga, ha
mesma fase do ciclo. As DCs maduras (CD83+), com alta capacidade de apresentacao
antigénica, tém uma significativa menor densidade no endométrio eutopico de mulheres com
EDT, tanto na camada basal como na funcional, em relacdo as mulheres saudaveis, em todas
as fases do ciclo (Schulke et al., 2009). Essas alteragbes sugerem uma possivel alteracao
primaria da funcdo imune ja no endométrio eutépico das mulheres com EDT, com uma menor
capacidade de apresentacdo antigénica e ativagéo da funcao efetora linfocitéria.

A fisiopatologia da EDT, pode ainda envolver células T reguladoras (Treg), que tém
fungbes no controle da resposta imune inflamatoria. Estas células produzem citocinas
imunorreguladoras, como IL-10 e TGF-f (do inglés, Transforming Growth Factor Beta)
(Nandakumar et al., 2009), podendo atuar na inibicdo da ativagcdo de macréfagos, da
proliferacédo de células T e B, na funcdo de DCs e NKs, além da reducédo da atividade das
células T efetoras (Sakaguchi et al., 2006), tendo importante funcdo na manutencdo da
toleréncia ao proprio. Foi observado um maior nimero de células Treg que expressam o fator
de transcricio FOXP3 (do inglés, forkhead Box P3) no endométrio eutbpico
(imunohistoquimica) nas mulheres com EDT na fase proliferativa precoce e durante toda a
fase secretora do ciclo menstrual, em comparagcdo as mulheres saudaveis (Berbic et al.,
2010). Esse dado sugere que no microambiente do endométrio eutopico das mulheres
doentes haja uma menor capacidade efetora de células T envolvidas no reconhecimento de
antigenos endometriais que chegam a cavidade peritoneal, permitindo sua sobrevivéncia e
facilitando sua implantacdo em sitios ectépicos. Também ha relatos de maiores niveis de IL-
10 e IL-4 no fluido peritoneal de mulheres com EDT, em relacdo a mulheres CTRs saudaveis,
além de razbes de citocinas anti-inflamatorias/pré-inflamatorias (regula/inflama) IL-4/IFN-y,
IL-4/IL-2, IL-10/IFN-y, IL-10/IL-2 (Podgaec et al., 2007). Esses dados indicam que, além da
presenca de um perfil inflamatério de resposta imune (Thl), citocinas com perfil,
predominantemente, imunorregulador (Th2) também participam da fisiopatologia da EDT.

A presenca deste perfil regulador é também corroborada por outro estudo que
identificou a presenca de um maior numero de células com fenétipo, predominantemente,
regula, CD4*CD25"9", no fluido peritoneal de mulheres com EDT, com maior expressio de
MRNA de Foxp3 nestas células (Podgaec et al., 2012), em relacdo as mulheres sem a

doenca. Além disso, a expressao de mRNA para as citocinas com padrao regulador, IL-4 e IL-
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10 mais elevada em linfécitos, tanto do sangue periférico como do tecido endometrial, em
mulheres com EDT em relacdo a mulheres CTRs, sem a doenca (Antsiferova et al., 2005).
Corroborando este achado, ha relatos de uma predominancia de IL-4 e IL-10 no FP de
mulheres com EDT profunda (Podgaec et al., 2010), refletindo a ativacdo de mecanismos
imunorreguladores, provavelmente, de forma descontrolada, gerando uma condigdo de
imunossupressdo com prejuizo na resposta imune efetora no sitio de acometimento da
doenca.

Além das células acima citadas com possivel envolvimento no estabelecimento e
progressao da EDT, especial atencdo tem sido dirigida a contribuicdo de células NK na
resposta imune na EDT e, mais especificamente, ao seu envolvimento no escape imunoldgico
dos fragmentos endometriais ectépicos da cavidade peritoneal (Thiruchelvam et al., 2015).
Vérios estudos descrevem alteragdes funcionais e/ou fenotipicas, tanto local (microambiente
da lesao) (Oosterlynck et al., 1992; Wu et al., 2000; Maeda et al., 2002) como sistémicas
(Wilson et al., 1994; Maeda et al., 2002), de células NK, na EDT, porém 0s mecanismos

associados a tais altera¢des na doenga ainda sédo objeto de investigagéo.

1.3 Ceélulas Natural Killer na endometriose

As células NK compreendem, aproximadamente, 10-15% dos linfGcitos circulantes, e
apresentam papel importante na resposta imune inata. S8o caracterizadas pelo fendétipo
CD3-CD56" (CD3, marcador especifico para linfécitos T; CD56; isoforma da molécula de
adesao neural). Podem ainda ser subdivididas, fenotipicamente, em duas subpopulacdes
distintas, CD56"9" e CD564™, com base na densidade de CD56 (bright, alta expresséo, e
dim, baixa express&o) na superficie celular (Fehniger et al., 2003). A subpopulagéo CD564™
compreende cerca de 90% das células NKs circulantes, sendo consideradas maduras e,
predominantemente, citotoxicas e produtoras de citocinas apos estimulacdo com células-alvo
(Caligiuri, 2008). A subpopulagdo CD5619" & geralmente, considerada mais proliferativa, e
com capacidade para a producao de citocinas apés estimulagdo com IL-12 e IL-18, mas com
uma baixa atividade citotoxica em repouso (Caligiuri, 2008). As células CD56P"9" (Fehniger et
al., 2003) podem deixar 0s vasos sanguineos e se constituirem como a maioria das células
NK encontradas dos nddulos linfaticos ou em tecidos deciduais de mulheres gravidas. Nesses
tecidos deciduais constituem cerca de 70% dos linfocitos da decidua no primeiro trimestre,
com papel na promocdo da angiogénese na gravidez (Zhang et al., 2011). Alguns estudos
sugerem que as células NK CD569" sejam derivadas de células precursoras
hematopoiéticas CD34+ e déem origem as células CD569™, uma vez que sdo as que
aparecem primeiro apés o transplante de células tronco hematopoiéticas e em modelos de

diferenciacéo de NK, in vitro, com estimulo de citocinas (revisado em Freud e Caligiuri, 2006).
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A expressdo de CD57, em células CD56"™, esta associada a maturacéo e fungdo das células
NK, que inclui alta atividade citolitica e producdo de citocinas. Ademais, células
CD569MCD16*CD57* produzem IFN-y e tém atividade citotoxica mais potente quando
estimuladas via CD16 (Lopez-Verges et al., 2010).

A atribuico classica de funcdes para as células CD56%™, como, predominantemente,
citotoxicas e CD56P"9" como produtoras de citocinas, tem sido alvo de debate, uma vez que
h& estudos mostrando respostas citotoxicas aumentadas de células NK CD56""9" apds
estimulacdo com citocinas, bem como ampla producéo de citocinas por células NK CD569M
apés o reconhecimento de ligantes em células alvo ou anticorpos (Freud et al., 2017). Em
estudo recente (Schwane et al., 2020) confirmou-se, por meio de agrupamento hierarquico
nao supervisionado, a identificagdo de 70 moléculas com expresséo diferencial no repertério
de receptores de células NK CD569" e CD569™ os quais foram associados a vérias
fungbes das células NK.

As células CD3'CD56* podem, ou ndo, apresentar a molécula CD16 (FcyRIIIA,
receptor para a por¢cdo Fc da imunoglobulina G, IgG) cuja ligacdo com IgG promove
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos (ADCC, do inglés, Antibody-
dependent cellular cytotoxicity) (Caligiuri, 2008). Células NK maduras circulantes
(CD569MCD16*) apresentam uma potente funcéo efetora via ADCC (revisado em Morvan e
Lanier, 2016).

Células CD569™CD16* sdo as mais citotoxicas e também as mais frequentes no
sangue periférico (90-95%) (Campbell et al., 2001; Cooper et al., 2001a). Mediadas por
guimiocinas, podem seguir para tecidos periféricos durante as respostas inflamatoérias,
liberando perforina e granzima capazes de induzir, rapidamente, citotoxicidade (Campbell et
al., 2001). A menor frequéncia de NK no sangue (5-10%) sdo das células CD56P"9"CD16".
Elas expressam receptores de enderecamento (homing) para locais periféricos inflamados,
gue exercem uma baixa citotoxicidade (Campbell et al., 2001; Cooper et al., 2001b).

Com base na densidade de expressdo na superficie celular, de forma geral, sdo
definidas cinco subpopulagdes de células NK no sangue periférico humano: 1)
CD56P"IMCD167(50-70% das células CD56Y9M), 2) CD569" CD16* (30-50% das células
CD5619) 3) CD569MCD167, 4) CD569™CD16" e 5) CD56'CD16* (Poli et al., 2009).

As células NK ndo expressam receptores de antigenos especificos de células T ou B
(Vivier e Ugolini, 2009). Apresentam distribuicdo normal restrita, principalmente, ao sangue
periférico, medula 6ssea, baco e figado e, em condic¢fes fisioldgicas, com frequéncia restrita
em linfonodos ou o6rgdos linfaticos, migrando para esses locais nas fases iniciais de
processos inflamatérios (Dogra et al., 2020). Consideradas como membro da recém-
descoberta familia das células linféides inatas (ILC, do inglés, Innate Lymphoid Cell), as
células NK foram reclassificadas como ILC-1 (Vivier et al., 2018), sendo caracterizadas,

predominantemente, por sua atividade citotoxica e pela producdo da citocina IFN-y. No
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entanto, diferentemente dos linfocitos TCD8+ citotoxicos, exercem sua funcédo citolitica sem a
necessidade de ativagéo prévia (Moretta et al., 2002).

Apos a firme adesao da célula NK a célula-alvo, ocorre a formacdo de uma sinapse
imunologica, onde os granulos citotoxicos (vesiculas lisossomais) séo, entdo, polarizados em
direcao a sinapse, fundindo-se com a membrana da célula NK (Orange, 2008). O mecanismo
de inducdo de morte da célula alvo envolve a degranulagdo desses granulos que contém
proteinas toxicas, perforina e granzima, e as proteinas de membrana associadas aos
lisossomas-1 (LAMP1, do inglés, Lysosomal-Associated Membrane Protein 1, ou CD107a),
LAMP2 (CD107b) e LAMP3 (CD63) (Peters et al., 1991). As perforinas criam poros na
membrana celular da célula alvo e, com a posterior libera¢do da proteina citotdxica, granzima,
€ desencadeada a morte celular por apoptose, por diferentes vias (revisado em Prager e
Watzl, 2019). As granzimas induzem a ativacdo de caspases, disfuncdo mitocondrial, ou
apoptose independente de caspases. Dentro desses granulos, as granzimas formam
complexos com o proteoglicano serglicina, mantendo-se inativas em fungéo dos baixos, pH e
concentracao de calcio e, desta maneira, protegendo as células NKs (e/ou TCD8+) de danos
por seus granulos téxicos (revisado em Prager e Watzl, 2019).

Nas células citotoxicas, NK e TCD8+, CD107a (LAMP-1) é considerada a proteina
mais abundante nessas vesiculas intracelulares. Dessa forma, a andlise da expresséo de
CD107a é considerada uma medida de degranulacdo de vesiculas intracelulares por essas
células (Alter et al., 2004). Algumas doengas s&o descritas como associadas a um
mecanismo deficiente de degranulacdo (Marcenaro et al., 2006; Shabrish et al., 2019). Em
pacientes com anemia de Falconi, foi observada deficiéncia na expressdo de CD107a por
células NK estimuladas, em relacao a expressdo em CTRs saudaveis, que, associada a uma
menor citotoxicidade dessas células e a altos niveis de IFN-y, sugere haver uma relagdo com
a hiperinflamacé&o descrita na doenca (Shabrish et al., 2019).

Além da degranulacdo dos granulos liticos, a morte de células alvo por células NK
também pode ocorrer por meio de receptores de morte, expressos na superficie de células
NK: FasL (do inglés, Fas Ligand, Fas ligante) e TRAIL (do inglés, TNF- Tumor Necrosis Factor-
Related Apoptosis-Inducing Ligand, ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose
tumoral), que se ligam aos receptores Fas e TRAIL-R1 e/ou -R2, respectivamente, nas células
alvo. Como resultado dessa ligacdo, ocorre ativacdo de caspases, disfungcdo mitocondrial e
apoptose da célula alvo (revisado em Prager e Watzl, 2019).

A acdo das células NK é fortemente regulada por acbes integradas entre sinais
inibidores e ativadores, e mediada pela ligacdo entre esses receptores, presentes em sua
superficie celular, com seus ligantes, presentes na célula alvo (Cooper et al., 2001a) (Figura
1).

Os receptores inibidores expressos nas células NK (Figura 2) possuem um
imunorreceptor baseado em tirosina (ITIM) (do inglés, Immunoreceptor Tyrosine-based

Inhibitory Motif), presente no dominio citoplasméatico dessas moléculas. Segundo a teoria do
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“missing-self” (auséncia do proprio) (Ljunggren e Karre, 1990), na presenca de moléculas
HLA (Human Leukocyte Antigen) de classe | proprias (HLA-A, B, -C), residuos de tirosina dos
motivos ITIM sofrem fosforilagcdo, frequentemente, por uma quinase da familia Src, mantendo
alta afinidade de ligacdo de receptores inibidores. A presenca de fosfatases “desliga” os
receptores ativadores e o desfecho final é a auséncia de ativacdo das células NK (Lanier,
1998) (Figura 1). Os principais receptores inibidores envolvidos nesse processo S&o 0s
receptores inibidores da familia KIR (Killer Imunoglobulin like Receptor), que é altamente
polimérfica e também inclui receptores ativadores (Middleton et al., 2002). Além dos
receptores KIR, outros receptores inibidores também s&do expressos em células NK como
CD94/NKG2A, membro A da familia de receptores de lectina tipo C (do inglés, C-type lectin
receptor), receptores leucdcitos Ig-like (LIRs, do inglés, Leukocyte Ig-like Receptors,) e os
transcritos Ig-like (ILTs) (lg-like transcripts), que reconhecem moléculas HLA classe | nao
classicas expressas nas células (molécula proprias, self) (revisado em Morvan e Lanier,
2016). Além dos receptores KIR inibitorios, o receptor NKG2A, que reconhece a molécula néo
classica, HLA-E, também est4 envolvido na educacdo de células NK, um processo de
maturacdo funcional que permite a inibicdo de células NK, quando do reconhecimento do
préprio (self) (Anfossi et al., 2006).

Na auséncia ou diminuicdo da expressdo de moléculas HLA de classe | (células
identificadas como “ndo-préprias”, “missing-self’) para ligagdo com receptores inibidores KIR,
como ocorre, frequentemente, na infecgcéo viral ou na transformacdo maligna, as células NK
sdo ativadas, ocorrendo a lise da célula alvo (Karre et al., 1986) (Figura 1). Uma outra forma
de ativacdo de células NK pode correr quando ha uma super expressao de ligantes proprios
em células alvo (“induced self’), como na condicdo de estresse biol6gico (como tumor,
infeccdo). Neste caso, esses ligantes podem ser reconhecidos pelos receptores ativadores
em células NK, sobrepondo os sinais inibitérios e induzindo a lise das células-alvo. Além
disso, anticorpos especificos ligados a antigenos em células alvo, podem ainda se ligar ao
receptor CD16, em células NK, induzindo a citotoxicidade celular dependente de anticorpos
(ADCC) (revisado em Morvan e Lanier, 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica das principais funcGes das células NK, no contexto de
células saudaveis e tumorais/estressadas. A) Um equilibrio de sinais entre os receptores inibidores
e ativadores regula o reconhecimento de células saudaveis, por células natural killer(NK); B) As células
tumorais que regulam negativamente a expressdo das moléculas HLA de classe | sdo detectadas
como "auséncia do préprio" (auséncia do préprio, “missing-self”) e séo lisadas por células NK; C) As
células tumorais/estressadas podem superexpressar ligantes induzidos por estresse (ligantes préoprios
induzidos, “induced-self”), reconhecidos por receptores ativadores em células NK, que anulam os
sinais inibitérios e induzem a lise das células-alvo; D) Anticorpos especificos a antigenos tumorais
ligam-se a molécula CD16 e induzem citotoxicidade mediada por células NK dependente de anticorpos
(ADCC). Adaptada de Morvan e Lanier, 2016.

Além dos receptores KIR ativadores, dentre 0s receptores ativadores expressos em
células NK, destacamos o receptor NKG2D, membro da familia de receptores semelhantes a
lectina tipo C (C type lectin family; que inclui CD94/NKG2C, CD94/NKG2E, CD94/NKG2F), a
familia dos receptores de citotoxicidade natural (NCR, do inglés, Natural Cytotoxicity
Receptors), incluindo os receptores NKp30, NKp44 e NKp46, e o receptor para Fc IgG, CD16
(revisado em Morvan e Lanier, 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Principais receptores inibidores e ativadores nas células NK, e seus ligantes em célula
alvo. BAT3, transcrito 3 associado ao antigeno leucocitario humano (HLA) -B; CRTAM, molécula
associada as células T restritas a molécula HLA de classe |; HA, hemaglutinina; HLA-E, moléculas de
histocompatibilidade HLA de classe |, cadeia alfa E; IgG, imunoglobulina G; LFA-1, antigeno-1
associado a funcéo leucocitaria; LLT1, transcrito 1 tipo lectina; TIGIT, imunoglobulina de células T e
dominio ITIM. Adaptado de Chan et al., 2014.

Ha dois tipos de receptores CD16. O CD16 do tipo A (FCyRIll A) é expresso em
células NK (Selvaraj et al., 1989), mondcitos (Passlick et al., 1989), macréfagos (Perussia e
Ravetch, 1991) e trofoblastos placentarios (Nishikiori et al., 1993) na forma de uma proteina
transmembranéria ancorada em polipeptideo. O CD16 do tipo B (FCyRIIl B) é expresso em
neutréfilos, com dominios extracelulares homdlogos ao CD16A, mas diferenciados pela
ligagdo com glicosilfosfatidilinositol (Romee et al., 2013). ApOs a ligacdo da molécula CD16
com a porgao Fc dos anticorpos IgG, na superficie da célula alvo, héd indugéo de uma série de
sinais intracelulares, resultando em atividade efetora citotoxica, por meio de ADCC.

O receptor de ativacdo CD16A em células NK (daqui em diante descrito apenas como
CD16) do sangue periférico é expresso uniformemente, quase que exclusivamente, na
subpopulacdo CD56%™; as células CD56P9" expressam pouco, ou, ndo expressam, CD16
(Romee et al., 2013). ApGs a estimulacdo por mitdgenos, e também em cocultura com células
alvo tumorais, pode ocorrer regulacéo negativa da molécula CD16, mediada pela desintegrina
e metaloprotease ADAM17 (Tumor Necrosis Fator - TNF- converting enzyme, ou TACE), uma
enzima envolvida na clivagem de L-selectina (Romee et al., 2013). Tal processo pode ser
importante para a modulacdo da expressdo de CD16, com possivel comprometimento da
funcédo efetora das células NK, via ADCC.

O receptor tipo lectina (do inglés, lectin-like) NKG2D (do inglés, natural-killer group 2,
member D), expresso em células NKs, TCD8ap+ e Tyd (Pardoll, 2001). NKG2D tem como
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ligantes as moléculas MICA e B (Major Histocompatibility Class | Chain-realted A e B,
molécula do Complexo Principal de Histocompatibilidade classe | relacionadas) e ULBP1 e 2
(UL16-binding protein, proteina ligadora UL-16), expressas, predominantemente (mas néo
exclusivamente), em células epiteliais ou em células em situagdo de estresse (“induced-self’)
(Diefenbach e Raulet, 2001) (Figura 2). Como acima citado, a sinaliza¢do gerada pela ligacdo
de NKG2D com esses novos ligantes proprios, mesmo na presenca da ligagdo HLA-préprio-
receptor inibidor, suplanta os niveis de inibicdo, ativando as células NK (Moretta et al., 2002).
Essa ativacdo funcionaria como um sistema de reserva, frente & maior demanda funcional de
células NK, em caso de estresse celular, tendo o receptor NKG2D um papel essencial na
citotoxicidade (Bauer et al., 1999) e na inducdo de producéo de IFN-y (revisado em Zwirner et
al., 2007) por células NK (Figura 3).

Em semelhanca a outros receptores da familia CD94/NKG2, o receptor NKG2D
apresenta-se na forma de um homodimero (Figura 3), com um curto dominio
intracitoplasmatico sem propriedade de sinalizagdo (Raulet, 2003). Cada homodimero de
NKG2D se liga a dois homodimeros da proteina ativadora de DNAX, de 10 kDa (DAP10, do
inglés, DNAX-activating Protein 10) e, por meio de uma arginina carregada positivamente nesse
dominio, NKG2D se liga a um acido aspartico, carregado negativamente, no dominio
transmembranario da molécula DAP10 (Garrity et al.,, 2005). DAP10 possui um motivo
baseado em tirosina YxxXM que recruta e ativa a subunidade p85 da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3-K) e a proteina 2 ligada ao receptor do fator de crescimento (Grb2, do inglés, Growth
Factor Receptor-Bound Protein 2). Sugere-se que esta cascata de sinalizagéo seja a principal
responsavel pela citotoxicidade e/ou sobrevivéncia das células alvo por células NK (Bauer et
al., 1999). Uma das hip6teses para a variabilidade de ligantes para esse receptor (NKG2DL),
expressos em condicdo de estresse, é que a diversidade de ligantes reduziria as chances de
escape imunoldgico das células alvo (Diefenbach et al., 2003). Embora a expressao de
NKG2D esteja, especialmente, associada a atividade citotoxica por células NK, ela também
pode funcionar como uma molécula coestimuladora, em células citotoxicas T CD8+, e nao

apenas um mediador direto de citotoxicidade (Diefenbach et al., 2002).
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Figura 3. Ativacéo de vias relacionadas ao receptor NKG2D. A ligacdo de NKG2D com seu ligante,
na célula alvo, ativa varias vias moleculares em células NK, que sdo mediadas pela molécula de
sinalizacdo DAP10. A citotoxicidade de células NK podem ser ativadas por meio da fosfolipase C
Gama 2 (PLC2), c-Jun-NH (2) - terminal quinase (JNK) e fosfatidilinositol 3-hidroxiquinase PI3K. A
liberagdo de grénulo é ativada pelas vias PLC2 e PI3K. A via JAK-STAT5 (Transdutor de Janus
guinase 2-Sinal e Ativador de A via de transcricdo 5) resulta na liberacdo de citocinas. Adaptado de
Siemaszko et al., 2021).

Além da citotoxicidade direta por meio da liberagdo de granulos téxicos (granzima e
perforina), receptores de morte (FasL e TRAIL) e CD16 (ADCC), as células NK possuem
papel relevante na regulacdo da imunidade inata e adaptativa (Zhang et al., 2006a), por meio
da secrecdo de citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas (Ferlazzo e Miinz, 2004)
(Figura 4). Uma vez ativadas, as células NK produzem citocinas, principalmente, Interferon
gama (IFN-y), e Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as quais aumentam a sua
citotoxicidade e recrutam mondécitos/macréfagos, DCs, células T e células B, atuando como
agentes promotores de apoptose em células tumorais/infectadas (Seeger et al., 2014; Gross
et al., 2013).

IFN-y tem fungdo imunomoduladora na resposta de célula T, promovendo, entre
outras fungbes, a polarizagdo TH1 e ativacdo de célula T CD8 + (Martin-Fontecha et al.,
2004). Atua na ativagcdo de macrofagos e promove o aumento da apresentacdo de antigenos
por meio da regulagdo positiva de moléculas de MHC (Complexo Principal de
Histocompatibilidade - do inglés, Major Histocompatilibity Complex) de classe | e classe II. Em
conjunto, essas ac¢des contribuem na imunidade contra tumores, antimicrobiana e antiviral
(Schroder et al., 2004) (Figura 4).

De forma semelhante as células Thl e Th2 diferenciadas, in vitro, na presenca de
citocinas IL-12 e IL-4 (Kimura e Nakayama, 2005), subtipos de células NK humanas podem
ter um perfil distinto de citocinas, baseado na producdo, ou nédo, de IFN- y (Deniz et al.,
2002). As células NK com producao predominante de IFN-y (NK1, semelhantemente as Th1l)

guase nao produzem IL-4, IL-5 e IL-13 (Deniz et al., 2002). Por outro lado, as células NK nao
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secretoras (ou alguma secrecdo) de IFN-y (NK2, semelhantemente as Th2) produzem IL-4,

IL-5 e, principalmente, IL-13 (Deniz et al., 2002) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos basicos de acdo das células NK. As células NK podem ter a¢édo na atividade
citotéxica inata, bem como modular a imunidade inata e adaptativa. A) como células matadoras
naturais, detectam niveis de expressao de ligantes induzidos por estresse (“induced self’) bem como
niveis diminuidos, ou ausentes, da expressdo de moléculas MHC de classe | (“missing self’), em
células alvo, que podem ser reconhecidos por receptores ativadores ou inibitérios respectivamente,
cujo equilibrio determina a ativagdo dessas células; B) apds a ativacao, as células NK podem induzir a
lise das células alvo por meio da secrecéo de granulos citotoxicos, contendo, granzima B e perforina, a
interacdo entre receptores de morte/ ligante e pela citotoxicidade celular dependente de anticorpos
(ADCC); C) Por outro lado, células NK ativadas podem secretar uma variedade de citocinas e
guimiocinas que promovem o recrutamento e a maturacdo e de células dendriticas (DC), que podem
modular ainda mais a resposta de células T, incluindo a ativacdo, e/ou inibicdo, de células T CD8 +
citotéxica e de células Thelper (Th). Adaptada de Wang et al., 2021.

As células NK induzem sinais que promovem a maturacdo de DCs com produc¢éo de
citocinas, com aumento da funcdo de células TCD4+ e diferenciacdo para células Thl e
modulam, positivamente, respostas efetoras de células T, principalmente pela producéo de
IFN-y. Por outro lado, podem também regular negativamente a atividade efetora de outras
células do sistema imune (Zhang et al., 2006b).

Células NK tém a capacidade de “suprimir” processos inflamatérios contra diversos
patégenos por meio da producdo de IL-10 (Perona-Wright et al., 2009). Em modelo
experimental de leishmaniose visceral, células NKs secretoras de IL-10, presentes em

granuloma de baco e figado, foram capazes de inibir a protecdo contra o parasita, € a
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producdo desta citocina esteve associada a um processo inflamatério cronico durante a
infeccdo com Leishmania donovani (intravenosa) (Maroof et al., 2008).

Em infecgbes induzidas por Toxoplasma gondii, Listeria monocytogenes e Yersinia
pestis, a citocina IL-12 secretada por DC induziu a produg&o de grandes quantidades de IL-
10 por células NK que, por sua vez, inibiu a secre¢éo de IL-12 por DC (Perona-Wright et al.,
2009). Ainda neste estudo, foi observado que a producdo de IL-10 por células NK pode
diminuir os processos inflamatérios. Também observaram que, quando os camundongos sao
desafiados com patdgenos que nao levam a infec¢do disseminada, como o virus da gripe ou
cepa atenuada de Yersinia pestis ndo disseminada, as células NK secretam IFN-y, mas nao
secretam IL-10. Esses resultados sugerem que a "for¢ca" do desafio microbiano é traduzida na
secrecdo de IL-12, que por sua vez modula a resposta das células NK: estimuladora no caso
do IFN-y, e inibitéria, no caso de uma maior secrec¢ao de IL-10 (Vivier e Ugolini, 2009).

Em humanos, a producéo de IL-10 por células NK foi detectada em pacientes com
infeccdo por virus C da hepatite (De Maria et al., 2007), bem como, a producédo de IL-10 por
NK foi associada a um efeito supressor na proliferacdo de células TCD4+ antigeno especifica
(Deniz et al.,, 2008). Neste ultimo estudo, foi observado que apenas parte das células NK
foram capazes de produzir IL-10, ex vivo, sugerindo haver um subgrupo secretor especifico
dessas células.

O subgrupo de células NK produtoras de IL-10 foi proposto serem células NK
reguladoras (NKreg), com importante papel regulador, tanto na imunidade inata quanto na
adaptativa, sendo caracterizadas, fenotipicamente, como células NK CD56P""CD167*
(Zhang et al., 2006b). As células NK CD56P"9"CD16 (ou CD16'°%) sdo mais abundantes em
tecidos linféides secundarios (ganglios linfaticos e tonsilas) e sdo caracterizadas pela baixa
citotoxicidade. Quando estimuladas, estas células produzem altos niveis de citocinas
exercendo, primariamente, uma fungdo reguladora (Fauriat et al., 2010). Em contraste, a
populacdo CD569™CD16" é caracterizada pela baixa producéo citocinas (IFN-y e TNF-a) e
alta capacidade citotéxica (Fauriat et al., 2010).

As principais citocinas produzidas por células NKreg CD56"9"CD16™ s&o IFN-y, TNF-
a, GM-CSF (do inglés, Granulocyte-macrophage colony-stimulating fator, fator estimulador de
colénias de granulécitos e macrofagos), IL-10 e IL-13, dependendo das condicdes de
estimulo (celular ou citocinas) e do microambiente (Fauriat et al., 2010; Poli et al., 2009). O
efeito imunorregulador das NKregs CD56"9"CD16" foi observado em algumas doencas
autoimunes, tais como esclerose mdultipla, com supressdo da resposta T a autoantigenos e
inducdo de apoptose de células T ativadas (Jiang et al., 2011). Além disso, células NK do
sangue periférico CD5619" e CD569™ produtoras de IL-10 estdo aumentadas no inicio da
gravidez comparadas aos numeros em mulheres com aborto espontaneo (Higuma-Myojo et

al., 2005). Também foi observado que parte das NKs da decidua também secretam IL-10
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(Deniz et al., 2008). Em conjunto, esses dados mostram a existéncia de células NK com
atividade imunorreguladora.

No contexto imunossupressor da endometriose, as células NKreg poderiam participar
da modulagcdo negativa na apresentacdo antigénica de antigenos endometriais ectdpicos e
prejudicar a ativagdo de células TCD8+ citotdxicas, contribuindo para a fisiopatologia da
doenca. Diversos estudos indicam haver uma diminui¢cdo da atividade citotéxica de células
NK em mulheres com EDT, quando comparada aquela de mulheres CTRs, sem a doenca
(Oosterlynck et al., 1991; Oosterlynck et al., 1992; Tanaka et al., 1992; lwasaki et al., 1993).
Esta parece ser uma alteragdo imunolégica relevante na EDT, uma vez que, além de
macréfagos e neutréfilos que chegam a cavidade peritoneal, uma das principais células
implicadas na eliminacdo do tecido endometrial ectépico € a célula NK (Oosterlynck et al.,
1991). IL-10 e TGF-B1 estimulam a proliferacido e invasado de células endometriais estromais
in vitro, bem como o crescimento de lesdes ectdpicas in vivo (Liu et al., 2017). Além disso, IL-
10 produzida por células Thl7 pode cooperar com a citocina IL-17A, promovendo o
crescimento, adesao, invaséo e implantagdo de células endometriais estromais ectopicas, e
reduzindo a apoptose in vitro e in vivo (Chang et al., 2017).

A diminuicdo da atividade citotdxica de células NK na EDT é descrita como mais
pronunciada nas fases moderadas e graves da doenca (Oosterlynck et al., 1991; Garzetti et
al., 1995; Wilson et al., 1994). O numero absoluto e/ou a porcentagem de células NK em
mulheres com EDT estéo descritos de forma variavel em alguns estudos, como diminuido em
tecido uterino de modelo experimental da doenca (Ota et al., 2002), aumentado no fluido
peritoneal de mulheres em estadios iniciais da EDT (Hill et al., 1988) e aumentado no sangue
periférico nos casos de doenca profunda de retossigméide (Dias et al., 2012), quando
comparados aos de mulheres CTRs sem a doenca. Porém, os mecanismos pelos quais a
atividade citotoxica esta diminuida, ainda ndo estdo bem compreendidos, podendo haver
tanto alteracBes funcionais intrinsecas dessas células, como a presenca de fatores sollveis
implicados nessa disfuncgéo.

Considerando que MICA é uma molécula induzida por células em condicdo de
estresse bioldgico, ela pode ser expressa como antigenos préprios induzidos (“induced self”)
(Figura 1) e reconhecida por células NK, via receptor de ativagcdo, NKG2D. Apos
reconhecimento e ativacdo dessas células, sdo desencadeadas suas acdes por meio de
citotoxicidade e produgéo de citocinas, especialmente IFN-y. Tais acdes, podem envolver
regulagédo imunoldgica com atividades tanto pré, com produc¢éo da citocina inflamatéria, IFN-
Y, como anti-inflamatoérias, com producédo de IL-10. Além disso, MICA na sua forma soluvel

pode, de alguma forma, modular negativamente na atividade citotoxica dessas células NK.
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1.4  MICA - Major Histocompatibility Class | Chain-related A

As moléculas MICA sdao codificadas pelo gene MICA, localizado no cromossomo 6, na
regido de classe | do MHC, e s&o altamente polimoérficas (Bahram, 2000). Diferentemente das
moléculas HLA classe | classicas (HLA-A, B e C), as moléculas codificadas pelo gene MICA
ndo participam da apresentacdo de peptideos e ndo estdo associadas a cadeia f2-
microglobulina (Groh et al., 1996).

A molécula MICA € descrita como expressa, constitutivamente, em epitélio
gastrointestinal, células endoteliais e fibroblastos (Zwirner et al., 1999). No entanto, sua
expressao também foi observada em células epiteliais de figado, pancreas, estémago,
brébnquios, bexiga, ureter, mama, amigdala e timo, localizada, predominantemente,
intracelularmente (citoplasma) e com baixa expressdo na membrana celular (Ghadially et al.,
2017).

MICA é uma molécula que pode ser induzida em diferentes tipos celulares em
situacdo de estresse bioldgico, incluindo transformacdo maligna (Gasser et al., 2005),
infeccdo por patdégenos (Lodoen e Lanier, 2006), bem como na presenca de choque térmico
(Groh et al., 1996) e estresse oxidativo (Peraldi et al., 2009). Com base nessas
caracteristicas, surgiu o conceito de MICA como uma molécula “induced-sef” (proprio
induzido), funcionando como um alerta ao sistema imune, em condi¢des patolégicas e de
estresse (Carapito e Bahram, 2015) (Figura 5).

MICA tem como ligante, até o momento, o receptor de ativacdo de lise celular NKG2D,
expresso em células NK, TCD8+ e Tyd (Pardoll, 2001), como acima citado. A interacdo MICA-
NKG2D induz a lise de células alvo, por células NK, e pode ainda fornecer coestimulo para as
respostas de células T CD8+ citotdxicas (Groh et al., 2001). A falha na expressao de MICA,
na situacdo de estresse celular, pode levar a falha no estimulo efetor de citotoxicidade, e
consequente disseminacdo de infecgdo intracelular ou tumorigénese/metastase (Carapito e
Bahram, 2015). Na condi¢&o de transformac&o maligna, MICA de membrana é sugerida como
um “marcador” inicial de vigilancia tumoral (revisado em Nausch e Cerwenka, 2008).
Corroborando esta hipétese, um estudo recente de revisdo sistematica e meta-analise
mostrou haver associagao entre a alta expressao de MICA de membrana (imunohistoquimica)
e a boa evolucéo de cancer do aparelho digestivo (Zhao et al., 2017).

A molécula MICA pode também ser encontrada na forma soluvel (sMICA). Os
mecanismos propostos para a produgdo de MICA soluvel envolvem a clivagem proteolitica
por metaloproteinases de matriz (MMPs) (Matusali et al., 2013), principalmente, MMP2 (Yang
et al.,, 2014), MMP9 (Sun et al.,, 2011) e MMP14 (Liu et al., 2010) e por desintegrina e
metaloproteinases (ADAMSs, do inglés, A Disintegrin And Metalloproteinase) (Waldhauer et al.,
2008; Liu et al., 2010) como, ADAM10 (Zingoni et al., 2020) e ADAM17 (Waldhauer et al.,
2008). Além da acdo de proteases, MICA também pode ser liberada em exossomas
(Whiteside 2013) (Figura 5).
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As MMPs estdo amplamente implicadas na destruicdo da matriz extracelular, invasao
da membrana basal e angiogénese (Reiss et al., 2006). Muitas ADAMs sao proteases presas
a membrana sendo uma das suas principais func¢des, a clivagem proteolitica de ectodominios
de proteinas transmembranarias, incluindo citocinas, fatores de crescimento e moléculas de
adesdo celular, da superficie celular (White 2003). Muitas ADAMs sdo frequentemente
superexpressas em tumores e acredita-se que desempenhem papéis importantes em
diferentes etapas da tumorigénese (White 2003). Destacamos que as MMP2 e MMP9,
envolvidas na clivagem de MICA, também tém importante fun¢cdo na imunorregulacdo de
células tronco mesenquimais (MSC, do inglés, Mesenchymal Stem Cells) humanas derivadas
de tecido adiposo, e envolvidas na atividade imunossupressora dessas células (Lavini-Ramos
et al., 2017), podendo também ter contribuicdo na imunossupresséao, na EDT.
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Figura 5. Papel duplo de MICA como molécula alvo para imunovigilancia por células NK e como
mediadora do escape imunolégico de tumor/células estressadas. MICA expressa na superficie
celular como, por exemplo, de células tumorais/estressadas pode ser reconhecida pelas células NK,
pelo receptor NKG2D, promovendo uma resposta citotoxica que leva a eliminagdo dessas células
(imunovigilancia). No entanto, MICA pode se associar com a chaperona ERp5 e, por meio de uma
clivagem proteolitica mediada por ADAM10, ADAM17 e MMP14, gerar sMICA, promovendo uma
regulacdo negativa de NKG2D e comprometimento das fungBes efetoras das células NK, facilitando
assim o escape imunolégico do tumor/células estressadas (imunoevasao). Adaptado de Fuertes et al.,
2021

MICA solavel interage com seu receptor NKG2D, promovendo a endocitose e
degradacdo do complexo MICA-NKG2D, comprometendo assim, a atividade citolitica de
células NK e T citotdxicas (Boukouaci et al., 2013; Groh et al., 2002). Esse mecanismo de
acao parece estar envolvido em diversos tumores, como carcinoma hepatico (Luo et al.,
2020), mieloma multiplo (Zingoni et al., 2018) e cancer cervical (Arreygue-Garcia et al., 2008)
contribuido para a evasao tumoral. Além disso, essa interacdo pode resultar na expansao de
células imunossupressoras TCD4+ NKG2D+, também colaborando para evasdo imune do
tumor (Groh et al., 2006).
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A ligacdo de MICA de membrana ao receptor de ativacdo, NKG2D, esta diretamente
relacionada com a variacdo dos dominios externos da molécula e a afinidade de interacao,
que pode variar também com polimorfismos genéticos (Isernhagen et al., 2016). Algumas
variantes génicas de MICA codificam proteinas com diferentes afinidades de ligacdo com seu
receptor, afetando o limiar de ativagéo de células NK e a modulacdo de células T (Isernhagen
et al., 2016). A afinidade diferencial esta associada a uma substituicdo entre os aminoacidos
metionina (Met) ou valina (Val), no residuo 129 da molécula (Steinle et al., 2001). A variante
MICA-129Met fornece uma sinalizagdo NKG2D mais forte, levando ao aumento da
degranulagéo e producdo IFN-y por células NK, em relagdo a variante MICA-129Val. No
entanto, essa ligacdo mais forte também é capaz de desencadear mais rapidamente a
regulacdo negativa de NKG2D da superficie da célula NK (internalizacdo/degradacao) e,
portanto, diminuir ainda mais a atividade citotéxica desse receptor, via MICA (Isernhagen et
al.,, 2015). No entanto, a avaliagdo funcional desse dimorfismo na patogénese de doencas
requer uma avaliacdo cuidadosa.

Outro polimorfismo funcional do gene MICA envolve a insercdo de nucleotideos logo
antes da regido transmembranaria da molécula (grupo de alelos MICAS5.1), ocasionando uma
alteracdo no quadro de leitura de bases (frameshit) e a inser¢cdo de uma &ncora de
glicosilfostatidilinositol (GPI) (Ashiru et al.,, 2013). Essa ancora € responsavel pelo
recrutamento dessas variantes da proteina MICA para microdominios de membrana
resistentes a detergentes (lipid-rafts) e, portanto, para vesiculas extracelulares (exossomas)
(Ashiru et al., 2013). Esses alelos, cujas moléculas codificadas sdo ancoradas por GPI, séo
frequentemente referidos como o grupo de alelos MICA5.1, sendo muito frequentes em varias
populacdes humanas no mundo todo (Pérez-Rodriguez et al., 2002; Gao et al., 2006), sendo
o alelo MICA*008 mais frequente em varias populacgdes, inclusive na brasileira, como relatado
por nosso grupo (Marin et al., 2004). E importante destacar que, assim como MICA solvel
derivada da acdo de metaloproteinases clivadas da membrana celular, MICA presente em
exossomas, também pode diminuir a expressdo de NKG2D (Clayton et al., 2008),
colaborando para a evaséo imune de células tumorais e/ou infectadas.

Niveis elevados de sMICA sdo encontrados em diversos tipos de céanceres,
principalmente em estadios mais avancados da doenga, sugerindo participar dos mecanismos
de imunossupressdo no céancer. Nesse sentido, niveis elevados de sMICA tém sido
associados a um pior prognadstico (Salih et al., 2002; Kumar et al., 2012), sendo considerado
um potencial marcador prognéstico em varios tipos de canceres, segundo estudo de revisdo
sistemética e meta-andlise (Zhao et al., 2017).

Embora a EDT seja, em geral, considerada uma doenca benigna, devido a sua
estrutura histolégica preservada (Cannistra, 2004), ela compartilha caracteristicas
fisiopatologicas com o céncer, como ocorréncia de invasdo celular e crescimento
desordenado, além de neovascularizagdo e uma diminuicdo no numero de células em

apoptose (Swiersz, 2002). Como nas doengas malignas, os implantes endometriéticos podem
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disseminar-se para a cavidade abdominal e, também para locais mais distantes. As células
endometriais ectépicas se ligam, invadem e penetram nos tecidos e, muitas vezes, se
manifestam como lesBes profundas infiltrantes. Porém, ao contrario das lesdes malignas, a
EDT néo resulta em um estado proliferativo ou catabdlico incessante e, raramente é fatal
(Swiersz, 2002). Nao obstante, alguns estudos encontraram associagdes significativas entre a
prevaléncia de EDT e céncer de ovario (revisado em Heidemann et al., 2014). As citocinas
inflamatorias TNF-a, IL-18, e IL-6, presentes em niveis maiores no fluido peritoneal nas
mulheres com EDT (Eisermann et al., 1988; Harada et al., 1997), também sao elevadas em
sobrenadante de cultura de epitélio de cancer ovariano, quando comparados aqueles das
CTRs saudaveis (Szlosarek et al., 2006).

A visdo dominante na comunidade cientifica € considerar EDT como uma doenca
inflamatéria crénica. Considerando que MICA é uma molécula induzida em diversos tipos
celulares em condi¢éo de estresse, levantamos a hipotese de que o ambiente inflamatorio
peritoneal poderia contribuir para o estresse local favorecendo, inicialmente, o aumento da
expressdo de MICA na superficie de células endometribticas (estadios iniciais da doencga), ou
mesmo no endomeétrio eutdpico alterado nessas mulheres (Brosens et al., 2012), funcionando
como um “sinal de alerta biolégico”. Com a evolugao da doenca (estadios Ill e IV) e, por agao
de metaloproteinases, poderia haver liberacdo de MICA da forma soltvel em niveis elevados.
Nesse sentido, € sabido que lesbes endometriéticas podem produzir TGF-B (Cruz e Reis
2015), citocina esta que também estimula a expressdo de MICA na superficie celular e sua
posterior liberacdo na forma soltvel (KI6R et al., 2015). MICA solavel, por sua vez, pode
modular negativamente a expressdo de seu receptor, NKG2D, em células NK e TapCD8+,
reduzindo a resposta citotoxica destas células.

Corroborando esta hipétese, alguns trabalhos sugerem que fatores sollveis presentes
no soro ou no fluido peritoneal (microambiente das lesfes) interagem com as células NK,
inibindo a resposta efetora contra as células endometriais ectopicas. Em concordancia com
esta hipétese, o tratamento de células NK com soro de mulheres com endometriose (Kanzaki
et al.,, 1992; Tanaka et al., 1992), bem como com fluido peritoneal e folicular (Oosterlynck et
al., 1993), mostrou uma diminuicdo da atividade citotoxica quando comparado ao tratamento
com mulheres sem EDT. De maneira semelhante, fatores solluveis, também presentes no
sobrenadante de cultura de células estromais de endométrio de mulheres com endometriose,
foram capazes de suprimir a atividade citotoxica de células NK (Somigliana et al., 1996).
Ainda concordante com essa hipotese, foram observados niveis mais elevados de sMICA no
fluido peritoneal de mulheres com EDT, em relacdo aos encontrados em mulheres CTRs,
sem a doenca (incluindo outras doencas benignas) (Gonzalez-Foruria et al., 2015).

Defeitos na habilidade de células NK e T citotéxicas em reconhecer e eliminar o
endométrio extrauterino tém sido considerados cruciais na patogénese da endometriose e

MICA poderia ter um papel na imunopatologia dessa doenca
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Considerando que a deficiéncia funcional de células NK citotoxicas tem sido implicada
na fisiopatologia da endometriose, e que a molécula MICA tem sua expressdo celular
induzida por estresse biologico, levantamos a hipétese do potencial papel de MICA na
imunopatologia da endometriose. Ademais, uma vez que sua forma soltvel (sMICA) modula
negativamente a expressdo de seu receptor, NKG2D, em células NK, sMICA pode ter
envolvimento na diminuigdo da atividade funcional de células NK nessa doenca, contribuindo
de forma relevante na eliminacdo ineficiente de tecido endometrial ectépico e para o
estabelecimento/desenvolvimento da doenca. Consideramos também que a proteina MICA,
na sua forma sollvel, tem potencial implicagdo na evolucdo/gravidade da doenca, podendo
ser modulada positivamente pelos hormonios sexuais envolvidos nas diferentes fases do ciclo

menstrual.



OBJETIVOS



35

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Testar a hip6tese do envolvimento de MICA na imunopatologia da endometriose,

inclusive contribuindo para a deficiéncia da atividade efetora de células NK.

2.2  Objetivos especificos

Determinar se na endometriose:

1) h& perfil diferencial dos niveis de sMICA, da expressdo proteica de MICA, da
frequéncia e de subpopulagdes de células NK circulantes:
o em relagdo as diferentes fases do ciclo menstrual e potenciais efeitos hormonais

o em relagdo a gravidade da doenca e/ou em relacdo a tipos morfolégicos da doenca

2) ha alteracdo da expressdo génica diferencial de MICA no endométrio eutdpico,
sugerindo a existéncia de algum desequilibrio imunobiol6gico prévio ao deslocamento de

tecido endometrial.



METODOS
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3. METODOS

3.1 Participantes da pesquisa

As participantes da pesquisa incluidas no estudo foram mulheres diagnosticadas com
endometriose (grupo endometriose, EDT, n=173) e mulheres sem endometriose (grupo
controle, CTR, n=86), submetidas a cirurgia laparoscopica e andlise histopatoldgica,
garantindo, portanto, a confirmacéo do diagnéstico da doenca ou da auséncia da mesma nos
respectivos grupos. O grupo CTR foi constituido por mulheres saudaveis submetidas a
lagueadura tubéaria (LAQ, n=60) ou ao tratamento cirdrgico de outras doencas ginecologicas
nao inflamatérias (DNI, n=26).

Salientamos que, sempre que possivel, as mesmas pacientes (grupos EDT e CTR)
foram incluidas em todas as abordagens de andlise deste estudo.

Todas as mulheres incluidas neste estudo foram provenientes do Servico de
Endometriose do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo - HCFMUSP (grupo EDT) ou do Setor de Planejamento Familiar do HCFMUSP (grupo
CTR). Foi concedida autorizacao prévia, com assinatura dos Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido-TCLE (Anexos I-A e -B), para utilizacao de informagdes clinicas, bem como para a
coleta do material biolégico. O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para Anélise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq, N° 0505/07 e 0386/11) do HCFMUSP (Anexo 11, -A, -B e -C).

3.2 Casuistica

O numero amostral, para cada abordagem experimental do estudo, foi definido com
base em calculo amostral prévio, levando-se em conta a variabilidade dos dados (estimativa
de desvio padréo dentro de cada grupo, em estudos ja realizados), a diferenga esperada entre
0s grupos, o nivel de significAncia e o poder do teste. Foi estabelecido um nivel de
significancia de 5% e um poder do teste de 80%.

Para a variavel continua “concentracao de MICA soluvel (pg/mL) buscamos encontrar
uma diferencga entre caso e controle de 0,4, com uma variagdo igual a 1 (n=100). Na auséncia
de dados na literatura cientifica especificos para expressdo génica e proteica de MICA em
endometriose, foram utilizados estudos de MICA em céancer. Para as variaveis expresséo
génica-mRNA e expressao proteica, o “n” amostral estimado foi de 23, buscando-se encontrar
uma diferenca entre caso e controle de 30, com uma variacdo estimada de 35 (Basu et al.,
2008; Textor et al., 2008). Para a variavel “anadlise funcional de células NK” (medida em
porcentagem), buscamos encontrar uma diferenca entre caso e controle de 10, com uma

variagao igual a 10,5, com “n” amostral de 19 (Gonzéalez-Foruria et al., 2015; Oosterlynck et al.,
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1992). Programa estatistico utilizado: Power Analysis Sample Size (PASS). Salientamos que
este foi 0 niUmero estimado, mas o numero real de sujeitos de pesquisa atingido, para alguns

estudos, foi maior, conforme apresentado adiante, no Desenho do Estudo (item 3.5, Figura 6).

3.3 Dados clinicos e critérios de selecéo

Em relacdo aos dados clinicos das pacientes, as informacdes referentes aos tipos de
endometriose foram obtidas a partir dos registros nos relatérios cirdrgicos, feitos em formulario
especifico (Anexo IIl). A avaliacdo do estadio da doenca foi baseada no critério de
classificacdo da rASRM, 1996 (Canis et al., 1997) (Anexo IV). Sempre que possivel, bidpsias
de endométrio coletadas durante as cirurgias tiveram a datacdo determinada por analise
anatomopatolégica (Anatomia Patol6gica do HCFMUSP), com o objetivo de determinar a fase
do ciclo menstrual em que se encontrava a mulher, na data da laparoscopia. Na auséncia da
datacgéo histoldgica, a fase do ciclo foi determinada contando-se os dias a partir do primeiro dia
da data do ultimo periodo menstrual, informada pela paciente.

De acordo com o local de acometimento da doenca, a endometriose foi classificada
como endometriose peritoneal, endometriose ovariana ou endometriose profunda infiltrativa
(Nisolle e Donnez, 1997). Os grupos foram caracterizados como: SUP: lesdes na superficie do
peritdnio; OVA: endometriose ovariana, com ou sem doenca peritoneal e sem endometriose
profunda; PROF: endometriose profunda com ou sem endometriose peritoneal e sem
endometriose ovariana; PROF + OVA: profunda na presencga de OVA.

. Os critérios adotados para a selegdo das participantes da pesquisa foram os abaixo
escritos.

Critérios de inclusao:

° Mulheres dos grupos endometriose e controle, submetidas a cirurgia laparoscépica
. Endometriose comprovada histologicamente, no caso do grupo EDT
. mulheres em idade fértil, com periodos menstruais eumenorréicos, com intervalo entre

os ciclos variando de 26-45 dias.

Critérios de exclusao

. Presenca de sinais clinicos de doenca autoimune e/ou cancer;

. Doenca inflamat6ria no caso do grupo CTR

. Presenca de sinais clinicos ou laboratoriais de infec¢éo ginecologica;

. Uso de terapia hormonal (andlogos do GnRH mensais, progestagenos e contraceptivos

hormonais) nos Ultimos 3 meses antecedentes a coleta da amostra, ou por seis meses com 0

uso de analogos do GnRH de agéo trimestral.
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3.4  Material biologico

Parte das amostras utilizadas neste estudo foram provenientes do “Banco de Tecidos e
Fluidos Corporais de Pacientes com Endometriose” cuja coleta de amostras teve aprovacao
pela Comissio de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq, n°0505/07; Anexo |I-
A) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(HCFMUSP). Outra parte foi obtida de coleta prospectiva, integrante do Projeto Tematico
FAPESP2010/10338-0, “Endometriose: bases moleculares da resposta imunolégica”, também
previamente aprovado pela comissdo de Etica do HCFMUSP (CAPPesq n° 0386/11; Anexo II-
B e -C), o qual incluiu parte do presente estudo. A coleta e armazenamento das amostras
seguiu o protocolo proposto pela The World Endometriosis Research Foundation (WERF)
Endometriosis Phenome e Biobanking Harmonisation Project (EPHect) (Becker et al., 2014,
Rahmioglu et al., 2014).

° Sangue periférico:

Soro: Obtido de, aproximadamente, 5 mL de amostra de sangue coletado sem anticoagulante,
antes da inducdo anestésica. As amostras de sangue foram centrifugadas a 1300g, por 10
minutos (min), para obtencdo do soro. As aliquotas de soro foram armazenadas a -80 °C, até o

momento do uso.
Utilizacdo: pesquisa de MICA soluvel.

Sangue heparinizado: (10-20mL) utilizado para obtencdo de células mononucleares do sangue

periférico (PBMC, do inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells). As amostras de PBMC

foram, posteriormente, criopreservadas (nitrogénio liquido) até o momento do uso.
Utilizac&o: analise da atividade efetora de células NK.

. Fluido peritoneal (FP): coletado no inicio da laparoscopia, logo ap6s as pun¢cbes com
os trocéteres, por meio de aspiragcdo em seringa estéril (em média de 1 a 5mL). As amostras
foram centrifugadas a 13009, por 10min, para separagéo da fracdo celular. Os sobrenadantes
foram armazenados em tubos de congelamento estéreis, em freezer a - 80°C, até o momento

do uso.
Utilizagcdo: pesquisa de MICA soluvel.

° Tecidos:

endométrio eutépico - de mulheres dos grupos EDT e CTR

endométrio ectdpico - lesdo de endometriose profunda (grupo EDT).

A coleta de hiépsia de endométrio eutdpico foi realizada por aspiragdo, utilizando-se

Pipelle de Cornier (Laboratoire CCD, Paris, Franca), no inicio da cirurgia. Parte da lesdo (EDT)



40

e do endométrio eutopico (EDT e CTR) foi encaminhada a divisdo de Anatomia Patoldgica do
HCFMUSP para andlise histopatolégica de rotina. Outra parte dos tecidos (lesdo de
endometriose profunda e endométrio eutdpico) foi armazenada em criotubo e, imediatamente,
congelada em nitrogénio liquido e, posteriormente, transferida para freezer -80 °C, onde
permaneceu até o momento de uso. As amostras das les6es de endometriose profunda foram
constituidas de lesdo de endometriose intestinal de retossigmoide ou de lesdo de
endometriose retrocervical.

Utilizac&o: * endomeétrio eutdpico: analise da expresséo génica e proteica de MICA.

* lesdo de endometriose profunda: andlise da expresséo proteica de MICA.

3.5 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo analitico, observacional e transversal. As mulheres do grupo
EDT foram avaliadas clinicamente, pela historia, exame fisico e de imagem (ultrassonografia
pélvica e/ou transvaginal e, por ressonancia magnética, quando indicada) de acordo com a
indicacdo clinica, para confirmacdo da EDT e posterior indicagdo cirrgica. Uma vez
selecionadas, as mulheres foram submetidas a laparoscopia, seguindo a rotina habitual do
servico de Endometriose, do HC-FMUSP. As mulheres do grupo CTR foram avaliadas, no ato
operatorio, quanto a presenca macroscopica de EDT e, em caso de suspeita, foi realizada a
coleta do tecido para exame histopatolégico. Em caso positivo para a doenca, a paciente foi
excluida do grupo CTR-

Na Figura 6 apresentamos o desenho do estudo, incluindo as variaveis tedricas e

operacionais relacionadas a cada abordagem experimental do mesmao.
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Mulheres com EDT (grupo caso: n=173)
(EDT Superficial e/ou ovariana e/ou profunda) Mulheres sem EDT (grupo controle: n=86)
(Estadios: 1a V) Laqueadura tubéria/doenga ndo inflamatéria

Perfil diferencial de expresséo/niveis de MICA sistémico
e no microambiente da endometriose

‘ MICA na fung&o de células NK

f ‘ Atividade efetora de células NK
Expresséo proteica MICA Expressdo génica MICA Pesquisa MICA solivel contra células K562 e K562
Imunohistoquimica PCR tempo real (MRNA) ELISA bloqueadas para MICA
l l Citometria de fluxo
endométrio eutdpico e ectopico . N
(EDT: n=29) endométrio eutépico Soro e fluido peritoneal Sa?g;; hnef; 1r!néz;1£9n:F;%;\A G
endométrio eutopico (EDT: n=24; CTR: n=23) (EDT; n=161; CTR: n= 76) _ - _
(CTR: n=23) i
l l l Analises (frequéncia e MFI):
Subpopulagdes NK:
Analise: frequéncia e Analise: variagao expresséo Analise: niveis de sMICA pg/mL, expresséo NKG2D, CD107a
. . - baseados em curva padrao (degranulagédo), IFNy elL-10;
RNA MICA
intensidade de marcacao m citotoxicidade NK,

Figura 6. Desenho do estudo. Variaveis tedricas: avaliagdo de perfil diferencial de expressédo génica
e proteica de MICA e dos niveis de MICA sollvel (sMICA), sistemicamente (soro) e no microambiente
da leséo (fluido peritoneal), entre mulheres com EDT e controles saudaveis, e avaliacdo do potencial
envolvimento de MICA na funcéo de células NK, na EDT. Varidveis operacionais: expressdo proteica
de MICA por imunohistoquimica; expressédo génica de MICA por PCR quantitativa em tempo real (QRT-
PCR), pesquisa de MICA soluvel por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e avaliacdo da
atividade efetora de células NK por meio da avaliagdo de células NK que expressam CD107a, IFN-y e
IL-10 e da citotoxicidade contra células K562; EDT: grupo endometriose, CTR: grupo controle, PBMC:
células mononucleares do sangue periférico; mRNA: acido ribonucleico mensageiro; K562: linhagem de
células de leucemia mieléide crdnica humana.

3.6 PCR quantitativa em tempo real: expresséo génica de MICA

A andlise da expressdo de mRNA para o gene MICA foi realizada por gRT-PCR
(reacado de polimerizagdo em cadeia quantitativa em tempo real) apos a extracdo do RNA total
de tecido de endométrio eutdpico (grupo EDT e grupo CTR) e preparo da sintese de DNA
complementar (cDNA). Foi também realizada a selecdo dos primers (iniciadores) especificos

para o gene MICA e primers endégenos, utilizados para o controle da expressao.

3.6.1 Extracéo de RNA total

As amostras de tecido endometrial (aproximadamente 100mg) foram descongeladas
em gelo, ressuspensas em 1mL de Trizol® (solugdo monofasica de fenol e isotiocianato de

guanidina (Invitrogen, Waltham, EUA) e transferidas para tubos de 2mL (livres de
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RNase/DNase), contendo esferas metalicas (Omni International Inc., Kennesaw, Georgia,
EUA) (em gelo). Em seguida, os tubos foram transferidos para o homogeneizador de tecidos
Precellys® (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, Franga). Neste equipamento, foram
realizados 3 ciclos de centrifugacdo/homogeneizacédo a 4700g, por 15 segundos (seg), com
pausa de 20seg a cada ciclo, com temperatura (T°) mantida entre 2-8°C, para obtencédo de um
homogenato tecidual.

A partir do homogenato de tecido em solugdo de Trizol®, deu-se prosseguimento a
extracdo de RNA, segundo o protocolo do fabricante. Foram adicionados ao tubo 200ul de
cloroférmio, seguindo-se com agitacdo vigorosa (15seg) e incubacao por 3min, em TA. Apé6s
centrifugagao por 12.000g, 15min, a 4°C, houve separacdo em trés fases (aquosa, interface e
organica). A fase aquosa, a qual contém o RNA, foi transferida para um novo tubo, onde foram
adicionados 500ul de &lcool isopropilico, seguindo-se de inversdo do tubo para precipitagdo do
RNA. Apos incubagédo por 10min, TA, os tubos foram centrifugados a 12.000g, por 10min, a
4°C. ApGs o descarte do sobrenadante, foram adicionados 500ul de etanol 75%, seguindo-se
com centrifugacéo a 7500g, por 5min, a 4°C.

O sobrenadante foi retirado com auxilio de micropipeta e o tubo foi mantido aberto, por
5 min, TA, para secagem do RNA, favorecendo, assim, a evaporac¢ao dos residuos de etanol.
Em seguida, o RNA foi ressuspenso em 10-30ul de agua livre de RNase (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). A concentracdo de RNA total (ng/pl) foi verificada
utilizando-se o espectrofotobmetro NanoDrop®ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, EUA), em
comprimento de onda (A) 260nm. Além da concentragcdo, foram avaliadas a razdo das
absorbancias 2260/ 1280nm, indicativa do grau de contaminagdo por proteinas (ideal= 1,8-
2,0), e a razdo A260/A230nm para avaliacao de possiveis contaminantes quimicos (ideal= 2,0-

2,2). Em seguida, os tubos contendo RNA foram mantidos a -80°C.

3.6.2 Tratamento com DNase e analise da qualidade do RNA total

Para evitar a presenca de DNA contaminante, o RNA extraido foi submetido a
tratamento com DNase (deoxirribonuclease; Thermo Fisher Scientific, EUA), conforme
recomendacéo do fabricante. Foram adicionadas 2U de DNase-I (1U/ul), 20U de RNaseOUT™
(inibidor de ribonuclease recombinante, 40U/ul) (Thermo Fisher Scientific, EUA), 2ul de
solucdo tampdo 5X Buffer 1%t Strand (Thermo Fisher Scientific, EUA), e agua DEPC
(Dietilpirocarbonato), (Sigma-Aldrich, Alemanha) quantidade suficiente para (g.s.p.) 10ul,
seguindo-se de incubacdes a 37°C, por 10min, e a 75°C, por 5min.

A integridade e pureza do RNA total foram avaliadas utilizando-se o equipamento 2100
Bioanalyser (Agilent Technologies, EUA). Esta andlise baseia-se no principio de separacao
eletroforética em matriz de gel aplicado nos capilares de um chip que contém uma mistura de

fluoroforos e marcadores de peso molecular. A ligacdo dos fluoréforos aos marcadores e ao
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RNA resulta em fluorescéncia que é entdo quantificada, permitindo a separacdo dos RNAs
ribossémicos 18S e 28S e a atribuicdo de um numero de integridade (RIN, do inglés, RNA
Integrity Number). O valor de RIN é gerado, automaticamente, pelo programa do equipamento,
variando de 1-10. RNAs com valores de RIN = 5 sido considerados adequados para a técnica
de gRT-PCR (Fleige e Pfaffl 2006). Apds as avaliagcbes de qualidade das amostras de RNA
total, as mesmas foram mantidas a -80°C até o momento da sua utilizagédo para a sintese de
cDNA. No Anexo V, Figura 1 esta um exemplo da representacédo grafica da integridade de uma
amostra de RNA gerada pelo programa, bem como os valores de RIN determinados para cada
amostra (Anexo V, Tabela 1).

3.6.3 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA (DNA complementar) foi realizada a partir de 1ug de RNA total, ao
qual foram adicionados: 1ul de desoxinucleotideoos trifosfatados (ANTP, a 10mM) (Invitrogen,
EUA), 1yl de primer Oligogris (500 pg/mL) (Invitrogen, EUA) e 1ul de agua livre de
DNase/RNase (volume final = 13ul), seguindo-se de incubacdo a 65°C por 10min, e posterior
manutencdo em gelo. Em seguida, foram adicionados: 4ul do tampéo da enzima SuperScript®
Il (Buffer 5x; Invitrogen, EUA), 1ul de Ditiotreitol (0,1M) (Invitrogen, EUA), 0,5ul de
RNaseOUT™ a 40U/ul (Invitrogen, EUA), 1ul da enzima transcriptase reversa SuperScript® lIl,
a 200U pl (Invitrogen, EUA) e 0,5 pl agua livre de RNase/DNase (20l de solugéo por tubo).

A reacgédo de sintese de cDNA ocorreu em 3 ciclos de incubacao: 25°C por 10min, 55°C
por 2h e 75°C por 15min, em termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster City, California,
EUA). Por fim, foi adicionado 1ul de RNaseH (Fermentas, Waltham, Massachusetts, EUA) a
cada reacao, com posterior incubagfes a 37°C, por 30min, e a 72 °C, por 10min. As amostras
de cDNA foram entéo diluidas na proporcdo 1:3, em agua livre de DNase/RNase e estocadas

a -20°C, até o momento do uso para as reagdes de qRT-PCR.

3.6.4 Selecéo dos primers

A analise de expressao do gene MICA foi realizada por gRT-PCR utilizando-se primers
(iniciadores) especificos para o gene MICA (Martin-Pagola et al., 2003), que amplificam parte
da regido génica que codifica para os dominios extracelulares al e a2 da molécula MICA,
respectivamente. Como gene normalizador da expresséo do gene MICA, foi utilizado o gene
enddgeno, B-actina. O desenho do primer para B-actina foi realizado com o auxilio do
programa Primer Express® Programa v.2.0 (Applied Biosystems, EUA). A sequéncia dos

primers de B-actina foi extraida do banco de dados genémicos NCBI Reference Sequence,
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore; acesso NG_007992.1). Os primers selecionados
respeitaram as caracteristicas de 18-25 bases, T° de anelamento entre 57-61°C e conteudo de
bases CG de 40-60%. No Anexo V, Tabela 2 estdo apresentadas as sequéncias e
caracteristicas fisico-quimicas dos pares de primers utilizados.

Ap0s a padronizacdo, a concentracao ideal dos primers, tanto para o gene MICA como
para o gene controle, B-actina, foi definida como 100mM, considerando-se a menor
concentracdo onde o Ct, e o perfil da curva de amplificacdo, apresentaram as menores
variagdes em relacdo as maiores concentracdes e com uma menor formacéo de dimeros de
primers. Foram também verificadas as eficiéncias de amplificacdo (Ef) desses primers, bem
como foi selecionada a concentragcédo ideal de cDNA a ser utilizada na gRT-PCR. Para o
célculo da Ef do produto, foi utilizada a formula Ef = 102 ou Ef (%) = (Ef -1) x 100 (exemplos
de curvas de amplificacé@o e célculos das eficiéncias dos primers estdo apresentadas no Anexo
V, Figura 2). O resultado das Efs foram de 1,86 (86%) para o primer MICA e 1,91 (91%) para o
primer B-actina. A diluicdo de cDNA considerada adequada para a reacéo foi de 1:30. Valores
de eficiéncia entre 1,8-2,2 indicam reprodutibilidade e exatiddo na cinética de amplificagcédo
(Pfaffl, 2001).

3.6.5 ReacOes de gRT-PCR

As reacfes de qRT-PCR foram realizadas em triplicata, em placas para leitura 6ptica
de 96 pocos (Applied Biosystems, EUA) utilizando-se o equipamento Perkin-Elmer ABI Prism
7500 sequence detection system (Applied Biosystems, EUA), seladas com selo adesivo Optico
(Applied Biosystems, EUA. O reagente Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems,
EUA), possui dNTPs, enzima DNA polimerase, solucéo tampZo, além dos fluor6foros ROX™ e
SYBR® Green (SYBR® Green Master Mix, Applied Biosystems, EUA). A cada poco de reacao
foram adicionados 6pL do reagente Fast SYBR® Green Master Mix, 3uL da solugéo de
primers (foward e reverse) e 3 uL da amostra de cDNA diluida 1:30. A reacdo de amplificagcéo
ocorreu em 40 ciclos de 15seg a 94°C, seguida de 1min a 60°C.

A intensidade de fluorescéncia na reagéo foi determinada pelo calculo do ARn (ARn =
Rn™ - Rn’), onde Rn* representa a intensidade de emissdo do SYBR Green / intensidade de
emissédo do ROX, em um dado momento da reacdo; Rn representa a intensidade de emisséo
do SYBR Green / intensidade de emissdo do ROX, antes da amplificagdo. O fluor6foro ROX
funciona como controle interno passivo na reagdo (emissdo de fluorescéncia de intensidade
constante durante toda a reacdo). Durante os ciclos iniciais da reacdo ndo ha produto de
amplificacdo, e os valores de ARn permanecem na linha de base (fluorescéncia do ROX
>SYBR Green). Durante a fase logaritmica da reacdo ocorre acumulo dos produtos de
amplificacdo, levando o ARn a ultrapassar a linha de base. Para a quantificacdo relativa foi

estabelecido um valor de ARn, correspondente a linha de corte (Threshold), ponto da curva
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onde se inicia a amplificacdo exponencial promovida por cada par de primers. O ciclo em que
a ARn cruza o ponto de corte corresponde ao “ciclo de corte” ou Threshold Cicle (Ct) da
amostra, € relativo a quantidade de mRNA alvo presente na amostra.

As amostras de endométrios eutdpicos (CTR e EDT) foram amplificadas para os genes
MICA e B-actina. A expressao do gene MICA foi avaliada em relacdo ao gene enddgeno, para
uma mesma amostra. Foi baseada no calculo do ACt, onde os valores de ACt representam a
diferenca de expressao entre o gene alvo (Ct MICA) e o gene enddgeno (Ct B-actina). Para
tanto, foi utilizada a formula ACt = Ct mca — Ct g-acina, ONde Ct representa o valor médio de Ct
da triplicata de amostra. Desta forma, quanto menor o valor de ACt, maior sera a quantidade
de mRNA do gene alvo presente na amostra. Neste estudo, optamos, em alguns resultados,
por representar o valor do ACt por 1/ACt, de forma a facilitar a apresentacdo grafica e a

interpretacdo dos resultados de expressao génica.

3.7 Imunohistoquimica: expressao proteica de MICA

A pesquisa da proteina MICA em tecidos foi realizada pela técnica de
imunohistoquimica, utilizando-se método imunoenzimatico indireto. A identificacdo de antigeno
foi baseada no método do complexo biotina-avidina-peroxidase, com revelacdo com o
cromégeno diaminobenzidina (DAB), associado a peréxido de hidrogénio.

Nas mulheres do grupo EDT (n=29) foram analisadas biépsias de lesdo de EDT
profunda (endométrio ectopico: lesdo de retossigmoéide ou retrocervical) e do respectivo
endométrio eutépico. Nas mulheres do grupo CTR (n=23), foram analisadas as bidpsias do
endométrio eutdpico.

Os tecidos das biopsias acima descritos, ja previamente fixados em formalina e
incluidos em parafina para analise histopatolégica na Divisdo de Anatomia Patologica do
HCFMUSP, foram cortados em micrétomo (aproximadamente 3um) e montados em laminas de
vidro silanizadas (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA). Foram também preparados
cortes histologicos adicionais para a realizagdo da padronizacdo da titulagdo dos anticorpos
(Acs). Como controle positivo da expresséo proteica de MICA, foram utilizados cortes de tecido
de céancer cervical (epitelial). Os cortes e montagens das laminas para a imunohistoquimica
deste estudo foram realizados pelo Laboratorio de Histologia e Imunohistoquimica,
Departamento de Patologia da FMUSP.

Inicialmente, as laminas foram desparafinadas em xilol, a quente (estufa a 60-65°C, por
5min) e, posteriormente, submetidas a 3 banhos de xilol a frio. Seguiu-se de 2 etapas para
hidratacdo, com banhos em etanol 95% e 70%, com lavagens em agua corrente e agua
deionizada a cada banho, seguindo-se de banho em &cido férmico puro (3min) e novas

lavagens em agua corrente e agua deionizada, e finalizada em tampao PBS1x.
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A recuperacdo antigénica foi obtida por alta T°, 125°, por 1min, em panela de pressao
(S2800-Dakocytomation, Bensalem, Pensilvania, EUA) utilizando-se tampao citrato 10mM,
pH6. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com agua oxigenada 3%, por 5min, por
guatro vezes. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente, agua destilada e em
solugdo tampdo fosfato-salina PBS/Tween® (solugdo detergente tamponante). Apds essas
etapas, foi adicionado, sobre cada corte de tecido, o Ac primério anti-MICA biotinilado (goat
IgG Human MICA Biotinylated Antibody, BAF1300, R&D Systems, Mineépolis, Minesota, EUA),
1:100, previamente titulado, com posterior incubacdo ON, em camara umida (4-8°C). As
laminas foram entéo lavadas por 3 vezes, em solugéo tampéo fosfato-salina PBS 1x, por 3min
cada lavagem. Em seguida, foi adicionado o Ac secundério IgG-HRP (anti-goat IgG -HRP, do
inglés horseradish peroxidase) (1:100) e as laminas foram incubadas, por 30min a 37°C,
seguindo-se de mais 3 lavagens com PBS (por 3min). Em seguida as laminas foram imersas
em solugcdo de peroxido de hidrogénio associado ao cromégeno DAB (diaminobenzidina).

Apbs cerca de 5min, as laminas foram lavadas em agua corrente, por 10min, e contra-
coradas com Hematoxilina de Harris, seguido de nova lavagem em agua corrente, por 5min e
desidratadas em seguidos banhos de etanol (Imin em cada): etanol 70%, etanol 95% e 3
banhos de etanol 100%. As laminas foram entdo diafanizadas em 3 banhos de xilol (1min
cada) e adicionadas as laminulas sobre os cortes (com resina sintética), para posterior andlise
microscopica. Uma vez havendo a presenca do antigeno MICA, o complexo resultante (biotina-
HRP) reage com o peréxido de hidrogénio/DAB, emitindo uma coloragédo amarronzada.

Como teste para controle negativo de expressdo, o Ac primario foi substituido por
solugdo salina tamponada (PBS). As laminas de controle positivo foram processadas de

maneira semelhante as laminas de amostras em teste.

3.7.1 Avaliacdo da expressao proteica de MICA

A expressao proteica de MICA foi avaliada baseando-se em escores, de acordo com a
intensidade de marcacdo (0O=sem marcacao; 1=fraca; 2=moderada; 3=forte) e a porcentagem
de células positivas (0= negativo; 1=1-25%; 2=26-50%; 3=51-75%; 4=76-100%). Esta
andlise foi realizada tanto para pesquisa da proteina MICA na glandula (epitélio) como no
estroma, no mesmo tecido. O produto obtido pela multiplicacdo entre o escore de intensidade
e 0 escore da porcentagem de células positivas (que variou entre 0 e 12) definiu o escore de
imunorreatividade (EIR). Portanto, obtivemos um EIR para glandula e outro para estroma.
Posteriormente, o EIR do epitélio glandular foi também categorizado como expresséao alta ou
baixa, baseando-se no valor da mediana de expressdo do EIR do epitélio glandular no
endométrio eutdpico do grupo CTR (baixa, < mediana; alta, > mediana). A avaliagao
microscopica (leitura) das laminas de imunohistoquimica foi realizada por um médico

patologista.
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3.8 ELISA para pesquisa de MICA soluvel

A pesquisa de MICA soluvel (sMICA) foi realizada pela técnica de ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), utilizando-se o kit comercial “Kit Duo Set Human MICA” (R&D
Systems, EUA), segundo o protocolo do fabricante. A pesquisa de sMICA foi realizada em soro
e fluido peritoneal (FP), pareados, de mulheres com e sem EDT (grupo CTR). Como parametro
de detecgéo, foi utilizada uma curva padrdo para a proteina MICA (Human MICA Standard)
nas concentragbes 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25pg/mL, como sugerido pelo
fabricante do kit, sendo o limite de deteccéo do teste considerado 31,25pg/mL. Todos os testes
(curva padréo e amostras teste) foram realizados em duplicata.

Para o teste, foram utilizadas microplacas de alta ligacdo com 96 pocos e fundo chato
(Nunc MaxiSorp, Roschester, New York, EUA), que foram previamente sensibilizadas com
anticorpo (Ac) de captura (anti-MICA humano, 2pg/mL) (100ul) overnight (ON), em
temperatura ambiente (TA). Apoés trés lavagens (200ul cada) com tampao de lavagem [PBS 1x
(Phosphate-Buffered Saline -solucdo salina tamponada; GIBCO- Life Technologies, Carlsbad,
Califérnia, EUA) contendo 0,05% de Tween 20 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) (pH
final=7,2-7,4)], foi realizado o bloqueio da placa com 200ul de tampao de diluicAo comercial
(PBS com 1% albumina de soro bovino — BSA, pH=7,2-7,4; R&D Systems, EUA), seguindo-se
de incubacéo por 2h, em TA.

Apbs trés novas lavagens com tampao de lavagem (200ul cada), foram adicionados
100ul dos padrbes da proteina MICA nas concentragdes acima descritas, previamente diluidas
em tampéo de diluicdo, de acordo com o desenho de distribuicdo da placa. Foram também
distribuidos 100l das respectivas amostras de soro e fluido peritoneal (puras, sem dilui¢do).
Apoés 2h de incubagdo (TA) e 3 novas lavagens com tampdo de lavagem (200ul), foram
adicionados 100pul do Ac de detecgdo (anti-MICA humano biotinilado, 400ng/mL) (R&D
Systems, EUA), seguindo-se de mais 2h de incubacéo, TA. Apos lavagem, foram adicionados
100ul de estreptoavidina conjugada com peroxidase (R&D Systems, EUA) (1:200). Apés 20min
(TA) foram realizadas novas lavagens (200ul de tampéo de lavagem) e adicdo de 100ul da
solucdo de substrato enzimatico [H20: e tetrametilbenzidina (R&D Systems, EUA)] (1:1). Apos
incubacédo por 20min, em TA, a placa foi bloqueada com 50ul de acido sulfurico 2N. A leitura
das densidades o6pticas (DOs) foi efetuada a 450nm, em Leitora de ELISA (Bio-Tek
Instruments, Inc. - pQuant, Winooski, Vermont, EUA).

As analises dos dados foram realizadas utilizando-se o programa KC Junior (Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, Vermont, EUA). Para a curva padrdo de sMICA foi criada uma
curva logistica de 4 parametros (4-PL), a partir da qual foram gerados os dados das
concentracoes das amostras teste.

Para andlise estatistica dos dados, valores abaixo do limite de deteccao (31,25pg/mL)
foram considerados como 30pg/mL e apresentados ao longo dos resultados como
<31,25pg/mL.
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3.9 Atividade efetora de células NK

A avaliacdo da atividade efetora de células NK incluiu 3 abordagens de analises:

i) Andlise quantitativa das subpopula¢cfes de células NK, frequéncia (%) e intensidade de
expressao (MFI) do receptor NKG2D, e das citocinas IFN-y e IL-10, nessas subpopulac¢fes, na
condicdo ex vivo.

i) Andlise da atividade citotoxica pelas células NK frente a células alvo K562 (linhagem de
células de leucemia mieloide crbénica humana) (Lozzio e Lozzio 1977) sem blogueio e com
blogueio para a proteina MICA, na superficie celular.

iii) Andlise da frequéncia e intensidade de expressao das moléculas CD107a, IFN-y e IL-
10 em subpopulacdes de células NK, na condicdo basal - sem estimulo -, na presenca de
estimulo com células alvo K562 e com células K562 bloqueadas para MICA.

O bloqueio de MICA teve como objetivo representar a presenca de MICA soluvel, uma
vez que sua presencga tem sido descrita como envolvida na diminuigdo/comprometimento da
atividade de células NK (Boukouaci et al., 2013; Groh et al., 2002).

Os ensaios foram realizados utilizando-se PBMC de mulheres com EDT e de CTRs
provenientes de laqueadura tubéaria (CTRs saudaveis), como fonte de células NK efetoras,
previamente congeladas e mantidas em nitrogénio liquido até o momento do uso.

A Figura 7 apresenta o esquema resumido do protocolo envolvendo as células NK.

e Separagao, congelamento e descongelamento de PBMCs

As PBMCs foram isoladas de sangue heparinizado por meio de centrifugagdo por
gradiente de densidade Histopaque 1077® (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA)
(Boyum, 1974). Inicialmente, o sangue foi diluido (1:2 a 1:3) em solugdo fisiologica e,
cuidadosamente, colocado sobre 4mL de Histopaque, com posterior centrifugacdo (5009,
30min). A camada da interface (células mononucleares) foi, cuidadosamente, coletada e
lavada por 2 vezes (450g, 8min e 100g, 8min), em solucao fisiologica.

Em seguida, as células foram contadas em Camara de Neubauer e avaliadas quanto a
viabilidade celular, utilizando-se o corante vital Tripan-blue 0,4% (Invitrogen, EUA), na diluicdo
1:2. Aliguotas de, aproximadamente, 2x10°— 8 x10° células/mL foram criopreservadas em
nitrogénio liquido, em solugdo contendo 10% de Dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, EUA) e 90% de soro bovino fetal (FBS) (GIBCO-Thermo Fisher,
Massachusetts, EUA).

Para o descongelamento celular, os criotubos foram retirados do nitrogénio liquido e
colocados em banho-maria a 37°C, até o inicio do descongelamento. Ainda com pequena
“‘pérola” de gelo, a suspenséo celular foi levemente homogeneizada e transferida para um tubo
de 15mL com fundo cénico (Corning, Tamaulipas, México) contendo 10 mL de meio R10 [meio
RPMI 1640 (Roswell Park Memoarial Institute Medium, GIBCO-Life Technologies, Carlsbad,


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk00JrDSeUs0M98Gb8n7EdqGeijtw-w:1628602829281&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7AyAgDThZNCUQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjd6_moyqbyAhWbHbkGHRh4BbQQmxMoATAiegQIMxAD
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Califérnia, EUA), contendo 10% soro fetal bovino - FBS (do inglés, Fetal Bovine Serum,
GIBCO- Life Technologies, EUA), 2 mM de L-glutamina (GIBCO- Life Technologies, EUA),
10.000U/mL penicilina-estreptomicina (GIBCO- Life Technologies, EUA), 10mM Hepes
(GIBCO- Life Technologies, EUA), 1mM de piruvato de soédio (GIBCO- Life Technologies,
Carlsbad, Califérnia, EUA), e 55uM 2-mercaptoetanol (GIBCO- Life Technologies, EUA)],
aquecida a 37°C.

A suspensao celular foi centrifugada a 350g, por 8min, seguindo-se de mais uma
lavagem (350g, 8min) em 10mL de meio R10. Apos esta etapa, foi realizada a contagem de
células e analise da viabilidade celular (Tripan-blue 0,4%; Invitrogen, EUA), em Camara de

Neubauer, e ajuste de concentracdo para cada ensaio especifico.


https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwjtnITLzqbyAhU5IK0GHVxYDRkYABAEGgJwdg&ae=2&ohost=www.google.com&cid=CAESQOD2TPE-AIiDnR8YOwJWiTtMeelMhXBPFS-todrf3yj784KtED2nKx9faFUc8rGAM63RTgRx5f9Fk2Cj8Xyyxq4&sig=AOD64_319Qqg2SFPEdS7PHH__wFU6YA5MQ&q=&nis=1&ved=2ahUKEwi1jPjKzqbyAhVDKLkGHebqBLAQqyQoAHoECAQQEQ&adurl=
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Figura 7. Esquema resumido do protocolo para avaliacdo da atividade efetora de células NK, baseado na degranulacdo da molécula CD107a,
expressdo das citocinas IFN-y e IL-10 e na sua atividade citotéxica. PBMC: células mononucleares do sangue periférico; ex vivo: condi¢cdo apds
descongelamento celular e descanso de 1h, 37°C, 5% CO, sem estimulo; E: células efetoras (PBMCs, fonte de células NK); A: células alvo, K562; h, hora,
K562BLOQ: células K562 bloqueadas para a proteina MICA; CFSE: corante fluorescente, do inglés -Carboxyfluorescein succinimidyl ester, K562*CFSE: células
K562 marcadas com o corante fluorescente CFSE, K562*CFSEBLOQ: células K562 marcadas com CFSE e bloqueadas para a molécula MICA; marcacao

LIVE/DEAD: marcacdo com corante LIVE/DEAD™ FixableAqua, para avaliagéo da viabilidade celular.
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Parte das PBMCs descongeladas foi utilizada para imunofenotipagem de células NK,
expressdo de NKG2D, IFN-y e IL-10 (1-2 x 108 células), na condicdo ex vivo, e parte para o
ensaio de atividade efetora de células NK (5-10 x 106 células).

As células para imunofenotipagem de células NK e analise de células produtoras de
citocinas foram incubadas por 1h, a 37°C, 5%CO,, em 4mL meio R10, em tubo de 15mL, com
inclinagdo de =45° e tampa afrouxada (considerada condicao ex vivo).

As células para a analise de atividade efetora de células NK foram incubadas por 16-
18h, a 37°C, 5%CO,, em tubo de 15mL contendo 4mL meio R10 adicionado de 1lug/mL de

DNase (Sigma Aldrich, EUA), mantendo a tampa afrouxada.

3.9.1 Analise quantitativa das subpopulacdes de células NK e expresséo do receptor

NKG2D e das citocinas IFN-y e IL-10, na condi¢&o ex vivo

Tais andlises foram realizadas por citometria de fluxo, em PBMC de mulheres com
endometriose (n=21) e de mulheres do grupo controle (n=20).

Apbs o descongelamento e descanso celular de 1h, foram adicionados 6mL de meio
RPMI puro (g.s.p 10mL) ao tubo, seguindo-se de centrifugacéo (450g, 5min). O botéo celular
foi ressuspenso em 1mL de PBS1x, seguido de contagem de células e a avaliacdo da
viabilidade celular (Tripan-blue 0,4%), em Cémara de Neubauer. Somente células com
viabilidade acima de 85% foram utilizadas no experimento.

As reacdes foram realizadas em tubos para citometria de fluxo, onde foram distribuidos
o volume correspondente a 5 x10° células, sempre que possivel (minimo de 2 x10° para cada
tubo), por tubo, de acordo com o painel de anticorpos (Acs) a ser utilizado. Posteriormente, foi
adicionado 1mL de PBS1x, seguindo-se de centrifugacdo (4509, 5min) e descarte do
sobrenadante. Em seguida, foi realizada a marcacéo de antigenos de superficie celular (CD3,
CD56, CD16 e NKG2D) e intracelulares (IFN-y e IL-10), para cada amostra (EDT ou CTR).

° Marcagéo de antigenos de superficie celular

Para a marcacao de antigenos de superficie celular, nas PBMCs, foi utilizado um painel
de Acs, previamente titulados, contendo: anti-CD3 APC H-7 (1:30; clone SK7; BD Biosciences,
EUA), anti-CD16 PE-Cy7 (1:40; clone 3G8; BD Biosciences, EUA), anti-CD56 BV421 (1:20;
clone NCAM16.2; BD Biosciences, EUA), anti-NKG2D Percp Cy5.5 (1:30; clonelD11;BD
Biosciences, EUA) e o marcador de viabilidade celular LIVE/DEAD (AmCyan) (1:100;
LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Stain, Invitrogen, EUA). A mistura de Acs foi preparada em
PBS1x, para um volume final de 50ul, considerando-se as diluicdes de uso de cada Ac, a qual

foi distribuida diretamente sobre o botdo celular. Como controle negativo de marcagéo,
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utilizamos um tubo com PBMC na auséncia de qualquer marcacdo com Ac (somente com o
diluente, PBS 1x).

As células (PBMCs) e os Acs foram homogeneizados e incubados por 30min, em TA,
ao abrigo da luz. Ap6s incubacéo, foram adicionados 500ul de PBS 1x e a suspenséo celular
foi novamente centrifugada (4509, 5min), seguindo-se para a marcacdo de proteinas

intracelulares, conforme delineamento do estudo (mapa).

° Marcacado de antigenos intracelulares

Apbs centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100 ul do
reagente de fixacdo celular A (Life Technologies, EUA), seguindo-se de incubac¢éo por 15min,
ao abrigo da luz, e posterior adi¢cdo de 400l de tampéo de lavagem para citometria (PBS-1x +
2% Soro Fetal Bovino + 0,02% Azida Sodica) e centrifugagéo (450g, 5min). Em seguida, foram
adicionados 50uL de uma mistura contendo os Acs anti-IL-10 PE (1:10; clone JES3-19F1; BD
Biosciences, EUA) e anti-IFN-y APC (1:30; clone 4SW.B3; Biolegend, San Diego, Califérnia,
EUA), diluidos na solucdo B de permeabilizacdo (Life Technologies, EUA) de acordo com o
titulo previamente definido em titulagdo.

Como controle negativo para as fluorescéncias dos Acs IL-10 e IFN-y, foi utilizada a
estratégia Fluorescence Minus One (FMO), onde foram colocados todos os Acs monoclonais
do painel do experimento, exceto para um desses Acs, conferindo seus respectivos controles
(Roederer, 2001).

ApOs a adicdo da mistura de Acs intracelulares, os tubos foram incubados por 40min,
TA, ao abrigo da luz. Em seguida, foram adicionados 400ul de tampédo de lavagem para
citometria, seguindo-se de nova centrifugacdo (4509, 5min). As células foram entdo
ressuspensas em 400ul de tampdo de lavagem para citometria e mantidas a 4°C, até a

aquisicado em citobmetro de fluxo.

o Aquisicdo das amostras e andlise por citometria de fluxo

A aquisicdo das amostras foi realizada no cittmetro de fluxo BD FACSCanto™Il (BD
Biosciences, EUA), utilizando-se o programa BD FACSDiva v.6.1.3 (BD Biosciences, EUA).
Inicialmente, foi realizada uma andlise das condicdes eletrénicas e Opticas do equipamento,
utilizando-se o reagente Cytometer Setup e Tracking (CST, BD Biosciences, EUA). Para a
compensacéao dos lasers, foi utilizada uma mistura de microesferas, negativa (sem capacidade
de ligacdo; BD™ CompBead Plus Negative Control -BSA) e de microesferas que se ligam a
cadeia leve K da imunoglobulina (CompBeads anti-mouse IgK; BD Biosciences, EUA), as
guais foram marcadas com os fluorocromos utilizados no ensaio.

Em seguida, foi definida uma regido em linfécitos (gate), com base nos parametros de
disperséo frontal do laser (FSC, Forward Scatter, correspondente ao tamanho celular) e de

dispersao lateral do laser (SSC, Sider Scatter, correspondente a complexidade/granulosidade
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celular). As células NK apresentam as mesmas caracteristicas morfolégicas correspondentes a
FSC e SSC de linfocitos, tendo sido adquiridos, em citbmetro de fluxo, um total minimo de 2 x

10° eventos (células) nesta regido, para posterior andlise.

o Estratégia de analise

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o programa FlowJo v.10 (Tree Star,
Ashle, Oregon, EUA).

Inicialmente, foi selecionada a regido de linfécitos, com base nos parametros FSC-A
(Forward Scatter Area) e de dispersédo lateral do laser, SSC-A (Sider Scatter Area). Em
seguida, foi selecionada a regido com células vivas, identificada com o uso do marcador de
viabilidade LIVE/DEAD (AmCyan) (Invitrogen, EUA). Na regido de células vivas, foram entdo
selecionadas células negativas para a marcacdo com o Ac anti-CD3 (CD3"). As células de
interesse, NK, sdo caracterizadas fenotipicamente como CD3 CD56*CD16*. A partir das
células CD3, as células NK foram identificadas utilizando-se os pardmetros CD16 (eixo X) vs
CD56 (eixo Y). A partir das células CD56*, foram discriminadas as subpopulacées CD56"9 e
CD569™. Dentro destas subpopulages, foram ainda discriminadas as subpopulacées
CD56P9MCD16*, CD56P9MCD167, CD569™CD16*, CD569™CD16°. Foram avaliadas também
as células NK totais, que incluem: subpopulagcbes CD569MCD16*, CD569™CD16",
CD56Yehcp16*, CD56PM9"MCD167, CD56°'CD16*. Para todas as subpopulagfes, foram
avaliadas a frequéncia (%) de células com expressdo, e a mediana de intensidade de
expressao (MFI), do receptor NKG2D e das citocinas IFN-y e IL-10. A estratégia de analise
para determinagé@o das subpopulacdes de células NK e do receptor NKG2D, esté apresentada
na Figura 8. A estratégia de analise da % de subpopulacdes de células NK com expresséo, e a
da intensidade de expressdo para as citocinas IFN-y e IL-10 (marcacéo intracelular), estdo

apresentadas adiante, na Figura 9 (item 3.9.2.2).
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Figura 8. Estratégia de andlise para determinagdo das subpopula¢fes de células NK circulantes e
subpopulagdes NK com expressdo de NKG2D, de mulheres com endometriose e controles. A)
disperséo frontal (tamanho) (FSC-A, Forward Scatter Area) e dispersédo lateral (granularidade) (SSC-A,
Sider Scatter Area) para determinacao da regido de linfécitos; B) determinagéo de viabilidade celular —
selecdo de células vivas; C) selecdo de células CD3 (exclusdo de CD3%*); D) identificacdo de
subpopulagées de células NK totais, que incluem as subpopulagdes CD569™CD16*, CD569™CD16",
CD56P9"CD16*, CD56"9"CD16°, CD56'CD16*; E) identificacdo de subpopulacbes CD56%™ e
CD56"9": F) identificacdo de subpopulacbes CD569™ e CD56"9" na presenca ou auséncia da
molécula CD16 (CD56%™CD16*, CD56%™CD16°, CD56”"9"CD16*, CD56"9"CD167); G) expressdo de
NKG2D, a partir das subpopulacdes identificadas nas regides apresentadas nos itens E e F.

3.9.2 Andlise da atividade efetora de células NK frente a estimulo com células K562

Como parte do ensaio funcional, as moléculas CD107a (representando a degranulacdo
de vesiculas — liberacdo de granzima e perforina) e das citocinas IFN-y e IL-10 (representando
a ativacdo de células NK), foram avaliadas quanto a suas frequéncias (%) e intensidades da
expressado (MFI) nas subpopulacdes de células NK, frente ao estimulo com células K562.

Essas analises foram realizadas com PBMCs (fonte de células NK) de mulheres do
grupo ETD (n= 21) e do grupo CTR (n= 20) nas condig¢fes: i) frente a células K562 (estimulo

com células K562), ii) frente a células K562 na presenca de bloqueio para a proteina MICA
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(estimulo com células K562BLOQ), representando a presenca MICA solavel, iii) nha auséncia

de estimulo (sem células K562), apenas PBMCs.

3.9.2.1 Cultivo de células K562 e bloqueio da proteina MICA na superficie celular

e Cultivo de células K562

As células K562 utilizadas neste estudo foram gentilmente cedidas pela Prof. Dra. Mari
Sogayar (Nucleo de Terapia Celular e Molecular — NUCEL, USP). Apés o descongelamento
(mesmo protocolo de descongelamento de PBMCs, item 3.9), as células foram mantidas em
meio R10 (garrafas de 250mL; Nunc, Rochester, New York, EUA), por 8-10 dias de cultura,
com troca de meio, em média, a cada 2 dias. Em seguida, as células foram recuperadas e
lavadas por centrifugagédo (300g, por 8min), em meio R10, e ressuspensas em 2mL de PBS
1x. ApoOs esta etapa, foi realizada a contagem de células e verificacdo da viabilidade celular
com o corante vital Trypan Blue 0,4%, utilizando-se Camara de Neubauer. Somente

suspensodes celulares com viabilidade acima de 85% foram utilizadas para 0os experimentos.

¢ Bloqueio da proteina MICA na superficie celular

Para o bloqueio da proteina MICA na superficie das células K562, foi utilizado o Ac
anti-MICA ndo marcado (MAB1300, mouse anti-human IgGg, clone 159227; R&D Systems,
EUA), na diluicdo 1:10 (em PBS 1x), previamente titulado (ANEXO VI). Foram blogueadas, em
média, 1x10° células K562, para cada amostra (EDT ou CTR), para a composicdo dos
ensaios. Considerando-se 0 numero de amostras a serem analisadas, o0 volume
correspondente a 0,5 x 10° de células K562 foi transferido para 2 pogos de uma placa estéril
de fundo U (Nunc, EUA). Os pocos foram completados com PBS 1x (g.s.p. 200 pl), seguindo-
se de centrifugacao a 450g, por 5min. Apés o completo descarte do sobrenadante (inversao),
foram adicionados 50ul do Ac anti-MICA 1:10, diretamente ao botéo celular, seguindo-se com
leve homogeneizagdo, com micropipeta. Apds incubagdo por 30min (TA), o volume de cada
poco foi transferido para um tubo de 15mL estéril, com lavagem de cada poc¢o (PBS 1x), para
recuperacao celular.

Apos centrifugacao (4509, por 5min), as células K562 foram ressuspensas em 1mL de
meio R10, seguindo-se de contagem celular e verificagcdo da viabilidade celular (Trypan Blue

0,4%) em Camara de Neubauer.
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3.9.2.2 Andlise da expressao de MICA em células K562 pré e pos o bloqueio de MICA

A expressao da proteina MICA foi avaliada, antes e apds o bloqueio de MICA, com o
objetivo de verificar a eficiéncia do bloqueio. A expresséo foi avaliada por citometria de fluxo,
utilizando-se o Ac anti-MICA PE, previamente titulado (1:50, em PBS1x) (Anexo VI) (FAB1300,
mouse anti-human 1gG2, PE-conjugated anti-MICA, clone 159227; R&D Systems, EUA), o qual
reconhece 0 mesmo epitopo antigénico do Ac anti-MICA ndao marcado (mesmo clone, 159227)
utilizado para o blogueio de MICA na superficie de células K562. Um total de 2-5 x10° células
(com e sem bloqueio) foi transferido para tubos de citometria de fluxo e a marcacédo da
proteina MICA foi realizada segundo o protocolo de marcacdo para antigenos de superficie
celular, acima descrito (item 3.9.1). Neste mesmo teste, foi também incluido o marcador de
viabilidade celular LIVE/DEAD (1:100, em PBX 1x). Como controle negativo de expressao de
MICA, foi incluido apenas a suspensao celular de K562, com e sem blogueio, na auséncia de
Ac anti-MICA-PE (apenas o diluente, PBS 1x).

A aquisicdo das células K562 foi realizada no citbmetro de fluxo BD FACSCanto™!Il
utilizando-se o programa BD FACSDiva, v.6.1.3. Inicialmente, foi realizada a analise das
condi¢Oes eletrdnicas e Opticas do equipamento, e a compensacado dos lasers (conforme item
3.9.1) utilizando-se a mistura de microesferas BD™ CompBeads (BD Biosciences, EUA)
marcadas com os mesmos fluorocromos utilizados neste ensaio.

Apds a compensacéo dos lasers, foi realizada a aquisicdo de 2x 10° células K562 com
base nos parametros FSC-A (Forward Scatter Area) e de dispersao lateral do laser, SSC-A
(Sider Scatter Area) considerando-se o total de células (all cells).

o Estratégia de analise

A andlise da expressdo de MICA em células K562 foi realizada utilizando-se o
programa FlowJo v.10 (Tree Star, EUA). A expresséo foi avaliada em células K562, com e sem
bloqueio para MICA, no conjunto total de células adquiridas (all cells). Inicialmente, foi
selecionada a regido com células vivas, por meio do marcador de viabilidade LIVE/DEAD. As
células vivas séo fracamente marcadas, correspondendo as células descoladas para a
esquerda do eixo X. Na Figura 9 estd apresentada a estratégia de analise da expresséo de
MICA em células K562.
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Figura 9. Estratégia de analise para expressdo de MICA em células K562. A) células K562 totais (all
cells), de acordo com dispersédo frontal (tamanho) (FSC-A, Forward Scatter Area) e dispersao lateral
(granularidade) (SSC-A, Sider Scatter Area); B) determinagéo de viabilidade celular — sele¢éo de células
vivas, por meio do corante LIVE/DEAD; C) regido de corte para MICA: controle negativo para expressao
de MICA; D) expressao positiva para MICA, com base na regido de corte do controle negativo.

3.9.2.3 Frequéncia e intensidade de expressdo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10,

nas subpopulacfes de células NK

A frequéncia de células que expressam CD107a, IFN-y e IL-10, e suas intensidades de
expresséo, foram avaliadas em células efetoras (E): NK totais, subpopulacdes CD56"9n e
CD569™ e nas subpopulagdes CD569MCD16*, CD56%mCD16, CD569"CD16",
CD56""9"CD16", nas condigdes: i) sem estimulo, ii) com estimulo de células alvo (A) K562, iii)
com estimulo de células alvo (A) K562 blogueadas para MICA. A proporcdo de células E:A
para ensaio de cocultura foi definida em ensaio prévio como 5:1 (Anexo X).

Ap6s o descongelamento e lavagem (item 3.9), as PBMCs foram ressuspensas em
4mL de meio R10 com 1ug/mL de DNase (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) (tubo de
15mL) e foram mantidas em repouso por 16-18h, em posicao inclinada 45° com tampas
afrouxadas, a 37°C, em incubadora umidificada e 5% de CO..

Ap6s o periodo de incubacao, as suspensbes de PBMCs e de células K562, que
estavam mantidas em cultura, foram centrifugadas (450g, 8min) e ressuspensas em meio R10,
contadas e verificadas quanto a sua viabilidade (Tripan-blue 0,4%), em Camara de Neubauer.

Parte das células K562 foram bloqueadas para a proteina MICA (K562BLOQ), segundo o item
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3.9.2.1. As células K562 tiveram sua concentracdo e viabilidade celular, novamente, avaliadas
apos o blogueio para MICA.

Uma vez avaliadas as concentracfes de células vivas de PBMCs, células K562 e
K562BLOQ, foi calculado o volume de cada suspenséao celular (efetora e alvo) a ser utilizada
no ensaio, de forma a manter a proporcao E:A (PBMC:K562) de 5:1, sendo fixada, sempre que
possivel, a quantidade de 1x10° de células alvo. Os volumes foram transferidos para uma
placa de cultura celular de 96 pocos, fundo U, de acordo com o mapa do experimento. Como
controle de morte celular para PBMCs e células K562 (com e sem bloqueio) e da expresséo
espontanea de CD107a e de citocinas (controle negativo) em PBMC, tanto células K562 como
PBMC foram incluidas no ensaio sem qualquer estimulo, apenas com meio R10. Como
controle positivo de morte de células alvo, foi incluido no ensaio um poco com células K562
acrescidas de Tween 20 (0,1% final) (Merck& Co., EUA). Para cada amostra de PBMC do
estudo (EDT e CTR), sempre que possivel, devido ao nimero limitante de células, foi incluido
um pogo como controle positivo de ativagcdo de células NK, com estimulo de PMA (forbol-12-
miristato-13-acetato, 1ug/mL) e ionomicina (1ug/mL) (Sigma Aldrich, EUA).

Apo6s a distribuicao das células, de acordo com o mapa do experimento, foi adicionado
1yl do Ac anti-CD107a FITC (BD Biosciences, EUA). A adicdo desse Ac, no inicio da
cocultura, teve como objetivo garantir que qualquer expressao de CD107, ap6s degranulacéo
pela célula NK, pudesse ser detectada. A expressdo de CD107 na superficie celular € uma
medida da degranulacdo (granzima e perforina) de vesiculas intracelulares por linfocitos,
incluindo células NK (Aktas et al., 2009). O volume final foi ajustado para 200ul, com meio
R10. Em seguida, as placas foram mantidas a 37°C, por 1h, em atmosfera de 5% CO..

ApOs este periodo de incubagdo, foram adicionados 0,5ul de brefeldina A (BD
GolgiPlug; BD Biosciences, EUA) e 0,5ul de monensina (Golgi-Stop; BD Biosciences, EUA)
Nnos pogos correspondentes, seguindo-se de nova incubacdo por mais 5 h, a 37°C, em 5% de
CO.. A adicdo de monensina tem como objetivo inibir o transporte de proteinas do reticulo
citoplasmatico para o complexo de Golgi (Mollenhauer et al., 1990). A brefeldina A tem a
mesma funcdo, porém bloqueia o0 transporte proteico numa etapa anterior a monoensina
(Fujiwara et al.,, 1988). Portanto, ambas permitem o acumulo intracelular de proteinas,
facilitando sua deteccdo em células produtoras com a utilizagdo de marcagéao florescente, na
andlise por citometria de fluxo.

Ap6s a incubacéao total de 6h, a placa foi centrifugada (450g, 5min) e o sobrenadante
descartado por inversao rapida. As células foram ressuspensas em 200ul de tampéo PBS1x e
transferidas para tubos de citometria. Ap6s mais uma lavagem com PBS1x (450g, 5min), deu-
se seguimento a marcacao de antigenos de superficie e intracelulares com Acs marcados com
fluorocromos especificos, segundo o protocolo descrito acima (item 3.9.1).

Para a marcacao de antigenos de superficie foi utilizado o mesmo painel de Acs
utilizado no ensaio na condigéo ex vivo, exceto o Ac NKG2D: anti-CD3 APC H-7 (1:30), anti-
CD16 PE-Cy7 (1:40), anti-CD56 BV421 (1:20) e o marcador de viabilidade celular LIVE/DEAD
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(1:100; LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Stain, Invitrogen, EUA). Para a marcacéo de IFN-y e IL-10
(intracelulares) foram utilizados os mesmos Acs, previamente descritos para a condicdo ex
vivo (IFN-y APC e IL-10 PE). A marcacdo para CD107a ocorrera previamente, com a adi¢cdo
do Ac anti- CD107a FITC na primeira hora de incubacéo da cocultura.

Como controle negativo para as fluorescéncias dos Acs IL-10 e IFN-y, e para CD107a
(como parte da cocultura), foi utilizada a estratégia Fluorescence Minus One (FMO), onde
foram colocados todos os Acs monoclonais do painel do experimento, exceto para um desses
Acs, conferindo seus respectivos controles (Roederer, 2001).

Apés a andlise das condicdes eletrbnicas e O6pticas do equipamento, e da
compensacao dos lasers (ja descritos no item 3.9.1), foi realizada a aquisicdo das células da
cocultura (PBMC + K562) (minimo de 2 x 10° células, em all cells) com base nos parametros
FSC-A e SSC-A. A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o programa FlowJo v.10. A

estratégia de andlise esta apresentada na Figura 10.
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Figura 10. Estratégia de andlise para determinac¢ao das subpopulacfes de células NK circulantes,
com expressdo de CD107a, IFN-y e IL-10, em mulheres com endometriose e controles. A)
dispersao frontal (tamanho) (FSC-A, Forward Scatter Area) e dispersdo lateral (granularidade) (SSC-A,
Sider Scatter Area) para determinagdo da regido de linfocitos; B) determinacéo de viabilidade celular —
selecdo de células vivas; C) selecdo de células CD3- (exclusdo de CD3+); D) identificacdo de
subpopulagées de células NK totais, que incluem as subpopulagdes CD569™CD16*, CD569™CD16",
CD56”"9"CD16*, CD56”"9"CD16°, CD56'CD16*; E) identificacdo de subpopulacdes CD569™ e
CD56"9": F) identificacdo de subpopulacbes CD569™ e CD56"9" na presenca ou auséncia da
molécula CD16 (CD56%™CD16*, CD56%™CD16°, CD56”"9"CD16*, CD56"9"CD167); G) expressdo de
CD107a, a partir das subpopulacdes identificadas nos itens E e F; H) expressao de IFN-y, a partir das

subpopulagdes identificadas nos itens E e F; 1) expressdo de IL-10, a partir das subpopulactes
identificadas nos itens E e F.

3.10 Avaliagédo da atividade citotoxica de células NK

A capacidade citotoxica de células NK de mulheres com EDT (n=21) e de mulheres
saudaveis do grupo CTR (n=20) foi avaliada apos cocultura de PBMC (fonte de células NK
efetoras, E) com células alvo (A) K562 e com células K562 bloqueadas para a proteina MICA

(K562BLOQ). O bloqueio para MICA no ensaio teve como objetivo representar a presenca de
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MICA solavel, descrito como com envolvimento na diminuicdo da atividade citolitica de células
NK e T citotdéxicas (Boukouaci et al., 2013; Groh et al., 2002). A analise foi realizada por
citometria de fluxo, avaliando-se a frequéncia (%) de morte das células alvo, K562.

Inicialmente, as células K562 foram marcadas com o corante fluorescente éster
succinimidilico da carboxifluoresceina, CFSE (K562*CFSE), com o0 objetivo de discrimina-las
das PBMCs, na cocultura. Ap6s a marcacdo com CFSE, parte das células foi também
bloqueada para a molécula MICA, conforme descrito no item 3.9.2.1

3.10.1 Marcacédo das células K562 com CFSE

Foram marcadas com CFSE, 2x10° células K562 vivas, para cada ensaio com paciente
(EDT ou CTR). As células K562 que estavam sendo mantidas em cultura (8-10 dias) foram
recuperadas em tubos plasticos de 15mL e lavadas por centrifugacdo com meio RPMI sem
soro (450g, 8min). Apdés o descarte total do sobrenadante, as células K562 foram
ressuspensas em 10mL de PBS 1x, e novamente lavadas (450g, 5min) para a eliminagéo de
gualquer possivel residuo de soro (proteina) contido no meio de cultura R10 e que pudesse
gerar ligacéo inespecifica com CFSE. Em seguida, as células K562 foram ressuspensas em
PBS 1x, contadas e avaliadas quanto a sua viabilidade (Tripan-Blue, 04%), em Camara de
Neubauer.

Para a marcacdo de CFSE, o total de 2x10° células K562 vivas foi dividido em 4 tubos
de 15mL (0,5x10° células cada). Os tubos foram completados para 5mL com PBS1x, e
submetidos a nova centrifugacdo (450g, 8min). O sobrenadante de cada tubo foi
cuidadosamente descartado, seguindo-se com inversdo do tubo sobre papel absorvente, para
descarte total do diluente. Em seguida, foram adicionados 500ul de uma solugdo de CFSE
0,3uM, diretamente sobre no botédo celular, seguindo com incubacéo, por 10min, a 37°C, ao
abrigo da luz, com homogeneizacdo ap6s os primeiros 5min. Apos esta incubacao, foram
adicionados 5mL de meio R10 a suspensdo celular, com o objetivo de parar a reacdo. A
suspenséo celular foi novamente incubada por mais 10min, TA, ao abrigo da luz. Em seguida,
o tubo foi centrifugado (450g, 8min) e as células K562 ressuspensas em meio R10, para
posterior contagem e avaliacdo de viabilidade celular com Tripan-blue 0,4% (Cé&mara de
Neubauer). Somente suspensdes celulares de células K562 com viabilidade acima de 85%

foram utilizadas no ensaio.
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3.10.2 Coculturade PBMC: K562 (E:A) e marcacao para morte celular

As PBMCs de mulheres do grupo EDT e do grupo CTR foram previamente
descongeladas e mantidas por 16-18h, 37°C, 5%CO?, em 4mL de meio R10 (volume final de
4mL) com 1upg/mL de DNase (Sigma Aldrich, EUA) em tubo de 15mL, com inclinagdo de =45°
e tampa afrouxada (obs.: mesmas amostras utilizadas na avaliacdo de células com expressao
de CD107a, IFN-y e IL-10, item 3.9.2.3). Em seguida, as células foram lavadas em meio R10
(g.s.p 15mL, 4509, 8min), contadas (Camara de Neubauer) e avaliadas quanto a sua
viabilidade celular com Tripan-blue 0,4%. Somente as suspensdes de PBMCs com viabilidade
acima de 85% foram utilizadas no ensaio.

As células efetoras (E) PBMCs (fonte de células NK) foram entdo incubadas com
células alvo (A) K562 marcadas com CFSE e também com células marcadas com CFSE e
bloqueadas para MICA, na proporc¢édo 5:1 (E:A) em placa de cultura estéril de 96 pocos, fundo
U (Nunc, EUA), conforme mapa de distribuicdo, previamente preparado para o ensaio. As
células foram cultivadas num volume total de 200ul de meio R10, tendo sido utilizadas 20.000
células-alvo. Como controle positivo de morte celular, foram utilizadas células K562 na
presenca de Tween20 0,1% e, como controle de morte espontanea, foram utilizadas as células
K562 (marcadas com CFSE, com e sem bloqueio para MICA) cultivadas apenas ha presenca
de meio R10. Em cada ensaio, foi também incluido um poco contendo apenas PBMC (1x10°
células), de forma a avaliar a viabilidade celular no final do experimento, com a marcagao do
marcador LIVE/DEAD AmCyan.

ApoOs cultura de 4h, a 37°C, 5% de CO, a placa foi centrifugada (450g, 5min) e as
suspensodes celulares (células da cocultura, células K562 e PBMC sozinhas) foram transferidas
para tubos de citometria de fluxo, previamente identificados. Ap6s lavagem com PBS1x
(400uL) e descarte do sobrenadante, foram adicionados 50ul de uma mistura com marcador
de viabilidade celular LIVE/DEAD (1:100), em PBS1x, diretamente sobre o botéo celular. A
marcagao seguiu o protocolo para marcacao de antigenos de superficie celular (item 3.9.1). As
células K562 (controles, cultivadas somente com meio R10) foram avaliadas quanto a
expressao proteica de MICA, utilizando-se o Ac anti-MICA (FAB 1300, 1:50). O protocolo de
marcacgao, aquisicao e andlise da expressao de MICA em células K562 esta descrito acima, no
item 3.9.2.2

A marcacao de células K562 e K562BLOQ cultivadas sozinhas (sem PBMC) com o
marcador de viabilidade LIVE/DEAD indicou a frequéncia (%) de morte espontanea dessas
células. Quando presente na cocultura com PBMC (do grupo EDT ou CTR), a frequéncia (%)
de morte de células K562 correspondeu a morte especifica na amostra. A atividade citotoxica
de células NK da amostra foi avaliada pela frequéncia (%) de morte de células K562, calculada

pela féormula:
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% K562 mortas na amostra — % morte K562 esponténea
X 100

100 — (% morte K562 esponténea)

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o programa FlowJo v.10 e a estratégia
de andlise para citotoxicidade de células NK contra células K562 (com e sem bloqueio para

MICA) est& apresentada na Figura 11.
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Figura 11. Estratégia de analise para determinacéo da atividade citotéxica de células NK contra
células K562. A) gréafico representativo de todas as células E:A adquiridas (all cells); B) grafico
representativo de células K562 positivas para a marcacdo CSFE (corante fluorescente éster
succinimidilico da carboxifluoresceina); C) gréfico representativo de células K562 positivas para CSFE e
para o marcador de viabilidade celular LIVE/DEAD, indicando células mortas; E: células PBMC efetoras
(fonte de células NK); A: células alvo K562; PBMC: células mononucleares do sangue periférico.

3.11 Anélise estatistica

A andlise da normalidade de distribuicdo dos dados foi realizada pelo teste de Shapiro-
Wilk. As comparacgfes de variaveis continuas e com distribuicdo normal foram realizadas pelo
teste paramétrico Teste t e apresentadas por média e desvio padrdo. As variaveis sem
distribuicdo normal, foram analisadas pelos testes n&o-paramétricos Mann-Whitney ou
Kruskal-Wallis com pés-teste de comparagdo mdltipla de Dunn (quando mais de 2
comparacgfes) e foram apresentadas por medianas com valores de minimo e maximo. A
andlise dos dados das variaveis qualitativas (nominais e ordinais) entre 0s grupos com e sem
endometriose, foram comparadas pelo teste qui-quadrado (x?) ou teste exato de Fisher,
guando aplicavel (n< 5). Para a andlise de correlacdo entre os dados foi utilizado o teste n&o
paramétrico de Spearman.

Para os niveis de sMICA, no soro e no fluido peritoneal, foram criadas curvas ROC
(Receiver Operating Characteristic) para gerar um ponto de corte com melhor sensibilidade e
especificidade que pudesse discriminar as mulheres com EDT, em relagdo as mulheres do

grupo CTR. A acuracia/desempenho do teste € representada pela area sob a curva (AUC,



64

Area Under Curve), uma vez que a mesma leva em consideracdo todos os valores de
sensibilidade e especificidade para cada valor da variavel do teste (SMICA). Quanto maior o
poder do teste em discriminar as mulheres com EDT, das do grupo CTR, mais a curva se
aproxima do canto superior esquerdo, no ponto que representa a sensibilidade e 1 -
especificidade do melhor valor de corte (Lopes et al., 2014). Desta forma, foram considerados
ideais os valores de AUC que se mais se aproximaram de 1, sendo que valores 0,7 < AUC <
0,8 foram considerados como de discriminacéo aceitaveis (Tape, 2015).

Para as analises estatisticas dos dados de sMICA, valores abaixo do limite de detec¢ao
(31,25pg/mL) foram considerados como 30pg/mL.

As analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico GraphPad Prism 6
(GraphPad Programa, Inc., EUA), exceto para a curva ROC, realizada utilizando-se o
programa SPSS (Statistical Package for Social Science), versdo 22. Foram considerados

significantes os valores de p< 0,05.
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Na Tabela 1 estdo apresentadas as caracteristicas clinicas e demograficas das

mulheres do grupo EDT e mulheres do grupo CTR, patrticipantes do presente estudo.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas das mulheres com endometriose e controles.

Variaveis EDT (n=173) CTR (n=86) p
Idade (mediana, min-max) 35 (21-50) 34 (21-50) ns*
Infertilidade 87 (50,3) 0 (0,0 <0,0001
Dismenorreia 161 (93,0) 19 (22,0) <0,0001
Dispareunia de profundidade 123 (71,1) 4(4,7) <0,0001
Dor pélvicacrdnica 84 (48,6) 8(9,3) <0,0001
Alteracao intestinal ciclica 146 (84,4) 7(8,1) <0,0001
Alteracdo urinéria ciclica 57 (32,9) 0(0,0) <0,0001
Fase do ciclo
proliferativa 24 (13,9) 42 (48,8) ns
secretora 44 (25,4) 32 (37,2) ns
desconhecida 36 (20,8) 12 (13,9)
Estadio da EDT
I 24 (13,9) NA
[ 42 (24,3) NA
([ 33(19,1) NA
\Y, 74 (42,7) NA
Tipo de EDT
SUP 13 (7,5) NA
OVA 11 (6,4) NA
PROF 108 (62,4) NA
PROF + OVA 41 (23,7) NA

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle (lagueadura tubaria, n=60 e doencas nao inflamatdrias, n=26, que
incluem: mioma, n=16; mioma na presenga de cisto benigno ovariano, n=3; lise de aderéncias, n=1; laparoscopia
diagnoéstica sem achado clinico, n=6); EVA: escala visual analégica de dor; estadios da endometriose de acordo
com Revised American Society for Reproductive Medicine (rASRM, 1996); I: EDT minima; II: EDT leve; lll: EDT
moderada; IV: EDT grave; SUP: lesdes na superficie do peritbnio; OVA: endometriose ovariana, com ou sem
doenca peritoneal e sem endometriose profunda; PROF: endometriose profunda com ou sem endometriose
peritoneal e sem endometriose ovariana; PROF + OVA: endometriose profunda na presenca de OVA, valores
indicados para os grupos EDT e CTR séo representados pelo nUmero em cada grupo, de acordo com a variavel e
porcentagem correspondente, em parénteses — n (%), exceto para a variavel idade; NA: ndo se aplica; valores de p
determinados pelo teste de qui-quadrado ou exato de Fischer, *valor de p determinado pelo teste de Mann-Whitney.
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4.1 Expressao génica de MICA

A andlise de expressdo do gene MICA (mRNA) foi realizada no endométrio eutopico
das mulheres com EDT (n=24) e de CTRs saudaveis, sem EDT e que foram submetidas a
lagueadura tubéria (n=23). A analise foi realizada por qRT- PCR e o calculo da quantificacéo
relativa pelo método de Pfaffl (Pfaffl, 2001), considerando-se a eficiéncia individual de
amplificacdo de primers para o gene MICA e o0 gene B-actina, como gene enddégeno para
normalizacdo do teste. Os valores médios de Cts das triplicatas testadas referentes a
amplificacdo desses genes, os valores correspondentes de ACt e as caracteristicas clinicas
das mulheres com e sem EDT, estédo apresentados no Anexo VII, Tabela 1.

Na Figura 12 estdo apresentados os valores de 1/ACt nos respectivos endométrios
eutopicos. Tais valores referem-se a diferenca entre as médias de Ct da expressdo do gene
MICA e do gene B-actina. A comparagdo da expressdo génica entre os dois grupos nao
mostrou diferenca significativa (p= 0,3427, teste de Mann-Whitney): EDT, média, 0,094 (+0,01)
e mediana, 0,09 (0,07-0,12, min-max); CTR, média, 0,097 (+0,01) e mediana, 0,1 (0,08-0,13,

min-max).
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Figura 12. Expressdo de mRNA de MICA no endométrio eutopico de mulheres com endometriose
e de controles. Expressdao de mRNA de MICA normalizada pelo gene enddgeno $-actina; valores de
ACt representados como 1/ACt; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; as barras horizontais
representam a mediana; valor de p determinado pelo teste de Mann-Whitney; ns: valor de p néo
significante (p= 0,05); os valores de ACt foram representados por 1/ACt, de forma a indicarem valores
crescentes quanto a expressao génica.

A expressdo do gene MICA também foi avaliada nas diferentes fases do ciclo
menstrual. Sete mulheres do grupo EDT estavam na fase proliferativa (1° ao 14° dia do ciclo),
(7/24, 29,2%), 16 na fase secretora (15° ao 28° dia do ciclo) (16/24, 66,7%) e, para 1 (1/24,
4,1%), ndo foi possivel obter a informagdo. No grupo CTR, 13 mulheres estavam na fase
proliferativa (13/23, 56,5%), 7 na fase secretora (7/23, 30,4) e, em 3 casos (3/23, 13%), néo foi
possivel obter a informacao. Nao foram observadas diferencas nos niveis de expressdo de
MRNA de MICA (1/AC) em endométrio, tanto para o grupo EDT (p= 0,3456) como para o



68

grupo CTR (p= 0,2377), entre as diferentes fases do ciclo menstrual. A comparacdo entre 0s
grupos EDT e CTR, tanto na fase proliferativa como na secretora, também nao mostrou
diferenca da expressdo do gene MICA (EDT: p= 0,7409; CTR: p= 0,0596) (teste de Mann-
Whitney) (Figura 13).
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Figura 13. Expressédo do gene MICA no endométrio eutdpico de mulheres com endometriose e de
controles, nas fases proliferativa e secretora do ciclo menstrual. Prolif: fase proliferativa (1°-14° dia);
Secret: fase secretora (15°- 28° dia); EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; ACt: diferenca
entre a expressao do gene alvo, MICA, e o gene normalizador enddgeno, B-Actina; as barras horizontais
representam a mediana; ns: valor de p nao significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste
de Mann-Whitney.

4.2  Expressdao proteica de MICA

A analise da expressao da proteina MICA foi realizada por imunohistoquimica em 29
mulheres com EDT profunda e em 22 mulheres CTRs saudaveis, provenientes de laqueadura
tubaria, por laparoscopia. No grupo EDT foi realizada pesquisa da proteina MICA em tecido de
endométrio eutodpico e de lesdo de EDT profunda (15 casos de lesdo de retossigméide e 14 de
retrocervical) e, no grupo CTR, no endométrio eutopico.

As analises foram baseadas na intensidade de expresséao e frequéncia de positividade
de marcacdo (%) para a proteina MICA, avaliadas tanto em epitélio glandular como no
estroma. Foi calculado um escore de imunorreatividade (EIR) para ambos (epitélio glandular e
estroma), definido pela multiplicacdo do escore de intensidade de expressdo de MICA pelo

escore de frequéncia da expressao de MICA (descrito em Métodos, item 3.7.1).

4.2.1 Expresséao proteica de MICA no epitélio glandular e estroma

A expressdo de MICA no epitélio glandular e no estroma foi baseada no EIR de MICA
(escore da intensidade x escore da frequéncia) (descrito em Métodos, item 3.7.1). A expressao

no epitélio glandular foi maior que a expressédo no estroma, tanto no endométrio do grupo CTR
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[mediana 2 (1-8, min-max) vs 1 (0-2, min-max); p< 0,0001], como na lesdo profunda de EDT
[mediana 2 (0-8, min-max) vs 0 (0-3, min-max); p<0,0001] e no endométrio eutdpico de
mulheres com EDT [mediana 3 (0-12, min-max) vs 0 (0-3, min-max), p<0,0001] (valores de p
determinados pelo teste de Mann-Whitney) (Figura 14).

Os valores de média e mediana dos escores de imunorreatividade em glandula e
estroma estdo apresentados na Tabela 2. Na Figura 15 estdo exemplos representativos da
expressdo da proteina MICA nos tecidos de lesdo endometrial e de endométrio eutdpico de
mulheres com EDT e do grupo CTR. Os escores de frequéncia e intensidade de expressédo da
proteina MICA em epitélio glandular e estroma, individualizados, para o grupo EDT e CTR, e
dados clinicos estdo no Anexo VIII, Tabela 1.
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Figura 14. Escore de imunorreatividade para expressao proteica de MICA em glandula (epitélio) e
estroma, e representacao da expressdo em endométrio eutépico. A) lesdo profunda de EDT; B)
endomeétrio eutdpico de mulheres com EDT; C) endométrio eutépico de mulheres CTRs saudaveis; EIR:
escore de imunorreatividade, definido pela multiplicacdo do escore de intensidade de expressdo de
MICA pelo escore de frequéncia da expressédo de MICA, as barras horizontais representam a mediana;
linha pontilhada: valor zero para EIR; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; reacdo de
imunohistoquimica; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.



70

Tabela 2. Escore de imunorreatividade para epitélio glandular e estroma da expressdo da
proteina MICA, na leséo profunda de endometriose e no endométrio eutépico de mulheres com
endometriose e controles.

ENDOMETRIOSE CONTROLES
Lesao Endo[‘nétrio Endométrio eutédpico
eutdpico
Cdédigo Tecido EIR EIR EIR EIR Cédigo EIR EIR
EDT Glandula Estroma Glandula Estroma CTR Glandula Estroma
P 86 RC 0 0 0 c43 1 1
P 99 RC 1 0 0 c44 2 1
P 103 RC 2 0 2 C45 2 1
P 104 RC 3 0 12 0 c47 1 1
P105 RC 4 0 2 Cc48 1 1
P 108 RC 6 1 6 1 Cc85 1 1
P 110 RC 2 1 12 2 C51 2 2
P 118 RC 3 1 12 2 Cc57 1 1
P 119 RC 6 2 2 1 Cc79 1 1
P 121 RC 6 3 2 1 C58 2 2
P 124 RC 8 3 6 3 C60 2 2
P 143 RC 1 0 1 0 c61 1 1
P 149 RC 0 0 6 0 c63 2 1
P 187 RC 6 1 1 0 c64 2 1
P 188 RC 1 0 1 0 cs4 2 1
P78 RS 6 2 6 2 c68 1 1
P79 RS 3 1 3 1 cs8o 2 1
P 96 RS 1 0 9 0 Cc71 8 0
P97 RS 2 2 1 0 Cc70 4 0
P 100 RS 1 1 3 0 Cc73 8 0
P 126 RS 0 0 3 0 C75 8 0
P 128 RS 8 3 2 3 C83 4 0
P 139 RS 0 0 2 0 c86 4 0
P 144 RS 3 0 6 0
P 147 RS 1 0 2 1
P 158 RS 2 0 12 0
P 185 RS 1 1 1 1
P 186 RS 1 1 3 1
P 189 RS 4 0 8 0
Média 3,00 0,79 4,66 0,79 2,70 0,87
(DP) (2,45) (1,01) (3,85) (0,98) (2,3) (0,63)
Mediana 2 0 3 0 2,0 1,0
(min-max) (0-8) (0-3) (0-12) (0-3) (1-8) (0-2)

ID: identificagcdo das participantes do estudo; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; RC: lesdo de
endometriose retrocervical (n=15); RS: lesdo de endometriose retossigmoide (n=14); DP: desvio padrdo; min: valor
minimo da mediana; max: valor maximo da mediana; glandula: epitélio glandular; EIR: escore de imunorreatividade
(definido pelo escore de intensidade de expressao de MICA multiplicado pelo escore de frequéncia de expressao de
MICA).
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Figure 15. Exemplos representativos de expressao da proteina MICA, por imunohistoquimica, em
lesdo de retossigmodide e em endométrio eutdpico de mulheres com endometriose e de
controles. A) Endométrio eutépico de mulher controle saudavel, controle negativo da reacdo; B)
Endométrio eutdpico de mulher controle saudavel com marcacédo de MICA em epitélio glandular (EP)
(seta); C) Endométrio eutdpico de mulher com endometriose, controle negativo da reagdo; D)
Endométrio eutdpico de mulher com endometriose com marcacéao de MICA em epitélio glandular (EP) e
estroma (ES) (setas); E) Lesdo de endometriose profunda de retossigmdide, controle negativo da
reacdo; F) Lesdo de endometriose profunda de retossigméide, com marcacdo de MICA em epitélio
glandular (EP) e estroma (ES) (setas); Objetiva 20 x.
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Na comparacao da expressao de MICA entre os diferentes tecidos (EDT e/ou CTR) nédo
observamos diferencas significativas, tanto na glandula como no estroma (teste de Mann-
Whitney) (Figura 16):

EIR glandular (epitélio glandular):

* lesdo vs endométrio eutdpico EDT, p=0,1029

* lesdo vs endométrio CTR, p=0,8925

* endométrio eutdpico EDT vs endométrio eutépico CTR, p=0,0576
EIR estromal:

* lesdo vs endométrio eutdpico EDT, p=0,9829

* lesd@o vs endométrio CTR, p=0,3182

» endométrio eutopico EDT vs endométrio eutdpico CTR, p=0,3795.
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Figura 16. Comparac¢éo dos escores de imunorreatividade (EIR) de expressdo de MICA na leséo
profunda, endométrio eutépico de mulheres dos grupos endometriose e controle. A) EIR
glandular (epitélio); B) EIR estromal; EIR: escore de imunorreatividade, definido pelo escore da
intensidade de expressdo de MICA multiplicado pelo escore de frequéncia de expressao MICA; EDT:
grupo endometriose; CTR: grupo controle; end.: endométrio; lesdo: lesdo profunda de EDT; analise
realizada por imunohistoquimica; as barras horizontais representam a mediana; linha pontilhada: valor
zero para EIR; ns: valor de p néo significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste de Mann-
Whitney.

Tomando-se o epitélio glandular como base de andlise, foi observado que 93,1%
(27/29) das mulheres com EDT tiveram positividade em lesé&o (endométrio ectépico) e 96,55%
(28/29) em endométrio eutdpico. Todos 0s casos positivos para expressao de MICA na lesdo
foram também positivos no endométrio eutépico, pareado. Apesar de EIRs mais baixos (ndo
significantes), 100% das mulheres do grupo CTR (23/23) apresentaram alguma positividade no
epitélio glandular do endométrio eutdpico.

Os escores de imunorreatividade em epitélio glandular foram também avaliados em
relagdo ao nivel de expressdo, “alto” ou “baixo”, tomando-se como base a mediana de
expressdo do grupo CTR (mediana= 2,0). Assim, consideramos escores < 2,0, como baixa

expressao e, > 2,0, como alta expressdo. Do total de 27 casos positivos na EDT para
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expressao de MICA na lesédo, 13 (48%) foram considerados como de alta expressédo e 14
(52%) como de baixa expressao. No endométrio eutdpico das mulheres do grupo EDT, do total
de 28 casos positivos, 17 (61%) tiveram alta expresséo e 11 (39%), baixa expresséo de MICA.
No endométrio eutépico das mulheres do grupo CTR, apesar de todos serem positivos para
expressdo de MICA (n= 23), somente 6 (26%) tiveram alta expressdo. Assim sendo, a
frequéncia de expressdo proteica de MICA considerada “alta” no endométrio eutdpico de
mulheres do grupo EDT foi maior do que a frequéncia de expressao “alta’” no endométrio do
grupo CTR (p= 0,0134, teste de qui-quadrado). No entanto, ndo foram observadas diferencas
para as frequéncias de “alta” ou “baixa” expressdo de MICA entre a lesdo e endométrio
eutépico de mulheres com EDT (p= 0,3495) e endométrio CTR (p= 0,1092) (teste de qui-
guadrado) (Figura 17).
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Figura 17. Porcentagem de casos positivos com baixa ou alta expresséo proteica de MICA no
epitélio glandular, de acordo com o0s escores de imunorreatividade (EIR). Reacdo de
imunohistoquimica; expresséo proteica de MICA baseada na mediana do EIR do grupo controle (baixa,
< 2; alta, > 2); andlise em casos considerados positivos para expressao no epitélio (lesédo profunda de
EDT, n=27; endométrio eutépico de mulheres com EDT, n=28; endométrio eutdpico de mulheres CTR,
n=23); EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; EIR: escore de imunorreatividade, definido pelo
escore da intensidade de expressdo de MICA multiplicado pelo escore de frequéncia de expressdo
MICA,; valor de p determinado pelo teste de qui-quadrado.

4.2.2 Expressao proteica de MICA em relagao a fase do ciclo menstrual

Do total de 29 mulheres do grupo EDT estudadas para a expressao proteica de MICA,
13 (45%) estavam na fase proliferativa (estrogénica) do ciclo menstrual e 16 (55%) na fase
secretora (progestacional). No grupo CTR, 16/23 (70%) estavam na fase proliferativa e 7/23
(30%) na fase secretora.

Comparamos a expressao de MICA, tanto no epitélio glandular como no estroma, nos
diferentes tecidos dos grupos de estudo (lesdo profunda e endométrio eutdpico de mulheres
do grupo EDT e endométrio de mulheres do grupo CTR). N&o observamos diferenca na

expressdo de MICA tanto no epitélio glandular como no estroma (p> 0,05, teste de Mann-
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Whitney) nem na EDT (lesdo vs endométrio eutopico) nem entre EDT e CTRs (lesdo ou
endométrio eutdpico de mulheres com EDT vs endométrio eutdpico de mulheres CTRS)
(Figura 18). A estatistica descritiva (média e mediana) dos escores representativos no epitélio
glandular e estroma dos grupos EDT e CTR, esta apresentada no Anexo VIII, Tabela 2A.
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Figura 18. Escores de imunorreatividade de expressado proteica de MICA no epitélio glandular e
estroma na lesdo profunda e endométrio eutépico de mulheres do grupo endometriose e no
endométrio eutépico de mulheres do grupo controle, nas fases proliferativa e secretora do ciclo
menstrual. A) EIR de expressdo de MICA no epitélio glandular, na fase proliferativa; B) EIR de
expressdo de MICA no epitélio glandular, na fase secretora; C) EIR de expressédo de MICA no estroma,
na fase proliferativa; D) EIR de expressdo de MICA no estroma, na fase secretora; EDT: grupo
endometriose; CTR: grupo controle; EIR: escore de imunorreatividade, definido pelo escore intensidade
de expressao proteica de MICA multiplicado pelo escore de frequéncia de expressdo MICA; as barras
horizontais representam a mediana; fase proliferativa: 1°— 14° dia do ciclo; fase secretora: 15° — 30° dia
do ciclo; andlise realizada por imunohistoquimica; linha pontilhada: valor de zero para EIR; ns: valor de p
néo significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

Na comparacdo da expressdo de MICA nos tecidos entre as fases do ciclo,
considerando o epitélio glandular e o estroma, observamos diferencas significantes apenas

para o grupo CTR (Figura 19). Encontramos maior expressao de MICA no epitélio glandular
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do endomeétrio eutopico do grupo CTR, na fase secretora do ciclo (p= 0,0043). No entanto,
no estroma do endométrio eutépico de CTR, observamos maior expressédo de MICA na
fase proliferativa do ciclo (p= 0,0074) (valores de p determinados pelo teste de Mann-
Whitney). A estatistica descritiva dos escores representativos nas fases do ciclo menstrual
esta apresentada em Anexo VIII, Tabela 2B.
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Figura 19. Comparacédo da expressdo de MICA entre as fases proliferativa e secretora do ciclo
menstrual, na lesdo de endometriose profunda e nos endométrios eutépicos de mulheres com
endometriose e de controles. A) expressdo de MICA no epitélio glandular; B) expressao de MICA no
estroma; CTR: grupo controle; PROL.: fase proliferativa (1° - 14° dia do ciclo); SECR: fase secretora (15°
- 30° dia do ciclo); EIR: escore de imunorreatividade, definido pelo escore intensidade de expressao
proteica de MICA multiplicado pelo escore de frequéncia de expressdo MICA; as barras horizontais
representam a mediana; linha pontilhada: valor zero para EIR; analise realizada por imunohistoquimica;
ns: valor de p ndo significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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4.2.3 Expressao proteica de MICA em relacdo aos estadios da endometriose

A expressdo de MICA na lesdo profunda e no endométrio eutépico de mulheres com
EDT, considerando o epitélio glandular e estroma ndo mostrou perfil diferencial entre os
estadios iniciais (I/ll) e os avancados da doenca (lll/1V), e desses, em relacdo ao grupo CTR
(p> 0,05, teste Mann-Whitney) (Figura 20). A estatistica descritiva total (epitélio glandular e
estroma) dos escores representativos dos estadios da doenga estéd apresentada no Anexo VIII,
Tabela 2C.
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Figura 20. Escore de imunorreatividade para a expressao da proteina MICA na lesado profunda e
no endométrio eutépico de mulheres com EDT em estadios iniciais e avancados da
endometriose, e no endométrio eutépico do grupo CTR. A) EIR para MICA no epitélio glandular; B)
EIR para MICA no estroma; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; | / 1I: estadios iniciais da
endometriose; Il / 1V: estaddios avancados da endometriose de acordo com a rASRM; EIR: escore de
imunorreatividade, definido pelo escore intensidade de expressado proteica de MICA multiplicado pelo
escore de frequéncia de expressdo MICA,; andlise realizada por reacdo de imunohistoquimica; ns: valor
de p néo significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

4.2.4 Expressao proteica de MICA na lesdo profunda de retossigmaéide e retrocervical

A expressdao de MICA nédo teve perfil diferencial entre as lesbes profundas de
retossigmoéide (n=15) e retrocervical (n=14), tanto no epitélio glandular como no estroma,
(epitélio glandular: EDT retossigmoide vs retrocervical, p= 0,2760; estroma: EDT retossigmoide
vs retrocervical, p= 0,9578 (Figura 21). A estatistica descritiva total (média e mediana) dos
escores representativos, de acordo com a localizacdo da doenca profunda, est4 apresentada
no Anexo VIII, Tabela 2D.

Considerando o todos os dados de expressédo proteica de MICA nos grupos EDT e
CTR, incluindo os parametros fase do ciclo menstrual, estadios e tipo de lesdo profunda,
podemos resumir que a expressao proteica de MICA foi maior no epitélio glandular, em ambos
0S grupos, tanto no endométrio eutépico (EDT e CTR) como na leséo profunda de EDT. No
entanto, as principais diferencas entre os grupos foram: i) maior frequéncia de alta expressao

de MICA em epitélio glandular do endométrio eutdpico do grupo EDT; ii) maior expressao de



77

MICA no epitélio glandular do endométrio de mulheres do grupo CTR, na fase secretora do
ciclo menstrual; iii) maior expressédo de MICA no estroma do endométrio de mulheres do grupo
CTR, na fase proliferativa do ciclo menstrual; essas diferencas (ii e iii) sdo perdidas no grupo
EDT.
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Figura 21. Escore de imunorreatividade para a expressédo da proteina MICA em lesBes profundas
de endometriose retossigmoéide e retrocervical. A) epitélio glandular; B) estroma; EIR: escore de
imunorreatividade, definido pelo escore de intensidade de expressdo MICA multiplicado pelo escore de
frequéncia de expressdo MICA; anadlise realizada por imunohistoquimica; as barras horizontais
representam a mediana do EIS; ns: valor de p néo significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo
teste de Mann-Whitney.

4.3 Pesquisa de MICA solavel

A pesquisa de MICA soluvel (sMICA) foi realizada por ELISA, no soro e no FP, de 161
mulheres com EDT (média etaria de 34,85 anos * 6,29) e de 76 mulheres CTRs saudaveis
(média etaria de 35,48 anos * 6,73). O grupo CTR foi composto de 50 mulheres submetidas a
laparoscopia para laqueadura tubaria (LAQ) e por 26 mulheres submetidas a
videolaparoscopia, por presenca de doenca ginecolégica ndo inflamatéria (DNI) ou para
laparoscopia diagnéstica (descrito no item 3.1), mas sem EDT. Para as analises estatisticas,
os valores abaixo do limite de detecc¢éo (31,25pg/mL), foram uniformizados como 30pg/mL e,
descritos, ao longo dos resultados, como < 31,25pg/mL.

Com o objetivo de avaliar a homogeneidade do grupo CTR, foi realizada, inicialmente,
uma analise estatistica entre os dois “subgrupos” de CTRs (LAQ e DNI), ndo tendo sido
observadas diferengas entre os mesmos (soro e FP, p= 0,05, Teste de Mann Whitney),
confirmando tratar-se de um grupo CTR homogéneo e valido considera-lo conjuntamente para

0 presente estudo (Anexo IX, Figura 1).
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4.3.1 Niveis de sMICA no soro e fluido peritoneal em mulheres com endometriose e

controles

Os niveis de sMICA identificados nas mulheres com EDT foram maiores no FP
(mediana 60, 30—-893 min-max) em comparac¢do aos niveis séricos (mediana < 31,25; < 31,25-
55 min-max; p< 0,0001). Esta mesma diferenca foi observada no grupo CTR (FP, mediana <3
1,25, <3 1,25-239 min-max; soro, mediana < 31,25, < 31,25-82 min-max, p< 0,0001) (valores
de p determinados pelo teste de Mann-Whitney) (Figura 22 e Tabela 3).

A) EDT (n=161) B) CTR (n=76)
p< 0,0001 4007
10007 ° ~ 3004 p< 0,0001
4 —
3 Cano® S Al
] ] A
E 500 ...:.0... S 2007 A
> 2501 ° e’ 21507
2 1507 e® G e® AsA
Soooget®® <
< ®e0® %o’ 00 G 1001 Aah 4
© 100 @9 ) — A AA
s oo = Ad, L aAAA
31,251 31,257
0 r r 0 T T
Soro FP Soro FP

Figura 22. Distribuicdo dos niveis de sMICA (pg/mL) no soro e fluido peritoneal (FP) de mulheres
com endometriose (EDT) e controles (CTR). A) niveis de sSMICA em mulheres com EDT; B) niveis de
SMICA em mulheres CTR; ensaio realizado por ELISA; a linha tracejada representa o limite inferior de
deteccdo do teste (31,25pg/mL); as barras horizontais representam a mediana; valores de p
determinados pelo teste Mann—Whitney.

Tabela 3. Niveis de MICA solavel no soro e no fluido peritoneal de mulheres com
endometriose e de controles.

sSMICA (pg/mL)

Média (£DP) Mediana (min-max) p
CTR (n=76)
Soro <31,25 (+6,36) <31,25 (<31,25-82,0) <0.0001
FP 52,48 (+44,79) <31,25 (<31,25-239,0) '
EDT (n=161)
Soro 46,56 (+23,86) <31,25 (<31,25-155,0) <0.0001
FP 120,50 (£149,40) 60 (<31,25-893,0) ’

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; sSMICA: MICA soluvel; FP: fluido peritoneal; DP: desvio padréo;
min: valor minimo da mediana; max: valor maximo da mediana; n: numero de amostras analisadas em cada
grupo; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

Foi observada correlagéo positiva entre os niveis de sMICA, no soro e no FP, em
ambos os grupos (EDT, r= 0,5, p< 0,0001; CTR, r= 0,3, p= 0,004; teste de correlacéo de
Spearman) (Figura 23).
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Figura 23. Andlise de correlacéo entre os niveis de sMICA no soro e no fluido peritoneal (FP), em
mulheres com endometriose (EDT) e controles (CTR). A) mulheres com EDT; B) mulheres CTRs;
ensaio realizado por ELISA; o limite minimo de deteccdo do teste foi de 31,25pg/mL; valores der e p
determinados pelo teste de correlacdo de Spearman.

Os niveis de sMICA foram maiores na EDT do que no grupo CTR, tanto no soro (p=
0,0004) como no FP (p< 0,0001) (Teste de Mann-Whitney) (Figura 24).
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Figura 24. Distribuicdo dos niveis de MICA soluvel no soro e no fluido peritoneal de mulheres
com endometriose e de controles. EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; sMICA: MICA
soluvel; A) niveis de sMICA no soro; B) niveis de sMICA no fluido peritoneal; ensaio realizado por
ELISA; a linha tracejada representa o limite minimo de deteccdo do teste (31,25pg/mL); as barras
horizontais representam a mediana; valores de p determinados pelo teste Mann-Whitney.

4.3.2 Niveis de sMICA nos diferentes estadios da endometriose

Os niveis de sMICA, no soro e FP, foram comparados entre mulheres em estadios
iniciais (I/1l, n=64) e avancgados (Ill/IV, n=97) da EDT, e desses em relacdo ao grupo CTR
(n=76).

Andlise geral entre os 3 grupos (CTR, EDT I/ll e EDT 1lIl/IV) mostrou diferengas nos
niveis de sMICA entre eles, tanto no soro (p= 0,0006) como no FP (p< 0,0001) (teste de
Kruskal-Wallis). Na andlise comparativa entre 2 grupos, ndo houve diferenca nos niveis de

sMICA entre estadios iniciais e avancados da doenca (p= 0,05) (Figura 25) (soro e FP). Porém,
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tanto mulheres em estadios iniciais como em estadios avancados apresentaram niveis de
sMICA maiores do que CTRs saudaveis (soro e FP) (EDT inicial vs CTR: soro, p= 0,0114; FP,
p= 0,0052) (EDT avancada vs CTR: soro, p= 0,0001; FP, p< 0,0001) (teste de Mann-Whitney)
(Figura 25). Valores de meédia e mediana dos grupos analisados estéo apresentados no Anexo
IX, Tabela 1.
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Figura 25. Comparacédo dos niveis MICA soluvel entre mulheres em estadios iniciais (I/1l) e
avancados (lll/IlV) da endometriose e controles, no soro e no fluido peritoneal. A) niveis de sMICA
no soro; B) niveis de sMICA no FP; ensaio realizado por ELISA; sMICA: MICA solavel; CTR: grupo
controle; FP: fluido peritoneal; linha tracejada: limite inferior de deteccéo do teste (31,25pg/mL); estadios
de acordo com a rASRM; as barras horizontais representam a mediana; valores de p determinados pelo
teste de Mann-Whitney; ns: ndo significante.

A comparacdo dos niveis de sMICA entre os quatro diferentes estadios da EDT (,
n=24; I, n=40; 1ll, n=34; IV, n=63) e o grupo CTR também mostrou diferenca significativa, tanto
no soro como no FP (p = 0,0004 e p < 0,0001, respectivamente; Teste de Kruskal-Wallis). No
entanto, observamos que mulheres em estadios Il, lll e IV mostraram niveis mais elevados de
SMICA (soro e FP), em relacdo ao grupo CTR (p< 0,05) (Figura 26) e mulheres em estadio
inicial minimo (1) tiveram niveis de sMICA sem diferenca estatistica em relacdo aqueles do
grupo CTR (soro e FP; p= 0,05) (Figura 26) (teste de Mann-Whitney).
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Figura 26. Niveis de MICA soluvel, no soro e no fluido peritoneal, de mulheres com endometriose
em diferentes estadios da endometriose e em controles. A) niveis de sMICA no soro; B) niveis de
sMICA no fluido peritoneal; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; sMICA: MICA solavel; I
EDT inicial, minima; Il, EDT inicial, leve; Ill: EDT avancada, moderada; IV: EDT avancada, grave -
estadios de acordo com a rASRM; ensaio realizado por ELISA; linha tracejada: limite inferior de
deteccdo do teste (31,25pg/mL), as barras horizontais representam a mediana; valores de p
determinados pelo teste de Mann-Whitney.

4.3.3 Niveis de sMICA nas diferentes fases do ciclo menstrual

No grupo EDT, 62 mulheres estavam na fase proliferativa e 99 na secretora do ciclo
menstrual. No grupo CTR, 37 mulheres estavam em fase proliferativa e 29 na secretora; para
10 mulheres néo foi possivel obter a informagéo.

No grupo CTR, foram observados niveis de sMICA maiores no soro, na fase
secretora (progestacional) do ciclo, em relacao a fase proliferativa (p= 0,0389). No FP, nao
foram observadas diferencas entre as diferentes fases do ciclo menstrual (p= 0,4522)
(Figura 27). Os valores de p foram determinados pelo teste de Mann-Whitney.

No grupo EDT, ndo foram observadas diferencas nos niveis de sMICA entre as
diferentes fases do ciclo menstrual, tanto no soro (p= 0,7472) como no FP (p= 0,4053),
sendo mantidos os maiores niveis no FP (Figura 27).

Na andlise comparativa dos niveis de sMICA entre 0s grupos, observamos os maiores
niveis de sMICA no FP do grupo EDT, independentemente da fase do ciclo (Proliferativa: FP,
EDT vs CTR, p= 0,0278; Secretora: FP, EDT vs CTR, p= 0,0003). No entanto, no soro, 0s
maiores niveis de sMICA, em relacdo ao grupo CTR ocorreu na fase proliferativa (estrogénica)
do ciclo, (Proliferativa: soro, EDT vs CTR, p= 0,0012; Secretora: Soro, EDT vs CTR, p=
0,1056, ns) (Figura 28) (teste de Mann-Whitney).
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Figura 27. Distribuicdo dos niveis de MICA soluvel, no soro e fluido peritoneal (FP) de mulheres
com endometriose e de controles, nas diferentes fases do ciclo menstrual. A) niveis de sMICA em
mulheres com EDT; B) niveis de sMICA no grupo CTR; fase proliferativa: 1°— 14° dia do ciclo; fase
secretora: 15° — 30° dia do ciclo; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; analise realizada por
ELISA,; a linha tracejada indica o limite inferior de detec¢éo do teste (31,25pg/mL); as barras horizontais
representam as medianas; ns: valor de p nao significante (p= 0,05); valor de p determinado teste de
Mann-Whitney.
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Figura 28. Distribuicdo dos niveis de sMICA (pg/mL), no soro e no fluido peritoneal, de mulheres
com endometriose e de controles saudaveis, nas fases proliferativa e secretora do ciclo
menstrual. A) e B) niveis de sMICA na fase proliferativa do ciclo, no soro e FP, respectivamente; C) e
D) niveis de sMICA na fase secretora do ciclo, no soro e FP, respectivamente; fase proliferativa: 1°- 14°
dia do ciclo; fase secretora: 15° - 30° dia do ciclo; ensaio realizado por ELISA; sMICA: MICA soluvel, FP,
fluido peritoneal;, EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; a linha tracejada indica o limite de
deteccdo do teste (31,25pg/mL); as barras horizontais representam as mediana; ns: valor de p nao
significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste de Mann—-Whitney.



83

4.3.4 Niveis de sMICA em relacéo aos tipos de endometriose

Os niveis de sMICA (soro e FP) foram analisados de acordo com os tipos de
endometriose. Com base nesse parametro, as mulheres foram agrupadas em: EDT peritoneal
sem outros locais de acometimento (SUP, n=13), EDT ovariana, com ou sem doenca
peritoneal e sem EDT profunda (OVA, n=11), EDT profunda, com ou sem doenca peritoneal e
sem doenca ovariana (PROF, n=99) e PROF na presenca de OVA (PROF + OVA, n=38).

Na comparagdo entre o grupo EDT e o grupo CTR, foram observadas diversas
diferencas nos niveis de sMICA, tanto no soro como no FP (Figura 29). Os valores de p foram
determinados pelo teste de Mann—Whitney.

Soro: maiores niveis em: OVA (p= 0,0041), PROF (p= 0,0033) e PROF +OVA (p< 0,0001),
comparativamente ao grupo CTR

EP:  maiores niveis em: OVA (p= 0,0223), PROF (p= 0,0004) e PROF +OVA (p< 0,0001),
comparativamente ao grupo CTR

Destacamos que 0s niveis mais elevados foram observados na presenca de doenca
profunda (PROF e PROF+OVA). No entanto, devemos considerar que a presenca de doenga
profunda foi mais frequente do que as demais formas e, a maior parte das mulheres (97/161,
60,2%) apresentava estadio mais grave da doenca (l1l/1V), onde ocorreu maior frequéncia de
doenca profunda, conforme apresentado na Tabela 4. Nao foi observada diferenca entre os
niveis de sMICA (soro e FP) entre mulheres com doenca SUP e mulheres do grupo CTR
(p=0,05) (Figura 29).

Tabela 4. Distribuicdo das lesbes de endometriose segundo o0s tipos e estadios da
endometriose

Estadios

1/l n/iv
Tipos EDT n (%) n (%)
SUP 13 (8,1) NA
OVA 0 (0,0) 11 (6,8)
PROF 50 (31,1) 49 (30,4)
PROF+OVA 1(0,6) 37 (23,0)
Total 64 (39,8) 97 (60,2)

EDT: endometriose; SUP: lesdo superficial; OVA: EDT ovariana, com ou sem doenca peritoneal e sem EDT
profunda; PROF: EDT profunda com ou sem EDT peritoneal e sem EDT ovariana; OVA+PROF: PROF na
presenca de OVA; NA: ndo se aplica devido a auséncia de casos nesta condicao; l/ll: estadios iniciais
(minimo/leve) da endometriose; III/IV: estadios avancados (moderado/grave) da endometriose, de acordo
com a rASRM; n: nimero de amostras analisadas em cada grupo.
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Figura 29. Distribuicdo dos niveis de sMICA (pg/mL) no soro e no FP de mulheres com
endometriose de acordo com o local de acometimento da doenca, e no grupo controle. EDT:
grupo endometriose; CTR: grupo controle; SUP: EDT superficial, OVA: EDT ovariana; PROF. EDT
profunda; PROF+OVA: EDT profunda na presenca de EDT ovariana; ensaio realizado por ELISA; a
linha tracejada indica o limite inferior de deteccdo do teste (31,25pg/mL); as barras horizontais
representam as medianas; ns: valor de p nado significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo
teste de Mann—Whitney.

Os valores das concentragbes de sMICA (soro e FP) e os dados clinicos
individualizados de ambos os grupos estudados estdo apresentados no Anexo IX, Tabela 2.
No Anexo IX, Tabela 3, estdo apresentadas as concentragdes (média e mediana) de sMICA no
soro e fluido peritoneal, de acordo com a fase do ciclo menstrual (3A), estadio e tipos de

endometriose (3B).
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4.3.5 Niveis de sMICA e expressao génica de MICA

Analisamos a ocorréncia, ou ndo, de correlagao entre os niveis de sMICA (soro e FP) e
a expressao do gene MICA. No grupo EDT, das 24 mulheres avaliadas para expresséo de
MRNA de MICA (Resultados, Item 4.2), 16 também foram avaliadas para os niveis de sSMICA
No grupo CTR, 14/23 foram avaliadas também para os niveis de sMICA (soro e FP). No
entanto, em ambos 0s grupos ndo observamos correlacdo (p= 0,05, teste de correlagdo de
Spearman) (Figura 30). A andlise da expressdo do gene MICA em relacdo aos estadios da
doenca nao foi realizada, pois a maior parte de mulheres (23/24, 95,8%) estava em estadio

avancado da doenca (Il e IV).
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Figura 30. Analises de correlagédo entre os valores de 1/ACt para mRNA de MICA no endométrio
eutdpico de mulheres com endometriose e de controles, e os niveis de MICA soluvel. A) 1/ACt no
endométrio EDT vs sMICA no soro; B) 1/ACt no endométrio EDT vs sMICA no FP; C)1/ACt no
endométrio CTR vs sMICA no soro; D) 1/ACt no endométrio CTR vs sMICA no FP; EDT: grupo
endometriose; CTR: grupo controle; FP: fluido peritoneal; sMICA: MICA solavel; niveis de sMICA
determinados por ELISA; ACt: diferenca entre a expressédo do gene alvo, MICA, e o gene normalizador
enddgeno, B-Actina; ns: valor de p nao significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste de
correlacdo de Spearman.
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4.3.6 Andlise de correlacado entre os niveis de sMICA e a expressao de MICA in situ

A andlise de correlacdo entre a expressao proteica in-situ de MICA (lesdo e endométrio
eutopico do grupo EDT, e endométrio eutdpico do grupo CTR) e os niveis de sMICA (soro e
FP) foi realizada em 23 mulheres do grupo EDT e em 17 mulheres do grupo CTR,
considerando-se os EIRs em glandula e estroma. Nao foi observada correlagéo entre os niveis
de sMICA, tanto do soro, como do FP, e a expressao proteica in-situ de MICA na les&o e no
endométrio eutdpico de mulheres com EDT, tanto em glandula como em estroma. No entanto,
foi observada correlagédo positiva entre os niveis de sMICA no soro de mulheres CTR e a
expressao de MICA no epitélio glandular (r= 0,7, p= 0,0063; teste de correlacdo de Spearman)
(Figura 31). N&o foi observada correlagdo entre sMICA no FP e expressdo de MICA em
epitélio glandular, nem entre os niveis de sMICA, tanto do soro, como do FP, e a expressao
proteica in-situ de MICA no estroma. Na Figura 31 estdo apresentados alguns exemplos de

andlise de correlacdo (andlise de correlacdo de Spearman).
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Figura 31. Andlise de correlacdo entre os niveis de sMICA, no soro e no fluido peritoneal, e a
expressado proteica in situ de MICA em epitélio glandular. A), C) e E) niveis sSMICA no soro e EIR
MICA; B) D) e F) niveis sMICA no fluido peritoneal (FP) e EIS MICA; niveis de sMICA avaliados por
ensaio de ELISA; andlise de expresséo in situ da proteina MICA realizada por imunohistoquimica; EIR:
escore de imunorreatividade, definido pelo escore de intensidade de expressdo MICA multiplicado pelo
escore de frequéncia de expressao MICA; sMICA: MICA soluvel; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo
controle, valores de r e p determinados pelo teste de correlacdo de Spearman.
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4.3.7 Pesquisa de nivel de sMICA como potencial pardmetro preditivo para a

endometriose.

A andlise da curva ROC (do inglés, Receiver Operating Characteristic Curve) foi
realizada com objetivo de identificar a sensibilidade e especificidade dos niveis de sMICA, no
soro e no fluido peritoneal, de forma a identificar um possivel valor de corte para discriminar
mulheres com EDT e mulheres CTRs, sem a doenga (capacidade preditiva).

De forma geral, os valores da AUC sdao interpretados como: excelente (> 0,9), bom
(0,8-0,9), fraco (0,7-0,80), pobre (0,6-0,7) e ndo discriminatério (0,5-0,6) (Tape, 2015).

Criamos curvas ROC para niveis de sMICA no soro e FP, para os subgrupos: 1) grupo
total de mulheres com EDT, 2) mulheres com EDT inicial (I/1) e avangada (l11/1V), 3) mulheres
com EDT em estadios de | a IV.

No grupo total de mulheres com EDT, néo foram encontrados valores que pudessem
discriminar, adequadamente, doentes e ndao doentes, nem no soro nem FP. No soro, a AUC foi
de 0,604 (IC 95%, 0,53-0,68) e para o FP de 0,660 (IC 95%, 0,59-0,73). A analise da curva
ROC para estadios iniciais (I/1l) e avancados (Ill/IV) também n&o indicou valores de AUC
discriminatérios para mulheres com EDT [estadios iniciais, soro: AUC de 0,578 (IC 95%, 0,48-
0,68); FP: AUC 0,619 (IC 95%, 0,52-0,71); estadios avancados, soro: AUC de 0,623 (IC 95%,
0,54-0,71); FP: AUC de 0,684 (IC 95%, 0,61-0,76)].

Na avaliagdo da curva ROC para niveis de sMICA no FP, apenas em mulheres com
EDT em estadio IV, o mais grave da doenga, observamos valor discriminatorio fraco de nivel
de sMICA. O valor de corte para niveis de sMICA no FP foi de 40pg/mL, com 67% de
sensibilidade e 67% especificidade (33% de casos falso positivos), e uma AUC de 0,704 (IC
95%, 0,61-0,79). Para sMICA no soro, no estadio IV, tivemos: valor de corte= 34,8pg/mL,
sensibilidade= 33% e especificidade= 95% (5% de falsos positivos), AUC: 0,638 (IC 95%: 0,54-
0,73). Os valores de corte, AUC, sensibilidade e especificidade de todos os subgrupos
analisados (total de mulheres com EDT, estadios iniciais e avangados, e estadios | a IV da
EDT e a representacdo grafica das curvas ROC para niveis de sMICA no soro e no FP de
mulheres com EDT em estadio IV estdo apresentados no Anexo IX (Tabela 4 e Figura 2,

respectivamente).

4.4  Células NK e subpopulagcfes: analises quantitativas e funcionais

Com o objetivo de avaliar a atividade efetora de células NK na EDT, quantificamos as
subpopulacdes de células NK e expressao do receptor NKG2D e das moléculas IFN-y e IL-10.
Analisamos também a expressdo de moléculas envolvidas na ativacdo de células NK,

CD107a, IFN-y e IL-10, frente ao estimulo com as células K562 e células K562 células
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bloqueadas para a proteina MICA (K562BLOQ), em células NK totais e suas subpopulacoes,

bem como a capacidade citotoxica de células NK, frente aos mesmos estimulos.

4.4.1 Andlise quantitativa das subpopula¢cdes de células NK e expressdo de NKG2D,
IFN-y e IL-10

A quantificacdo de subpopulacdes de células NK nos grupos EDT e CTR foi realizada
por citometria de fluxo, na condicdo ex vivo e na condicdo basal de cultura (6h de cultura).
Avaliamos a porcentagem (%) de diferentes subpopulacbes de NK com expressédo das
moléculas NKG2D, IFN-y e IL-10, assim como a intensidade de expressdo (mediana de
intensidade de fluorescéncia, MFI) dessas moléculas nas subpopulacdes de NK.

44.1.1 Subpopulagdes NK: na condigdo ex vivo

Como condigéo ex vivo, consideramos amostras de PBMC apds o descongelamento
celular e descanso por 1-1:30h, a 37°C, 5% CO,, em meio R10 (Métodos, item 3.9.1).

Para cada participante da pesquisa foram analisadas as% das subpopulagbes
CD5619M e CD569™, e das subpopulagbes CD56"9MCD16%, CD56P"9"MCD16°, CD569™CD16*

e CD569™CD16". Para as comparagdes dos grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

| 2 Grupo CTR: observamos maior frequéncia das subpopulacdes CD56™ (Figura 32):
« CD564Mys CD5619M (p< 0,0001)

CD569MCD16* vs CD569™MCD16" (p< 0,0001)

CD569MCD16* vs CD5619MCD16™(p< 0,0001)

CD569MCD16* vs CD56M9"CD16 (p< 0,0001)

CD569MCD16° vs CD56"9"CD16* (p< 0,0001)

> Grupo EDT: de forma semelhante ao encontrado no grupo saudavel, encontramos
maior frequéncia das subpopulagées CD56%™ (Figura 32):

+ CD564Myvs CD5619M (p< 0,0001)

« CD569MCD16" vs CD569™CD16" (p= 0,002)

+ CD569MCD16" vs CD56""IMCD16%(p< 0,0001)

+ CD569MCD16" vs CD56""9MCD16™ (p< 0,0001)

+ CD569MCD16" vs CD569"CD16* (p< 0,0001)

Assim, as proporc¢des entre as diferentes subpopulagbes de NK estdo preservadas na
EDT.
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Figura 32. Porcentagem das subpopula¢gdes de células NK circulantes de mulheres com
endometriose e de controles, na condigédo ex vivo. A) e C) grupo endometriose (EDT); B e D) grupo
controle (CTR); Linha pontilhada: indica o valor de zero de % de células; as barras horizontais
representam as medianas da porcentagem de expressdo em cada subpopulacdo de células NK, valores

de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

> Grupo EDT vs grupo CTR: as subpopulacbes de NK tiveram porcentagens

semelhantes entre os grupos, exceto para a subpopulacdo CD569™CD16*, descrita como

citotéxica (27,5% vs 21,6%; p= 0,0456, teste T ndo pareado) que teve menor frequéncia no

grupo EDT (Tabela 5).
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Tabela 5. Medianas das frequéncias de subpopula¢c@es de células NK circulantes de mulheres
com endometriose e de controles, na condi¢cdo ex vivo.

EDT mediana CTR mediana
Subpopulacdes p
(n) (%) (n) (%)

NK totais 21 35,6 19 489 0,0553*
cD56%™ 21 33,3 19 395 0,1061
CD56""19N 21 36 19 28 04813
cD56"™CcD16" 21 21,6 19 275 0,0456*
cbs6'™cb16” | 21 9,1 19 7,7 04364
cD56"""cp16* | 19 1,3 16 1,0 09025
CcD56"""'cp16” | 21 1,8 19 1,8 09733

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulages CD569mCD16*,
CD5649MCD167, CD56PM9N'CD16%, CD56119MCD167, CD56°CD16*; n: nimero de mulheres analisadas para cada
subpopulagéo; em negrito: valor de p considerado significante; em vermelho: maior valor de mediana entre os
grupos analisados; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney; *valores de p determinados pelo
teste T ndo pareado.

A andlise das subpopulagbes de célula NK de acordo com a estratificagdo por
estadios da EDT, indicou que a menor frequéncia da subpopulacdo CD569™CD16*
observadas na EDT, esteve associada aos estadios iniciais da doenca (I/l), na comparacéo
com o grupo CTR saudavel (EDT: média 15,9 + 10,7 vs CTR 29,9 + 17,2, p= 0,0333, teste T
nao pareado). Além dessa subpopulacao, também foi observado que NK totais (EDT: média
30,3+15,6 vs CTR 46,3+18,4, p= 0,0337, teste T ndo pareado) e a subpopulacdo CD569M
(EDT: média 24,6 + 13,9 vs CTR 38,5 + 17,1, p= 0,044, teste T ndo pareado) também tiveram
menor expressdo na EDT inicial (Figura 33). As demais subpopulac¢des ndo tiveram diferencas

tanto em relagdo a EDT avancada nem em relagéo ao grupo CTR (p= ns).
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Figura 33. Comparacéo entre a frequéncia de células NK totais (A) e das subpopula¢des CD56%™
(B) e CD569™CD16" (C) entre estadios iniciais (I/ll) da endometriose e controles. I/ll: estadios
iniciais da endometriose de acordo com a rASRM; CTR: grupo controle; as barras horizontais
representam a média dos valores; NK totais: incluem as subpopulacées CD569™CD16*, CD569™CD16',
CD56P9"CD16%, CD56M9"CD16°, CD56'CD16*; Freq.; frequéncia; valores de p determinados pelo teste
T néo pareado.
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4.4.1.2 Expressdo de NKG2D em subpopulacGes NK: na condicao ex vivo

Também avaliamos a expressao do receptor da proteina MICA, NKG2D, em células NK
e em suas subpopulacdes. Os valores de p foram determinados pelo teste de Mann-Whitney
(Figura 34).

> Grupo CTR: maior % de células com expressdo de NKG2D na subpopulacdo
CD5619", descrita como mais produtora de citocina, em relacéo a subpopulacdo CD569™ (p=
0,0029), descrita com maior propriedade citotoxica. Observamos também (Figura 34, B e D):
NKG2D (%): « CD569"CD16*> CD569™CD16" (p= 0,0224)
« CD5619"CD16-> CD569™CD16" (p= 0,0009)
« CD5619"CD16™> CD569™CD16™ (p= 0,0266)

> Grupo EDT: maior % de células com expressdo de NKG2D na subpopulacdo
CD56P19" em relacéo & subpopulagdo CD56%9™ (p= 0,0499), de forma semelhante ao grupo
saudavel Observamos também (Figura 34 A e C):
NKG2D (%): « CD56PaCD16* > CD569™CD16* (p= 0,0199)
« CD56PM9CD16* > CD569MCD16™ (p= 0,0026) (hdo encontrada
na EDT
« CD56PM9"CD16™ > CD569™CD16™ (p= 0,0402)

> Grupo EDT vs grupo CTR: Na andlise comparativa entre 0os grupos na condi¢cdo ex

vivo ndo foi observada diferenca na % de expressdo do receptor NKG2D (Tabela 6). No
entanto, houve uma maior intensidade de expressdo (MFI) de NKG2D em NK totais (p=
0,0402) e nas subpopulacdes CD56%™ (p= 0,0334) e CD56”9"CD16" (p= 0,0221) em
mulheres com EDT, em relagdo aos CTRs saudaveis (valores de p determinados pelo teste de
Mann-Whitney).

Além disso, a analise estratificada por estadio, indicou que a mediana de intensidade
de fluorescéncia para NKG2D em células CD56P"9"CD16* foi maior em mulheres em estadios
iniciais da doenca (mediana, 655, min-max, 484-1395), na comparacdo com o grupo CTR
(mediana, 367, min-max, 3-1483; p= 0,033, teste de Mann-Whitney) (Figura 34E).
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Figura 34. Porcentagem (%) de células com expressdo de NKG2D nas subpopulagdes NK
circulantes em mulheres com endometriose e controles saudéaveis, e expressdo de acordo com
estadios da doenca, na condi¢do ex vivo. A-D) expressdo de NKG2D nas subpopulagbes NK; E)
expressdo NKG2D, na subpopulacdo CD56°"9"CD16* entre estadios da EDT e CTR; EDT: grupo
endometriose; CTR: grupo controle; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia; I/ll: estadios iniciais
da EDT; llII/IV: estadios avancados da EDT, de acordo com a rASRM; barras horizontais representam as
medianas da % de expresséo; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 6. Comparacdo da frequéncia de células com expressdo do receptor NKG2D, e
intensidade de expressao, em subpopulacdes de células NK circulantes, entre mulheres com
endometriose e controles, na condigdo ex vivo.

Subpopulagdes | E07 NKG2D CTR NKG2D p* ot
(n) % MFI n) % MFEI

NK totais 18 144 3115 18 16,5 1855 0,6561  0,0402
CD56"™ 18 14,1 3120 18 156 1910 10,8329  0,0334
CD56""M9™" 18 26,8  508,0 18 354 503,0 0,3348  0,8945
CD56"™CD16" 18 153  303,0 18 15,3 30 04863  0,0599
CD56"™CD16" 18 100 3525 18 16,4 3840 0,0986  0,9875
cbse™"cbp16* | 16 341 6050 15 26,3 367,0 06187  0,0221
CcD56"9"cD16” | 18 20,2 466,5 18 355 5190 0,2262  0,7130

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulacbes CD569mCD16*,
CD569mMCD16°, CD56M9MCD16*, CD569"CD167, CD56'CD16%; %: frequéncia de expressio, dada em mediana da
porcentagem; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia; n: nimero de mulheres analisadas para cada
subpopulagdo; *valor de p referente a mediana de porcentagem de expressdo entre EDT e CTR;ivalor de p
referente a MFI entre EDT e CTR; em negrito: valores de p significantes (p<0,05); em vermelho: valor da maior
mediana significativa entre os grupos; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

Realizamos também a andlise de correlacdo entre a expressao (frequéncia, % e
intensidade de expressédo, MFI) de NKG2D, em células NK, e os niveis de sMICA, no soro e
FP. Observamos correlagcdes negativas em relacéo aos niveis de sMICA no soro, e apenas no
grupo EDT. A correlac@o negativa entre a % e niveis de sMICA foram para as subpopulacdes:
CD5649MCD16 (r= -0,5, p= 0,0429), CD5619" (r= -0,5, p= 0,0446) e CD56P"9"CD16* (r= -0,6,
p= 0,0167) e CD56"9" CD16" (r= -0,5, p= 0,0429). Entre MFI de NKG2D e sMICA no soro, a
presenca de correlagdo negativa foi observada para: NK totais (r= -0,5, p= 0,0467) e para as
subpopulages CD569™ (r= -0,5, p= 0,0467), CD56PM9" (1= -0,5, p=0,02), CD569"CD16* (r= -
0,6, p= 0,0167) e CD56P"9"CD16™ (r= -0,5, p= 0,0319) (Correlacdo de Spearman) (Tabela 7).
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Tabela 7. Andlise de correlacdo da frequéncia, e intensidade de expressdo, de NKG2D nas
subpopulactes de células NK, com os niveis de MICA soluvel, no grupo de mulheres com
endometriose e controles.

EDT sMICA soro vs EDT SMICAFP vs
Subpopulagdes NKG2D (%) NKG2D (MFI) NKG2D (%)  NKG2D (MFI)

(n) r p r P (n) r p P
NK totais 18 -0,4 ns -0,5 0,0467 18 -0,3 ns -0,4 ns
cDsed™ 18 04 ns 0,5 0,0467 18 02 ns 04 ns
CcD5gPriath 18 0,5 0,0446 05 0,0200 18 0,1 ns 0,3 ns
cpse?™cDi6t 18 0.3 ns 0,1 ns 16 03 ns 0,3 ns
cD56%mcD16 18 05 0,0429 0,4 ns 18 04 ns 0,4 ns
cD56P9"cp16* 16 0,6 0,0167 0,6 00167 18 0,2 ns 0,4 ns
cD562"9"cD16 18 05 0,0429 05 0,0319 18 0,3 ns 0,3 ns

CTR SMICA soro vs CTR SMICA FP vs
Subpopulagées NKG2D (%) NKG2D (MFI) NKG2D (%)  NKG2D (MFI)

(n) r p r p (n) r p p
NK totais 15 0,2 ns -0,02 ns 15 0,3 ns 0,2 ns
cD564™ 15 0,2 ns 0,0 ns 15 0,3 ns 0,2 ns
CcD5gPriath 15 0,3 ns 0,2 ns 15 0,1 ns 0,3 ns
cpse™cDi6t 15 0,2 ns 0,2 ns 15 0,3 ns 0,4 ns
cD56%"cD16 15 0,2 ns 0,2 ns 15 0,1 ns 0,2 ns
cD56"9"cpi16* 14 0,4 ns 0,1 ns 14 0,5 ns 0,4 ns
CcD56°"9"cD16” 15 0,2 ns 0,1 ns 15 001 ns 0,1 ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagcbes CD56%mCD16%,
CD569MCD16", CD569"CD16*, CD56P9"CD167, CD56°CD16%; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia; em
negrito: valores de p considerados significantes (p< 0,05) e respectivos valores de r; n: nimero de mulheres
analisadas para cada subpopulagdo; ns: nédo significante (p= 0,05), valores de p e r determinados pelo teste de
correlagéo de Spearman.

4.4.1.3 Expresséo das moléculas IFN-y e IL-10: na condi¢&o ex vivo

Ainda na condigéo ex vivo, foram analisadas a frequéncia (%) de células positivas para
IFN-y e IL-10, e a intensidade de expressao (MFI) dessas moléculas (Tabela 8). Para as
comparacgfes entre os grupos, EDT e CTR, e para a determinacdo dos respectivos valores de

p, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

e IFN-y: observamos maior % de células produtoras de IFN-y em mulheres com EDT, em
relacdo ao grupo CTR, nas subpopulacdes:
% de IFN-y: « CD56™: EDT > CTR (p= 0,0205)
« CD569MCD16": EDT > CTR (p= 0,0271)
N&o foram observadas diferencas significativas para a intensidade de expressao de
IFN-y (p= 0,05).

e |L-10: ndo houve diferenga na % de células, entre EDT e CTRs saudaveis.
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No entanto, encontramos maior intensidade de expressdo em mulheres com EDT, em

relacdo ao grupo CTR, em todas as popula¢cdes analisadas:

MFI de IL-10: + NK totais: EDT > CTR (p= 0,0037)

- CD56%™: EDT > CTR (p= 0,0066)

. CD569": EDT > CTR (p= 0,0003)
. CD569"CD16*: EDT > CTR (p= 0,0105)
. CD569"CD167 EDT > CTR (p= 0,0039)

. CD569"CD16*; EDT > CTR (p= 0,0061)
. CD569"CD16: EDT > CTR (p= 0,0025)

Tabela 8. Porcentagem de células com expressédo de IFN-y ou IL-10, e intensidades de
expressdo, em subpopulagdes de células NK circulantes, entre mulheres com endometriose e
controles saudaveis, na condigdo ex vivo.

Subpopulagbes

IFN-y (% de expresséo)

IL-10 (% de expresséo)

EDT CTR EDT CTR

(n) med min-max (n) med min-max p (n) med min-max (n) med min-max p
NK totais 21 22 071136 19 18 0,2-75 0,0818 21 04 0,3-1,9 19 05 0,2-1,6  0,6534
CD564™ 21 24 10135 19 18 03-65 00205 21 04 0119 19 05 0017 03435
CD56°" ot 21 33 0,0-8,5 19 15 0,3-6,5 0,2055 21 04 0,0-1,6 19 03 04-1,7 0,8775
cDs6YmCcD16" 21 25 12130 19 17 0281 0,0271 21 05 0124 19 05 0215 04646
CD56°™CD16" 21 28 04131 19 17 0,4-75  0,2499 21 04 0,0-1,9 19 06 0,2-1,4 0,1185
CD56°""CD16" 19 33 00115 16 11 00158 0,0719 19 07 0,0-4,4 16 04 0,0-1,8 0,0523
CD56°""CD16" 21 26 04186 19 24 06-11,7 0,7532 21 05 0,0-3,6 19 03 0,0-2,3 0,8236
Subpopulagdes IFN-y (intensidade de expressédo, MFI) IL-10 (intensidade de expresséao, MFI)

EDT CTR EDT CTR

(n) med min-max (n) med min-max p (n) med min-max (n) med min-max p
NK totais 21 49 29-200 19 48 3-168 0,7683 21 145 3-286 19 3 3-249 0,0037
CD56"™ 21 49 29-199 19 48 3-168 0,7529 21 147 3-305 19 3 3-351 0,0066
CD56™19" 21 39 3-207 19 37 3-176 0,5596 21 240  93-429 19 164 56-251  0,0003
cDs6°™cD16* 21 51 29-210 19 66 3-168 0,7631 21 86 3-613 19 3 3-255 0,0105
cD56"™CD16" 21 49 23-180 19 50 3-177 0,6928 21 189  132-306 19 162 122-197 0,0039
CD56°""CcD16" 19 45 3-204 16 49 3-184 0,7630 19 207 3-481 16 33 3-306 0,0061
CD56"""CD16 21 37 3-207 19 32 3-169 0,2669 21 241 141-443 19 204 88-236 0,0025

EDT: grupo endometriose;

CTR: grupo controle;

NK totais: incluem as subpopulacdes CD569MCD16*,

CD569MCD16°, CD56PM9MCD16*, CD56PM9MCD16°, CD56°CD16%; n: nimero de mulheres analisadas para cada
subpopulacdo; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia; med: mediana; min: valor minimo da mediana; max:
valor maximo da mediana; em negrito: valores de p significantes (p< 0,05); em vermelho: valor da maior mediana
significativa entre os grupos analisados; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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4.4.2 Expressdo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10 frente a estimulo com células
K562

A atividade efetora das células NK foi avaliada, tanto em relacao a frequéncia (%) como
a intensidade (MFI) de expressao, das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, em células NK totais
e em suas subpopulacdes. Avaliamos esses parametros frente aos estimulos com as células
K562 (K562) e células K562 previamente bloqueadas para a proteina MICA (K562BLOQ). O
bloqueio de MICA nas células K562 teve como objetivo representar o potencial efeito da
presenca de MICA soltuvel em inibir a interacdo com a molécula NKG2D, e medir seu impacto
na atividade citotdxica de células NK (Boukouaci et al., 2013; Groh et al., 2002). A magnitude
de expressao de tais moléculas foi também avaliada quanto a sua possivel associacao com
estadios da EDT e fases do ciclo menstrual. Como controle de expresséao, foi incluida a
condi¢céo basal de cultura, sem estimulo.

A % de células K562 com expressdo de MICA, e sua intensidade de expressao (MFI),
foram analisadas em cada experimento de cocultura (PBMC + K562) (Anexo X, Tabela 1). A
mediana da frequéncia de células K562 positivas (avaliada em 11/13 ensaios) para a
expressao de MICA foi de 42,2% e, MICA em células K562 bloqueadas (K562BLOQ) foi de
13,1% correspondendo a uma mediana de bloqueio de 63,6%. O bloqueio de MICA afetou

menos a sua intensidade de expressao, com mediana de bloqueio de 33,9%.

4.4.2.1 CD107a, IFN-y e IL-10: na condigao estado basal de cultura, sem estimulo

No estado basal de cultura (sem estimulo), foram analisadas a frequéncia e a
intensidade de expressao das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, entre as subpopulacdes de
células NK, nos grupos EDT e CTRs. Os resultados referentes a % de expressao estdo
apresentados na Figura 35 e, da intensidade de expressédo das moléculas, no Anexo X, Tabela
2.

> Grupo CTR:

e CDl07a: para a expressdo de CD107a, no grupo CTR, observamos diferencas
significantes, tanto para a % como para a intensidade de expressdo, entre varias
subpopulag¢des de células NK (p< 0,0001, teste de Kruskal-Wallis). Na comparacéo entre duas
subpopulagdes celulares (pos teste de Dunn), observamos:

% de CD107a: « CD569M>CD569MCD16" (p<0,05)
« CD569MCD167> CD56"19M (p<0,001)
« CD569MCD167> CD569"CD16" (p< 0,0001)
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« CD569MCD167> CD5619"CD16" (p< 0,001)
CD56P19ht> Ccp5eYM (p< 0,05)

« CD56PM9CD16* > CD569™ (p< 0,05)

« CD5619"CD16™ > CD569™ (p< 0,05)

« CD5619" > CD569MCD16" (p< 0,001

« CD56PM9"t > CD569™MCD16" (p< 0,05)

« CD56PM9CD16* > CD569™CD16" (p< 0,05)
« CD5619"CD16™ > CD569™MCD16™ (p< 0,001
« CD5619"CD16" > CD569™CD16™ (p< 0,05)
- CD5619MCD16" > CD569™MCD16" (p< 0,05)

De forma geral, observamos que a maior frequéncia para CD107a esteve associada as

MFI de CD107a:

células CD564™ e, de maior intensidade de expresséo, as células CD56P19,

¢ IFN-y: ndo observamos diferenca, tanto para a % (p= 0,0746) como para a intensidade

de expresséo de IFN-y (p= 0,3973 (teste de Kruskal-Wallis), entre as subpopulagdes NK.

e IL-10: observamos diferengca entre as subpopulagbes de NK, apenas para a
intensidade de expressao de IL-10 (p< 0,0001, teste de Kruskal-Wallis). Na comparacgéo entre
duas subpopulacdes celulares (pos teste de Dunn), observamos:

MFI de IL10: « CD56PMa"t > CD569MCD16* (p< 0,05)
« CD56"9"CD16™ > NK totais (p< 0,01)
« CD5619"CD16™ > CD569™ (p< 0,01)
« CD5619"CD16™ > CD569MCD16" (p< 0,001)
« CD56PM9"CD16™ > CD56P19MCD16* (p< 0,05)
« CD569MCD16™ > NK totais (p< 0,05)
« CD569MCD16™ > CD56%™ (p< 0,05)
« CD569MCD16 > CD569™CD16" (p< 0,01)
A maior parte das diferencas estiveram associadas a maior intensidade de expressao

para células CD56P"9nt,

> Grupo EDT:

e CD107a: observamos diferengas significantes, tanto na % como na intensidade de
expressdo (MFI), de CD107a, entre varias subpopulacdes de células NK (p< 0,0001, teste de
Kruskal-Wallis). Na comparacdo entre duas subpopulacdes celulares (pés teste de Dunn),
observamos:

% de CD107a: « CD569MCD16 > CD5619M (p< 0,01)
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« CD569MCD16™ > CD5619"CD16" (p< 0,05)
MFI para CD107a: + CD56"M9" > NK totais (p< 0,001) (ndo encontrada no CTR)

« CD56PM9t > CD56%9™ (p< 0,001))

« CD5619" > CD569MCD16* (p< 0,001) (ndo encontrada no CTR)

« CD5619" > CD569MCD16™ (p< 0,0001) (nd0 encontrada no CTR)

« CD56P"9CD16™ > NK totais (p< 0,01) (n&o encontrada no CTR)

« CD56%M > CD56"CD16" (p< 0,001) (ndo encontrada no CTR)

« CD569MCD16* >CD56P"IMCD167(p< 0,001)(n&0 encontrada no CTR)

« CD569MCD16>CD5619"MCD16™(p< 0,0001)(nd0 encontrada no CTR)
A maior frequéncia de expressdo de CD107a esteve associada a presenca de células

CD56dim+. No entanto, para intensidade de expresséo, tanto CD56bright+ como CD56dim+,

tiveram associagao.

¢ |FN-y: ndo observamos diferencas tanto para a % (p= 0,4093) de IFN-y como para a
intensidade de expresséo (p= 0,8755), entre as subpopulacdes de NK (teste de Kruskal-
Wallis).

e IL-10: ndo observamos diferenca da % de expressado de IL-10 entre as subpopulagdes
de NK, mas tivemos diferencas para intensidade de expressdo de IL-10 (p= 0,0164, teste de
Kruskal-Wallis). Na comparacao entre duas subpopulagfes celulares, observamos:

MFI para IL-10: « CD56PM9" > NK totais (p= 0,0358) (ndo encontrada no CTR)
« CD56"9" > CD56%™ (p= 0,0293) (ndo encontrada no CTR)
« CD56PM9CD16 > CD569™CD16* (p= 0,0329)
« CD5619"CD16™ > CD56%9™ > (p= 0,0104)
« CD569MCD16 > CD56%™ (p= 0,0199)
« CD569MCD16 > CD569MCD16" (p= 0,0477)
De forma geral, a maior parte das diferencas para intensidade de fluorescéncia de IL-
10, no grupo EDT, estiveram associadas a maior intensidade de expressédo da subpopulacéo
CD56PM9M. A subpopulacdo CD56"9"CD16" ndo foi analisada para o grupo EDT devido ao
baixo nimero de amostras que atingiram o valor de corte valido na aquisicdo no citbmetro de
fluxo (= 100).



99
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Figura 35. Analise da frequéncia de expressao das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10, entre as subpopula¢6es de células NK, nos grupos EDT e
CTRs, no estado basal de cultura (sem estimulo). EDT: grupo endometriose; CTR grupo controle; NK totais: incluem as subpopulacdes CD56%™CD16",
CD569™CD16°, CD56"9"CD16*, CD56P"9"CD167, CD56'CD16"; as barras horizontais representam as medianas das frequéncias de expresséo de cada grupo;
linha pontilhada: indica o valor de zero para porcentagem (%) de células com expresséo; valores de p determinados pelo teste de Kruskal-Wallis com pés teste
de Dunn; *p< 0,05, **p< 0,01, *** p< 0,001, *** p< 0,001, **** p< 0,0001.



100

A % e a intensidade de expressdo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10 nas
subpopulactes NK foram também comparadas entre os grupos, EDT e CTRs. Para todas as
andlises, utilizamos o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (andlises de %, Figura 36;
analises MFI, Tabela 9). A subpopulacdo CD56”9"CD16" ndo foi analisada no grupo CTR
devido ao baixo numero de amostras que atingiram o valor de corte valido para aquisi¢gdo no

citbmetro de fluxo (= 100 eventos).

Tabela 9. Andlise da intensidade de expressdo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10, nas
subpopulactes de células NK, entre grupos EDT e CTRs, na condi¢ao basal de cultura, sem
estimulo.

Sem estimulo (intensidade de expresséo, MFI)

CD107a IFNy IL-10
Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR EDT CTR
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p

NK totais 21 358,0 20 336,0 ns 21 839 20 972 ns 17 1270 16 49,1 0,0281
CcD56%™ 21 350,0 20 3275 ns 21 836 20 994 ns 18 1190 16 37,0 0,0428
CD56"" Nt 18 469,0 18 452,0 ns 18 80,8 18 92,6 ns 15 90,1 14 3,0 ns
CDs56°"CD16" 20 93 19 86 ns 20 25 19 15 ns 17 09 16 06 ns
CD56°™CD16 20 303,0 19 3400 ns 20 80,1 19 1221 ns 17 1440 15 139,0 ns
CD56"9"CD16" 4 4980 9 489,0 NA 4 70,2 9 1140 NA 4 72,7 8 82,8 NA
CD56"9"CD16" 16 462,0 17 438,0 ns 16 690 15 1040 ns 13 158,0 13 1430 ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de
expressao); med: mediana; n: nimero de mulheres analisadas para cada subpopulagdo, na analise entre os grupos
EDT e CTR; em negrito: valores de p significantes na analise entre os grupos (<0,05); em vermelho: maior valor de
mediana entre os grupos analisados; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 36. Comparacao da frequéncia de expressdo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10, nas
subpopula¢gdes de células NK circulantes, entre mulheres com endometriose e controles, na
condicdo basal, sem estimulo. EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as
subpopulages CD569™CD16*, CD569™CD167, CD56""9"CD16*, CD56""9"CD16°, CD56'CD16"; valores
de p determinados pelo teste de Mann-Whitney; n: nimero de mulheres analisadas para cada molécula,
em cada grupo; as barras horizontais representam as medianas de porcentagem de expresséo de cada
molécula.

X Andlise de correlacdo entre as moléculas envolvidas na atividade efetora de

células NK, na condicé&o basal, sem estimulo:

Avaliamos se ha correlagdo entre as frequéncias e/ou intensidades de expresséo das
moléculas CD107a e IFN-y e IL-10, na condicdo basal de cultura. As analises, com a

determinacgdo dos valores de p e r, foram realizadas pelo teste de correlacdo de Spearman.
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> Grupo CTR: observamos correlagfes positivas entre:

e CD107ae IL-10 (para a MFI) nas populagdes celulares abaixo (correlacdes observadas
apenas no grupo CTR):
* NKtotais (r= 0,6, p=0,0171)
« CD564M (r= 0,6, p=0,0244)
+ CD5619Nt (r= 0,7, p=0,0016)
CD569MCD16" (r= 0,5, p=0,0395)
CD5619"CD16" (r= 0,8, p=0,0014)

> Grupo EDT: foram observadas correlagdes positivas entre:

+ CD107a e IL-10 (para %), em células com fenétipo descrito com maior citotoxicidade,
CD569™ (r= 0,5, p= 0,0479) (correlacdo observada apenas no grupo EDT; no grupo CTR a

correlagédo foi com MFI).

* IFN-y e IL-10 (para %), em células com fendtipo descrito com maior citotoxicidade:
CD569™ (r= 0,7, p=0,0036) e CD569™CD16™ (r=0,5, p=0,0465) (correlacéo observada apenas
no grupo EDT).

« IFN-y e CD107a (para MFI), em células CD56P"9" (r= 0,5, p= 0,0326), CD569™CD16+ (r=
0,5, p= 0,0452) e CD56P"9"CD16" (r= 0,6, p= 0,0257). Destacamos que as subpopulacdes
CD5619M + s&0 descritas com propriedade imunorreguladora (correlagdes observadas apenas

no grupo EDT).

Na Tabela 10 estdo apresentados os dados significantes de correlagdo, nos grupos
EDT e CTRs saudaveis, tanto para a frequéncia de células produtoras como para a
intensidade de producédo (MFI), em cada subpopulacdo de células NK. Na Figura 37 estdo
apresentados exemplos de correlacGes entre as expressfes de moléculas de ativacdo NK,
para a subpopulacdo CD569™,

A subpopulacdo CD56P"9"CD16* n&o foi analisada no grupo EDT, uma vez que n&o

atingiu o numero minimo de eventos adquiridos no citbmetro de fluxo (= 100).
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Tabela 10. Andlise de correlacdo entre as frequéncias de células com expressdo das
moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10, e entre as intensidades de expressao, nas subpopulacdes
de células NK circulantes, em mulheres com endometriose e controles, na condi¢cdo basal de
cultura, sem estimulo.

A) Grupo endometriose

Sem estimulo (frequéncia de células com expresséao, %)

IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10

Subpopulagdes EDT p r EDT p r EDT p r
(n) () (m
NK totais 17 ns ns 21 ns ns 17 ns ns
cpsed™ 18 00036 07 21 ns ns 18 00479 05
cDsgP ot 15 ns ns 18 ns ns 15 ns ns
cpsedMepi6t 17 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
cps6d™cp16 17 00465 05 20 ns ns 17 ns ns
cps6?9Mcp16t 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA
CD5eb”gh‘CD16‘ 13 ns ns 16 ns ns 13 ns ns
Sem estimulo (intensidade de expresséo, MFI)

IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10

Subpopulagbes EDT p r EDT p r EDT p r
(n) (n) (n)

NK totais 17 ns ns 21 ns ns 17 ns ns
cpsedm 18 ns ns 21 ns ns 18 ns ns
cpse”r 9t 15 ns ns 18 00326 05 15 ns ns
cpse’™cp16” 17 ns ns 20 00452 05 17 ns ns
CDsadimCDle' 17 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
cps6® 9" epie” 4 NA NA a4 NA NA 4 NA NA
cps6™""cp16 13 ns ns 16 00257 06 13 ns ns

B) Grupo controle

Sem estimulo (frequéncia de células com expresséo, %)

IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10
Subpopulagdes CTR p r CTR p r CTR p r
(n) (n) (n)

NK totais 16 ns ns 20 ns ns 16 ns ns
cpsed™ 16 ns ns 20 ns ns 16 ns ns
cDs6P" 19t 16 ns ns 18 ns ns 16 ns ns
cps6?™epi6’ 16 ns ns 19 ns ns 16 ns ns
cosedimche' 16 ns ns 19 ns ns 16 ns ns
cD56°" 9" ep16* 8 ns ns 9 ns ns 8 ns ns
cps629MepiE 13 ns ns 15 ns ns 13 ns ns

Sem estimulo (intensidade de expresséao, MFI)

Subpopulagdes IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10

CTR p r CTR p r CTR p r
(n) (n) (n)

NK totais 16 ns ns 20 ns ns 16 0,0171 0,6
cps6t™ 16 ns ns 20 ns ns 16 00244 06
cpsePr ot 16 ns ns 18 ns ns 16 00016 07
cps6?™ep16” 16 ns ns 19 ns ns 16 00395 05
cosedimCDle' 16 ns ns 19 ns ns 16 ns ns
cps6° 916t 8 ns ns 9 ns ns 8 ns ns
cos6”"9Mcp16 13 ns ns 15 ns ns 13 00014 08

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; n: nimero de pares de dados analisados em cada subpopulagéo
celular; NK totais: incluem as subpopulacdes CD56%MCD16*, CD569MCD167, CD5618CD16*, CD56119MCD16",
CD56°CD16*; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressdo); em negrito: valores de p
considerados significantes (p<0,05) e respectivos valores de r; em negrito e sublinhado: correspondem a
correlag@es diferenciais entre os grupos EDT e CTR; n: nimero de mulheres analisadas para cada subpopulacao;
ns: ndo significante (p= 0,05), valores de p e r determinados pelo teste de correlagdo de Spearman.
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Figura 37. Andlise de correlacdo entre a porcentagem de células com expressao de moléculas de
atividade efetora de células NK, na subpopulacdo CD56Y™ circulante, de mulheres com
endometriose, na condi¢do basal de cultura, sem estimulo. A) correlagdo entre as porcentagens (%)
de expressdo das moléculas IFN-y e IL-10; B) correlagdo entre as % de expressdo das moléculas
CD107a e IL-10; n= numeros de pares de dados analisados; valores de p e r determinados pelo teste de
correlacdo de Spearman.

Balango das principais diferengas entre os grupos EDT e CTR, na condigao basal,

sem estimulo:

v IFN-y (%): EDT > CTR (em NK totais, CD56%™ CD569™CD16-, CD56P"9"CD16")

v IL-10 (MFI): EDT > CTR (em NK totais e CD564™)

v Correlagoes positivas entre CD107a e IL-10 (MFI): apenas no grupo CTR (em
NK totais, CD564™, CD56sht, CD569™CD16*, CD569"CD16)

v’ Correlagao positiva entre CD107a e IL-10 (%): apenas no grupo EDT (em
CD564im)

v Correlagoes positivas entre IFN-y e IL-10 (%): apenas no grupo EDT (em
CD564m e CD569MCD16")

v Correlagoes positivas entre IFN-y e CD107a (MFI): apenas no grupo EDT (em

CD56Pright, CD569mCD16* e CD569"CD167)
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4.4.2.2....Moléculas de atividade NK: na condicdo com estimulo com células K562

Inicialmente, realizamos uma andlise pareada para a expressdo das moléculas
CD107a, IFN-y ou IL-10, para as condigBes sem estimulo e apos o estimulo com K562, com o
objetivo de avaliar a presenca de alteracdo significativa de expressao, com o estimulo. Foram
realizadas andlises pareadas das amostras, separadamente, dentro dos grupos EDT e CTR,
em células NK totais e em suas subpopulacges, utilizando-se o teste de Wilcoxon.

> Grupo CTR: o estimulo com células K562 induziu um aumento significativo de CD107a
e IFN-y, tanto na % de células positivas como na intensidade de expressédo, em quase todas
as subpopulacdes de NK, exceto para IFN-y em células CD56P"9"CD16" (p= 0,05). Para IL-10,
houve um aumento de MFI na presenca do estimulo K562 na subpopulagdo CD569MCD16",

mas sem modificagdo na% de células (Tabela 11).

> Grupo EDT: o estimulo com células K562 também induziu um aumento da % de
células com expressdo de CD107a e de IFN-y, em todas as subpopulagbes de NK, exceto
para as células CD569"CD16*, da mesma forma como observado no grupo CTR. Também
houve aumento da intensidade de expressdo para CD107a, mas, diferentemente do grupo
CTR, ndo para IFN-y, nas mesmas subpopulacdes, exceto na subpopulacdo CD5619"CD16*.
Houve diminuicdo de MFI para IL-10 nas subpopulagbes CD569" (p= 0,0173) e
CD569™CD16° (p= 0,0359) (no grupo CTR, houve aumento de IL-10 na subpopulagéo
CD569MCD167). Para % de células, assim como no grupo CTR, ndo houve modificacdo na %

de células produtoras de IL-10 (p> 0,05, teste de Wilcoxon) (Tabela 11).

As modificagBes ocorridas apos o estimulo com células K562, em relagdo a condigéo
sem estimulo, nos grupos EDT e CTR estdo descritas na Tabela 11. Na Figura 38

apresentamos algumas modificagdes significativas ocorridas apos o estimulo com K562
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Tabela 11. Comparacéao das frequéncias de células com expresséo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10 e das intensidades de expresséo, nas
subpopulacBes de células NK circulantes, em mulheres com endometriose (A) e controles (B), entre as condi¢cbes sem estimulo e apés
estimulo com células K562.

A) Grupo endometriose

SE x K562 (frequéncia de células com expresséao, %)

CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes EDT SE K562 EDT SE K562 EDT SE K562
(n) med (%) med (%) p (n) med (%) med (%) p (n) med (%) med (%) p
NK totais 21 7.8 23,2 <0,0001 21 1,7 5,0 0,0009 17 0,7 0,9 ns
cDs6™ 21 8,9 27,5 <0,0001 21 2,1 5,2 0,0009 18 0,7 0,7 ns
CD5gPrigth 17 51 23,0 <0,0001 17 1,7 5,2 0,0005 15 0,4 0,7 ns
cD56%™CcD16" 20 9,3 29,1 <0,0001 20 25 57 0,0020 17 0,9 0,8 ns
CD56“™CD16" 20 25,7 39,2 <0,0001 20 1,9 83 0,0013 17 0,9 0,7 ns
cD56""9"CcD16* 4 5,0 14,6 NA 4 0,6 2,1 NA 4 0,9 1,4 NA
CD56""9"CD16" 16 56 31,0 <0,0001 16 2,8 8,2 0,0182 13 13 1,4 ns
SE x K562 (intensidade de expressao, MFI)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes EDT SE K562 EDT SE K562 EDT SE K562
(n) med (MFIl) med (MFI) p (n) med (MFI) med (MFI) p (n) med (MFI) med (MFI) p

NK totais 21 3580 422,0  <0,0001 21 84 80,7 ns 17 1270 115,0 ns
cD56%™ 21 350,0 411,0  <0,0001 21 84 83,2 ns 18 1190 1135 ns
CD56°"19t 17 463,0 529,0 0,0003 17 71 69,0 ns 15 143,0 138,0 0,0173
cDs56%™CcD16* 20 3470 4125  <0,0001 20 76 78,9 ns 17 90,1 94,2 ns
cD56%™CD16" 20 303,0 3780  <0,0001 20 80 91,0 ns 17 144,0 139,0 0.0359
cD56"""cD16* 4 498,0 557,0 NA 4 70 66,9 NA 4 72,7 445 NA
CD56"9"CD16" 16 4620 5435 0,0010 16 69 72,0 ns 13 1580 142,0 ns

EDT: grupo endometriose; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressao); SE: condicdo basal, sem estimulo; K562: estimulo com células K562; NK
totais: incluem as subpopulacdes CD569mCD16*, CD569™CD16°, CD56M9MCD16*, CD56M19MCD16°, CD56°CD16*med: mediana; n: nimero de mulheres analisadas para cada
subpopulacado; em negrito: valores de p considerados significantes (<0,05, na andlise entre SE e K562); em negrito e sublinhado: diferenca ausente no grupo CTR; em vermelho:
valores de medianas significantes aumentadas em relagdo a condicdo SE; em azul: valores de medianas significantes e diminuidos em rela¢do & condicdo SE; ns: ndo
significantes (p= 0,05); NA: ndo analisado; valores de p determinados pelo teste pareado, ndo paramétrico, de Wilcoxon.
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Continuacao da Tabela 11. Comparacao das frequéncias de células com expressao das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10, e das intensidades
de expressédo, nas subpopulac¢des de células NK circulantes, em mulheres com endometriose e controles, entre as condicdes sem estimulo e
apo6s estimulo com células K562

B) Grupo controle
SE x K562 (frequéncia de células com expresséo, %)
CD107a IFN-y IL-10

Subpopulagdes CTR SE K562 CTR SE K562 CTR SE K562

(n) med (%) med (%) p (n) med (%) med (%) p (n) med (%) med (%) p
NK totais 20 8,5 30,6 <0,0001 20 11 5,7 <0,0001 16 0,6 0,6 ns
CcD564™ 20 10,9 32,3 <0,0001 20 11 5,7 <0,0001 16 0,6 0,6 ns
CD5gP1oth 17 6,9 29,9 <0,0001 17 1,1 6,2 0,0001 14 0,9 0,9 ns
cDs56“MCcD16" 18 8,3 38,3 <0,0001 18 1,4 5,1 0,0003 16 0,6 0,7 ns
cD56%MCD16" 19 18,3 34,7 0,0005 19 13 9,2 <0,0001 15 0,7 0,8 ns
cD56™9"cD16" 8 2,7 19,5 0,0078 8 1,1 2.3 ns 7 0,0 1,0 ns
CD56°"9"CD16" 17 5,3 38,1 <0,0001 15 0,3 8,2 0,0002 13 0,8 0,6 ns

SE x K562 (intensidade de expressao, MFI)
CD107a IFN-y IL-10

Subpopulacdes CTR SE K562 CTR SE K562 CTR SE K562

(n) med (MFI) med (MFI) p (n) med (MFI) med (MFI) p (n) med (MFI) med (MFI) p
NK totais 20 336,0 4415 0,0001 20 97,2 1125 0,0153 16 49,1 81,8 ns
CcD56%™ 20 3275 4335 <0,0001 20 99,4 113,5 0,0140 16 37,0 77,6 ns
cDsePreh 17 4440 539,0 <0,0001 17 92,7 126,0 0,0079 14 1315 133,0 ns
cD56%™cD16" 18 322,0 3915 0,0016 18 86,9 94,5 0,0159 16 3,0 13,4 ns
CcD56“™CD16" 19 340,0 455,0 0,0005 19 122,0 143,0 0,0237 15 138,0 140,0 0,0244
cD56"9"cD16" 8 466,0 533,0 0,0078 8 111,5 123,5 ns 7 84,8 108,0 ns
CcD56"9"CD16" 17 438,0 522,0 <0,0001 15 104,0 127,0 0,0151 13 143,0 154,0 ns

CTR: grupo controle; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressédo); SE: condigcdo basal, sem estimulo; K562: estimulo com células K562 NK totais:
incluem as subpopulagdes CD569MCD16*, CD569MCD16°, CD56PMA"CD16*, CD569MCD16°, CD56'CD16% med: mediana; n: nimero de mulheres analisadas para cada
subpopulacéo; em negrito: valores de p considerados significantes (<0,05, na andlise entre SE e K562); em negrito e sublinhado: diferenca ausente no grupo EDT; em vermelho:
valores de mediana aumentados em relagdo a condi¢do SE; ns: ndo significantes (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste pareado, ndo paramétrico, de Wilcoxon.
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Figura 38. Alteracfes significativas ocorridas apés o estimulo com K562 (Est. K562), em relacéo
a condicdo sem estimulo, em mulheres com endometriose e controles. A) frequéncia de expressao
de CD107a na subpopulacdo CD56%™ em CTR; B) frequéncia de expressdo de IFN-y na subpopulac&o
CD56%™, em CTR; C) intensidade de expressdo (MFI) de IL-10 na subpopulacdo CD569™CD16°, em
CTR; D) frequéncia de expressdo de CD107a na subpopulacdo CD56%™ na EDT; E) frequéncia de
expressdo de IFN-y na subpopulacdo CD56%™, na EDT; F) intensidade de express&o (MFI) de IL-10 na
subpopulacdo CD56%™CD167, na EDT; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; SE: condic&o
basal, sem estimulo; valores de p determinados pelo teste pareado, ndo paramétrico, de Wilcoxon.

> Grupo EDT vs grupo CTR: na comparacao da expresséo (% e MFI) das moléculas de

atividade NK entre os grupos EDT e CTR, frente ao estimulo com células K562, observamos

algumas diferencas (Figura 39 e Tabela 12) (valores de p determinados pelo teste de Mann-

Whitney):

e CD107a: apesar de nao ter havido diferencas entre os grupos na condicdo sem
estimulo, na presenca de estimulo, observamos:
- % de CD107a: EDT < CTR, em células CD56P"9"'CD16", p= 0,0455
- MFIl para CD107a: EDT < CTR, em células:

* NKtotais p=0,0233
- CD56Y™  p=0,0308
« CD56PM9"t  p=0,0097

¢ |FN-y: a diferenca observada para a maior % de células com expresséo de IFN-
y na EDT, na condicdo sem estimulo (Figura 36), foi perdida na condi¢do de estimulo

com células K562. No entanto, com estimulo, observamos menor MFI na EDT, em
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relacdo ao grupo CTR, em quase todas as subpopulacoes celulares de NK (Figura 37 e

Tabela 12):
- MFI para IFN-y: EDT < CTR, em células:
* NK totais p=0,0233
« CD564M p= 0,0308
- CD569MCD16*  p=0,0143
« CD56Pright p= 0,0097

CD56PM9CD16°  p=0,0135

e |L-10: ndo foi observada diferenca para a % de células entre os grupos. Porém,
observamos menor intensidade de expressédo de IL-10 no grupo EDT em relacdo ao
grupo CTR:

- MFI para IL-10: EDT < CTR, na subpopulacdo: CD56°"9"t (p= 0,0222)

Na Figura 39 apresentamos alguns exemplos de diferencgas significantes na intensidade
de expressdo de CD107a, IFN-y ou IL-10, entre os grupos EDT e CTR, na subpopulacdo
CD5619" Na Tabela 12 estdo os dados de diferencas significantes para as moléculas
envolvidas na atividade efetora de células NK, CD107a, IFN-y ou IL-10, entre os grupos EDT e
CTR, tanto para a frequéncia de células com producdo, como para a intensidade de producao
(MFI), nas diferentes subpopulag@es de células NK.
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Figura 39. Comparagcdo da intensidade de expressdo de moléculas envolvidas na atividade
efetora de células NK na subpopulacdo CD56""9" circulantes, entre mulheres com endometriose
e controles, na condicdo ap06s estimulo com células K562. A) MFI de CD107a; B) MFI de IFN-y; C)
MFI de IL-10; linha pontilhada: indica o valor de zero para MFI; as barras horizontais representam as
medianas de MFI de cada grupo; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; MFI: mediana e
intensidade de fluorescéncia (intensidade de expresséo); valores de p determinados pelo teste de Mann-
Whitney.
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Tabela 12. Comparacdo entre as frequéncias de células com expressdo das moléculas
CD107a, IFN-y ou IL-10 e entre as intensidades de expressao, nas subpopula¢cdes de células
NK circulantes, entre mulheres com endometriose e controles, na condicdo apos estimulo
com células K562.

Estimulo com K562 (frequéncia de células com expresséo, %)

CD107a IFNy IL-10
Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR EDT CTR
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 21 145 20 20,7 ns 21 36 20 42 ns 17 01 16 00 ns
CD56%™ 21 164 20 21,6 ns 21 41 20 42 ns 18 01 16 01 ns
CD56Pr9N 17 182 17 230 ns 17 41 17 47 ns 15 01 14 -03 ns
cD56%™CcD16* 20 204 18 28,6 ns 20 30 18 36 ns 17 01 16 04 ns
CD56%™CD16" 20 171 19 16,22 ns 20 57 19 82 ns 17 01 15 01 ns
cD56°"9"cD16* 4 111 8 191 NA 4 32 8 12 NA 4 11 7 08 NA
CD56°"9"CD16° 16 203 17 31,3 0,0445 16 61 15 872 ns 13 01 13 00 ns
Estimulo com K562 (intensidade de expressao, MFI)
CD107a IFNy IL-10
Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR EDT CTR
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 21 540 20 985 0,0233 21 -03 20 148 0,0278 17 00 16 47 ns
CD56"™ 21 51,0 20 97,0 0,0308 21 -04 20 156 0,0474 18 00 16 15 ns
CD56°"9h 17 57,0 17 1020 0,0097 17 -13 17 133 0,0010 15 -100 14 15 0,0222
CcD56“™CD16" 20 590 18 755 ns 20 -33 18 17,0 0,0143 17 00 16 00 ns
CD56°™CD16" 20 1030 19 1060 ns 20 70 19 140 ns 17 -120 15 -50 ns
CcD56°"9"cD16" 4 590 8 1090 NA 4 34 8 25 NA 4 80 7 110 NA
CD56°"9"CcD16° 16 605 17 1150 ns 16 1,4 15 10,1 10,0135 13 -140 13 -4,0 ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia; med: mediana; NK

totais: incluem as subpopulacdes CD569MCD16*, CD569MCD16°, CD56P9MCD16*, CD56PMMCD167, CD56"CD16*;
estimulo com K562: descontando-se o valor basal (sem estimulo); valores negativos: valores onde o valor basal foi
maior do que com estimulo; n: nimero de mulheres analisadas para cada subpopulacéo; NA: ndo analisado; em
negrito: valores de p considerados significantes (p<0,05); em vermelho: valor da maior mediana significativa entre
os grupos EDT e CTR; ns: ndo significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

Anédlises de correlagdo entre as moléculas envolvidas na atividade de células NK, apos

o estimulo com células K562:

As andlises para avaliar se ha presenca de correlacdo entre a expressao das moléculas
CD107a e IFN-y e IL-10 foram realizadas, tanto para a % como para a intensidade de
expressdo (MFI). Os valores de p e r foram determinados pelo teste de correlagdo de
Spearman (Tabela 13):

> Grupo CTR: correlagdes positivas entre:

e IFN-y e CD107a (para % de expressdo), em quase todas as subpopulacdes
celulares: NK totais (r=0,7, p=0,0007), CD56%™ (r=0,6, p=0,0058), CD569" (r=0,6,
p=0,0064) e CD569™CD16" (r=0,7, p=0,0011) (todas as correlacdes presentes apenas
no grupo CTR).
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> Grupo EDT: correlacdes positivas entre:

e IFN-y e IL-10 (para intensidade de expressdo) nas subpopulacdes: CD569™

(r=0,6, p=0,0048), CD569" (r=0,7, p= 0,0024), CD569™CD16" (r=0,5, p= 0,0302) e
CD569MCD16 (r=0,6, p= 0,015)

(Correlactes previamente observadas na condicdo basal, sem estimulo - para a frequéncia de

expressao; todas essas correlacdes ndo foram observadas no grupo CTR).

Na Figura 40 estdo apresentados alguns exemplos de correlacdes positivas
observadas em ambos o0s grupos de estudo. Na Tabela 13 estdo apresentados os dados
significantes de correlacdes observadas nos grupos EDT e CTR, tanto para a frequéncia como

para a intensidade de producao, em cada subpopulacdo de células NK.

A) CTR: cD56%™ (n=20) B) CcTR:CcD56""" (n=20)

607 r= 0,6 #0T r=0.6
I s | p=0,0064
3 p=0,0058 < 60 .
S\’ 40 © ° [ ]
(’; 401 ° [

©
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i @) o ©
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© s 5 10 15 20 5 o . 1'0 s
-20° IFN-y (%) IFN-y (%)

Figura 40. Andlise de correlacdo entre as frequéncias de células positivas, e entre as
intensidades de expressdo de moléculas de atividade efetora de células NK, em subpopulacdes
de células NK circulantes, de mulheres do grupo controle, na condi¢cdo apés estimulo com K562.
A) correlacéo entre as frequéncias de expressdo de IFN-y e CD0107, em células CD569™: B) correlacéo
entre as frequéncias de expressdo de IFN-y e CD107a, em CD56"9": CTR: grupo controle; n: nimero
de pares de dados analisados; valores de p e r determinados pelo teste de correlacdo de Spearman.
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Tabela 13. Andlise de correlacdo entre as frequéncias de células com expressdo das
moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10, e entre as intensidades de expressao, nas subpopulactes
de células NK circulantes, em mulheres com endometriose (A) e controles (B), na condicdo
apos estimulo com células K562.

A) Grupo endometriose

Estimulo com K562 (frequéncia de células com expresséo, %)

IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10
Subpopulagdes EDT  »p r EDT  »p r EDT  »p r
(n) (n) (n)
NK totais 17 ns ns 21 ns ns 17 ns ns
CDsedim 18 ns ns 21 ns ns 18 ns ns
cDs6P" 9t 15 ns ns 17 ns ns 15 ns ns
CDSGdimCD16+ 17 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
cosedimcole' 17 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
cbs6° 916t 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA
cps629Mep1s 13 ns ns 16 ns ns 13 ns ns
Estimulo com K562 (intensidade de expresséao, MFI)
IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10
Subpopulagdes EDT p r EDT p r EDT p r
(n) (n) ()
NK totais 17 ns ns 21 ns ns 17 ns ns
cpsedm 18 00048 06 21 ns ns 18 ns ns
cDsgPrioth 17 00024 07 17 ns ns 15 ns ns
cos69Mep16” 17 00302 o5 20 ns ns 17 ns ns
cp56YMcD16 17 00150 g6 20 ns ns 17 ns ns
cps6? 9 ep1st 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA
cDs6" M ep16” 13 ns ns 16 ns ns 13 ns ns
B) Grupo controle
Estimulo com K562 (frequéncia de células com expresséo, %)
IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10
Subpopulagdes CTR p r CTR p r CTR p r
() (n) Q)
NK totais 16 ns ns 20 00007 07 16 00436 -05
cpsed™ 16 ns ns 20 00058 0.6 16 ns ns
cpsePr 9t 15 ns ns 17 00064 06 14 ns ns
cps6d™epi6 16 ns ns 18 ns ns 16 ns ns
cps6”™cD16 15 ns ns 19 00011 07 15 ns ns
cos6?9Mep1gt 7 ns ns 8 ns ns 7 ns ns
D569 ep16 13 ns ns 15 ns ns 13 ns ns
Estimulo com K562 (intensidade de expressao, MFI)
Subpopulagdes IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10
CTR p r CTR p r CTR p r
(n) (n) (n)
NK totais 16 ns ns 20 ns ns 16 ns ns
cpsed™ 16 ns ns 20 ns ns 16 ns ns
cDsePriat 15 ns ns 17 ns ns 14 ns ns
cose'™cpi6t 16 ns ns 18 ns ns 16 ns ns
cps6™epi6 15 ns ns 19 ns ns 15 ns ns
cos6™"cp16* 7 ns ns 8 ns ns 7 ns ns
cps6? 9 ep16 13 ns ns 15 ns ns 13 ns ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade
de expressao); estimulo com K562: descontando-se o valor basal (sem estimulo), NK totais: incluem as
subpopulagdes CD569m™CD16", CD569MCD16°, CD56PM9MCD16*, CD569"MCD167, CD56"CD16*; n: nimero
de mulheres analisadas para cada subpopulacdo; em negrito: valores de p significantes (p<0,05) e
respectivos valores de r; em negrito e sublinhado: correspondem a correlacdes diferenciais entre os grupos
EDT e CTR; ns: ndo significante (p= 0,05), NA: ndo analisado; valores de p e r determinados pelo teste de
correlagdo de Spearman.
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Balango das principais diferengas entre os grupos EDT e CTR, apés o

estimulo com células K562:

v CD107a (%): EDT < CTR (CD56b"CD16)
v CD107a (MFI): EDT < CTR (NK totais,CD56¢™m, CD56briaht)
v IFN-y (MFI): EDT < CTR (NK totais, CD56¢m CD56ight CD564MCD16* e

CD56briahtCD16°)

Ou seja, a expressdo de CD107a (% e intensidade de expressdo), assim como a

intensidade de expressao de IFN-y, foram menores nas mulheres com EDT.

v Correlagoes positivas entre IFN-y e CD107a (MFI): apenas no grupo CTR
(NK totais, CD569™, CD56Prghte CD569MCD16°)

v Correlagoes positivas entre IFN-y e IL-10 (MFI): apenas no grupo EDT
(CD564m, CD56btright CD569mMCD16* e CD569mCD16°)

4.4.2.3 Nacondicao com estimulo com células K562 bloqueadas para MICA

O bloqueio de MICA nas células K562 (K562BLOQ), representando o potencial efeito
da presenca de sMICA, praticamente ndo induziu modificacbes (Tabela 14), em relacdo aos
eventos que ocorreram na condigdo com o estimulo com K562, sem bloqueio (Tabela 13).
Houve apenas duas mudancas, estatisticamente significantes, e apenas no grupo EDT:
diminuicdo da porcentagem de células produtoras de IL-10 nas subpopula¢cdes CD56PM9 (p=
0,0479) e CD569"CD16- (p=0,0105) (Tabela 14A). Ou seja, com o bloqueio de MICA,
permaneceram as mesmas modificacdes induzidas pelo estimulo com K562, na auséncia de

blogueio (valores de p determinados pelo teste pareado de Wilcoxon).
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Tabela 14. Comparacédo das frequéncias de células com expressdo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10, e das intensidades de expressao,
nas subpopulactes de células NK circulantes, entre mulheres com endometriose (A) e controles (B), entre as condi¢cbes apos estimulo K562, e
apos estimulo com células K562 blogueadas para MICA.

A)

EDT: grupo endometriose; MFI

Grupo endometriose

K562 x K562BLOQ (frequéncia de células com expresséo, %)

CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes EDT K562  K562BLOQ EDT K562 K562BLOQ EDT K562 K562BLOQ
(n) med (%) med (%) p (n) med (%) med (%) p (n) med (%) med (%) p
NK totais 21 14,5 16,8 ns 21 3,6 3,0 ns 17 -0,1 -0,2 ns
cD56™ 21 16,4 18,5 ns 21 41 31 ns 18 0,1 0,1 ns
CD5gPotn 15 17,7 18,4 ns 15 43 43 ns 13 0,1 0,1 0,0479
cbs56%™cD16* 20 20,3 29,0 ns 20 5,9 6,4 ns 17 0,8 0,6 ns
cD56%™CD16° 20 17,1 20,5 ns 20 5,7 6,0 ns 17 0.1 0,1 ns
cbs6ecp16* 4 11,1 6,4 NA 4 2,1 6,4 NA 4 5.1 2.3 NA
CD56""9"CD16 16 20,3 25,0 ns 16 6,1 33 ns 13 0,1 -0,6 0,0105
K562 x K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes EDT K562  K562BLOQ EDT K562 K562BLOQ EDT K562 K562BLOQ
(n) med (MFI) med (MFI) p (n) med (MFI) med (MFI) p (n) med (MFI) med (MFI) p
NK totais 21 54,0 57,0 ns 21 -0,3 0,5 ns 17 -12,0 -15,0 ns
cD56 ™ 21 51,0 69,0 ns 21 0,4 2.1 ns 18 0,0 04 ns
CcD5gPigth 15 60,0 65,0 ns 15 0,0 0,3 ns 13 5,7 -15,0 ns
cbs6%McD16* 20 59,0 55,5 ns 20 -3,3 -0,1 ns 17 0,0 0,0 ns
CcD56%™CD16 20 103,0 121,5 ns 20 7,0 9,9 ns 17 -12,0 6,0 ns
cDs69"cp16* 4 59,0 54,5 NA 4 3.4 -5,4 NA 4 8,0 6,0 NA
cD56™9"cD16” 16 60,5 70,5 ns 16 1,4 2,0 ns 13 -14,0 -14,0 ns

: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressao); K562: estimulo com células K562 descontando-se o valor basal (sem

estimulo; K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas para MICA, descontado do valor basal (sem estimulo); valores negativos: valores onde o valor basal foi maior do
gue com estimulo; med: mediana; NK totais: incluem as subpopulagées CD569™CD16*, CD569™CD16-, CD56""9"CD16*, CD569"CD16-, CD56-CD16%; n: nimero de mulheres
analisadas para cada subpopulacdo; em negrito: valores de p significantes (p<0,05); em negrito e sublinhado: diferenca ausente no grupo CTR; em azul: valor da mediana
diminuida em relag¢&o ao estimulo com K562 sem bloqueio; ns: néo significante (p= 0,05); NA: ndo analisado; valores de p determinados pelo teste pareado, ndo paramétrico,
de Wilcoxon.
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Continuacao Tabela 14. Comparacao das frequéncias de células com expresséo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10, e das intensidades de
expressao, nas subpopulacdes de células NK circulantes, entre mulheres com endometriose (A) e controles (B), entre as condicbes apos
estimulo K562, e apds estimulo com células K562 bloqueadas para MICA.

B) Grupo controle

K562 x K562BLOQ (frequéncia de células com expresséo, %)

CD107a IFN-y IL-10
Subpopulages CTR K562 K562BLOQ CTR K562 K562BLOQ CTR K562 K562BLOQ

(n) med (%) med (%) p (n) med (%) med (%) p (n) med (%) med (%) p
NK totais 19 21,2 17,3 ns 19 4,2 4,5 ns 14 0,0 0,3 ns
CcD56%™ 19 22,0 22,0 ns 19 42 4.4 ns 14 0,1 0,3 ns
CD56°oth 16 24,7 22,6 ns 16 5,2 5,6 ns 12 -1,8 -1,3 ns
cDs56%mcD16" 17 29,1 25,8 ns 17 33 31 ns 13 0,4 0,5 ns
CcD56%™CD16" 18 16,0 13,9 ns 18 12,7 11,3 ns 14 0,2 0,2 ns
cD56”9"cD16" 7 21,2 30,3 ns 7 0,3 0,9 ns 5 0,0 0,3 ns
cD56”9"CcD16" 15 38,0 22,0 ns 14 8,3 6,2 ns 11 0,0 0,0 ns

K562 x K562BLOQ (intensidade de expressao, MFI)
CD107a IFN-y IL-10

Subpopulagdes CTR K562 K562BLOQ CTR K562 K562BLOQ CTR K562 K562BLOQ

(n) med (MFI) med (MFI) p (n) med (MFI) med (MFI) p (n) med (MFI) med (MFI) p
NK totais 19 108,0 87,0 ns 19 17,0 18,0 ns 14 47 19,8 ns
CcD56%™ 19 107,0 87,0 ns 19 17,0 20,1 ns 14 15 21,2 ns
CD56°1ot 16 102,5 112,0 ns 16 14,1 15,8 ns 12 15 37 ns
cDs56%™cD16" 17 76,0 94,0 ns 17 18,0 20,0 ns 13 0,0 0,0 ns
CcD56%™CD16" 18 102,0 83,0 ns 18 11,5 11,0 ns 14 5,5 2,5 ns
CcD56™9"cp16* 7 126,0 99,0 ns 7 2,0 6,4 ns 5 1,7 4,0 ns
CD56""9"CcD16” 15 121,0 157,0 ns 14 10,3 9,8 ns 11 -2,0 -12,0 ns

CTR: grupo controle; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressao); K562: estimulo com células K562 descontando-se o valor basal (sem
estimulo; K562BLOQ: estimulo com células K562 blogueadas para MICA, descontando-se o valor basal (sem estimulo);valores negativos: valores onde o valor basal foi
maior do que com estimulo; med: mediana; NK totais: incluem as subpopulagées CD569™CD16*, CD569MCD16°, CD569"MCD16*, CD56P9"MCD167, CD56 'CD16%;n: nimero
de mulheres analisadas para cada subpopulagéo; ns: néo significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste pareado, ndo paramétrico, de Wilcoxon.
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Apesar de o blogueio de MICA, praticamente, ndo ter modificado o que ocorreu com o
estimulo com K562, na andlise do balanco final entre os grupos EDT e CTRs (teste de Mann-
Whitney), na condicdo de bloqueio, observamos algumas diferengas significativas:

(i)  Menor intensidade de expresséo de IFN-y no grupo EDT em 5 populagdes celulares, NK
totais (p= 0,0084), CD56%9™ (p= 0,0128), CD56""9" (p= 0,0308), CD569™CD16* (p=
0,0126) e CD5619"CD16- (p= 0,0308), em comparacéo com o grupo CTR (valores de p
determinados pelo teste de Mann Whitney) (Tabela 15). Destacamos que essas
diferencas ja eram estatisticamente significantes na condicdo sem bloqueio, para as
mesmas populacdes (Tabela 12);

(i) Ainda em relacdo a IFN-y, o bloqueio induziu uma diferenca significativa que nao havia
na condicdo apenas com estimulo K562: menor frequéncia de células CD56P"9"CD16°
produtoras de IFN-y no grupo EDT (p= 0,0275, teste de Mann Whitney) (Tabela 15);

(iii) As outras diferengas encontradas entre os grupos EDT e CTR, apés o bloqueio de MICA,
foram em relacgéo a IL-10: menor porcentagem de células CD56%9™ produtoras de IL-10,
no grupo EDT (p= 0,0067); e menor intensidade de expressédo de IL-10 no grupo EDT,
para células NK totais (p= 0,0308), em relacdo ao grupo CTR. Essas diferencas néo
foram significativas na condicdo apos estimulo com K562 sem bloqueio (Tabela 12).
Encontramos também menor intensidade de expressao de IL-10 na populacéo de células
CD5619M (p=0,0329) do grupo EDT, mas essa diferenca ja era significativa na condicéo
apos estimulo K562 sem bloqueio (Tabela 12); (valores de p determinados pelo teste de
Mann Whitney). Esses dados comparativos, entre os grupos EDT e CTR, estéo

apresentados na Tabela 15.

Em relacdo a expressdo de CD107a, € interessante destacar que a diferenga de menor
% de células produtoras para CD56"9"CD16™ no grupo EDT, em relacdo ao grupo CTR,
observada na condicdo apos estimulo com células K562 (p= 0,0445, teste de Mann-Whitney;
(Tabela 12), desapareceu na condicdo K562 com bloqueio de MICA (p= ns, teste de Mann-
Whitney; Tabela 15). O mesmo ocorreu para a intensidade de expressao de CD107a, para NK
totais (p= 0,0233) CD569™ (p= 0,0308) e CD569" (p= 0,0097) (Tabela 12) na condicéo apos
estimulo com células K562; desapareceu a diferenca de menor intensidade de expressédo na
EDT, em relacdo ao rupo CTR, na condicdo K562 com bloqueio de MICA (p= ns, teste de
Mann-Whitney; Tabela 15).

Ou seja, com bloqueio de MICA, ndo observamos diferencas significativas para
CD107a entre os grupos EDT e CTR (Tabela 15), apesar de terem ocorrido diferencas na
condicao de estimulo com K562 sem bloqueio (Tabela 12).

Todos os dados das analises individuais de mulheres dos grupos CTR e EDT, tanto

para a frequéncia (%) como para a intensidade de expressédo das moléculas CD107a, IFN-y e
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IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo com células K562, e com células

K562 pos bloqueio para MICA, estdo apresentados no Anexo X, Tabela 3.

Tabela 15. Comparacdo entre as frequéncias de células com expressdo das moléculas
CD107a, IFN-y ou IL-10 e entre as sus intensidades de expressdo, nas subpopulagbes de
células NK circulantes, entre mulheres com endometriose e controles, na condi¢cdo de
estimulo com K562 bloqueadas para a proteina MICA.

Estimulo com K562BLOQ (frequéncia de células com expressao, %)

CD107a IFNy IL-10
Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR EDT CTR
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 21 168 19 173 ns 21 30 19 45 ns 17 02 14 03 ns
CcD56%™ 21 185 19 220 ns 21 31 19 44 ns 18 -01 14 03  0,0067
CD56°1o 16 173 17 241 ns 16 34 17 58 ns 13 01 13 -01 ns
cD56%"CD16" 20 290 17 258 ns 20 18 17 31 ns 17 00 13 05 ns
CD56""CD16° 20 2055 18 139 ns 20 60 18 50 ns 17 -01 14 02 ns
CD56"""'CD16" 4 144 7 303 NA 4 64 7 09 NA 4 11 5 03 NA
CD56"""'CD16 16 250 15 22,0 ns 16 33 14 89 00275 13 -06 11 00 ns
Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI)
CD107a IFNy IL-10
Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR EDT CTR
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p

NK totais 21 57,0 19 870 ns 21 05 19 180 0,0084 17 00 14 198 0,0308
cD56%™ 21 690 19 87,0 ns 21 21 19 201 0,0128 18 04 14 212 ns
CD56" 9t 16 615 17 81,0 ns 16 -07 14 80 0,0308 13 -150 13 80  0,0329
cD56YmCD16" 20 555 17 940 ns 20 -01 17 20,0 0,0126 17 00 13 00 ns
CcD56%mCD16° 20 1215 18 83,0 ns 20 99 18 110 ns 17 60 14 -25 ns
CD56°""CD16" 4 545 7 990 NA 4 54 7 64 NA 4 60 6 98 NA
CD56°""CD16" 16 705 15 157,0 ns 16 20 14 98 0,0308 13 -140 11 -12,0 ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagbes CD569mCD16*,
CD569MCD16°, CD56P19MCD16*, CD56P19NCD16°, CD56°CD16*; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia; n:
namero de mulheres analisadas para cada subpopulagdo; K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas para
MICA, descontando-se o valor basal (sem estimulo); valores negativos: valores onde o valor basal foi maior do que
com estimulo; em negrito: valores de p significantes (p<0,05); em vermelho: valor da maior mediana significante
entre os grupos EDT e CTR; ns: ndo significante (p= 0,05); NA: ndo analisado; valores de p determinados pelo
teste de Mann-Whitney.

0,

- Analise de correlacdo entre a expressao das moléculas envolvidas na atividade

de células NK, ap6s o estimulo com células K562 bloqueadas para MICA:

As analises para avaliacdo da ocorréncia ou ndo de correlacédo foram realizadas, tanto
para a % como para a intensidade de expressao. Os valores de p e r foram determinados pelo

teste de correlagdo de Spearman (Tabela 16):

> Grupo CTR: algumas correlacdes foram mantidas, outras perdidas, e novas surgidas,
na condicdo de estimulo com células K562 bloqueadas para MICA:

¢ |IFN-y e CD107a: correlacdes positivas para % de expresséo: mantiveram-se algumas

correlagbes positivas para as populagdes celulares previamente encontradas na

condicéo de estimulo com K562 sem bloqueio: NK totais (r=0,5, p= 0,0161), CD56%™
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(r= 0,5, p= 0,0169), e CD56Y"CD16" (r= 0,8, p= 0,0001) e surgiu outra,
CD5619"CD16 (r= 0,7, p= 0,0088).

¢ IFN-y e IL-10: correlacdes positivas para intensidade de expresséo, nas subpopulacdes
CD56PM9nt (r=0,6, p=0,0381) e CD56"9"CD16- (r=0,8, p=0,0027) (correlacdes

ausentes na condicdo K562 sem blogueio).

e CD107a e IL-10: correlacdo nhegativa para intensidade de expressdo para a

subpopulagdo CD569™CD16* (r= -0,6, p= 0,0485) (correlacdo ausente na condi¢io
K562 sem bloqueio).

> Grupo EDT: algumas correlacdes foram mantidas, outras perdidas, e novas surgidas,

na condicdo de estimulo com células K562 bloqueadas para MICA:

eIFN-y e IL-10: para % expressdo, nas subpopula¢cdes: CD569™ (r=0,5, p=0,0326)

(correlacéio positiva) e CD56P9"t (r= -0,7, p= 0,0182) (correlacdo negativa) (ndo

observadas com estimulo com K562 sem bloqueio). Para a intensidade de
expressao: correlacdo positiva em NK totais (r=0,6, p=0,0173) (ndo observada sem
bloqueio); CD56%™ (r=0,6, p=0,0068) e CD56P"9" (r=0,7, p= 0,0054) (previamente

observadas na condicdo com K562 sem bloqueio); as correlacdes CD569MCD16™ e
CD569™CD16 observadas na condi¢do sem bloqueio, foram perdidas na condicéo de
K562 bloqueada para MICA.

e CD107a e IFN-y: para % de expressao, novas correlacdes positivas: em NK totais
(r=0,4, p= 0,0451) e CD564™ (r=0,5, p= 0,0175). Essas correlacdes também foram

observadas no grupo CTR.

Na Tabela 16 estdo apresentados os dados significantes de correlagbes observadas
nos grupos EDT e CTR, tanto para a frequéncia como para a intensidade de producgéo das

moléculas, em cada subpopulacdo de células NK.
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Tabela 16. Andalise de correlacdo entre as frequéncias de células com expressdo das
IL-10 e entre suas
subpopulacgdes de células NK circulantes de mulheres com endometriose (A) e controles (B),
na condicdo apds estimulo com células K562 bloqueadas para MICA.

moléculas CD107a,

A)

B)

IFN-y ou

Grupo endometriose

intensidades de expressao,

nas

Estimulo com K562BLOQ (frequéncia de células com expresséo, %)

IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10

Subpopulagdes EDT p r EDT p r EDT p r
Q) (n) (n)

NK totais 17 ns ns 21 0,0451 0,4 17 ns ns
cpsedi™ 18 00326 05 21 00175 05 18 ns ns
cpsePrioth 13 00182 -0,7 16 ns ns 13 ns ns
CD56dimCD;|_6* 17 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
cps6Y™cp16 17 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
cps56”9Mcp16t 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA
cDs56° 9" cp16 13 ns ns 16 ns ns 13 ns ns

Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI)

IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10

Subpopulagdes EDT p r EDT p r EDT p r
(n) (n) (n)

NK totais 17 0,0173 0.6 21 ns ns 17 ns ns
cpsedi™ 18 0,0068 06 21 ns ns 18 ns ns
cpsePrioth 13 00054 0,7 16 ns ns 13 ns ns
CD56dimc|316* 17 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
cps6Y™cp16 17 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
cps6® 9" cp16* 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA
cDs56° 9" cp16 13 ns ns 16 ns ns 13 ns ns

Grupo controle

Estimulo com K562BLOQ

(frequéncia de células com expresséo, %)

IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10
Subpopulacdes CTR p r CTR p r CTR p r

(n) () ()
NK totais 13 ns ns 19 00161 05 17 ns ns
cpse?™ 14 ns ns 19 00169 05 14 ns ns
cDsgPreth 13 ns ns 17 ns ns 13 ns ns
cpse'™cp16* 13 ns ns 17 ns ns 13 ns ns
cps6Y™cD16 14 ns ns 18 00001 08 14 ns ns
cDs56%"9Mep16t 5 ns ns 7 ns ns 5 ns ns
D569 ep16 11 ns ns 14 0008 07 13 ns ns

Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI)

Subpopulacdes IFN-y x IL-10 IFN-y x CD107a CD107a x IL-10
CTR p r CTR p r CTR p r
(n) (n) (n)
NK totais 14 ns ns 19 ns ns 17 ns ns
cpset™ 14 ns ns 19 ns ns 14 ns ns
cbsePioth 13 00381 06 17 ns ns 13 ns ns
cps6'™Mcpi16” 13 ns ns 17 ns ns 13 00485 -06
cps6Y™epi6 14 ns ns 18 ns ns 14 ns ns
cpse”'9Mep16* 5 ns ns 7 ns ns 5 ns hs
cps6” 9" cp16 11 00027 08 14 ns ns 13 ns ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulacdes CD569™CD16*,
CD569mMCD16~ CD569MCD16*, CD56M9"MCD16°, CD56'CD16%; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia
(intensidade de expresséo); K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas para MICA, descontando-se o
valor basal (sem estimulo); n: nimero de pares de dados analisados para cada subpopulagéo; em negrito: valores
de p significantes (p<0,05) e respectivos valores de r; em negrito e sublinhado: correspondem a correlacdes
diferenciais entre os grupos EDT e CTR; as andlises foram realizadas a partir de valores de mediana da
porcentagem de células com expressédo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10 e de suas MFlIs, nas diferentes
subpopulagdes de NK; ns: ndo significante (p= 0,05); NA: ndo analisado; valores de p e r determinados pelo teste
de correlacdo de Spearman.
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4.4.3 Expressado das moléculas envolvidas na atividade efetora de células NK e relacéo

aos niveis de MICA soluvel

Uma vez que MICA soluvel pode diminuir a atividade citotoxica de células NK via
ligagdo e internalizagdo do receptor NKG2D, avaliamos a presenga de correlagdo entre os
niveis de MICA soluvel (sMICA) no soro (sistémico) ou no fluido peritoneal (FP; no local da
lesdo) e a expressao das moléculas importantes na atividade efetora (CD107a, IFN-y) e
reguladora de células NK (IL-10) (% e intensidade) no grupo CTR e EDT. Esta andlise foi
realizada em células NK totais e suas subpopulagbes: CD569" e CD56%™, com ou sem a
expressao da molécula CD16, também envolvida na citotoxicidade pelas células NK, mas via
ADCC (citotoxicidade celular dependente de anticorpos). As analises foram realizadas para as
condi¢cbes: basal de cultura (sem estimulo), com estimulo de células K562 e com estimulo de
células K562 bloqueadas para MICA (K562BLOQ).

Ressaltamos que néo foi realizada a analise para a subpopulacdo CD56°9"CD16*, em
mulheres com EDT, uma vez que poucas amostras tiveram nimero de eventos igual ou maior
ou de 100 (valor de corte para analise).

Todas as analises de correlagdo, com determinacdo de valores de r e p, foram
realizadas pelo teste de correlagdo de Spearman.

4.4.3.1 Moléculas vs MICA soluvel: na condi¢cdo basal de cultura

> Grupo CTR:

e CD107a e sMICA: observamos duas correlacdes positivas:

i) % de células CD107a + e sMICA no fluido peritoneal, em células: NK totais
(r=0,5, p= 0,0316) e CD569™CD16" (r=0,6, p= 0,0249) (Figura 41).

e [IFN-y e sMICA: ndo foram encontradas correlacbes entre a expressao (% e MFI)

de IFN-y e niveis de sMICA totais (negativos e positivos, no soro ou FP).

e |L-10 e sMICA: nao foram encontradas correlagdes entre a expresséo (% e MFI)
de IL-10 e niveis de sMICA totais (soro ou FP).
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> Grupo EDT:

e (CD107a e sMICA: néao foram encontradas correlacbes entre a expresséo (% e
MFI) de CD107a e niveis de sMICA (soro ou FP).

o [IFN-y e sMICA: observamos correlacdo positiva (Figura 41):

i) % de células IFN-y + e niveis de sMICA no soro, nas subpopulagfes:
CD569™ (r=0,5, p= 0,0393) e CD569MCD16" (r=0,5, p= 0,0277)

e |L-10 e sMICA: ndo foram encontradas correlacdes entre a expressao (% e MFI) de
IL-10 e niveis de sMICA (soro ou FP).

Os dados significantes das analises de correlagdo entre a frequéncia de células
positivas ou entre a intensidade de expressao das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10 com
niveis de sMICA (soro e FP) estdo no Anexo X, Tabela 4.
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Figura 41. Andlise de correlacdo entre a frequéncia (%) de células positivas e expressdo de
moléculas de atividade efetora de células NK, em subpopula¢gdes de células NK circulantes, com
niveis de MICA sollvel de mulheres com endometriose e controles, na condi¢do basal de cultura,
sem estimulo. A) correlagdo entre as frequéncias de expressdo de CD0107 e niveis de sMICA em
fluido peritoneal, na subpopulacdo CD56%™CD16", no grupo CTR; B) correlacéo entre as frequéncias de
expressdo de IFN-y e niveis de sMICA no soro, na subpopulagdo CD56%™, no grupo EDT; EDT: grupo
endometriose; CTR: grupo controle; sMICA: MICA sollvel; FP: fluido peritoneal; n: nimero de pares de
dados analisados; niveis de sMICA analisados por ELISA (Resultados, item 4.3); valores de p e r
determinados pelo teste de correlacdo de Spearman.

4.4.3.2 Moléculas vs MICA soluvel: na condicéo de estimulo com células K562

> Grupo CTR:
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e (CD107a e sMICA: néao foram encontradas correlacbes entre a expressao (% e
MFI) de CD107a com estimulo com células K562 e niveis de sMICA do grupo total
de positivos e negativos (soro ou FP).

e |FN-y e sMICA: observamos duas correlacdes negativas:

i) % de células IFN-y + e niveis de sMICA no FP, na subpopulacdo CD56Pright
(r=-0,7, p= 0,0032) (Figura 42).

ii) intensidade de expressdo de IFN-y e niveis de sMICA no soro, na
subpopulacéo CD56P""CD16™ (r=-0,7, p= 0,014).

e [L-10 e sMICA: ndo foram encontradas correlacdes entre a expressao (% e MFI) de
IL-10 com estimulo com células K562 e niveis de sMICA do grupo total de positivos
e negativos (soro ou FP).

Os dados das analises de correlagdo estao apresentados no Anexo X, Tabela 5A.

> Grupo EDT:

Também na endometriose, observamos diversas correlagdes negativas, sendo apenas

uma semelhante aquelas observadas no grupo CTR (Figura 42, e Anexo X, Tabela 5B):

e CD107a e sMICA: néo foram encontradas correlagbes entre a expressao (% e
MFI) de CD107a com estimulo com células K562 e niveis de sMICA do grupo total

de positivos e negativos (soro ou FP).

e |FN-y e sMICA: observamos correlacdes negativas:

i) % de células IFN-y+ e niveis de sMICA no soro, na subpopulacédo
CD5619MCD16™ (r= -0,5, p= 0,0413) (semelhante ao grupo CTR, na mesma
subpopulagdo, mas para MFI)

ii) % de células IFN-y+ e niveis de sMICA no FP, nas populacdes (correlacfes
negativas ndo observadas no grupo CTR):

* NK totais (r=-0,5, p=0,0279),
« CD569™ (r=-0,5, p= 0,0373),
« CD569™ CD16* (r= -0,5, p= 0,0468)
« CD56%M CD16" (r= -0,6, p= 0,0076)

iii) intensidade de expressdo de IFN-y e niveis de sMICA no FP, nas

subpopulagtes (correlacdes negativas ndo observadas no grupo CTR):
« CD569M (r=-0,4, p=0,0434)
« CD569MCD16™ (r= -0,5, p=0,0488)
« CD569™CD16" (r= -0,5, p=0,0435)
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e |IL-10 e sMICA: nao foram encontradas correlagdes entre a expressao (% e
MFI) de IL-10 com estimulo com células K562 e niveis de sMICA do grupo total de
positivos e negativos (soro ou FP) (p= 0,05, correlacdo de Spearman).

i . dim _
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Figura 42. Andlise de correlacdo entre a frequéncia (%) de células positivas para a expresséo de
IFN-y em subpopula¢des de células NK circulantes, com niveis de MICA solavel no fluido
peritoneal de mulheres com endometriose e de controles, na condi¢do com estimulo com células
K562. A) correlacdo entre as frequéncias de expresséo de IFN-y e niveis de sMICA em fluido peritoneal
(FP), na subpopulagédo CD56"9" em CTRs; B) correlagéo entre as frequéncias de expressdo de IFN-y
e niveis de SMICA no FP, na subpopulacdo CD56%™, no grupo EDT; EDT: grupo endometriose; CTR:
grupo controle; sMICA: MICA solavel; n: nimero de pares de dados analisados; niveis de sMICA
analisados por ELISA (Resultados, item 4.3); ns: valor de p nao significante (p= 0,05); valoresde per
determinados pelo teste de correlacdo de Spearman.

4.4.3.3 Moléculas vs MICA solavel: na condigao estimulo com células K562 bloqueadas
para MICA

Observamos que, ap6s o estimulo com células K562 bloqueadas para MICA
(K562BLOQ), algumas correlagbes foram mantidas em relacdo a condicdo de estimulo com
K562 sem blogueio. Destacamos também, que novas correlagbes foram detectadas na

presenca de K562BLOQ, que representa a presencga de MICA soluvel.

> Grupo CTR:
Foram observadas tanto correlacdes positivas como negativas (Figura 43 e Anexo X,
Tabela 6):

e CD107a e sMICA: observamos correlacao positiva:

i) % de células CDl1l07a+ e niveis sMICA no FP, na subpopulacao

CD56P"9"CD16™ (r= 0,8, p= 0,0476) (correlacdo positiva ndo encontrada na

condicdo com estimulo de K562 sem bloqueio para MICA) (Correlagédo de

Spearman).

o IFN-y e sMICA: observamos correlacdo negativa:
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ii) intensidade de expressdo de IFN-y e niveis sMICA no soro, ha

subpopulacdo CD56P"9"CD16 (r= -0,7, p= 0,0152) (correlacdo negativa,

semelhante a encontrada na condicdo com estimulo de K562 sem bloqueio)
(Correlacéo de Spearman).

e |L-10 e sMICA: observamos correlacées neqgativas:

iii) de células IL-10+ e niveis de MICA no soro, para as subpopulacdes:
« CD56%M (r=-0,6, p= 0,0175)

« CD569MCD16" (r= -0,6, p= 0,0455) (correlacdo negativa ndo

encontrada na condicdo com estimulo de K562 sem bloqueio para MICA)
(Correlagéo de Spearman).
iv) intensidade de expressdo de IL-10 e niveis de sMICA no soro, para as

subpopulagbes (correlagbes negativas, ausentes com estimulo de K562 sem

bloqueio) (Correlacdo de Spearman):
* NK totais (r=-0,7, p= 0,0105)
« CD569M (r=-0,7, p= 0,0152)
« CD569MCD16" (1= -0,6, p= 0,0417)
« CD569™CD16" (r= -0,7, p= 0,0012)

| 2 Grupo EDT: foram observadas apenas correlacfes negativas (Figura 43 e Anexo X,
Tabela 6)

e (CD107a e sMICA:
i) % de células CD107a+ e niveis de MICA no soro, para a subpopulacéo

CD569™CD16* (r= -0,5, p= 0,0192) (correlacdo negativa ndo encontrada na

condicdo com estimulo de K562 sem bloqueio para MICA) (Correlacdo de
Spearman).
ii) intensidade de expresséo de CD107a e niveis de sMICA no soro, em células

CD5619"MCD16- (r= -0,5, p= 0,0390) (correlacdio negativa ndo observada no

estimulo de K562 sem bloqueio, e ndo encontrada no grupo CTR) (Correlagéo
de Spearman).
iii)intensidade de expressédo de CD107a e niveis de sMICA no FP, em células

CD56P19M (1= -0,7, p= 0,0057) (correlacéo negativa n&o observada no estimulo

de K562 sem bloqueio, e ndo encontrada no grupo CTR) (Correlacdo de

Spearman).

e [FN-y e sMICA:



125

i) % de células IFN-y+ e niveis de sMICA no soro, em células NK totais (r= -0,5,
p=0,0366) (semelhante aquela encontrada na condicdo com estimulo com

K562 sem bloqueio, mas foi para células CD56P"9"CD16"; correlacdo negativa

ndo encontrada no grupo CTR)

ii) % de células IFN-y+ e niveis de sMICA no FP, na subpopulacédo
CD569MCD16" (r= -0,5, p=0,0444) (semelhante ao encontrado na condicdo com
estimulo com K562 sem bloqueio, mas com perda de correlacao para células

NK totais, CD569™ e CD569MCD16"; correlacdo negativa ndo encontrada no

grupo CTR) (Correlacdo de Spearman).

e |L-10 e sMICA:
iii)% de células IL-10+ e niveis de sMICA no soro, na subpopulacdo CD56%M (r=

-0,5, p=0,0427) (correlacdo negativa ndo observada no estimulo de K562 sem

bloqueio; mas semelhante a encontrada no grupo CTR)
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Figura 43. Analise de correlagdo entre a frequéncia (%) de células positivas para a expresséao
CD107a em subpopulacdes de células NK circulantes, com niveis de MICA soluvel de mulheres
com endometriose e de controles, na condi¢do apés estimulo com células K562 bloqueadas para
MICA. A) correlac@o entre as frequéncias de expressdo de CD107a e niveis de sMICA no soro, ha
subpopulacdo CD56""CD16%, em CTRs; B) correlacéo entre as frequéncias de expressdo de CD107a
e niveis de sMICA no soro, na subpopulacdo CD569™CD16", no grupo EDT; EDT: grupo endometriose;
CTR: grupo controle; sMICA: MICA soldvel; FP: fluido peritoneal; n: nidmero de pares de dados
analisados; niveis de sMICA analisados por ELISA (Resultados, item 4.3); valores de p e r determinados
pelo teste de correlacdo de Spearman.

Na Tabela 17, apresentamos um balanco dos principais resultados da correlagéo entre
a expressao das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, e os niveis de MICA solavel, no soro e no

fluido peritoneal.



Tabela 17. Balan¢o dos
niveis de MICA soluvel.

% células

CD107a
NK totais
CD56°"CD16"

IFN-y

IL-10

% células
CD107a

IFN-y
C Dsebnghl

IL-10
CD56°"CD16+

% células

CD107a
cD56”"cD16"

IFN-y

IL-10
CcD56%™
CD56°™CD16+

NK totais: incluem as subpopulagdes CD569mCD16*, CD569MCD16",

sMICA

FP
FP

soro e FP

soro e FP

sMICA

soro e FP

FP

SOoro

sMICA

FP

soro e FP

SOro
SOro

SC

SC

-0,6
-0,6
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principais resultados da correlacédo entre a expressado de moléculas envolvidas na atividade efetora de células NK e

CONTROLES
P MFI
CD107a
0,0316
0,0249
IFN-y
IL-10
CONTROLES
P MFI
CcD107a
IFN-y
0,0032 CD56”"CD16"
IL-10
0,019
CONTROLES
p MFI
CD107a
0,0476
IFN-y
CD56"""CD16
IL-10
0,0175  NK totais
0,0455 CD56%™
CD56°"CD16"
CD56°™CD16"

sMICA

soro e FP

soro e FP

soro e FP

sMICA

soro e FP

Soro

soro e FP

sMICA
soro e FP

Soro

Soro
SOro
Soro
SOro

Condigédo basal de cultura, sem estimulo

ENDOMETRIOSE
r P % células sMICA r P MFI sMICA r P
SC CD107a soro e FP SC CD107a soro e FP SC
SC IFN-y IFN-y soro e FP SC
CcD56™ soro 0,5 0,0393
CD56°"CD16 soro 05 00277
SC IL-10 soro e FP SC IL-10 soro e FP SC
Estimulo com células K562
ENDOMETRIOSE
r P % células sMICA r P MFI sMICA r P
SC CD107a soro e FP SC CD107a soro e FP SC
IFN-y IFN-y
-0,7  0,0140 NK totais FP 05  0,0279 cD56%™ FP -04  0,0434
CD56"™ FP 05 00373  CD56°"CD16+ FP 0.5  0,0488
CD56°"CD16+ EP 05 00076  CD56°"CD16° FP 0.5  0,0435
CD56°"CD16- FP 06 00076
CD56""CD16" soro 05 00413
SC IL-10 soro e FP sC IL-10 soro e FP SC
Estimulo com células K562BLOQ
ENDOMETRIOSE
r P % células sMICA r P MFI sMICA r P
SC CD107a CD107a
CD56°"CD16 soro 05 00192  CD56"@"CD16 soro 05  0,0390
CD56""M FP -0.7  0,0057
IFNg IFN-y soro e FP sC
0.7 0,0152 NK totais soro -0,5 0,0366
CD56°"CD16" FP 0.5 00444
IL-10 IL-10 soro e FP SsC
0.7  0,0105 CD56™ soro 0,5  0,0427
07 00152
06 00417
07 00012

CD569"CD16*, CD569MCD167, CD56'CD16*; sMICA: MICA sollvel; K562BLOQ: células K562

blogueadas para MICA; FP: fluido peritoneal; em negrito e sublinhado: correlacdes diferenciais entre o grupo EDT e CTR; em vermelho: correlagdes positivas; em azul:
correlagBes negativas; SC: sem correlacao; niveis de sMICA analisados por ELISA (Resultados, item 4.3); valores de p e r determinados pelo teste de correlagdo de Spearman.
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Resumo do balanco dos principais resultados da correlacdo entre a expressao de
moléculas envolvidas na atividade efetora de células NK e niveis de MICA solavel:

Na condicdo basal, sem estimulo, mulheres do grupo CTR tiveram correlacfes positivas entre
a % CD107a e niveis de sMICA no FP e entre a intensidade de expressdo de IFN-y.
Diferentemente do grupo CTR, apenas na EDT houve correlacdo positiva entre a % de IFN-y e
niveis de sMICA no soro. Na condicdo de estimulo com células K562, tanto mulheres do grupo
CTR como do grupo EDT apresentaram correlagdes negativas para a expressao de IFN-y (% e
intensidade) e niveis de sMICA no soro e FP. No entanto, mulheres com EDT apresentaram
correlacBes negativas em um maior numero de subpopulag@es celulares, algumas ausentes no
grupo CTR, e também ausentes na condicdo sem estimulo. No entanto, a presenca do
bloqueio de células K562 para MICA resultou em novas correla¢des negativas, tanto entre a %
de células produtoras de IL-10 como para a intensidade de expresséao, e niveis de sMICA no
soro, em ambos os grupos, CTR e EDT. Tais correlagbes estiveram ausentes na condi¢do de
estimulo sem bloqueio de MICA (exceto para % de células CD569™CD16*) e na condicio

basal de cultura (sem estimulo).

4.4.4 Expressao das moléculas envolvidas na atividade efetora de células NK e relacéo
com estadios da endometriose

A expressdo de moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10 (frequéncia e intensidade-MFI) por
células NK e subpopulacdes foi analisada em relacdo aos estadios da EDT, iniciais (I e Il) e
avancados (Il e IV) e, destes, em relagdo ao grupo CTR. A analise foi realizada na condicéo
basal de cultura (sem estimulo), e com estimulo de células K562 com e sem bloqueio, para
células NK totais e suas subpopulac¢des. Para todas as analises comparativas entre 0s grupos
usamos o teste de Mann-Whitney.

A subpopulacdo CD56"9"CD16* de mulheres com EDT n&o foi analisada, pois poucas

amostras atingiram o valor de corte (= 100 eventos na aquisigéo do citdbmetro).

4.4.4.1 Moléculas vs estadios: na condi¢cao basal de cultura

. CD107a: nao houve diferenca na frequéncia de células produtoras entre EDT inicial e
avancada e nem entre EDT inicial e CTR (Figura 44). No entanto, observamos uma menor
intensidade de expressdo na EDT avancada vs EDT inicial (na subpopulacdo CD569™CD16",
p= 0,0368) (Tabela 18A). Na comparacao entre EDT inicial e CTR, néo foi observada diferenca
na % expressao (Figura 44), mas houve maior intensidade de expressdo na EDT em células
NK totais (p= 0,0238) e na subpopulacdo CD569™CD16* (p= 0,0293) (Tabela 18B). Na andlise
entre EDT avancada vs CTR, observamos menor % de expressdo de células produtoras de
CD107a na EDT avancada, para a subpopulacdo CD569™"CD16" (p= 0,0445) (Figura 44) bem
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como menor intensidade de expressdo nessa mesma subpopulacdo celular (p= 0,0185),
descrita como de maior propriedade citotéxica, na EDT avancada (Tabela 18C).

Em resumo, na EDT avangada ha menor expressédo de CD107a, na % ou intensidade,
mesmo na auséncia de estimulo in vitro, principalmente, na subpopulagdo CD56%™CD16".

o IFN-y: maior frequéncia de células produtoras na EDT avancada vs EDT inicial
(CD569™ p=0,047) (Figura 44), mas sem diferenca para intensidade de expressdo, em
gualquer subpopulacdo celular (Tabela 18A). Na comparacdo entre EDT inicial e CTR,
mulheres com EDT inicial apresentaram maior frequéncia de células produtoras de IFN-y
(CD56P"9MCD16°, p=0,0056) (Figura 44), mas ndo apresentaram diferencas para intensidade
de expressdo (Tabela 18B). Para EDT avangcada vs CTR, mulheres com EDT avancada
apresentaram maior frequéncia de células produtoras de IFN-y (NK totais, p=0,0061; CD569 ™,
p=0,0008; CD569MCD167, p= 0,0423 e CD56"9"CD16°, p=0,0003) (Figura 44) e maior
intensidade de express&o na subpopulacdo CD56P"9"CD16™ (p= 0,0163) (Tabela 18C).

Em contraste com CD107a, a expressao de IFN-y nas células NK foi, em geral, maior
na EDT avancada, ora na sua % ora na sua intensidade de expressdo, ou ambas, seja na
comparagdo com o grupo EDT inicial ou grupo CTR. Algumas dessas diferencas foram em

relacdo as células NK totais, as CD56%Me as CD5619"CD16.

o IL-10: maior frequéncia de células com expresséo na EDT avancada, em comparacao a
inicial (em células NK totais, p=0,0145 e na subpopulagdo CD56%MCD16*, p=0,022) (Figura
44), mas sem diferenca para a intensidade de expressdo (Tabela 18A). Entre o grupo EDT
inicial e grupo CTR, n&do houve diferenca na frequéncia de células produtoras (Figura 44), mas
houve maior intensidade de expressdo na EDT inicial, em varias subpopulagfes celulares (em
NK totais, p= 0,0198, CD56%™ p= 0,0437 e CD569™CD16", p= 0,0238) (Tabela 18B). Essa
maior intensidade de marcacéo para IL-10 em células NK totais e CD569™, ja havia sido
observada na comparacdo entre o0 grupo total de mulheres com EDT e CTR,
independentemente do estadio da doenca (como descrito no item 4.4.2.1). Na comparacao
entre o grupo EDT avancada e grupo CTR, assim como para EDT inicial, ndo foi observada
gualquer diferenca na frequéncia de células produtoras de IL-10 (Figura 44). No entanto,
houve uma maior intensidade de expressdo de IL-10 na EDT avancada, na subpopulacao
CD569MCD16* (p= 0,0434) (Tabela 18C).

A expressdo de IL-10 nas células NK, na condi¢édo basal de cultura, segue um padrédo
mais semelhante & molécula IFN-y. Ou seja, de modo geral, detectamos maior expresséo de
IL-10 (% ou intensidade de expressao) no estadio avancado da doenca, tanto para células NK

totais como para algumas subpopulagdes CD569™M,
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Figura 44. Comparacédo da porcentagem (%) de expresséo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10,
nas subpopulagdes de células NK circulantes, entre mulheres em estadios iniciais e avancados
da endometriose e controles, na condi¢cdo basal de cultura, sem estimulo. CTR: grupo controle; I/Il:
estadios iniciais da endometriose; I1l/IV: estadios avancados da endometriose; estadios de acordo com a
rASRM; sem estimulo: condicdo basal de cultura; NK totais: incluem as subpopulagées CD569mCD16",
CD569mMCD16°, CD56M9MCD16*, CD569"CD167, CD56"CD16*; linha pontilhada: indica o valor de zero
para a % de células; as barras horizontais representam as medianas de porcentagem de expressao de
cada molécula; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 18. Comparacao da intensidade expressado das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10 nas
subpopulactes de células NK circulantes, entre mulheres em estadios iniciais e avancados da
endometriose e entre controles, na condi¢éo basal de cultura, sem estimulo.

A) EDT inicial vs EDT avancada

Sem estimulo (intensidade de expresséo, MFI)

CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes 1 v I nnv 1 nnv
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 9 3610 12 336,0 ns 9  105,0 12 77,6 ns 8 1305 9 974 ns
cD5664™ 9 3560 12 331,0 ns 9 101,0 12 773 ns 9 1250 9 937 ns
CcD56"9N 7 4750 11 463,0 ns 7 1550 1 70,8 ns 7 168,0 8 1330 ns
cps6'™cpi6’ 8 3495 12 3415 ns 8  109,9 12 763 ns 8 8,9 9 1230 ns
cDs56%™cD16” 8 3425 12 2780 0,0368 8  127,0 12 787 ns 8 1475 9 1290 ns
cD56""CcDp16* 1 NA 3 NA NA 1 NA 3 NA NA 1 NA 3 NA NA
cD56”""cp16” 6 4800 10 4540 ns 6 122,30 10 69,0 ns 5  169,0 8 1440 ns
B) EDT inicial vs CTRs
Sem estimulo (intensidade de expresséo)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagées I CTR I CTR 1 CTR
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 9 3610 20 3360 0,0238 9 1050 20 97,2 ns 8 1305 16 49,1  0,0198
CcD566°™ 9 3560 20 3275 ns 9 1010 20 99,4 ns 9 1250 16 37,0 0,0437
cDsgPriant 7 4750 18 452,0 ns 7 1550 18 92,6 ns 7  168,0 16 1315 ns
cps56°™cD16" 8 3495 19 3220 10,0293 8 1099 19 933 ns 8 8,9 16 3,0 ns
cbs6Y™cD16 8 342,5 19 3400 ns 8 127,0 19 122,0 ns 8 147,5 16 139,0 0,0238
cDs69"cp16* 1 NA 9 NA NA 1 NA 9 NA NA 1 NA 8 NA NA
cD56™"9"cp16 6  480,0 17 438,0 ns 6 1223 15 1,0 ns 5  169,0 13 143,0 ns
03] EDT avancada vs CTRs
Sem estimulo (intensidade de expresséo)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulacées nnv CTR nnv CTR nnv CTR
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 12 336,0 20 336,0 ns 12 77,55 20 97,2 ns 9 97,4 16 49,1 ns
cD5664™ 12 3310 20 3275 ns 12 773 20 99,4 ns 9 93,7 16 37,0 ns
CcD56""9"t 11 463,0 18 452,0 ns 1 708 18 92,6 ns 8 1330 16 1315 ns
cDps56McD16* 12 3415 19 3220 ns 12 76,3 19 933 ns 9 1230 16 3,0 0,0434
cps6Y™cD16 12 278,0 19  340,0 0,0185 12 787 19 1220 ns 9 129,00 16 139,0 ns
cD56”"9"cp16* 3 NA 9 NA NA 3 NA 9 NA NA 3 NA 8 NA NA
cD56°"MCD16” 10 454,00 17 438,0 ns 10 69,0 15 104,0 0,0163 8 144,00 13 143,0 ns

EDT: grupo endometriose: CTR: grupo controle: I/ll: estadios iniciais da endometriose, lll/IV: estadios avangados da
endometriose; estadios de acordo com rASRM; NK totais: incluem as subpopulagbes CD569MCD16%,
CD569MCD16°, CD56PM9MCD16*, CD56P19MCD167, CD56'CD16*; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia
(intensidade de expressdo); med: mediana; ns: valores de p ndo significantes (p= 0,05);em negrito: valores de p
significantes na comparacgdo entre os grupos; em vermelho: valor da maior mediana significante na comparacéo
entre 0Ss grupos; n: nimero de amostras analisadas para cada subpopulacdo de células NK; NA: amostras nao
analisadas (< 100 eventos na aquisi¢do do citdbmetro); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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4.4.4.2 Moléculas vs estadios: na condicdo de estimulo com células K562

. CD107a: o estimulo com K562 induziu um aumento na % de células produtoras de
CD107a, em ambos os estadios da EDT (iniciais e avang¢ados). No entanto, houve uma menor
frequéncia de células produtoras de CD107a nos estadios avan¢cados, na comparagdo com
estadios iniciais (CD56%MCD16", p=0,0055) (Figura 45) e menor intensidade de express&o
(CD56YmCD16%, p=0,0068) (Tabela 19A).

A andlise entre mulheres do grupo EDT inicial e o grupo CTR nao mostrou diferencas
significativas, tanto para a frequéncia como para a intensidade de expressdo da molécula
CD107a, nas diferentes subpopulacdes de células NK avaliadas (Figura 45 e Tabela 19B). Na
comparacéo entre EDT avancada e CTRs, mulheres em estadios avancados apresentaram
menor frequéncia de células produtoras de CD107a (NK totais, p=0,0332 e nas
subpopulages CD569™CD167, p=0,0116 e CD56"9"CD16p=0,0404) (Figura 45). Além disso,
mulheres com EDT avancada também apresentaram menor intensidade de expressao em
relacdo ao grupo CTR (NK totais, p=0,0043, CD56%9™ p=0,0065 CD5619" p=0,0097 e
CD569MCD16* p=0,0044) (Tabela 19C).

Em resumo, o estimulo com células K562 ndo alterou a menor expressdo (% e
intensidade) da molécula CD107a na EDT avancada, tanto em relagéo a EDT inicial como para
o grupo CTR saudavel, mantendo-se semelhante a condi¢cdo basal, sem estimulo. Essa menor

expressao ocorreu, principalmente, em células CD56%™.

o IFN-y: na comparacgéo entre a EDT inicial e avangada, ndo foi observada nenhuma
diferenca significativa, tanto para a frequéncia (%) como para a intensidade de expressao, em
nenhuma subpopulagdo celular. No entanto, entre EDT inicial e o grupo CTR, na condigéo
com o estimulo com células K562, observamos uma menor intensidade de expressao na
EDT inicial, em células NK totais (p= 0,0308), CD569" (p= 0,0019) e CD56P"9"CD16™ (p=
0,0184) (Tabela 19B). Também, mulheres com EDT avancada apresentaram menor
intensidade de expressdo em relacdo ao grupo CTR (CD56Y9% p= 0,0203 e
CD569MCD16*, p= 0,0420) (Tabela 19C). Ou seja, para as células CD569" a menor
intensidade de expresséo de IFN-y, ocorreu tanto em estadios iniciais quanto aos avancados
da endometriose, ha comparac¢ao com CTRs.

Considerando esses resultados de forma integrada, podemos dizer que, apesar de
observamos maior expressdo de IFN-y na EDT, principalmente, na EDT avancada, na
condicdo basal (sem estimulo), quando as células NK sdo estimuladas in vitro com células
K562, tanto mulheres com EDT inicial como EDT avancada, apresentam menor expressao do
que mulheres do grupo CTR, em células CD56P19ht e CD56M,

. IL-10: ndo foram observadas diferencas (%, Figura 45 e MFI, Tabela 19A) entre

mulheres em EDT inicial e avancada, nem entre EDT avancada e o grupo CTR, nas
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diferentes subpopulaces de NK. Porém, apds estimulo com células K562, apesar dos baixos
valores em ambos o0s grupos, foi observada uma menor intensidade de expressdo em
estadios iniciais da EDT, na comparacdo com mulheres CTRs (Tabela 19B) (CD56P"9M,
p=0,0042 e CD56""9"CD16", p= 0,0430).

De forma geral, podemos considerar que a maior expressao de IL-10 em células NKs
na EDT avancada, observada na condicdo basal de cultura, deixou de existir apds o estimulo

com células K562, mantendo-se tanto em relagdo a EDT inicial como aos CTRs saudaveis.
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Figura 45. Comparacao da porcentagem de expressdo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10, nas
subpopulagdes de células NK circulantes, entre mulheres em estadios iniciais e avancados da
endometriose e controles, na condi¢cdo com estimulo com células K562. CTR: grupo controle; I/Il;
estadios iniciais da endometriose; 11l/IV: estadios avancados da endometriose; estadios de acordo com a
rASRM; NK totais: incluem as subpopulaces CD569mCD16*, CD56¢mCD16-, CD56ehCD16*,
CD56iehtCD16°, CD56°CD16"; estimulo K562: estimulo com células K562; linha pontilhada: indica o
valor de zero para % de células; as barras horizontais representam as medianas da porcentagem de
expressédo de cada molécula; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 19. Comparacao da intensidade expressado das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10 nas
subpopulactes de células NK circulantes, entre mulheres em estadios iniciais e avancados da
endometriose e controles, na condi¢do de estimulo com células K562.

A) EDT inicial vs EDT avancada

Estimulo com K562 (intensidade de expresséo, MFI)

CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes 1N nnv 1 nnv 1Nl nnv
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 9 86,0 12 495 ns 9 5,1 12 29 ns 8 -6,5 9 9,6 ns
cD566%4M 9 880 12 425 ns 9 4,2 12 29 ns 9 0,0 9 2.8 ns
CD56EPr 9Nt 7 440 10 585 ns 7 -18 10 01 ns 7 -410 8 5,4 ns
cDs6Y™cD16* 8 71,0 12 36,0 0,0068 8 0,25 12 -32 ns 8 0,0 9 0,0 ns
cDs6%™cD16 8 1265 12 795 ns 8 2,65 12 97 ns 8  -125 9 -12,0 ns
cD56M9"cp16* 1 NA 3 NA NA 1 NA 3 NA NA 1 NA 3 NA NA
CcD56°"M"CD16 6 84,0 10 60,5 ns 6 -985 10 20 ns 5  -19,0 8 -1,5 ns
B) EDT inicial vs CTRs
Estimulo com K562 (intensidade de expresséo, MFI)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopu|ag(’jes 11 CTR I CTR 11 CTR
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 9 86,0 20 98,5 ns 9 -5,1 20 14,8 10,0308 8 -6,5 16 4,7 ns
cD5669™ 9 88,0 20 955 ns 9 -4,2 20 156 ns 9 0 16 1,51 ns
CcD5ePiaNt 7 44,0 17 102,0 ns 7 -180 17 13,3 0,0019 7 -41,0 14 15 0,0042
cos56YMcD16t 8 71,0 18 75,5 ns 8 0,3 18 17,0 ns 8 0,0 16 0,0 ns
cps6Y™cpi6 8 1265 19  106,0 ns 8 2,7 19 14,0 ns 8 -12,5 15 -50 ns
cps6e?9"cp16t 1 NA 8 NA NA 1 NA 8 NA NA 1 NA 7 NA NA
cD56°9"cp16 6 84,0 17 1150 ns 6 -9,9 15 10,1 0,0184 5 -19,0 13 4,0 0,0430
C) EDT avancada vs CTRs
Estimulo com K562 (intensidade de expresséo, MFI)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulacées nnv CTR nnv CTR nnv CTR
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 12 495 20 985  0,0043 12 30 20 148 ns 9 9,6 16 47 ns
cD5664™ 12 42,5 20 96,5 0,0065 12 2,9 20 15,6 ns 9 2,8 16 1,5 ns
CD56°"9N 10 58,5 17 102,0 0,0097 10 0,1 17 13,3 10,0203 8 -5,4 14 1,5 ns
cDs6Y™cD16" 12 36,0 18 755  0,0044 12 33 18 17,0 10,0420 9 0,0 16 00 ns
cD56%™CD16" 12 795 19  106,0 ns 12 97 19 140 s 9  -120 15 50 ns
cD56”9Mcp16" 3 NA 8 NA NA 3 NA 8 NA NA 3 NA 7 NA NA
cD56”9Mcp16 10 605 17 1150 ns 10 20 15 10,1  ns 8  -15 13 -40 ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; I/ll: estadios iniciais da endometriose; Ill/IV: estddios avancados da
endometriose; estadios de acordo com a rASRM; NK totais: incluem as subpopulagdes CD569™CD16*, CD569™CD16
, CD5619""CD16*, CD56PM9MCD16°, CD56CD16*; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de
expressao); K562: estimulo com células K562 descontando-se o valor basal (sem estimulo);valores negativos: valores
onde o valor basal foi maior do que com estimulo; med: mediana; ns: valores de p ndo significantes (p= 0,05); em
negrito: valores de p significantes na comparacao entre os grupos; em vermelho: valor da maior mediana significante
na comparacao entre 0s grupos; n: numero de amostras analisadas para cada subpopulagédo de células NK; NA:
amostras ndo analisadas(< 100 eventos na aquisi¢cdo do citbmetro); valores de p determinados pelo teste de Mann-
Whitney.
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4.4.4.3 Expressdao de moléculas vs estadios: na condicdo com estimulo com células
K562 bloqueadas para MICA

O estimulo na presenca de bloqueio de MICA na superficie celular das células K562,
representando a presenca de MICA soluvel, de forma geral, ndo levou a diferencas na % de
células com expressdo de CD107a, IFN-y ou IL-10, nas diferentes subpopulagdes de células
NK (Figura 46). Analisando diferencas em relagéo aos estadios da doenca, destacamos:

. CD107a: houve menor intensidade de expresséo de CD107a na EDT avancada, em
relacdo a EDT inicial, em células CD569™CD16*(p=0,0266) sem nenhuma outra diferenca
para as demais subpopulacdes (Tabela 20A).

Na comparacéo entre EDT inicial e CTRs, o estimulo com células K562 bloqueadas,
assim como ocorreu no estimulo com K562 sem bloqueio, ndo mostrou diferencas (% de
células e MFI) para CD107a (Figura 46 e Tabela 20B). Também n&o houve diferenca entre
EDT avancada e CTRs, tanto para % de células (Figura 46) como para intensidade de
expressdo (Tabela 20C), deixando de existir as diferencas existentes na condicdo com
estimulo de células K562 sem bloqueio (Figura 43 e Tabela 19C).

Em resumo, com o estimulo de células K562 bloqueadas para MICA na superficie
celular houve perda da diferenca de menor % de expressao na EDT avancada, em relagéo a
EDT inicial e CTRs, observada com estimulo de célula K562 sem bloqueio. No entanto,
mesmo na presenca de bloqueio, foi mantida a menor intensidade de expressédo de CD107a
na EDT avancada em relagdo a inicial, mantendo-se semelhante a condigdo basal e com

estimulo de células K562 sem bloqueio.

o IFN-y: da mesma forma como observado na condigdo com estimulo de células K562
sem bloqueio (Figura 45 e Tabela 19A), na presenca de bloqueio para MICA na superficie
celular, ndo foram observadas diferencas entre EDT inicial e avancada (frequéncia, %,
Figura 46, e MFI, Tabela 20A). Na comparacgéo entre EDT inicial e CTRs, foi observada uma
menor % de células produtoras de IFN-y na EDT inicial, em células CD56°"9"CD16" (p=
0,0326) (Figura 46) e, assim como ocorreu com estimulo de K562 sem bloqueio, uma menor
MFI, em NK totais (p= 0,0491) (Tabela 20B), na EDT inicial. Observamos também que, com o
bloqueio, houve perda da diferenca da maior intensidade de expressdao em células
CD5619" e CD56"9MCD16™ nos CTRs com estimulo de K562 em relagcdo a EDT inicial (p=
0,0019 e p= 0,0184, respectivamente; Tabela 19B, com estimulo sem bloqueio (Tabela 20B).
No entanto, a maior MFI observada no grupo CTR ap0s estimulo com células K562 sem
bloqueio, em NK totais (p= 0,0308), foi mantida em relacdo a EDT inicial, mesmo na
presenca de bloqueio de MICA na superficie celular (p= 0,0491) (Tabela 20B).

Na comparacdo entre EDT avancada e CTRs, observamos menor MFI na EDT
avancada (NK totais, p= 0,0220 e em CD56dim, p= 0,0248) (Tabela 20C), diferencas essas
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nao observadas com o estimulo com K562 sem bloqueio (Tabela 20C). Além, disso, as
diferencas previamente observadas para MFI, com K562 sem bloqueio (CD56"9", p=0,0203,
e CD56YMCD16%, p= 0,0420), foram mantidas com células K562 bloqueadas para MICA
(CD5619™  p=0,0060 e CD569MCD16*, p= 0,0349) (Tabela 20C).

De forma geral, o bloqueio para MICA levou tanto a perda como a manutencédo de
algumas diferencas para IFN-y (% ou MFI), em relacdo a condicdo de estimulo com células
K562 sem bloqueio. Nao houve alteracdo na auséncia de diferencas (% e MFI) entre EDT
inicial e avancada, mas foi observada uma menor intensidade de expresséo de IFN-y na EDT
avancada (em NK totais e em CD56dim) em relacdo aos CTRs. O bloqueio também levou a
uma menor % de células CD56""CD16" produtoras de IFN-y na EDT inicial em relac&o as
CTRs saudaveis, ndo observada sem bloqueio, bem como a perda da diferengca da maior
intensidade de expresséo em células CD56""9" e CD56""CD16 nos CTRs em relacédo a EDT
inicial. Algumas dessas diferencas ocorreram, principalmente, em relagdo as células

CD56 19N ja descritas como maiores produtoras de citocinas.

. IL-10: assim como ocorreu na condicdo apenas com estimulo de células K562, na
presenca de K562 com bloqueio de MICA, ndo houve diferenca entre EDT inicial e
avancada (%, Figura 46, e MFI, Tabela 20A). Também ndo observamos diferenca entre
EDT avancada e CTRs, tanto para % (Figura 46) como para MFI (Tabela 20C), em nenhuma
subpopulagéo celular. No entanto, na comparacéo entre EDT inicial e CTRs, apesar da baixa
% de expressdo de IL-10 em CD569™, nos dois grupos estudados, o bloqueio de MICA
mostrou uma menor % de expressao de células produtoras de IL-10, na EDT inicial do que
nos CTRs, para células CD56%™ (p= 0,01) (Figura 46). Além disso, com estimulo com células
K562 bloqueadas para MICA, deixou de existir a menor MFI de IL-10 em células
CD56°M19"CD16™ na EDT inicial, detectada na condicdo com o estimulo com K562 sem
blogueio (p= 0,043, Tabela 19B). No entanto, a maior intensidade de expressédo de IL-10 em
mulheres em EDT inicial em relacdo aos CTRs, previamente observada em CD56"9" apés
estimulo com células K562 sem bloqueio (p=0,0042), foi mantida com K562 com bloqueio
para MICA (p=0,0264, teste de Mann-Whitney) (Tabela 20).

Assim como ocorreu para IFN-y, o estimulo com células bloqueadas para MICA levou
tanto a perda como a manutenc¢do de algumas diferencas (% ou MFI), em relacdo a condicéo
de estimulo com células K562 sem bloqueio na relacdo com os estadios da doenca. N&o
houve modificacdo na auséncia de diferencas (% e MFI) entre EDT inicial e avancada, ficeo
mantidas as maiores % para IL-10 para EDT avancgada, apenas na condigdo sem estimulo. Em
relacdo a condicdo sem bloqueio, na presenca de bloqueio de MICA na superficie celular,
houve uma menor % de expressédo IL-10, na EDT inicial do que no grupo CTR (em células
CD5649 M), mas deixou de existir a menor MFI de IL-10 em células CD56”"CD16™ na EDT

inicial, na comparacgéo com o grupo CTR.
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Na Tabela 21 (-A, -B, -C) esta apresentado um balanco dos principais resultados da
expressao das moléculas envolvidas na atividade efetora e imunorreguladora de células NK e

sua relacao com estadios da endometriose.
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Figura 46. Comparacédo da porcentagem (%) de expressdo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10,
nas subpopulagdes de células NK circulantes, entre mulheres em estadios iniciais e avancados
da endometriose e controles, na condi¢cdo ap6s estimulo com células K562 bloqueadas para
molécula MICA. CTR: grupo controle; I/1l; estadios iniciais da endometriose; Ill/IV: estadios avancados
da endometriose; estadios de acordo com a rASRM; A) células NK totais: incluem as subpopulacfes
CD569MCD16*, CD569mCD16-, CD56°"9"CD16*, CD56°"9"CD167, CD56'CD16%; B) subpopulacéo
CD56YM: C) subpopulacdo CD56"9": D) subpopulacdo CD569™CD16"; E) subpopulacdo CD569™CD16"
: F) subpopulagédo CD56°"9"CD16"; estimulo K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas para
MICA, descontando-se o valor basal (sem estimulo); valores negativos: valores onde o valor basal foi
maior do que com estimulo; linha pontilhada: indica o valor de zero para % de células, as barras
horizontais representam as medianas da porcentagem de expressdo de cada molécula; valores de p
determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 20. Comparacao da intensidade expressdo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10 nas
subpopulactes de células NK circulantes, entre mulheres em estadios iniciais e avancados da
endometriose e controles, na condi¢cdo de estimulo com células K562 bloqueadas para
MICA.

A) EDT inicial vs EDT avancada

Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expressédo, MFI)

CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes I 1IT\Y% I v 1 nnv
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 9 83,0 12 44,0 ns 9 0,5 12 -06 ns 8 -4,0 9 0,0 ns
cD5664™ 9 87,0 12 41,0 ns 9 4.4 12 0,2 ns 9 0,7 9 0,0 ns
CD5g°rant 5 116,0 11 55,0 ns 5 -1,0 11 -03 ns 5 -22,0 8 -11,0 ns
cD56°™cp16* 8 120,0 12 460 0,0306 8 1.4 12 01 ns 8 15 9 0,0 ns
cD56"™CD16" 8 1440 12 735 ns 8 180 12 48 ns 8 45 9 90 ns
cDs6""cD16* 1 NA 3 NA NA 1 NA 3 NA NA 1 NA 3 NA NA
cD56°""cD16 6 830 10 705 ns 6 5,4 10 22 ns 5  -19,0 8  -13,0 ns
B) EDT inicial vs CTRs
Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagbes I CTR I CTR N CTR
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p

NK totais 9 83 19 87,0 ns 9 0,5 19 18,0 0,0491 8 -4,0 14 19,8 ns
cDs566Nm 9 87,0 19 87,0 ns 9 44 19 201 ns 9 0,7 14 212 ns
CD56P19Nt 5 116,0 17 81,0 ns 5 -1,0 17 80 ns 5 220 13 80 0,0264
cD569™cD16" 8 1200 17 94,0 ns 8 14 17 20,0 ns 8 15 13 0,0 ns
cD56%™cD16 8 144,0 18 83,0 ns 8 18,0 18 11,0 ns 8 -4,5 14 -2,5 ns
cD56™"9M"cDp16" 1 NA 7 NA NA 1 NA 7 NA NA 1 NA 5 NA NA
cD56°"M"cD16” 6 83,0 15 157,0 ns 6 5,4 14 98 ns 5 -19,0 11 -120 ns

C) EDT avancada vs CTRs

Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI)

CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes nnv CTR nnv CTR v CTR
(n) med (n) med p (n) med (n) med p (n)  med (n) med p

NK totais 12 440 19 87,0 ns 12 -0,55 19 18,0 10,0220 9 0,0 14 198 ns
CcD566%™ 12 410 19 87,0 ns 12 0,20 19 20,1 0,0248 9 0,0 14 212 ns
CD569Nt 11 550 17 810 ns 11 -0,30 17 8,0 0,0060 9 -110 13 80 ns
cD56°™CD16" 12 46,0 17 940 ns 12 -0,10 17 20,0 0,0349 9 0,0 13 00 ns
cD56%™cD16 12 735 18 83,0 ns 12 475 18 11,0 ns 9 -9,0 14 -2,5 ns
CD56™"9"CD16* 3 NA 7 NA NA 3 NA 7 NA NA 1 NA 5 NA NA
CcD56"9MCD16 10 705 15 157,0 ns 10 215 14 98 ns 8 -130 11 -12,0 ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; I/ll: estadios iniciais da endometriose; Ill/IV: estadios avancados da
endometriose; estadios de acordo com rASRM; NK totais: incluem as subpopulagées CD569mCD16+*, CD569MCD16",
CD56"19nCD16*, CD56PMINMCD167, CD56'CD16*; K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas para MICA,
descontando--se o valor basal (sem estimulo); valores negativos: valores onde o valor basal foi maior do que com
estimulo; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expresséo);med: mediana; ns: valores de p
nao significantes (p= 0,05); em negrito: valores de p significantes na comparacao entre 0s grupos; em vermelho: valor
da maior mediana significante na comparacdo entre 0os grupos; n: nimero de amostras analisadas para cada
subpopulacéo de células NK; NA: amostras ndo analisadas (< 100 eventos na aquisi¢cdo do citdmetro); valores de p
determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 21. Balanc¢o dos principais resultados da expressdo das moléculas envolvidas na
atividade efetora de células NK e sua relacdo com estadios da endometriose

A) Condicdo basal de cultura, sem estimulo

Condicdo basal de cultura, sem estimulo

Andlise para frequéncia de células produtoras

Andlise para intensidade de expresséo

CD107a (%)

CD107a (MFI)

grupos p Subpopulagbes grupos p Subpopulagdes
m = mnv ns todas VT V/\Y; 0,0368 CD56°™CD16°
I = CTR ns todas IMm > CTR 0,0238 NK totais

Il > CTR 0,0293 CcD56°"CcD16"
/v < CTR 0,0445 cDs6%mcD16 n/iv < CTR 0,0185 CcD56%™CD16"

IFN-y (%) IFN-y (MFI)
grupos p Subpopulagdes grupos p Subpopulagbes
i < v 0,0470 CcD56%™ imn = v ns todas
I/l > CTR 0,0056 CD56™"CD16" I = CTR ns todas
m/nv > CTR 0,0061 NK totais mnv > CTR 0,0163 CD56""CD16"
mnv > CTrR 0,0008 CcD56%™
/v > CTR 0,0423 CD56"™CD16
/v > CTR 0,0003 CD56”"9"CD16
IL-10 (%) IL-10 (MFI)

grupos p Subpopulagdes grupos p Subpopulagbes
i < v 0,0145 NK totais in = v ns todas
N < nv 0,0220 CD56"™CD16+
I = CTR ns todas I > CTR 0,0198 NK totais

Il > CTR 0,0437 CD56"™

Il > CTR 0,0238 CD56°™CD16°
/v = CTR ns todas /I > CTR 0,0434 cD56Y"CcD16*

CTR: grupo controle; I/ll: estadios iniciais da endometriose; Ill/IV: estadios avancados da endometriose; estadios de
acordo com rASRM; NK totais: incluem as subpopulacdes CD569mCD16*, CD569™MCD167, CD56PMA"CD16",
CD56"9CD16°, CD56°CD16*; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressdo); ns:
valores de p ndo significantes (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

Resumo:

Na condicdo basal, sem estimulo, mulheres em estadio avancado da EDT tiveram menor
intensidade de expressao nas células produtoras de CD107a do que mulheres em estadios
iniciais, apesar de ndo terem apresentado diferenca na frequéncia dessas células. Além disso,
mulheres em estadios avancados apresentaram menor frequéncia de células produtoras e
menor intensidade de expressao CD107a, do que o grupo CTR. Mulheres em estadios iniciais
apresentaram maior intensidade de expressdo de CD107a do que CTRs. A frequéncia de
células produtoras de IFN-y foi maior na doenca, tanto em estadio iniciais quanto avancados,
em relacdo aos CTRs. Estadios avancados também tiveram maior frequéncia células
produtoras de IFN-y na comparacdo com mulheres em estadios iniciais. Quanto a IL-10,
mulheres em estadios avancados tiveram maior frequéncia de células produtoras do que as
mulheres em estadios iniciais. Para intensidade de expressédo de IL-10, tanto estadios iniciais
como avancado, apresentaram maior MFI do que mulheres do grupo CTRs.
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Continuacdo da Tabela 21. Balanco dos principais resultados da expressdo das
moléculas envolvidas na atividade efetora de células NK e sua relacdo com estadios da
endometriose.

B) Condicao de estimulo com células K562

Estimulo com células K562

Analise para frequéncia de células produtoras

Analise para intensidade de expresséao

CD107a (%)

CD107a (MFI)

grupos p Subpopulagdes grupos p Subpopulacfes
T 1VI\Y; 0,0055 CD56""CD16+ TR 1V/\Y; 0,0068 CD56""CD16+
I = CTR ns todas I = CTR ns todas
/v < CTR 0,0332 NK totais /v < CTR 0,0043 NK totais
M1V < CTR 0,0116 CcD56%"CD16- M1V < CTR 0,0065 CcD56%™
1V < CTR 0,0404 CD56”"CD16" mnv < CTR 0,0097 CD56""9M

m/nv < CTrR 0,0044 cbs6'™cD16*

IEN-y (%) IFN-y (MFI)

grupos p Subpopulagdes grupos p Subpopulagdes
im = v ns todas im = v ns todas
Im = CTR ns todas I/l < CTR 0,0308 NK totais

I/l < CTR 0,0019 CD5gPrant

I/l < CTR 0,0184 cD56""CD16"
/iv= CTR ns todas m/iv < CTrR 0,0203 CD56""M

M1V < CTR 0,0420 cbs56""cD16*

IL-10 (%) IL-10 (MFI)

grupos p Subpopulacées grupos p Subpopulagdes
i = v ns todas Im = v ns todas
I/l =CTR ns todas I/l < CTR 0,0042 CD56Pr9t

I/l < CTR 0,0430 CD56™"9"CD16"
/v = CTR ns todas /v = CTR ns todas

CTR: grupo controle; I/1l: estadios iniciais da endometriose; IlI/IV: estddios avangados da endometriose; estadios de
acordo com rASRM; NK totais: incluem as subpopulagdes CD569mCD16*, CD569MCD167, CD56PMa"CD16",
CD56PMa"tCD167, CD56°CD16%; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de express&o); ns:
valores de p ndo significantes (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

Resumo:

Na condicdo com estimulo de células K562, observamos que mulheres em estadios
avancados da EDT tiveram menor frequéncia de células com producdo de CD107a e menor
intensidade de expressao nas células produtoras, em relacdo as mulheres em estadios iniciais.
Essa menor frequéncia e intensidade de expressao de CD107a em mulheres em estadios
avancados, foi observada em relacdo a mulheres do grupo CTR. Para IFN-y, a frequéncia de
células produtoras e a intensidade de expressao foram semelhantes entres os estadios, mas
houve menor intensidade de expressdo na EDT, em ambos os estadios, do que mulheres
CTRs. Também para IL-10, tanto mulheres em estadios iniciais como avancados,
apresentaram menor intensidade de expressdo do que CTRs, mas sem diferenca para
frequéncia de células produtoras e intensidade de expressdo de IL-10 entre os diferentes
estadios.
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Continuacdo da Tabela 21. Balanco dos principais resultados da expressdo das
moléculas envolvidas na atividade efetora de células NK e sua relacdo com estadios da
endometriose.

C) Condicao de estimulo com células K562 bloqueadas para MICA

Estimulo com células K562BLOQ

Andlise para frequéncia de células produtoras Analise para intensidade de expressao
CD107a (%) CD107a (MFI)
grupos p Subpopulacées grupos p Subpopula¢des
1= nnv ns todas i > nnhv 0,0306 CcD56°MCD16"
= CTR ns todas IMl=CTR ns todas
NV = CTR ns todas /v =CTR ns todas
IFN-y (%) IFN-y (MFI)
grupos p Subpopulacées grupos p Subpopulacées
In = v ns todas im = v ns todas
Il < CTR 0,0326 CD56""CD16" Il < CTR 0,0491 cD56”"CD16
1/IV= CTR ns todas /v < CTR 0,022 NK totais
/v < CTR 0,0248 cD56"™
/v < CTR 0,0060 CD56P9Nt
/v < CTR 0,0349 cD56%"CcD16*
IL-10 (%) IL-10 (MFI)
grupos p Subpopulagdes grupos p Subpopulagées
inm = mnv ns todas im = v ns todas
Il < CTR 0,01 CcD56™ I/l < CTR 0,0264 CcD56"™"CD16"
/v = CTR ns todas v = CTR ns todas

CTR: grupo controle; I/ll: estadios iniciais da endometriose; IlI/IV: estadios avangados da endometriose; estadios de
acordo com rASRM; NK totais: incluem as subpopulacdes CD569m™CD16*, CD569MCD167, CD56PM9"CD16",
CD56PMa"tCD167, CD56°CD16%; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de express&o); ns:
valores de p ndo significantes (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

Resumo:

Com estimulo de células K562 bloqueadas para MICA, as diferencas observadas sem
bloqueio para frequéncia de células produtoras de CD107a foram perdidas, mantendo-se
semelhantes entre estadios e entre estadios e CTRs. Foi mantida apenas a maior intensidade
de expressdo em mulheres em estadios iniciais em relacdo aos avangados.

O blogueio néo alterou a maior intensidade de expressao de IFN-y para estadios iniciais e
avancados, na comparacdo com mulheres do grupo CTR. No entanto, o bloqueio resultou
numa menor frequéncia de células produtoras dessa citocina, em mulheres em estadios
iniciais comparadas aos CTRs. Para IL-10, o boqueio de MICA resultou em menor frequéncia
de células produtoras e menor intensidade de expressao dessa citocina na EDT inicial em
relacdo aos CTRs, mas foi mantida a semelhanca (% e MFI) entre os estadios.
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4.45 Expressao das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10 e relagcdo com as fases do ciclo

menstrual

A frequéncia (%) de células produtoras de CD107a, IFN-y ou IL-10 e a intensidade de
expressdo (MFI) dessas moléculas em células NK e subpopulacdes, foram analisadas de
acordo com as fases do ciclo menstrual: proliferativa/estrogénica (1° ao 14° dia do ciclo) e
secretora/progestacional (15° ao 28° dia do ciclo). Os dados obtidos em relacdo as fases do
ciclo em mulheres com EDT foram comparados aos de mulheres CTRs saudaveis. As analises
foram realizadas para as trés condicbes de estudo: basal de cultura (sem estimulo), com
estimulo com células K562, e apds estimulo com células K562 bloqueadas para MICA, em
células NK totais e nas subpopulacdes de NK. A subpopulacdo CD56P"9"CD16* de mulheres
com EDT néo foi analisada, pois poucas amostras atingiram o valor de corte (= 100 eventos na

aquisicao do citbmetro).

4.45.1 Expressao das moléculas e fases do ciclo: condi¢céo basal de cultura

A % de células com expressdo de CD107a, IFN-y ou IL-10, e a intensidade de
expressdo dessas moléculas, ndo apresentaram diferencas entre as fases proliferativa e
secretora, tanto no grupo de mulheres com EDT como no grupo CTR, nas diferentes
subpopulacdes de células NK (p=ns) (Anexo X, Tabela 7). Todas as comparacdes de variaveis
continuas foram feitas pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

Na comparacdo das fases entre os grupos EDT e CTR, ndo observamos diferencas
para CD107a e IL-10 (% e MFI) nas diferentes subpopulacdes celulares (p= ns, teste de Mann-
Whitney) (Anexo X, Tabela 8). No entanto, para IFN-y, observamos que mulheres com EDT
apresentaram maiores % de células CD56%™ produtoras dessa citocina na fase proliferativa do
ciclo (p=0,0252), do que mulheres do grupo CTR (Figura 47)

Observamos que células CD56P9"CD16~ também apresentaram maiores % de
expressdo de IFN-y na EDT, em relagédo ao grupo CTR, mas isto ocorreu independentemente
da fase do ciclo, uma vez que essa maior frequéncia ocorreu tanto na fase proliferativa (p=
0,0101) como na secretora do ciclo (p= 0,0041) (Figura 47).
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Figura 47. Frequéncia de expressao (%) de IFN-y em subpopulacdes de células NK circulantes,
entre mulheres com endometriose e controles, nas diferentes fases do ciclo menstrual, na
condicdo basal de cultura, sem estimulo. A e B) fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao 14° dia do
ciclo); C) fase secretora do ciclo menstrual (15° ao 28° dia do ciclo); EDT: grupo endometriose; CTR:
grupo controle; linha pontilhada: indica o valor de zero de % de células; as barras horizontais
representam as medianas da porcentagem de expressao de IFN-y em cada grupo de estudo, para a
subpopulacgéo celular especifica; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

4.45.2 Expressdo das moléculas e fases do ciclo: estimulo com células K562

Todas as comparacdes entre os grupos foram feitas pelo teste estatistico de Mann-

Whitney) (Figura 48 e Anexo X, Tabela 9).

>

>

Grupo CTR:

e CD107a: nao foi observada diferenca, tanto para % de células como para
intensidade de expressao, entre as fases proliferativa e secretora do ciclo.

e |IFN-y: ndo foi observada diferenca, tanto para % de células como para
intensidade de expressao, entre as fases proliferativa e secretora do ciclo.

e |L-10:% de células CD569™CD16: proliferativa > secretora (p= 0,0281). N&o

houve diferenca para a intensidade de expressao.

Grupo EDT:

e CD107a: ndo foi observada diferenga, tanto para % de células como para
intensidade de expressao, entre as fases proliferativa e secretora do ciclo.

e -IFN-y: ndo foi observada diferenca, tanto para % de células como para
intensidade de expressao, entre as fases proliferativa e secretora do ciclo.

e |L-10:% de células CD56%™: proliferativa > secretora (p= 0,0302) Ndo houve

diferenca para a intensidade de expresséo (semelhante ao observado no grupo CTR).
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Figura 48. Frequéncia da porcentagem (%) de expressdao das moléculas IFN-y e IL-10 em
subpopulagcdes de células NK circulantes, de mulheres com endometriose e de controles, nas
diferentes fases do ciclo menstrual, na condicdo de estimulo com células K562. EDT: grupo
endometriose; CTR: grupo controle; fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao 14° dia do ciclo); fase
secretora do ciclo menstrual (15° ao 28° dia do ciclo);estimulo com células K562: valores do estimulo
descontando-se o valor basal (sem estimulo);valores negativos: valores onde o valor basal foi maior do
gue com estimulo; n: numero de amostras avaliadas em cada fase do grupo; linha pontilhada: indica o
valor de zero para % de células; as barras horizontais representam as medianas da porcentagem de
expresséao nas diferentes fases do ciclo menstrual; ns: valor de p néo significante (p= 0,05); valores de p
determinados pelo teste de Mann-Whitney.

> Grupo EDT vs grupo CTR:

Na analise da % de expresséo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10 entre grupos, na
condicdo com estimulo de K562, ndo foram observadas diferengas significativas, nas
diferentes fases do ciclo menstrual (Anexo X, Tabela 10). No entanto, para MFI, foram
observadas diferengas para as trés moléculas (Figura 49) (os valores de p foram determinados

pelo teste de Mann-Whitney).

. CD107a: EDT < CTRs, na fase secretora, nas subpopulacdes CD56'd"
(p=0,0032) e em CD569"CD16" (p=0,0259)
. IFN-y: EDT < CTRs, na fase proliferativa, nas subpopulacdes CD56""" (p=

0,019) e CD56°"9"CD16" (p= 0,0186)
o IL-10: EDT < CTRs, na fase proliferativa, em células NK totais (p= 0,0295)
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Figura 49. Comparacao da intensidade de expressao das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10 em
subpopulagdes de células NK circulantes, entre mulheres com endometriose e controles, nas
diferentes fases do ciclo menstrual, na condicdo com estimulo com células K562. EDT: grupo
endometriose; CTR: grupo controle; fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao 14° dia do ciclo); fase
secretora do ciclo menstrual (15° ao 28° dia do ciclo); estimulo com células K562: valores do estimulo
descontando-se o valor basal(sem estimulo); valores negativos: valores onde o valor basal foi maior do
gue com estimulo; MFI; mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expresséo); n: nimero
de amostras avaliadas em cada grupo; as barras horizontais representam as medianas de MFI de
expressdo nas diferentes fases do ciclo menstrual; linha pontilhada: indica o valor de zero de MFI;
valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

4453 Expressdo das moléculas e fase do ciclo: estimulo com células K562
blogueadas para MICA

Na presenca de bloqueio para a molécula MICA na superficie celular das células K562,
observamos poucas mudangas em relacdo a condicdo com estimulo apenas com K562, sem
bloqueio. (Figura 50 e Anexo X, Tabela 11).

Nas andlises da % de células com expressao e intensidade da expressao (MFI), entre
as fases do ciclo, em cada grupo (EDT e CTR) separadamente, e entre 0S grupos,

observamos:

> Grupo CTR:
e CD107a: maior % de células CD56”"9"CD16" produtoras de CD107a na fase

proliferativa do ciclo (p= 0,0012). Essa diferenga néo foi encontrada na condicdo com
estimulo com células K562 sem bloqueio. Nao foi observada diferenga para MFI.

e |FN-y: assim como ocorreu na presenca de estimulo com K562, ndo houve
diferenca na % de células que expressaram essa citocina, nem na intensidade de
expressao (MFI).

e IL-10: detectamos maior MFI em células CD569™CD16  (p= 0,007) na fase
proliferativa do ciclo (mesma diferencga ja observada na auséncia de bloqueio, para %

de expressao).
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> Grupo EDT:
e CD107a: nao foi encontrada diferenca (% e MFI) para a expressao de CD107a

entre as fases do ciclo

¢ |FN-y: assim como ocorreu na presenca de estimulo com K562, ndo houve
diferenca na % de células nem na intensidade de expressao (MFI).

e |L-10: nao foi encontrada diferenga (% e MFI) para a expresséo de IL-10 entre
as fases do ciclo. Na condicdo de estimulo sem bloqueio, observamos maior % de IL-

10 em CD56%™, na fase proliferativa.

A maior % de células CD569™ produtoras de IL-10 na fase proliferativa, na condi¢do de
estimulo apenas com K562 (p= 0,0302, Figura 48), deixou de existir como estimulo com K562

blogqueadas para MICA de superficie (p= 0,4936) (Figura 50).
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Figura 50. Porcentagem (%) de células com expressdo de CD107a e IL-10 e intensidade de
expressdo de IL-10, em subpopulacBes de células NK circulantes, em mulheres com
endometriose e em controles, em diferentes fases do ciclo menstrual, na condi¢cdo de estimulo
com células K562 bloqueadas para MICA. A e B) grupo controle (CTR), C) grupo endometriose
(EDT); fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao 14° dia do ciclo); fase secretora do ciclo menstrual
(15° ao 28° dia do ciclo); estimulo com células K562BLOQ: K562 bloqueada para a proteina MICA -
valores descontando-se o valor basal(sem estimulo);valores negativos: valores onde o valor basal foi
maior do que com estimulo; MFI; mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressao);
n: nimero de amostras avaliadas em cada fase do ciclo; as barras horizontais representam as medianas
da porcentagem de expressdo ou de MFI, nas diferentes fases do ciclo menstrual; linha pontilhada:
indica o valor de zero para % ou MFI; ns; valor de p ndo significante (p= 0,05), valores de p
determinados pelo teste de Mann-Whitney.

> Grupo EDT vs grupo CTR:

Na andlise comparativa entre os grupos, na condicdo de bloqueio para MICA,
observamos diferencas para as trés moléculas envolvidas na atividade efetora e
imunorreguladora de células NK (Figura 51 e Anexo X, Tabela 12). Para todas as andlises
utilizamos o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

e CD107a: foi mantida a mesma diferenca de menor intensidade de

expressdo de CD107a na EDT em comparagéo com o grupo CTR, na fase secretora,
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na subpopulacdo CD56""9" (p= 0,0336), previamente observada na condicdo sem

blogueio (p= 0,0032, Figura 49).

Foi perdida a diferenga encontrada na condigdo sem bloqueio, de menor intensidade
de expressdo de CD107a, na EDT, na fase secretora do ciclo, na subpopulacdo
CD56P""CD16 (p= 0, 0754).

o IFN-y: as diferengas ocorreram apenas para MFI, assim como observamos para
a condicdo sem bloqueio. Observamos menor intensidade de expressédo na EDT do
qgue no grupo CTR, na fase proliferativa do ciclo em células: NK totais (p= 0,001),
CD56%M (p= 0,0021), CD56Y™CD16" (p= 0,0033), CD56""9" (p= 0,0013), CD56"9"CD16

(p= 0,0051).
As diferencas observadas de expressédo de IFN-y para as subpopulagdes CD569" e
CD56""9"CD16°, previamente descritas com o estimulo com K562 sem blogueio (Anexo X,

Tabela 10), ndo foram alteradas na condi¢do de estimulo com bloqueio para MICA.

e |IL-10: menor intensidade de expressdo em CD569™CD16 (p= 0,0385), na

EDT, na fase proliferativa.

Ressaltamos que a diferenca, previamente observada de menor intensidade de
expressado para IL-10 na EDT, com estimulo sem bloqueio (em NK totais, p= 0,0295), deixou
de existir na presenca de estimulo com células K562 bloqueadas para a proteina MICA (p=
0,0730, teste de Mann-Whitney) (Anexo X, Tabela 12).

O balanco das principais diferencas das frequéncias de células com expressdo das
moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10, e suas intensidades de expressdo, entre os grupos EDT
e CTR, e relacdo com as fases do ciclo menstrual, estd apresentado na Tabela 22.
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Figura 51. Intensidade de expresséo das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10 em subpopulagdes de
células NK circulantes, entre mulheres com endometriose e controles, em diferentes fases do
ciclo menstrual, na condi¢cdo com estimulo com células K562 bloqueadas para MICA. EDT: grupo
endometriose; CTR: grupo controle; fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao 14° dia do ciclo); fase
secretora do ciclo menstrual (15° ao 28° dia do ciclo); estimulo K562BLOQ: estimulo com células K562
bloqueadas para a proteina MICA — valores descontando-se o valor basal (sem estimulo); valores
negativos: valores onde o valor basal foi maior do que com estimulo; MFI; mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expresséo); n: numero de amostras avaliadas em cada grupo; as barras
horizontais representam as medianas de MFI nos diferentes grupos; linha pontilhada: indica o valor de
zero para MFI; ns: valor de p nao significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste de Mann-
Whitney.
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Tabela 22. Balanc¢o das principais diferencas das frequéncias de células com expressao das
moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10, e suas intensidades de expressao, entre 0S grupos
endometriose e controles, e relagdo com a fase do ciclo menstrual.

Condigao basal de cultura, sem estimulo

% MFI
Prolif. Secret. Prolif. Secret.
CD107a EDT = CTR EDT = CTR CD107a EDT = CTR EDT = CTR
IFN-y IFN-y EDT=CTR EDT = CTR
cDs6e™ EDT > CTR
cbs6™™"cp1e”  EDT > CTR cbs6”™Mcp1e”  EDT > CTR
IL-10 EDT = CTR EDT = CTR IL-10 EDT = CTR EDT =CTR
Estimulo com K562
% MFI
Prolif. Secret. Prolif. Secret.
CD107a EDT = CTR EDT = CTR CD107a EDT = CTR
CcD56Y9" EDT < CTR
cD56™M"cp16” EDT < CTR
IFN-y EDT = CTR EDT = CTR IFN-y EDT = CTR
CD56™" EDT <CTR
cD56”"cp16”  EDT<CTR
IL-10 EDT = CTR EDT = CTR IL-10 EDT = CTR
NK totais EDT <CTR
Estimulo com K562BLOQ
% MFI
Prolif. Secret. Prolif. Secret.
CD107a EDT = CTR EDT = CTR CD107a EDT = CTR _
CD56™™ EDT < CTR
IFN-y EDT = CTR EDT = CTR IFN-y EDT = CTR
cD56%™ EDT <CTR
CD56%™CD16 EDT < CTR
CD56™19 EDT <CTR
cbs6”™"cp1e  EDT<CTR
IL-10 EDT = CTR EDT = CTR IL-10 EDT =CTR

CD56%™CD16 EDT < CTR

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagdes CD569mCD16",
CD569mMCD16°, CD56P9"CD16*, CD56M9"CD16°, CD56-CD16*; Prolif: fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao
14° dia do ciclo); Secret: fase secretora do ciclo menstrual (15° ao 28° dia do ciclo);MFI: mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expressao); K562BLOQ: células K562 bloqueadas para MICA; em vermelho: valores
do grupo considerados maiores, na comparacdo entre os grupos analisados; em azul: valores do grupo
considerados menores, na comparagao entre os grupos analisados;=: resultados semelhantes.

Resumo:

Na condicdo basal de cultura, sem estimulo, mulheres com EDT apresentaram maior
frequéncia de células produtoras de IFN-y na fase proliferativa/estrogénica. No entanto, na
presenca de estimulo, com e sem bloqueio de MICA, a frequéncia de células produtoras de
IFN-y tornaram-se semelhantes aos controles saudaveis. Porém, na presenca de estimulo com
células K562, a intensidade de expressao de IFN-y e /L-10 passaram a ser menores na EDT
do que em controles. Essa diferenca foi observada em um maior nimero de subpopulacdes
NK, principalmente para IFN-y, quando na presenca de estimulo com células K562 bloqueadas
para MICA.
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4.4.6 Citotoxicidade pelas células NK

A capacidade citotéxica (CTX) de células NK circulantes, no grupo de mulheres com
EDT (n=21) e em mulheres controles saudaveis (n=20), foi avaliada pela % de morte de
células K562 e de células K562 bloqueadas para a molécula MICA, representando a presenca
de MICA solavel.

A % de células K562 e de K562 bloqueadas para MICA com expressdo de MICA foi
analisada em cada data do ensaio CTX, uma vez que nem todas as PBMCs foram testadas
para a sua capacidade citotéxica no mesmo dia. A mediana da frequéncia de células K562
marcadas com o corante fluorescente CFSE (K562*CFSE) e positivas para a expressao de
MICA foi de 51,5% e, em células K562*CFSE e bloqueadas para MICA (K562*CFSEBLOQ) foi
de 28,8%, correspondendo a uma mediana de blogueio de MICA de 39,8% (Anexo Xl, Tabela
15). Apesar de ainda considerado como baixo blogueio, seu o impacto para a intensidade de
expressao (MFI) foi considerado equivalente ao da frequéncia de expressdo de MICA, 32,6%,
considerando-se a mediana de intensidade de expressédo (MFI) pré-bloqueio de 1914 e, pdls-
blogueio, de 1114 (Anexo X, Tabela 13).

4.4.6.1 Citotoxicidade contra células K562 sem bloqueio e com bloqueio para MICA.

A andlise comparativa da CTX entre os grupos (EDT e CTR) foi analisada nas
condi¢cBes de CTX contra as células K562 sem e com bloqueio para MICA (teste de Mann-
Whitney) (Figura 52).

o CTX contra K562 sem bloqueio:
» Grupo EDT vs grupo CTR:
CTX EDT < CTX CTRs (medianas: 7,7% vs 11,5%, p= 0,0144)

o CTX contra K562 bloqueadas para MICA:
» Grupo EDT vs grupo CTR:
CTX EDT < CTX CTR (medianas 5,9% vs 12,45%, p= 0,0259)
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Figura 52. Comparagdes da citotoxicidade (CTX) pelas células NK circulantes entre mulheres
com endometriose e controles. A) CTX contra células K562; B) CTX contra células K562 bloqueadas
para a proteina MICA (K562BLOQ); valores de CTX contra K562 e K562BLOQ descontado o valor de
morte espontanea de K562; valores negativos: valores onde o valor de morte espontanea foi maior do
gue com estimulo; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; linha pontilhada: valor zero de % de
células mortas; as barras horizontais representam as medianas nos diferentes grupos; valores de p
determinados pelo teste de Mann-Whitney.

Cada grupo de estudo, CTR e EDT, foi também analisado de forma pareada, para as
condigcbes de CTX contra células K562 sem e com o bloqueio da proteina MICA na

superficie celular (teste de Wilcoxon) (Figura 53).

> Grupo CTR: ndo houve diferenca na CTX contra células K562, sem e com o
‘bloqueio de MICA

No grupo CTR, a mediana de % de CTX contra células K562 foi de 11,5 % (0,5%-
35,2%) e contra células K562BLOQ foi de 12,5% (0,5%- 34,9%) (p= 0,4524)

> Grupo EDT: néo houve diferenca na CTX contra células K562, sem e com o
blogueio de MICA

No grupo EDT, a mediana de frequéncia de CTX contra K562 foi 7,7% (-1,6%- 29,1%)
e contra células K562BLOQ foi de 5,9% (-4,7%- 55,4%) (p= 0,3784)

Ressaltamos que, de forma geral, com o bloqueio da molécula MICA tivemos
modificagdo em relacdo a condi¢cdo sem bloqueio. Os resultados da CTX de células K562 e de
K562BLOQ, frente a cada amostra estudada, e a % de bloqueio de MICA correspondente,

para cada experimento, estdo apresentados no Anexo X, Tabela 14.
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Figura 53. Citotoxicidade pelas células NK circulantes de mulheres com endometriose e de
controles, contra células K562 e K562 bloqueadas para MICA. A) CTR: grupo controle; B) EDT:
grupo endometriose; K562BLOQ células K562 bloqueadas para MICA; valores de CTX contra K562 e
K562BLOQ descontado o valor de morte espontanea de K562; valores negativos: valores onde o valor
de morte espontanea foi maior do que com estimulo; ns: valor de p nado significante (p= 0,05); linha
pontilhada: valor zero de % de morte; valor de p determinado pelo teste pareado, ndo paramétrico, de
Wilcoxon.

4.4.6.2 Citotoxicidade e relagdo com os estadios da endometriose

i) Analise da CTX contra células alvo K562, antes e ap6s o blogueio para MICA

O blogueio levou a uma diminui¢cdo significante da porcentagem de CTX nos
estadios iniciais da doenca (med 5,1%, -4,7-12,9, min-max), em relagdo a CTX contra K562
sem blogueio (med 10,3%, 1,8- 21,3, min-max) (p= 0,0313, teste de Wilcoxon). No entanto, o
bloqueio de MICA néo induziu diferenga na CTX dos estadios avancados da doenga (K562:
med 7,4%, -1,6-29,1, min-max; K562BLOQ: med 7%, -1,2-55,4, min-max; p= 0,4322, teste de
Wilcoxon) (Figura 54).
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Figura 54. Citotoxicidade pelas células NK circulantes frente a células K562 e células K562
bloqueadas para MICA, nos diferentes estadios da endometriose. EDT: grupo endometriose;
K562BLOQ: células blogueadas para a proteina MICA; I/ll, estadios iniciais da endometriose; IlI/IV:
estadios avangados da endometriose; estaddios de acordo com rASRM; A) mulheres com EDT em
estadios iniciais; B) mulheres com EDT em estadios avancado; valores de % de morte de K562 e
K562BLOQ descontado o valor de morte espontanea de K562; valores negativos: valores onde o valor
de morte espontanea foi maior do que com estimulo, linha pontilhada: valor zero de % de células
mortas; ns: valor de p néo significante (p= 0,05); citotoxicidade avaliada por porcentagem (%) de
morte de células K562; valores de p determinados pelo teste pareado, ndo paramétrico, de Wilcoxon.
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i) Analise da CTX contra células alvo K562 entre mulheres em estadios iniciais e
avancados da EDT, e o grupo CTR.

A CTX contra células K562 ndo mostrou diferenca na comparacdo entre estadios
iniciais (10,3%, 1,8 - 21,30) e avancados da doenca (7,35%, -1,6 - 29,1) (p= 0,6885, teste de
Mann-Whitney). O mesmo foi observado entre mulheres em estadios iniciais em comparagéo
com CTRs saudaveis (11,5%, 0,5-35,2) (p= 0,1792, teste de Mann-Whitney). No entanto,
observamos que mulheres com EDT avancada apresentaram menor CTX (7,35%, -1,6 - 29,1)
em relacdo ao grupo CTR saudavel (11,5%, 0,5-35,2) (p= 0,0115, teste de Mann-Whitney)
(Figura 55).

iii) Anélise da CTX contra células alvo K562 bloqueadas para MICA, entre mulheres
em estadios iniciais e avangados da EDT, e o grupo CTR

A CTX contra células K562BLOQ também n&o mostrou diferenga na comparagao entre
estadios iniciais (med 5,1%, -4,7-12,9, min-max) e avan¢ados da EDT (med 7,0%, -1,2-55,4,
min-max) (p= 0,4322, teste de Mann-Whitney). Mulheres com EDT avancada (med 7,0%, -1,2-
55,4, min-max) também n&o apresentaram diferenca em relacdo a CTX de CTRs saudaveis
(med 12,5%, 0,5-34,9, min-max) na comparagdo com bloqueio (p= 0,1725, teste de Mann-
Whitney). Diferentemente da CTX contra células K562 sem bloqueio, a CTX contra células
K562BLOQ foi menor na EDT inicial (med 5,1%, -4,7-12,9, min-max), em relacdo aos CTRs
saudaveis (med 12,5%,0,5-34,9, min-max) (p= 0,0181, teste de Mann-Whitney (Figura 55).
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Figura 55. Citotoxicidade pelas células NK circulantes de mulheres em estadios iniciais e
avancados da endometriose e de controles. A) CTX contra células K562; B) CTX contra células K562
bloqueadas para MICA; CTX: citotoxicidade; l/Il: estadios iniciais da endometriose; IlI/IV: estadios
avancados da endometriose; estadios de acordo com rASRM; CTR: grupo controle; K562BLOQ: células
K562 bloqueadas para MICA,; valores de CTX contra células K562 e K562BLOQ descontado o valor de
morte espontanea de K562; valores negativos: valores onde o valor de morte espontanea foi maior do
gue com estimulo; linha pontilhada: valor zero de % de células mortas; citotoxicidade avaliada por
porcentagem (%) de morte de células K562; as barras horizontais representam as medianas nos
diferentes grupos; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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4.4.6.3 Citotoxicidade e analise de correlacdo com niveis de MICA solavel

A CTX (% de morte) induzida pelas células NK circulantes contra células K562, e
células K562 com bloqueio para MICA, foi avaliada em relagédo a variagao dos niveis de MICA
soluvel (sMICA) (sistémico, soro, e no microambiente da leséo, fluido peritoneal - FP).

N&o observamos correlacdo entre a % de morte de células K562 e niveis de sMICA,
tanto no soro como no FP, em nenhum grupo de estudo (CTR: soro, r=0,02, p= 0,9511 e FP,
r=-0,2, p= 0,3609; EDT: soro, r= 0,04, p= 0,8769 e FP, r= 0,2, p= 0,4806) (teste de correlagéo
de Spearman) (Anexo X, Figura 1).

De forma semelhante ao encontrado para a condi¢cdo contra K562 sem bloqueio, a CTX
contra células K562 bloqueadas para a proteina MICA também n&o mostrou correlagdo com
niveis de sMICA no soro e no FP, em ambos os grupos (CTR: soro, r=0,03, p= 0,8833 e FP, r=
-0,02, p=0,9170; EDT: soro, r=0,1, p= 0,6807 e FP, r=-0,5, p= 0,0538) (teste de correlagédo de
Spearman) (Anexo X, Figura 2).

Uma vez que os niveis de sMICA foram, neste estudo, descritos como maiores na EDT
avancada (Resultados, item 4.3), avaliamos também se houve correlacdo entre a
citotoxicidade contra as células K562, e contra células K562 bloqueadas para MICA, e os
niveis de sMICA (soro e FP) em mulheres com EDT, estratificadas para os estadios da
doenca. Nao foram observadas diferengas significativas para a correlagdo entre a CTX e
SMICA (soro e FP), tanto nos estadios iniciais como avancados da doenca (p= ns, teste de

correlacéo de Spearman) (Anexo Xl, Tabela 15).

4.4.6.4 Citotoxicidade e relacdo com as fases do ciclo menstrual

i) Nos grupos EDT e CTR, frente a células K562 com e sem bloqueio de MICA

Tanto na fase proliferativa como na fase secretora, ambos 0s grupos ndo apresentaram
diferenca na CTX (% de morte), antes (K562) e ap6s o bloqueio de MICA(K562BLOQ). Os
valores de p foram determinados pelo teste de Wilcoxon (Figura 56).

. Fase proliferativa:

» Grupo CTR: a mediana de % de morte contra células K562 foi de 16,6% (2,7-35,2,
min-max) e, contra células K562BLOQ foi de 13,2% (2,0-27,7, min-max) (p= 0,1934)

» Grupo EDT: a mediana de CTX contra K562 foi 6,3% (1,8-10,3, min-max) e, contra
células K562BLOQ foi de 4,5% (-4,7-26,3, min-max) (p> 0,9999)
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. Fase secretora:

» Grupo CTR: a mediana de % de morte de K562 foi de 10,1% (0,5-19,0, min-max) e,
conta células K562BLOQ, foi de 11,75% (0,5-34,9, min-max) (p= 0,6175)

» Grupo EDT: a mediana de CTX contra K562 foi de 9,4% (-1,6-9,4, min-max) e, contra
células K562BLOQ foi de 7,8% (-1,2-55,4, min-max) (p= 0,2036)
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Figura 56. Porcentagem (%) de morte de células K562 e células K562 ap6s o blogueio da proteina
MICA, nas fases proliferativa e secretora do ciclo menstrual, em mulheres com endometriose e
controles. CTR: grupo controle; EDT: grupo endometriose; K562BLOQ: células K562 boqueadas para
MICA; valores de CTX contra células K562 e K562BLOQ descontado o valor de morte espontanea de
K562; valores negativos: valores onde o valor de morte esponténea foi maior do que com estimulo; linha
pontilhada: valor zero de % de células mortas; citotoxicidade avaliada por porcentagem (%) de morte de
células K562; ns: valor de p nao significante (p= 0,05); valores de p determinados pelo teste pareado,
nao paramétrico, de Wilcoxon.

i) Entre grupos, EDT e CTRs, frente a células K562 com e sem bloqueio de MICA
Os valores de p das andlises comparativas entre os grupos foram determinados pelo

teste de Mann-Whitney.

. Fase proliferativa:

Mulheres com EDT apresentaram menor % de morte (CTX) contra células K562 (que
expressam MICA) (6,3%, 1,8 -10,3) em relacdo as mulheres CTRs (16,6%, 2,7-35,2, min-
max) (p= 0,0044) (Figura 57). No entanto, para CTX contra células K562BLOQ n&o houve
diferenca entre o grupo EDT (4,5%, -4,7-26,3, min-max) e o grupo CTR (13,2%, 2,0-27,7,
min-max) (p= 0,1799).
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. Fase secretora:

N&o houve diferenca entre os grupos estudados. Mulheres com EDT apresentaram
mediana de % de morte, CTX, contra células K562 de 9,4% (-1,6-29,1, min-max), semelhante
a de mulheres CTRs, 10,1% (0,5-19,0, min-max) (p= 0,6814). Para a CTX contra células
K562BLOQ, o grupo EDT apresentou mediana de 7,7% (-1,2-55,4, min-max) e, no grupo CTR,
de 11,75% (0,5-34,9, min-max) (p= 0,2139) (Figura 57).
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Figura 57. Comparagdes da frequéncia de morte de células K562 com e sem bloqueio da proteina
MICA, nas fases proliferativa e secretora do ciclo menstrual, entre os grupos de mulheres com
endometriose e controles. A e C) citotoxicidade frente a células K562; B e D) citotoxicidade frente a
células K562 bloqueadas para MICA; CTR: grupo controle; EDT: grupo endometriose; CTX:
citotoxicidade; K562BLOQ: células K562 bloqueadas para MICA; valores de CTX contra células K562 e
K562BLOQ descontado o valor de morte espontédnea de K562; valores negativos: valores onde o valor
de morte espontanea foi maior do que com estimulo; linha pontilhada: valor zero de % de células
mortas; ns: valor de p ndo significante (p= 0,05); as barras horizontais representam as medianas nos
diferentes grupos; valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.

iii)  Citotoxicidade entre as fases do ciclo menstrual, na EDT e CTRs, frente as células

K562 com e sem bloqueio de MICA

A comparacdo da CTX entre as diferentes fases do ciclo, tanto o grupo EDT como o
grupo CTR, ndo mostrou diferenca frente a células K562 e frente a células K562 bloqueadas

para MICA. Os valores de p foram determinados pelo teste de Mann-Whitney (Figura 58).
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e CTX contra células K562:
» Grupo CTR: a mediana de % de morte na fase proliferativa foi de 16,6% (2,7-35,2,
min-max) e, na fase secretora, de 10,1% (0,5-19,0, min-max) (p=0,1230)
» Grupo EDT: a mediana da % de morte na fase proliferativa foi de 6,3%, (1,8-10,3,
min-max) e, na fase secretora, de 9,4% (-1,6-29,1, min-max) (p=0,1688)

e CTX contra células K562BLOQ:
» Grupo CTR: mediana de % de morte na fase proliferativa foi de 13,2 % (2,0-27,7,
min-max) e, na fase secretora, de 10,5% (0,5-19,0, min-max) (p=0,4224)
» Grupo EDT: a mediana de % morte na fase proliferativa foi de 4,5 % (-4,7-26,3, min-

max) e, na fase secretora, de 7,7% (-1,2-55,4, min-max) (p=0,3638)
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Figura 58. Comparac8es da frequéncia de morte de células K562, e de células K562BLOQ, entre
as diferentes fases do ciclo, no grupo de mulheres com endometriose e controles. A e C)
citotoxicidade frente a células K562; B e D) citotoxicidade frente a células K562 bloqueadas para MICA;
CTR: grupo controle; EDT: grupo endometriose; K562BLOQ: células K562 bloqueadas para MICA;
valores de CTX contra células K562 e K562BLOQ descontado o valor de morte espontanea de K562;
valores negativos: valores onde o valor de morte espontanea foi maior do que com estimulo; linha
pontilhada: valor zero de % de células mortas; ns: valor de p ndo significante (p= 0,05); as barras
horizontais representam as medianas nos diferentes grupos; valores de p determinados pelo teste de
Mann-Whitney.
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4.4.6.5 Andlise de correlacdo entre citotoxicidade induzida pelas células NK e a

expressao das moléculas CD107a, IFN-y ou IL-10

A analise de correlacdo de CTX de células NK foi feita em relacdo a frequéncia de
células com expressdo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, em células NK e
subpopulagdes, e suas intensidades de expressdo (MFI), frente a células K562 e a frente
células K562 bloqueadas para MICA. Os valores de r e p foram determinados pelo teste de
correlagéo de Spearman.

o CTX contra células K562 vs CD107a, IFN-y ou IL-10

As Unicas correlacdes observadas foram em relagdo a molécula CD107a, em ambos os
grupos, EDT e CTR:

» Grupo CTR: tivemos correlagbes positivas entre CTX e a % de células CD56°"9 (r=
0,5, p= 0,0397) e CD569"CD16™ (r= 0,8, p= 0,001) e entre CTX e intensidade de expresséo
de CD107a em células CD569™ (r= 0,5, p= 0,0405) (Tabela 23A):

» Grupo EDT: somente observamos correlacdo positiva de CTX com intensidade de
expressdo de CD107a na subpopulacdo CD569™CD16™ (r= 0,5, p= 0,0474) Tabela 24A):

Chama a atengéo que a correlagdo da CTX com % de CD107a para o grupo CTR foi
apenas para células com presenca da molécula CD56"9", Para MFI, em ambos 0s grupos, a

correlacdo foi para células com baixa expresséo da molécula CD56dim.

o CTX contra células K562 bloqueadas para MICA vs CD107a, IFN-y ou IL-10

No ensaio de CTX tendo como célula alvo K562 blogueadas para MICA, houve perda
de todas as correlagBes para CD107a (frequéncia e MFI), tanto na EDT como em CTRs
(Tabela 23B).

Para IFN-y e IL-10, no grupo CTR, foram mantidas as auséncias de correlagbes com
CTX. No entanto, na EDT, diferentemente do estimulo de células NK com K562 sem bloqueio,
no ensaio de CTX com células K562 bloqueadas para MICA surgiram correlagdes positivas

da CTX com intensidade de expressdo de IFN-y (r= 0,5, p= 0,0478) e com a % de
expresséo de IL-10 (r= 0,6, p= 0,0135), ambas para células CD569™CD16™ (Tabela 24B).
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Tabela 23. Analise de correlacdo entre a citotoxicidade contra células K562 e K562
bloqueadas para MICA, com a frequéncia ou intensidade de expressdo das moléculas
CD107a, IFN-y ou IL-10, em mulheres do grupo controle.

A) CTX contra células K562 no grupo controle
CTR Estimulo com K562 (frequéncia de expressao, %)
CD107a x CTX IFN-y x CTX IL-10 x CTX

Subpopulagdes

(n) p r (n) p r (n) p r
NK totais 19 ns ns 19 ns ns 15 ns ns
cDs664™ 19 ns ns 19 ns ns 15 ns ns
CdseProM 16 00397 05 16 ns ns 13 ns ns
cDs6Y™cD16" 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns
CcD56%MCD16° 18 ns ns 18 ns ns 14 ns ns
CcDs56°""cD16" 8 ns ns 8 ns ns 7 ns ns
CD56"""'CD16" 16 00010 08 14 ns ns 12 ns ns
CTR Estimulo com K562 (intensidade de expresséo, MFI)

CD107a x CTX IFN-y x CTX IL-10 x CTX

Subpopulagdes

(n) p r (n) p r (n) p r
NK totais 19 ns ns 19 ns ns 15 ns ns
CD566"" 19 00405 05 19 ns ns 13 ns ns
Cds6Pront 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns
cD56"™CcD16" 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns
CcD56°™CD16° 18 ns ns 18 ns ns 14 ns ns
CD56"""CcD16" 8 ns ns 8 ns ns 7 ns ns
CcD56°""CD16" 16 ns ns 14 ns ns 12 ns ns

B) CTX contra células K562BLOQ no grupo controle

CTR Estimulo com K562BLOQ (frequéncia de expressao, %)
CD107a x CTX IFN-y x CTX IL-10 x CTX

Subpopulagdes

(n) p r M p r (n) p r
NK totais 18 ns ns 18 ns ns 13 ns ns
CcD566°™ 18 ns ns 18 ns ns 13 ns ns
CdsePrat 16 ns ns 16 ns ns 12 ns ns
cDs56%McD16" 16 ns ns 16 ns ns 12 ns ns
CD56%MCD16° 17 ns ns 17 ns ns 13 ns ns
cD56™9"CcD16" 7 ns ns 7 ns ns 5 ns ns
CcD56"""CD16" 14 ns ns 13 ns ns 10 ns ns
CTR Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expressdo, MFI)

CD107a x CTX IFN-y x CTX IL-10 x CTX

Subpopulagées

(n) p r (n) p r (n) p r
NK totais 18 ns ns 18 ns ns 13 ns ns
CcD566°™ 18 ns ns 18 ns ns 13 ns ns
CdsePriont 16 ns ns 16 ns ns 12 ns ns
cD56%McD16" 16 ns ns 16 ns ns 12 ns ns
CcD56°™CD16 17 ns ns 17 ns ns 13 ns ns
CcD56°"9"CcD16" 7 ns ns 7 ns ns 5 ns ns
CD56°"9"CD16" 14 ns ns 13 ns ns 10 ns ns

CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagbes CD569™CD16*, CD569™CD16-, CD569"CD16",
CD56M19MCD16°, CD56°CD16%; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressio);
K562BLOQ: células K562 bloqueadas para a proteina MICA; n: nimero de pares de dados analisados para cada
subpopulacdo; as analises foram realizadas a partir de valores da mediana de porcentagem de células com
expressao das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10 e de suas MFlIs, nas diferentes subpopulacdes de NK; ns: ndo
significante (p= 0,05); em negrito: valores de p significantes (p<0,05) e respectivos valores de r; valores de p e r
determinados pelo teste de correlagdo de Spearman.
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Tabela 24. Andlise de correlagcdo entre a citotoxicidade contra células K562 e K562
bloqueadas para MICA, com a frequéncia ou intensidade de expressdo das moléculas
CD107a, IFN-y ou IL-10, em mulheres com endometriose.

A)

B)

CTX contra células K562 no grupo endometriose

EDT Estimulo com K562 (frequéncia de expresséo, %)
CD107a x CTX IFN-y x CTX IL-10 x CTX

Subpopulagdes

(n) p r (n) p r (n) p r
NK totais 21 ns ns 21 ns ns 17 ns ns
CcD566%™ 21 ns ns 21 ns ns 18 ns ns
Cdse°mo 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns
cpseY™cD16* 20 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
cD56%™CD16 20 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
CcD56°""cp16* 4 ns ns 4 ns ns 4 ns ns
CD56°""'CD16" 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns

EDT

Estimulo com K562 (intensidade de expresséo, MFI)

- - CD107a x CTX IFN-y x CTX IL-10 x CTX
ubpopulacdes

poptias (n) p r (n) p r (n) p r
NK totais 21 ns ns 21 ns ns 17 ns ns
CcD5664™ 21 ns ns 21 ns ns 18 ns ns
cdsePront 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns
cbs56YMcD16* 20 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
CD56"™CD16" 20 0,0474 05 20 ns ns 17 ns ns
cDs6M"cD16* 4 ns ns 4 ns ns 4 ns ns
CD56°""CD16 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns

CTX contra células K562BLOQ no grupo endometriose

EDT Estimulo com K562BLOQ (frequéncia de expressao, %)
CD107a x CTX IFN-y x CTX IL-10 x CTX

Subpopulactes

(n) p r (n) p r (n) p r
NK totais 21 ns ns 21 ns ns 17 ns ns
cD566™ 21 ns ns 21 ns ns 18 ns ns
Cd5e6"on 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns
cDs6"™CcD16" 20 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
CcD56"MCD16" 20 ns ns 20 ns ns 17 00135 06
cD56"""cD16" 4 ns ns 4 ns ns 4 ns ns
cD56°""cD16 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns

EDT

Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expressao, MFI)

CD107a x CTX IFN-y x CTX IL-10 x CTX

Subpopulactes

(n) p r (n) p r (n) p r
NK totais 21 ns ns 21 ns ns 17 ns ns
CcD566%™ 21 ns ns 21 ns ns 18 ns ns
Cd56"on 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns
cDs6Y™CcD16" 20 ns ns 20 ns ns 17 ns ns
CcD56""CD16" 20 ns ns 20 00478 05 17 ns ns
cD56"""cD16" 4 ns ns 4 ns ns 4 ns ns
CcD56"9"CcD16" 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns

EDT: grupo endometriose; NK totais: incluem as subpopulagdes CD569m™CD16*, CD569mCD16°, CD569"CD16",
CD56"9"CD167, CD56'CD16*; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressio);
K562BLOQ: células K562 bloqueadas para a proteina MICA; n: nimero de pares de dados analisados para cada
subpopulacdo; em negrito: valores de p significantes (p<0,05) e respectivos valores de r; as andlises foram
realizadas a partir de valores da mediana de porcentagem de células com expressao das moléculas CD107a, IFN-y
ou IL-10 e de suas MFIs, nas diferentes subpopulagdes de NK; ns: nédo significante (p= 0,05; valores de p e r
determinados pelo teste de correlacdo de Spearman.
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo corroboram nossa hipotese do papel da molécula MICA na
fisiopatologia da endometriose e que MICA sollvel pode contribuir para a deficiéncia da
atividade citotoxica de células NK, na doen¢a. Como balan¢o geral, nossos dados mostraram
gue o endométrio eutépico de mulheres com EDT apresentam uma maior frequéncia de alta
expressdo da proteina MICA em contraste ao endométrio saudavel, indicando ja haver
alteragc6es imunoldgicas de células endometriais, com envolvimento de MICA, mesmo antes da
sua migracao e instalacéo ectopica. Observamos maiores niveis de MICA sollvel, sistémicos e
no microambiente peritoneal, na EDT. Esses niveis foram associados a estadios avangados e
a sitios de maior gravidade da doenca, sugerindo a participacdo de MICA sollvel na sua
gravidade e, possivelmente, na progresséo da doenca.

Além disso, mulheres com EDT apresentaram menor citotoxicidade pelas células NK,
deficiéncia essa também associada a estadios avangcados da doenca, em concordancia com
dados da literatura e indicando a maior deficiéncia da atividade funcional de NK,
provavelmente, também na progressdo da EDT. A menor frequéncia da subpopulacdo com
propriedade citotoxica, CD569™MCD16", soma-se ao achado de menor citotoxicidade na
doenca. Ademais, a maior expressao do receptor NKG2D nas células NK, apenas nos estadios
iniciais da EDT, pode implicar em maior estimulo de ativacdo das nessas células, em fases
mais precoces da doencga. Testamos o potencial efeito de MICA soluvel na atividade efetora de
células NK, por meio do experimento de bloqueio de MICA, in vitro. O bloqueio de MICA
impactou numa menor citotoxicidade comparada ao estimulo sem bloqueio, apenas em
mulheres em estadios iniciais da doenca, em relacdo as mulheres saudaveis, sugerindo o
envolvimento de MICA solivel na deficiéncia da atividade citotoxica de células NK, nos
estadios iniciais da doenca.

No estado basal de cultura, mulheres com EDT apresentaram maior expressédo da
citocina inflamatéria IFN-y e da citocina imunorreguladora IL-10, nas células NK, refletindo o
estado inflamatério da doenga, com impacto nas células NK. A menor de expressdo de
CD107a, IFN-y e IL-10 nas células NK e sua menor citotoxicidade, na condigdo de estimulo,
indica haver deficiéncia na ativacéo dessas células, na EDT, quando desafiadas com estimulo.
A condi¢do de bloqueio para MICA, mimetizando o efeito de MICA solluvel, ndo alterou a
expressdo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, nas células NK, indicando pouco impacto na
expressdo dessas moléculas, por células NK, nem na EDT nem em mulheres saudaveis, pelo
menos in vitro. No entanto, a correlagdo negativa entre niveis de MICA soltvel (in vivo) e a
expressao de CD107a, apenas na condicdo de bloqueio de MICA, na EDT, sugere que, in vivo,
MICA solavel pode contribuir para a inibicdo da degranulacdo das células NK na doenca,
prejudicando sua atividade citotoxica.

Agora, discutiremos nossos dados de forma mais aprofundada, procurando estabelecer

interconexdes entre eles, visando melhor interpretagéo bioldgica, assim como com a literatura.
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Com o objetivo de avaliar a potencial participacdo de MICA na fisiopatologia da EDT,
analisamos, incialmente, sua expressao génica no endométrio eutdpico de mulheres com EDT
e comparamos com o grupo CTR saudavel. Nossos resultados indicaram nao haver diferenca
na expressdo génica de MICA entre os grupos de estudo. Este dado sugere que a expressao
génica de MICA em mulheres com EDT se mantém semelhante a condicdo fisiolégica, a
despeito do endométrio dessas mulheres apresentarem diversas alteracdes, como funcdes
imunologicas e enddcrinas, num contexto inflamatério, em relagdo a mulheres sem doenca
(Sharpe-Timms, 2001; Ulukus et al., 2006). Mesmo considerando a escassez de estudos
analisando a expressdo génica e proteica de MICA no endométrio eutdpico, na EDT,
identificamos um estudo (Xu, 2019) que foi concordante com a auséncia de diferenca de
expressdo de mRNA de MICA, aqui observada. A expressdo génica de MICA, nesse estudo,
também né&o indicou diferenga em relacdo ao endométrio ectopico. Nesse sentido, destacamos
gue, embora consideremos relevante a analise pareada da lesdo endometrial para o estudo de
expressao génica de MICA, optamos por ndo realizar esta andlise, devido a dificuldade técnica
para a obtencdo de tecido endometrial puro da lesdo, ndo sendo, portanto, uma amostra
representativa.

Nao obstante, quando realizamos uma andlise mais refinada, considerando a
expressao proteica de MICA no epitélio (simultaneamente, frequéncia e intensidade de
expressao, que denominamos de escore de imunorreatividade - EIR), encontramos uma maior
frequéncia de alta expressdo de MICA no epitélio do endométrio eutépico de mulheres com
EDT, em relacdo ao endométrio de mulheres saudaveis. Esse dado sugere que a ocorréncia
de estimulo prévio nesse endométrio tenha promovido o aumento de expressao da proteina
MICA, antes mesmo de seu deslocamento e desenvolvimento ectopico.

Tal estimulo pode estar relacionado ao préprio microambiente do endométrio eutdpico
das mulheres doentes, como ja descrito antes, ter maior expressao de VEGF-A, presenca de
estresse oxidativo, resisténcia a progesterona, entre outros fatores, caracterizando um
microambiente inflamatério (revisado em Brosens et al., 2012). No entanto, permanece em
aberto o que desencadeia o processo inflamatério e onde ele se inicia. Assim, em
concordancia com outras alteracdes relatadas para o endométrio eutdépico de mulheres com
EDT, como disfungBes imunoldgicas e enddcrinas (Sharpe-Timms, 2001; Ulukus et al., 2006),
nossos dados de maior escore de imunorreatividade de MICA, na EDT, também convergem
para a interpretacédo da quebra da homeostase do microambiente uterino.

Destacamos que a inducdo e/ou aumento da expressdo das moléculas MICA, em
situac@o de estresse bioldgico, pode estar relacionada com a presenga de um segmento do
promotor génico semelhante aos do gene da proteina 70 de choque térmico (HSP70), tendo
sua expressao regulada por tais elementos (Groh et al., 1996). No contexto da EDT, também é
descrito que a proteina HSP70 estd mais expressa no endométrio eutépico dessas mulheres,
em comparagdo ao endométrio eutdpico de mulheres CTR, sem a doenca (Ota et al., 1997,

Imamura et al.,, 2014), e também em relacdo as lesfes ectopicas (Ota et al., 1997). Esses
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dados colocam a HSP70 como uma possivel molécula importante ha modulagédo positiva da
expressao de MICA, no contexto de estresse celular e da perturbacdo da homeostase nesse
microambiente, na doenca. Além disso, a inflamacdo do endométrio eutdpico na EDT esta
também associada a producéo de radicais livres e a sinais de estresse oxidativo (Agarwal et
al., 2008), que também estdo associados ao aumento de expressdo de MICA, e na sua
liberacéo na forma de exossomas (Hedlund et al., 2011), apoiando nossa interpretacao.

Ademais, € possivel que os maiores escores de imunorreatividade (EIR) para a
expressdo de MICA no epitélio glandular, em ambos os grupos de estudo, possam também
estar relacionados a intensa atividade funcional a ele associado, assim como por uma possivel
acdo autdcrina de TGF-B produzido por esse epitélio, e que poderia também contribuir para a
inducé@o de maior de expressao de MICA (Song et al., 2015). Em alguns estudos sugerem-se 0
potencial envolvimento de TGF-B na patogénese da EDT, participando na sobrevivéncia de
endométrio ectdpico, aumentando a proliferacdo celular, podendo facilitar a capacidade
invasiva do endométrio (Shin-ichi Komiyama et al., 2007)

Ainda no que diz respeito a expressao proteica de MICA, esperdvamos encontrar maior
expressdo no endométrio ectopico da lesdo, em relacdo ao eutdpico, na EDT. No entanto,
apesar de ndo termos observado essa diferenca, ndo podemos descartar que, em algum
momento da evolucdo da doenga, tenha havido uma maior expressdo de MICA e, no contexto
de intenso processo inflamatorio, tenha ocorrido maior liberagdo na sua forma soluvel, seja por
clivagem via MMPs e ADAMs, detectadas em maior expresséo na EDT (revisado em Ke et al.,
2021), ou via exossomas (Whiteside, 2013).

Um estudo da literatura sobre a expressdo proteica de MICA na EDT (Xu 2019)
indicou, diferentemente do nosso resultado de expresséo proteica, auséncia de diferenca na
expressdo de MICA entre o endométrio eutdpico de mulheres com EDT e o do grupo CTR.
Destacamos que essa diferenca pode ser devido as diferentes abordagens técnicas utilizadas
nos estudos. Ademais, salientamos que, diferentemente dos nossos grupos de estudo (EDT e
CTR), a analise de expressao génica e proteica desse estudo (Xu 2019) foi realizada em
endométrios eutdpicos de mulheres apenas com EDT ovariana e, no grupo CTR, em
endométrio eutdpico de mulheres com presenca de doenca benigna (cisto ovariano), ndo
havendo o pardmetro do endométrio saudavel.

As mulheres com EDT também tiveram niveis maiores de MICA solavel (sMICA), tanto
sistemicamente (no soro) como no microambiente da leséo (fluido peritoneal), do que mulheres
do grupo CTR, indicando haver desregulacdo da imunobiologia de MICA, na doenga. De
maneira complementar, analisamos os niveis de sMICA em relagdo aos estadios e tipos de
doenca.

No entanto, inicialmente, gostariamos de apontar a vigente discussdo, na comunidade
cientifica, sobre quais para@metros sdo adequados para avaliar a progressao da doenga em
mulheres com EDT. Embora haja limitagbes nos modelos animais disponiveis para EDT,

devido a etiopatogenia multifatorial da doenca, alguns modelos indicam a ocorréncia de
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progressao da doenca (revisado em Bruner-Tran et al., 2018). Apds a implantacao ectdpica de
células endometriais, ha progressédo da lesdo, no entanto, ndo encontramos dados sobre a
atividade imunolégica nesses modelos. Ademais, dados em mulheres com EDT também
sustentam a interpretacdo de haver progressdo da doenca. Em estudo avaliando-se a
citotoxicidade pré e pos a remocéo total, ou parcial, das lesdes de EDT avancada (Garzetti et
al., 1995), mostrou-se haver manutencdo da deficiéncia de citotoxicidade na EDT, em relacéo
ao grupo controle. A deficiéncia de citotoxicidade permaneceu onde houve remocao
macroscopica total da leséo, indicando permanéncia da disfun¢do imunolodgica. Salientamos
gue a avaliacdo imunoldgica foi realizada com 4-8 semanas pés-cirurgia, ndo sendo possivel,
portanto, saber se a homeostase imunoldgica poderia ser resgatada posteriormente. Ademais,
destacamos que a avaliacdo da lesdo € macroscoOpica, ndo sendo possivel excluir a
permanéncia de lesao residual microscépica (Garzetti et al.,, 1995). Com base nesses dados,
interpretamos que a EDT pode cursar com progressao e maior gravidade.

Nossos resultados mostraram maiores niveis de sMICA a partir do estadio Il (leve) da
doenca, sendo mantido nos estadios mais avancados da doenca, Ill (moderado) e IV (grave),
tanto no soro, como no FP, em relagdo ao grupo CTR. Em contraste, ndo foram observadas
diferencas entre os niveis de sMICA de mulheres com EDT que estavam no estadio inicial |
(endometriose minima) e mulheres CTR, sugerindo que o0s niveis de sMICA, nesse estadio,
sejam insuficientes para inibir a atividade citotoxica de células NK, descrita ser pouco
comprometida neste estadio da doenca (Wilson et al., 1994). Na analise estratificada por
estadio, identificamos diferencas, tanto sistemicamente (no soro) como no microambiente
peritoneal (FP), entre os estadios | e Il, e | e IV. De forma geral, esses resultados indicam uma
associagdo de maiores niveis de sSMICA com estadios mais avangados da doenga e sugerem
gue o excesso de sMICA pode contribuir para a progressao da doenca.

Salientamos que o excesso de sMICA pode contribuir para a internalizacao/degradacao
do receptor NKG2D (Groh et al., 2002), via ligacdo sMICA-NKG2D, e contribuir para a menor
atividade efetora de células NK e, consequentemente, para 0 maior comprometimento na
eliminacdo de células endometriais ectopicas. Ademais, esses dados, especialmente, em
relacdo ao microambiente da lesdo (FP), com maiores niveis de sMICA, sustentam a nossa
hipotese do potencial envolvimento de MICA, também na forma sollvel, na fisiopatologia da
doenca e, especialmente em seus estadios avancados.

E possivel que os maiores niveis de sSMICA no FP de mulheres com EDT sejam reflexo
do microambiente inflamatério do peritdbnio dessas mulheres, como relatado ter presenca
aumentada de células do sistema imune, como macrofagos, células TCD4+, TCD8+ e células
NK (Osuga et al., 2011, revisto em Ulukus et al., 2006) e de diversas citocinas inflamatérias
(Podgaec et al., 2007; Bellelis et al., 2019). De forma ndo excludente, devemos considerar
gue, a0 menos em parte, os maiores niveis de sMICA sejam induzidos pelas citocinas TGF-f3 e
IL-15, bem como por espécies reativas de oxigénio (ROS) e pela acdo conjunta de MMPs.

Vale destacar que a citocina TGF-f € descrita com maior expressdo proteica no epitélio
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glandular de cistos endometridticos de mulheres com EDT, em relacdo a endométrios normais
(Komiyama et al., 2007) e que seus niveis, tanto no soro como no FP, foram associados, de
forma progressiva, a estadios mais avancados da doenca (Pizzo et al., 2002). Além disso,
salientamos que TGF-B tem a capacidade de estimular a expressao proteica de MICA, bem
como sua liberagdo na forma soltvel (SONG et al., 2015). Ademais, também a citocina IL-15 é
expressa em maiores niveis (MRNA e proteina) no endométrio ectdpico (Chegini et al., 2003) e
€ capaz de induzir a expressado de MICA (Van Audenaerde et al., 2017; Jinushi et al., 2003).
Além disso, a IL-15 é observada em niveis elevados no FP de mulheres com EDT, quando
comparados aos de mulheres CTRs (Chegini et al., 2003; Bellelis et al., 2019).

Em relagdo ao microambiente peritoneal de mulheres com EDT, o aumento de sMICA
pode ter ocorrido posteriormente a uma expressao inicial aumentada de MICA de membrana,
dentro de um contexto inflamatério continuado (estresse bioldgico), com liberac&o sincronizada
na sua forma sollvel e, portanto, ndo mais detectavel, como aumentada, nas células
endometriais. Também vale a pena apontar que o ferro, proveniente de refluxo menstrual,
potencializa a toxicidade de oxigénio e nitrogénio, pela liberacdo de radicais livres, induzindo
dano celular e proliferacdo (Kumar e Beyopadhyay, 2005). A liberagdo dos produtos pro-
inflamatdrios e os sinais de estresse oxidativo gerados por espécies reativas de oxigénio
(ROS) podem estimular a expressdo de moléculas MICA (Peraldi et al., 2009), amplificando o
microambiente inflamatorio.

As células endometriais aderidas ao peritdnio, ou a outras superficies de 6érgdos
peritoneais, uma vez expressando MICA, poderiam sofrer a acdo de MMPs, levando a
liberacdo de MICA na forma solavel, no FP (revisado em Kyama et al., 2003). Depois da
ligacdo ao peritbnio, as células endometriais invadem a matriz extracelular, num processo,
principalmente, mediado por metaloproteinases. As MMPs sao produzidas por tecido
endometrial eutdpico e ectépico e parecem participar de forma ativa no estabelecimento e
progresséo da doenca (revisado em Zhou e Nothnick, 2005). Neste sentido, foi observado que
implantes endometridticos tém alta expressdo de diversas MMPs, incluindo MMP2 e MMP9
(revisado em Zhou e Nothnick, 2005), as quais sdo mediadoras da clivagem de MICA para a
forma solavel (Yang et al., 2014). Ademais, as MMP2/9 tém func&@o imunorreguladora (Lavini-
Ramos et al., 2017) e poderiam contribuir para o estado de imunossupressdo que ocorre na
EDT, especialmente na EDT avancada (Rached et al., 2019).

Além do fluido peritoneal, também encontramos maiores niveis de MICA sollvel no
soro, na EDT, indicando haver uma repercusséao sistémica da desregulacéo envolvendo MICA
soluvel, concordante com a interconexao entre circulacdo e microambiente peritoneal (Solass
et al., 2016). Isto é, o peritbnio consiste em uma camada de células mesoteliais, em uma base
de tecido conjuntivo, perfundida com vasos sanguineos e linfaticos (Solass et al., 2016), de
forma que sMICA presente nesse microambiente pode seguir, via circulagdo sanguinea e ser
detectada sistemicamente (no soro). Além disso, 0 aumento da angiogénese/vascularizagéo,

gue ocorre nos locais de implante de tecido endometrial (Tariverdian et al., 2007), também
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pode favorecer a circulacdo sistémica dessa proteina. A correlacdo positiva que encontramos
entre os niveis de sMICA no soro e FP, em ambos os grupos de estudo, € concordante com
essa interpretacéo.

Destacamos ja ter sido relatado, na literatura, que o tratamento de células NK com soro
de mulheres com EDT, com altos niveis de sMICA observado no presente estudo, diminui a
atividade citotoxica dessas células, de maneira dose dependente, comparando-se ao
tratamento com soro de mulheres sadias (Kanzaki et al., 1992; Tanaka et al., 1992). De forma
semelhante, fatores sollveis presentes no sobrenadante de cultura de células estromais de
endométrio de mulheres com EDT sdo capazes de suprimir a atividade citotoxica de células
NK (Somigliana et al., 1996). Estes achados apoiam o envolvimento de fatores soluveis na
deficiéncia da atividade citotoxica de células NK e reforcam a nossa hipotese do potencial
envolvimento de MICA sollvel na fisiopatologia da EDT.

De forma semelhante ao grupo EDT, mas em niveis menores, 0s niveis de sMICA no
microambiente peritoneal (FP) de mulheres CTRs (laqueadura e doenca benigna) também foi
maior do que o0s niveis encontrados, sistemicamente, nessas mulheres. Nesse sentido,
podemos sugerir que sMICA tenha papel fisiolégico na manutencdo da homeostase, inclusive
no ambiente peritoneal. Nossos achados de niveis de sMICA, no grupo CTR, estdo em
concordancia com outros estudos que identificaram sMICA no soro mulheres saudaveis
(Bargostavan et al., 2016; Arreygue-Garcia et al., 2008). Ademais, a presenca de sMICA no FP
de mulheres CTR com presenca de doenca benigna, mas, sem EDT, também foi relatada
(Gonzélez-Foruria et al., 2015). Como acima citado, nosso grupo de mulheres CTRs foi
constituido por mulheres saudaveis, provenientes de laqueadura tubaria, e de mulheres com
doenca benigna, mas sem diferenca na expressao de sMICA (no soro e FP) entre esses dois
grupos, sendo considerado um grupo CTR adequado para o estudo.

Outra importante questdo analisada neste estudo foi a relacdo entre os niveis de
sSMICA e os tipos doenca, superficial, ovariana e doenca profunda. A auséncia de perfil
diferencial dos niveis de sMICA entre os diferentes sitios da doenca, sugere que o ambiente
inflamatorio parece se manter semelhante quanto aos estimulos a expressdo de MICA, nos
diferentes tipos de doenca. Ou seja, nossos resultados nos levam a pensar que a expressao
constitutiva de MICA na superficie de células endometriéticas, independentemente do local de
acometimento da doencga, poderia funcionar como uma fonte continua de MICA solavel que,
ligando-se ao seu receptor NKG2D, favoreceria a sua internalizagdo e subsequente
degradacéo lisosssomal. Porém, é relevante apontar que, quando comparamos 0s niveis de
sMICA de mulheres com diferentes tipos/sitios de localizacdo da doenca, em rela¢do ao grupo
CTR, observamos niveis progressivamente maiores, de acordo com os tipos descritos como
mais graves da doenca (Koninckx et al., 1991; Tosti et al., 2015), a saber: ovariana, doenca
profunda e doenca profunda na presenca de doencga ovariana. Os maiores niveis de sSMICA
foram ainda identificados no microambiente inflamatério da lesédo (fluido peritoneal) em

mulheres com acometimento ovariano e profundo. Frente a esse resultado, podemos
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interpretar que MICA pode estar envolvida na fisiopatologia da doenca e associada a contextos
inflamatdérios progressivos, de acordo com o tipo/localizacdo da doenca

E interessante apontar que, na doenca SUP, considerada a mais leve (Cornillie et al.,
1990), ndo observamos niveis diferenciais de sSMICA em relacdo aos CTRs, sugerindo um
menor potencial de comprometimento da atividade citotoxica de células NK, mediado, ao
menos em parte, pela interagcdo sMICA-NKG2D. Implantes superficiais sdo considerados
estadios iniciais da doenga (Cornillie et al., 1990), corroborando nossos resultados de auséncia
de diferenca dos niveis de sMICA (no soro e FP), entre EDT superficial e CTRs. Ressaltamos
qgue, dos 13 casos de doenga SUP, em nosso estudo, 11 (85%) estavam em estadio I.
Considerando esses desfechos, é possivel interpretar que os niveis equivalentes de sMICA
entre a doengca SUP e CTRs levariam a um menor comprometimento na eliminacao de células
endometridticas viaveis na cavidade peritoneal, via citotoxicidade de células NK e TCD8+.
Nossos resultados de maiores niveis de sMICA, especialmente nas doengas consideradas
mais graves, reforcam a interpretacéo da participagdo de sMICA na fisiopatologia da EDT, e
apoiam os dados da literatura de maior comprometimento da atividade de células NK nas
formas mais graves da doenca (Oosterlynck et al., 1992; Tanaka et al., 1992; Wilson et al.,
1994; Garzetti et al., 1995).

Em concordancia com nossos resultados, em outro estudo, também foram observados
maiores niveis de sMICA no FP de mulheres com EDT, em relagdo ao grupo CTR, sem a
doenca (Gonzélez-Foruria et al., 2015). Neste estudo também observaram que 0s maiores
niveis de sMICA, no FP, estiveram associados a doenca profunda, em relacao ao grupo CTR.
No entanto, diferentemente dos nossos achados, neste estudo, ndo foi observada diferenca
em relacdo a doenca OVA. N&o obstante, foi concordante quanto aos niveis semelhantes de
SMICA entre a doenca SUP e CTRs. E importante salientar que, neste estudo, 40% das
mulheres, tanto do grupo EDT e como do CTR, estavam em uso de horménio, o que poderia,
por si, gerar um estimulo a expressao de MICA (Basu et al., 2008). Além disso, para a analise
dos dados, os autores (Gonzdalez-Foruria et al., 2015) excluiram os niveis de sMICA
considerados indetectaveis, gerando um viés aos resultados encontrados. Salientamos que
nesse estudo ndo foram avaliados os niveis sistémicos de sMICA (soro). Ademais,
diferentemente de nossos achados, em outro estudo (Guo et al., 2016) ndo se observou
diferenca na expressdo de sMICA no FP de mulheres com EDT profunda e ovariana, em
relacdo as mulheres com doenca benigna, tampouco em relacdo aos estadios da doenca. E
possivel, que neste estudo, os niveis de sMICA observados no grupo CTR, composto apenas
por mulheres com doenga benigna, ndo tenha sido possivel discriminar uma possivel diferenca
entre os estaddios da doenca. Salientamos que, apesar de nosso grupo de estudo para
avaliacdo de niveis de sMICA ter sido composto por mulheres sadias provenientes de
lagueadura tubédria e também de mulheres com doenca benigna, ndo houve diferenca
significante dos niveis de sMICA entre esses grupos, sendo, portanto, consideramos um grupo

controle adequado para este estudo.
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A despeito das limitacGes para se avaliar a progressdo da endometriose na histéria
natural da doenca, frente aos nossos achados, consideramos ser valida a interpretacéo de que
a molécula MICA sollvel possa estar envolvida no processo de progressao/gravidade da EDT.
Consideramos que os dados de MICA soluvel, apresentados em nosso estudo, fortalecem a
interpretacdo dessa molécula ter potencial de modular, negativamente, a atividade funcional de
células NK, possivelmente, promovendo a diminuicdo da expressao do receptor NKG2D. Esse
mecanismo pode contribuir na ineficiéncia da eliminagdo de células endometriais do
microambiente peritoneal, por meio de células NK, faciltando o estabelecimento e
desenvolvimento da endometriose

Para avaliar se havia uma deficiéncia quantitativa de células NK, ou de suas
subpopulacdes, contribuindo para a menor da atividade NK descrita na EDT (Oosterlynck et
al., 1992; Tanaka et al., 1992), analisamos as porcentagens de tais células circulantes, na
condicdo ex vivo. Observamos diferenca apenas para a subpopulagdo CD569™CD16*, com
menor frequéncia em mulheres com EDT. Considerando que esta subpopulagéo é descrita ter
maior capacidade citotoxica em relacgéio as células CD56P"9 e, por expressar o receptor de Fc
(FcyRIIA - CD16), que pode também mediar citotoxicidade dependente de complemento
(ADCC) (Cooper et al., 2001b; Vivier et al., 2008), interpretamos que sua menor frequéncia no
sangue periférico possa também contribuir, a0 menos em parte, para a deficiéncia de
citotoxicidade pelas células NKs, descrita na doenca (Oosterlynck et al., 1992; Wilson et al.,
1994). Salientamos que a subpopulacdo CD569™CD16* compreende, aproximadamente, 90-
95% do total de células NK circulantes, enquanto a subpopulacdo CD56P"9"CD16™ NK, com
maior propriedade de producgdo de citocinas, compreende, aproximadamente, 5-10% do total
de células NK circulantes (Vivier et al., 2008). Vale destacar que, a deficiéncia quantitativa ndo
€ global e sim de uma subpopulagéo de células NK.

Além dos dados apresentados, ressaltamos que quando a frequéncia das
subpopulacdes foi estratificada por estadio, observamos uma menor frequéncia de células NK
totais e, mais uma vez, das subpopula¢ées CD56%™M e CD569™ com expressdo de CD16
(CD569MCD16*) em estadios iniciais doenca (I e Il). Esses resultados sugerem que, além do
envolvimento na menor atividade funcional dessas células na EDT, a menor frequéncia dessas
células, com propriedade citotoxica, pode ter envolvimento na progressao da doenca. Uma
menor frequéncia em estadios menos graves, poderia somar na disfuncdo de células NK,
dificultando a eliminacdo de células endometriais ectdpicas e facilitando sua implantacéo e
estabelecimento da doenca. No entanto, surge a pergunta sobre por que ndo observamos tal
diferenca também em estadios avancados?

E possivel que, com a progressdo da doenca e maior declinio da capacidade efetora de
células NK, como relatado, mesmo sem haver deficiéncia quantitativa das células NK na EDT
avancada, a sua alteracdo funcional, aliada a outras disfun¢des imunol6gicas, componham um

cenario desfavoravel ao controle do processo inflamatério.
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Quando comparamos com a literatura, encontramos dados discordantes sobre a
frequéncia de células NK no sangue periférico. Foram observadas tanto porcentagens maiores
de células NK (fen6tipo CD3'CD56'CD16*) no sangue periférico de mulheres com EDT
profunda de retossigméide e em estadios avancados (IlI/IV), em relacdo a estadios iniciais e ao
grupo CTRs, sem EDT (Dias et al., 2012), como também auséncia de diferenca quantitativa
(Ho et al., 1995; Matsuoka et al., 2005) dessas células, na comparacdo com CTRs, sem a
doenca. Também para a frequéncia de células NK, no fluido peritoneal, ndo ha uma
homogeneidade de resultados, havendo relatos de maiores porcentagens em estadios iniciais
da EDT (Hill et al., 1988) e também auséncia de diferenca (Ho et al., 1995), em relacdo ao
grupo CTR, sem a doenca. No entanto, a variagdo quantitativa de células observada entre
esses estudos, pode, possivelmente, ser devida a diferencas técnicas na caracterizacdo
dessas células, bem como diferentes grupos de estudo.

Na andlise da expressdo do receptor de ativagdo, NKG2D, observamos um perfil
diferencial de maior expressdo na EDT, que também foi associado a estadios iniciais da
doenca (I/ll, gravidade minima e leve), na subpopulacdo CD56°9"CD16*, em relagio as
mulheres CTRs saudaveis. A maior expressdo de NKG2D em estadios iniciais, pode ser
interpretada como um possivel mecanismo que envolva uma maior ativacdo de células NK e
sua maior mobilizagdo, especialmente no inicio da doenca, possivelmente devida a uma
resposta imune mais competente dessas mulheres, por células NK, ao menos, via esse
receptor. Em acordo com esta hipétese, sugere-se que mulheres com EDT inicial podem ser
imunologicamente mais ativas do que as que estdo em estadios mais avancados da doenca
(Odukoya et al., 1996).

Considerando nossos dados, a maior expressdao de NKG2D, somada a maior
frequéncia de alta expressao de MICA no endométrio eutdpico de mulheres com EDT, sugere
um contexto que favorece a ativacdo continuada das células NK. A maior ativacdo de células
NK, e mesmo de células TCD8+, que também expressam NKG2D (Pardoll, 2001), pode
favorecer a resposta imune inata e adaptativa, via a producdo de citocinas inflamatorias e
guimiocinas, que medeiam a migracdo de macrofagos, apresentacdo antigénica por DCs e
ativacdo de células T, contribuindo para a amplificacdo do processo inflamatério da doenca,
mesmo que sem capacidade resolutiva. Em concordéancia com esta interpretacdo, em um
estudo com modelo experimental de carcinoma hepatocelular em camundongos deficientes
para o receptor NKG2D, comparado com camundongos néo deficientes (wild type), sugere que
a expressao desse receptor pode levar a uma alta producéo de citocinas inflamatorias (IFN-y,
IL-6 e IL-12) e acumulo de células NK, células T natural killer (NKT) e macrofagos (Sheppard
et al., 2018).

Além disso, uma vez que a ligagdo MICA solavel (sSMICA)-NKG2D pode resultar na
modulacao negativa (internalizacdo) de NKG2D, avaliamos também a existéncia, ou ndo, de
correlacdo entre os niveis de sMICA, in vivo, e a expressdo de NKG2D em células NK.

Observamos correlagdes negativas sistemicamente (soro) apenas nas mulheres com
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endometriose, tanto para frequéncia como para a intensidade de expressao (MFI) de NKG2D.
Esta correlacdo negativa pode indicar que, mesmo com maior expressdo desse receptor na
doenca, a ativacao celular pode néo ser eficiente, frente aos maiores niveis de MICA na forma
soluvel, provavelmente, impactando negativamente na sua menor expressao, no decorrer da
evolucdo da doenca. A variagdo quantitativa inversa dessas moléculas sugere que a presenca
de maiores niveis de MICA soluvel, apenas na EDT, pode regular negativamente este
receptor, via sua internalizagédo. Este resultado pode compreender um mecanismo de evaséo
imune na doenca, por células NK e também de TCD8+, via receptor NKG2D, contribuindo para
a diminuicdo da capacidade de eliminagdo de células endometriais ectdpicas. Além disso,
esses dados séo concordantes com os dados da literatura mostrando diminuicdo da expressao
de NKG2D associada ao aumento de MICA soluvel, no contexto tumoral (Groh et al., 2002;
Jinushi et al., 2008). Salientamos que ndo encontramos outros relatos na literatura sobre
gualquer correlacédo entre a expressdo de NKG2D e MICA na forma soluvel, na EDT.

Uma questdo central na hipdtese testada em nosso estudo é como as diferentes
moléculas, relevantes na atividade das células NK, se relacionam com sua atividade citotéxica,
e como MICA poderia participar da disfuncdo imunologica, na EDT. Nesse sentido, analisamos
a citotoxicidade pelas células NK, buscando as diferentes potenciais relacdes com essas
moléculas. Esta analise foi realizada na condigcdo de estimulo com as células K562 e na
presenca de células K562 bloqueadas para MICA (K562BLOQ) na superficie celular, com o
objetivo de mimetizar a presenca de MICA soluvel, in vitro. Relembramos que as células K562
sdo caracterizadas pela auséncia, ou baixa expressdo, de moléculas HLA classe I, tornando-
as susceptiveis a acdo de receptores ativadores de NK (West et al., 1977). Além disso, as
células tumorais K562 expressam moléculas MICA (Epling-Burnette et al., 2007) que se ligam
ao receptor ativador NKG2D, funcionando como alvo de citotoxicidade por células NK.

Nossos resultados indicaram que mulheres com EDT apresentam uma menor
citotoxicidade, especialmente em estadios avancados da doenca, em relacdo as mulheres
CTRs saudaveis. Esses achados confirmam os dados da literatura indicando diminuicao da
atividade citotoxica de células NK na EDT e, mais pronunciada, nas fases moderadas e graves
da doenca (estadios avancados da doenca, Il e IV) (Oosterlynck et al., 1992; Wilson et al.,
1994; Garzetti et al., 1995).

Ademais, com o0 objetivo de avaliar o potencial envolvimento de sMICA na
citotoxicidade de células NK, na EDT, analisamos também a citotoxicidade por células NK
frente ao estimulo com bloqueio para MICA, nas células alvo. O bloqueio ndo alterou a
citotoxicidade previamente observada, na condicdo sem bloqueio, mantendo-se menor na
EDT, na comparacdo com CTRs. No entanto, quando comparamos, tanto os estadios iniciais
como avancgados da EDT, nas condigBes antes e ap0s o bloqueio de MICA (mimetizando a
presenca de MICA sollvel), observamos que o bloqueio diminuiu ainda mais a citotoxicidade,
apenas nos estadios iniciais da doenca. Além disso, também na condicdo com bloqueio,

apenas mulheres em estadios iniciais tiveram diminuicdo adicional da citotoxicidade na
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comparagdo com o grupo CTR. Salientamos que essa diferenca de menor citotoxicidade em
estadios iniciais da EDT, ndo foi observada na presenca de estimulo sem bloqueio. Frente a
esses achados, podemos interpretar que mulheres em estadios iniciais da EDT (I/ll), as quais
apresentam niveis de sMICA, in vivo, menores do que mulheres em estadios avancados da
doenca (llI/1V), apresentam uma maior sensibilidade ao bloqueio, com impacto negativo na
citotoxicidade, ao menos na condi¢ao in vitro. Destacamos, como acima descrito, que a maior
expressdo do receptor de ativacdo NKG2D em células NK, na EDT, esteve associada a seus
estadios iniciais. E possivel que os maiores niveis de MICA solvel in vivo, tanto sistémicos
como no microambiente peritoneal, em mulheres em estadios avangados da EDT, identificados
neste estudo, possam ter provocado uma saturacdo de ligagbes com NKG2D e, talvez, até
levado a exaustdo das células NK, nao permitindo, assim, a deteccdo de alteracdes da
citotoxicidade, pos bloqueio da proteina MICA, in vitro. Além disso, também podemos levantar
como hipétese que, in vivo, com a progressao da doenga e a exposi¢ao cronica e continuada
das células NK a niveis altos de MICA soluvel, na EDT, possa haver alteracdo da sensibilidade
ao bloqueio, in vitro, ou mesmo envolver outros distlrbios imunolégicos. De fato, embora nao
tenhamos observado uma correlagdo inversa entre os niveis de sMICA (soro e FP) e
citotoxicidade por células NK, a menor citotoxicidade identificada em estadios avancados da
doenca, em relagdo ao grupo CTR, apoia essa interpretagao.

Ademais, embora ndo tenhamos observado menor citotoxicidade nos estadios iniciais
da doenca, em relacdo as mulheres CTRs saudaveis, podemos considerar que as
subpopulaces CD569M e CD569MCD16", caracterizadas por uma maior atividade citotoxica
(Cooper et al., 2001a) em relacédo as células CD56bright+, e observadas em menor frequéncia
em estadios iniciais da EDT, em relacdo aos CTRs saudaveis, podem ter relevancia no
contexto geral de menor atividade citolitica na doenca, aqui observada e confirmada em outros
estudos (Tanaka et al., 1992; Garzetti et al., 1995).

De forma complementar a avaliacdo do potencial papel de sMICA na citotoxicidade por
células NK de mulheres com EDT, em experimentos in vitro, analisamos também se havia
correlacdo entre a citotoxicidade e os niveis, in vivo, de sMICA. A auséncia de uma correlagéo,
positiva ou negativa, entre citotoxicidade e niveis de sMICA, tanto sistemicamente como no
microambiente peritoneal da lesdo (grupo EDT), e também no microambiente peritoneal
fisiolégico (grupo CTR), corroboram nossos achados de pouco, ou henhum impacto de sMICA
na citotoxicidade de células NK, tanto na EDT, e até mesmo na salde.

Na auséncia de estudos funcionais com esse enfoque de andlise, na EDT, podemos
destacar que, em diversos tipos de canceres (KI6R et al., 2015; Luo et al., 2020), ha relatos de
citotoxicidade por células NK comprometida, na presenca de sMICA, e mediada pela ligacao
SMICA-receptor NKG2D e posterior internalizacdo desse receptor (Groh et al., 2002). No
entanto, salientamos que ndo encontramos correlacdo entre a citotoxicidade e a expressao do

receptor de ativacdo NKG2D em células NK, sugerindo que, mesmo com a maior expressao
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de NKG2D e menor citotoxicidade, na EDT, a frequéncia desse receptor parece nao impactar
no balanco final da citotoxicidade de células NK.

Com o objetivo de explorar diferentes vias moleculares da atividade efetora de células
NK, avaliamos as expressfes das moléculas CD107a, IFN-y e também da citocina
imunorreguladora, IL-10, em células NK totais e suas subpopulacfes, frente aos mesmos
desafios de estimulos utilizados no estudo de atividade citotdxica (K562 e K562BLOQ). Além
da condi¢cdo com estimulo, a expressdo dessas moléculas foi também avaliada na condicdo
sem estimulo, que corresponde a condi¢do basal, provavelmente refletindo o que ocorre in
Vivo, seja no contexto fisioldgico (CTR), seja na EDT. A expressado das moléculas CD107a e
IFN-y nos traz, de maneira complementar a citotoxicidade, informagéo sobre a capacidade de
degranulacéo e ativacao de células NK, respetivamente, e, a citocina reguladora, IL-10, sobre
o potencial papel de células NKreg na imunorregulacdo da EDT.

Primeiramente, a analise na condi¢do basal, na auséncia de estimulo, mostrou que a
expressdo de CD107a por células NK, e em suas subpopulagées, nédo teve diferenca entre os
grupos EDT e CTR. Estes dados indicam que a expressao da molécula CD107a n&o impacta
em diferenca no potencial na degranulagéo de células NK, na condi¢do basal, na doenca, em
relacdo a condicéo fisiologica. Esse dado pode ser interpretado como a existéncia de algum
grau de deficiéncia no processo de degranulagdo, na EDT, uma vez que na doenga ha um
processo inflamatério em curso, de forma que esperdvamos um grau de ativacdo maior e, no
entanto, o nivel de degranulacdo estd semelhante ao encontrado na condicdo fisiologica.
Porém, em um estudo observou-se menor expressao da proteina CD107a em tecido
endometrial ectépico de mulheres com EDT, em relacdo ao tecido endometrial eutopico de
mulheres CTRs, sem a doenca (Lubis et al.,, 2018). A diferenca encontrada entre 0 nosso
estudo (andlise por citometria de fluxo), e o estudo da literatura citado (analise por
imunohistoquimica), pode estar relacionada as diferentes abordagens empregadas -
expressdo sistémica e local, respectivamente - para avaliacdo da molécula envolvida na
degranulagédo, CD107a.

Ainda em relacdo a condicdo basal, sem estimulo, observamos maior expressao de
IFN-y e de IL-10, em células NK de mulheres com EDT, do que no grupo CTR saudavel. A
maior expressao de IFN-y, nessa condigdo, indica a existéncia de ativacdo, em curso, de
células NK, corroborando a existéncia de uma condi¢cdo inflamatéria basal, na EDT. No
contexto desse processo imunopatoldgico, a maior expressdo de IFN-y, na doenga, pode
também indicar a presenca de uma regulagdo positiva, benéfica, ao processamento e
apresentacdo de antigenos endometriais ectdpicos por DCs e também recrutamento e
ativacdo de macréfagos. Macrofagos ativados sdo capazes de produzir mais citocinas
inflamatorias, como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, e IL-12 (Gmyrek et al., 2008) que podem recrutar
ainda mais macroéfagos, e também células T, para 0 microambiente peritoneal.

No entanto, apesar do intenso estimulo inflamatorio, € relatado que esses macrofagos

apresentam uma reduzida capacidade de fagocitose, na doenca (Chuang et al., 2009;
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Dmowski et al., 1990), com deficiéncia na eliminacdo de células endometriais ectdpicas,
favorecendo a manutencdo de um ambiente inflamatério basal descontrolado. Ainda no
contexto inflamatorio, desencadeado pela maior expresséo de IFN-y pelas células NK, também
é relatado que, na EDT, os macrofagos do microambiente peritoneal expressam niveis maiores
de ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e de prostaglandinas derivada de COX-2 (PGEy), em relacdo as
mulheres saudaveis (Wu et al., 2002). COX2/PGE2 favorecem a implantacéo e crescimento de
células endometriais ectépicas, bem como contribuem para a angiogénese (Banu et al., 2008)
e sintomas clinicos, como de dor e infertiidade na doenca (Burney e Giudice, 2012).
Desatacamos que tal condi¢&o inflamatéria envolve ndo apenas o microambiente peritoneal da
lesdo, mas também, como mencionamos, o0 endométrio eutépico dessas mulheres com
diversas disfuncdes, como a resisténcia a progesterona, expressao de aromatase, maiores
niveis de IL-6 (revisado em Burney e Giudice, 2012).

Ainda na condicdo basal, sem estimulo, numa anélise mais refinada, observamos uma
maior frequéncia de células com expressao de IFN-y nos estadios avangados, em relagcao aos
estadios iniciais da doenca, e também uma maior expressédo de IFN-y em ambos os estadios,
em relacdo ao grupo CTR. Esses achados reforgam nossa interpretagdo de uma maior
condi¢do inflamatéria na doenga, mais pronunciada, em seus estadios avancados. Embora
possamos considerar a ocorréncia de ativacdo de células NK, evidenciada pela maior
expressao de IFN-y, em relacdo aos CTRs, devemos destacar a menor capacidade citotdxica
observada nessas mulheres, também em nosso estudo. Essas informag¢des se complementam
e indicam que, a despeito da ativacao de células NK, no balanco geral, ocorre um prejuizo na
capacidade de eliminacao de células endometriais ectépicas.

Em relacao a citocina imunorreguladora, IL-10, sua maior expressao em células NK de
mulheres com EDT, em relacdo ao grupo CTR, na condicdo basal, sem estimulo, ocorreu
independentemente do estadio da doenca. Além disso, destacamos que a maior frequéncia de
expressdo de IL-10, tanto na EDT como em CTR, ocorreu na subpopulacdo CD5619" que
inclui as células NKs com propriedade imunorreguladora (Zhang et al., 2006a). No entanto, na
comparagdo entre os grupos, EDT e CTR, a maior expressdo de IL-10 foi observada em
células CD569™ na EDT. Talvez, a maior expressdo de IL-10, na doenca, justamente na
subpopulacdo de células NKs com maior propriedade citotoxica, em relacdo a subpopulacéo
CD5619"  possa também contribuir para a deficiéncia da atividade efetora das células NK. O
processo patoldgico, na EDT, poderia promover um maior estimulo a producdo dessa citocina
reguladora. Ainda que a expressdo de IL-10, por células NK, tenha sido considerada muito
baixa, podemos interpretar que as células NK produtoras dessa citocina possam estar
implicadas, em algum grau, na regulacdo negativa da condicdo inflamatdria basal da doenca.
Nesse contexto, e na qualidade de citocina imunorreguladora, a IL-10, na EDT, pode modular,
negativamente, a apresentacdo antigénica de peptideos antigénicos oriundos de células
endometriais ectopicas, por células DCs, a ativacdo de células T, bem como a migracdo de

macréfagos, para o microambiente peritoneal da lesdo. Essas interpretacdes, em conjunto,
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contribuiriam para o menor clearence de tecido endometrial ectopico, por células NK, na
doenca.

Quando comparamos esses dados com os da literatura envolvendo IL-10, na EDT,
alguns estudos indicam auséncia de diferenca em niveis de IL10 solGvel, tanto no soro como
no FP (D’Hooghe et al., 2001, Jiang et al., 2019) de mulheres com EDT, na comparagédo com
CTRs. No entanto, concordantes com a maior expressao de IL-10 por células NK, na condicdo
basal, neste nosso estudo, outros estudos observaram maiores niveis de IL-10 no soro de
mulheres com EDT, na comparacdo com mulheres CTR saudaveis e/ou CTR com outras
doencas ginecoldgicas (Suen et al., 2014; Nea et al., 2020), bem como no FP de mulheres
com EDT (Podgaec et al., 2007; Jaeger-Lansky et al., 2018). No entanto, destacamos que,
nesses estudos, a andlise foi de IL-10 soluvel e ndo nas células NK. Ademais, em alguns
estudos em EDT, relata-se que a secrecdo de IL-10 estimula a proliferagdo e invaséo de
células endometriais estromais in vitro, bem como o crescimento de lesdes ectdpicas in vivo
(Liu et al.,, 2017). Também foi observado que IL-10 coopera com a citocina IL-17A,
promovendo o crescimento, adeséo, invasédo e implantagcdo de células endometriais estromais
ectbpicas, e reduzindo a apoptose in vitro e in vivo (Chang et al., 2017). Esses dados apoiam
nossos resultados e a interpretagdo do envolvimento da IL-10 no estabelecimento e evolugdo
da doencga, contribuindo para um perfil regulador das células NK, também associado a um
perfil inflamatério, devido, a maior expressédo da citocina inflamatéria, IFN-y, na mesma
condicé@o de analise.

Na busca de uma conexdo entre a expressao de IL-10 e moléculas MICA, ainda que
nao seja um estudo em EDT, vale mencionar que, na presenca de IL-10, células tumorais de
melanoma apresentaram uma diminuicdo da expressdo de MICA (mRNA e na superficie
celular) (Serrano et al., 2011), sugerindo mais um mecanismo de regulagdo negativa da
ativacao de células NK, via NKG2D, favorecendo o escape da vigilancia imunolégica.

Ainda na condi¢@o basal, sem estimulo in vitro, também observamos uma correlacéo
positiva entre as citocinas IL-10 e IFN-y, apenas na EDT. Considerando o que a condi¢céo
basal, na doenca, provavelmente, reflete o processo fisiopatolégico em curso, in vivo, embora
IL-10 possa regular negativamente a expressao de IFN-y, podemos interpretar que a variagédo
conjunta dessas moléculas, que tém atividades funcionais antagdnicas, compreende algum
grau de controle do processo inflamatorio da doenca.

ApOs a andlise da expressdo das moléculas CD107, IFN-y e IL-10 por células NKs na
condicdo basal de cultura, sem estimulo, discutiremos agora nossos resultados da expresséo
dessas moléculas por células NK, frente as células K562.

Para interpretar os resultados dos ensaios realizados in vitro, estimulando as células
NK das mulheres com EDT, comparativamente as saudaveis, precisamos apontar algumas
guestdes para facilitar as interpretagcfes. Primeiramente, as mulheres com EDT tém diferencas
guantitativas em relacdo as populacbes de células NK, com menor frequéncia da

subpopulacdo CD569MCD16%, apresentadas em nosso trabalho. Além disso, essas mulheres
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também tém uma condi¢cdo basal diferencial, provavelmente, refletindo a condi¢ao inflamatoria
in vivo. Seu organismo esta submetido a estimulos inflamatérios de forma crénica, devido ao
processo patolégico em curso h& algum tempo, enquanto as mulheres CTRs saudaveis, nédo.
Desta forma, quando analisamos os resultados dos diferentes parametros imunoldgicos
relacionados as células NK, na condi¢cdo basal, sem estimulo, in vitro, essas questfes dever
ser consideradas. Por outro lado, quando analisamos os resultados dos diferentes parametros
de células NK frente a um estimulo in vitro — no caso com células K562 - estamos adicionando
uma sobrecarga de demanda funcional as células NK, visando verificar a sua capacidade de
resposta frente a mais desafios. No contexto da EDT, poderiamos ponderar sobre se as
células NKs, que ja estdo sob constante estimulo in vivo, pelo processo fisiopatolégico em
curso, teriam ainda mais capacidade funcional efetora, para responder a novas demandas.
Ambos o0s grupos responderam ao estimulo, com aumento da expressdo das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10, exceto para IL-10, no grupo EDT, onde houve diminuicdo da
expressdo, mas observamos algumas diferencas importantes. Em relagdo a molécula CD107a,
observamos que todas as subpopulagfes de células NK tiveram aumento de sua expressao,
em ambos os grupos de estudo (exceto na subpopulacdo CD56"9"CD16%). Esse aumento de
CD107a pos estimulo, em relagéo ao estado basal, sem estimulo, teve uma correlagéo positiva
com a atividade citotoxica, tanto na EDT como no grupo CTR, indicando haver preservagao da
acao sincronica nessa via de ativacdo de células NK em ambos os grupos. No entanto, na
comparagéo entre os grupos (EDT e CTR), encontramos uma menor expressao de CD107a,
na EDT, nas mesmas subpopulacdes de células NK. Ademais, essa menor expressao de
CD107a, frente ao desafio de estimulo, foi menor em mulheres com EDT em estadio avancado
da doenca (moderado e grave), tanto na comparacdo aos estadios iniciais (minimo e leve) da
EDT como ao grupo CTR saudavel. Considerando o envolvimento de CD107a na atividade
efetora de células NK e seu potencial envolvimento na deficiéncia da citotoxicidade dessas
células, esses dados indicam haver deficiéncia na degranulacdo dos granulos toxicos,
granzima e perforina, por células NK de mulheres com EDT, especialmente em estadios
avancados, e com provavel contribuicdo na deficiéncia na eliminacdo de células endometriais
ectépicas. Portanto, embora as células NK de mulheres com EDT tenham capacidade de
degranulagéo, frente a um estimulo adicional, ela ocorre em menor magnitude do que a
encontrada em mulheres CTRs saudaveis.

Assim como observamos para CD107a, todas as subpopulacdes de células NK (exceto
CD5619MCD16*) tiveram aumento de expressdo IFN-y, frente ao estimulo, em ambos 0s
grupos de estudo, em relacdo a condicdo sem estimulo. No entanto, mais uma vez, na
comparacgao entre 0s grupos, houve uma menor de expressao de IFN-y, na EDT, em relagao
ao grupo CTR, nas mesmas subpopulacdes de células NK. Ademais, essa menor expressao
de IFN-y frente ao desafio do estimulo ocorreu tanto em mulheres em estadios avancados
como em estadios iniciais da EDT, em relacdo ao grupo CTR, saudavel. Portanto, a menor

expressao de IFN-y por células NK, independentemente dos estadios da doenca, indica uma
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menor ativacdo dessas células, com possivel impacto negativo na resposta imune efetora no
microambiente da leséo.

Além disso, a menor expressao de IFN-y, associada a menor expressdao de CD107a,
nessa mesma condicdo, indica haver uma resposta efetora deficiente de NK, frente ao
estimulo, e destacando uma dupla deficiéncia da atividade de células NK na EDT: deficiéncia
de atividade via IFN-y e de degranulagdo. Também é interessante apontar que, apesar da
expressdo de IFN-y em células NK ser mais alta, na condigdo basal, do que em mulheres
saudaveis, frente ao desafio com células K562, a resposta a resposta de IFN-y das células NK,
na EDT, ndo atinge a magnitude da resposta observada na saude. Ademais, destacamos que
no desafio do estimulo in vitro, tanto mulheres em estadios avancados como em estadios
iniciais tiveram menor expressado de IFN-y, do que mulheres do grupo CTR, saudaveis.
Portanto, a menor expressao de IFN-y por células NK, independentemente dos estadios da
doenca, confere uma menor ativacdo dessas células e comprometimento da resposta imune
efetora no microambiente da lesdo. Destacamos que em um estudo semelhante ao nosso
(Muharam et al., 2021) houve resultado discordante a este, com auséncia de diferenca de
expressao de CD107a e IFN-y por células NK, frente as células K562, entre mulheres com
EDT e mulheres CTRs saudaveis. No entanto, é possivel que essa diferenca de resultados
possa estar associada ao tamanho amostral analisado naquele estudo, considerado pouco
representativo (EDT, n=9; CTR, n=7).

Somando-se a estes resultados e, diferentemente do grupo de mulheres CTRs
saudaveis, ndo encontramos correlacdo positiva entre a expressdao de CD107a e IFN-y, na
EDT. Essa auséncia de sincronia na cinética de expressao dessas moléculas envolvidas na
atividade efetora de células NK, e apenas na EDT, pode impactar no mecanismo de
degranulacédo e na ativacdo de células NK, acrescentando novo elemento disfuncional das
células NK na doenca. Podemos também acrescentar que, considerando que as mulheres com
EDT vivem um estimulo inflamatério continuado de células endometriais ectépicas no
microambiente peritoneal, é possivel que tenha ocorrido uma perda na capacidade de resposta
sincronizada das células NK frente aos desafios, talvez por exaustéo, ou por outros distirbios
da homeostase celular, ainda ndo conhecidos. Estes dados contrastam com a correlacdo
positiva dessas moléculas, quando células NK de mulheres saudaveis sdo desafiadas com
estimulo, indicando haver mobilizacdo molecular de forma sincronizada, provavelmente,
relevante na ativagao fisiolégica de células NK.

Ainda na condicdo de estimulo, analisamos a expresséo na citocina reguladora IL-10.
No entanto, diferentemente da condicdo basal, frente ao desafio do estimulo, a expresséo de
IL-10 por células NK teve respostas opostas nos grupos EDT e CTR. O aumento de IL-10,
observado no grupo CTR, sugere que, mesmo frente a ativacdo de células NK, indicado pelo
aumento de IFN-y e CD107a, nesta condigao, a expressédo da citocina reguladora também
aumenta, com provavel relevancia na manutencdo de homeostase. Em contraste, na EDT,

frente ao desafio imune, ocorreu diminuicdo da expressdo de IL-10 nas células NK,
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corroborando a existéncia de desregulacdo das células NK, na EDT, também envolvendo a IL-
10, e com possivel contribuicdo para o descontrole da condi¢do inflamatéria. Embora essa
diminuicdo da expressao de IL-10 em células NK, pds estimulo, possa sugerir uma
manutencgdo de atividade efetora de células NK, na EDT, devido a ocorréncia de aumento de
IFN-y e CD107a observado pos estimulo, devemos salientar que, no balango comparativo final
entre 0s grupos, a menor expresséo de IL-10, IFN-y e CD107a na doenga, frente ao desafio
imune, indica um prejuizo na atividade efetora e reguladora de células NK. Destacamos que
essa menor expressédo de IL-10, frente ao estimulo com células K562, foi mais acentuada nos
estadios iniciais da doenc¢a, em comparac¢do com CTRs saudaveis. Esse achado pode indicar
a existéncia de mecanismos imunolégicos reguladores diferenciais no inicio da doencga, onde
ocorre maior expressao do receptor NKG2D e menor comprometimento da atividade citotoxica
de células NK.

Nossos achados de expressao de IL-10, IFN-y e CD107a sustentam a hipétese de
ocorréncia de algum grau de excesso de atividade imunorreguladora nas células NK, na EDT,
promovendo um contexto, simultaneamente, com inflamacdo descontrolada e
imunossupressdo. Em seguida, analisamos se ha relacdo entre a variagdo da expressao da
citocina IL-10, em relacdo a expressdo das moléculas envolvidas na atividade efetora
inflamatéria de células NK, IFN-y e CD107a. Frente ao desafio do estimulo, assim como
observado na condicdo basal, sem estimulo, observamos uma correlagdo positiva entre
expressao da citocina IL-10 e IFN-y, apenas em mulheres com EDT, sustentando a nossa
interpretacdo de que, in vivo, esteja ocorrendo algum grau de regulagcdo ao estimulo
continuado da inflamacgéo crénica na doenca.

Reforgando a hipotese do potencial impacto de sMICA na deficiéncia da atividade de
células NK na EDT, avaliamos se ha correlacdo entre a expressdo das moléculas CD107a,
IFN-y e IL-10 por células NK, e suas subpopulacdes, e os niveis in vivo de sMICA (soro e
fluido peritoneal), frente ao desafio do estimulo. Embora ambos os grupos (EDT e CTR)
tenham apresentado aumento de expressédo de CD107a pés estimulo com células K562 e que,
no balanco final entre os grupos, houve menor expressdao de CD107a, na EDT, nédo
observamos correlacdo entre a expressdo de CD107a e niveis de sMICA em ambos os
grupos, no soro e FP. Salientamos que, nesta andlise, buscamos avaliar se a exposicao prévia
a niveis diferenciais de sMICA, in vivo, tem impacto na capacidade das células NK
responderem a um estimulo, in vitro. Neste caso, devemos ponderar que as células NK
habitaram (in vivo) um ambiente bioldgico com diferentes niveis de sMICA (EDT e saude), e
poderiam impactar em respostas funcionais distintas, dependo do contexto biolégico de
maiores ou menores niveis de sMICA.

Desta forma, a auséncia de correlacdo entre CD107a e sMICA, observada na EDT,
tanto sistemicamente como no ambiente da leséo, sugere que, mesmo com 0S maiores niveis
de sMICA observados no contexto biologico da doenca, ndo h& impacto significativo na

resposta de degranulacdo. No entanto, relembramos que a despeito da capacidade de
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responder ao estimulo, com aumento de expressao de CD107a, na EDT, a sua expressao final
ainda foi significativamente menor do que na saude (CTRs). Quando analisamos a correlacdo
entre a expresséo de IFN-y por células NK e os niveis, in vivo, de sMICA, observamos que
ambos os grupos de estudo tiveram correlacdo negativa. Este dado sugere que maiores niveis
de sMICA induzam menor capacidade de ativagcdo das células NK, via IFN-y, ou vice e versa,
tanto na saude e como na doenca. Como essa correlacdo foi encontrada também na condicdo
de saude (CTR), podemos interpretar que, in vivo, SMICA tenha papel na regulagdo da
ativacdo da producéo de IFN-y nas células NK. Ademais, como os niveis de sMICA séo
significativamente maiores na EDT, é provavel que esse seja um mecanismo de regulagéo
negativa de ativagdo de células NK, in vivo, provavelmente mais acentuado, na doenga.

Em relacdo a expressao de IL-10 por células NK e niveis de sMICA in vivo, na EDT,
ndo encontramos correlagdo entre essas moléculas. Este dado sugere que, na doenga, a
expressao de IL-10 nas células NK nao seja regulada pelos niveis de sMICA. Por outro lado,
na saude, observamos uma correlacdo negativa entre a expressao de IL-10 nas células NK e
niveis de sMICA sistémicos, sugerindo que quando células NK sado desafiadas com estimulo,
sMICA regule negativamente, também, a expressao de IL-10 na saude.

Além da analise da expresséo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10 frente ao estimulo,
foram realizadas analises de expressdo dessas moléculas também frente ao estimulo com
células alvo bloqueadas para MICA, visando explorar o potencial efeito de sMICA na atividade
das células NK. No que diz respeito a validade interna desses nossos experimentos,
mimetizando o efeito de MICA solavel, destacamos que o bloqueio da proteina MICA na
superficie de células K562 nao foi 100% e nem ocorreu de forma homogénea em todos os
experimentos. Mas, ndo houve variacdo no padrdo de estimulo de células NK que pudesse ser
explicada por essa variavel experimental, em relagéo a intensidade de bloqueio.

De forma geral, os resultados com bloqueio ndo mostraram modificacbes expressivas
na atividade dessas células, na comparacdo ao estimulo sem bloqueio, independentemente
dos estaddios da doenca. No entanto, devemos considerar que nOSSOS experimentos
mimetizam a agdo sMICA, in vitro, e que ndo podemos descartar que, in vivo, SMICA possa,
sim, ter um papel na atividade efetora de células NK. Ou seja, in vivo, MICA solavel poderia
atuar em combinacdo com outros fatores que tém efeito deletério na atividade efetora das
células NK. Essa interpretacdo faz sentido, uma vez que 0s processos biolégicos na saude e
na doenca séo, na sua grande maioria, complexos, e envolvem a ac¢do coordenada, e mesmo
sinérgica, e/ou antagbnica, de diversas moléculas e tipos celulares. Nesse sentido,
destacamos que a molécula imunorreguladora HLA de classe | ndo classica, HLA-G, também
na sua forma sollvel, foi observada em niveis maiores no soro de mulheres em estadios
avancados da doenga (Rached et al., 2019), em relagdo a mulheres saudéaveis, possivelmente
contribuindo para o comprometimento da atividade efetora de células NK, na EDT. Ademais,
outras moléculas, podem somar a este contexto mais imunorregulador, que pode culminar em

algum grau de imunossupressdo. A maior frequéncia do gene KIR2DL2, que codifica para o
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receptor inibitério KIR2DL2, em células NK, em mulheres euro-descendentes com doenca
profunda (Marin et al., 2021), bem como do gene KIR2DL1 (Matsuoka et al., 2005), também
apoiam o envolvimento de outras moléculas no contexto de menor ativacéo de células NK, na
EDT.

N&o obstante, a diferenca de menor expressdo de CD107a, na EDT, na condigdo sem
bloqueio, deixou de existir, pds bloqueio. Isso ocorreu pois, embora sem diferenca
estatisticamente significante, houve uma diminuicdo na expressdo de CD107a por células NK
no grupo CTR, tornando os grupos sem diferenca de expressado de CD107a. Com base nesse
achado, podemos interpretar que o grupo CTR saudavel, que apresenta niveis fisiologicos de
sSMICA, e menores do que o grupo EDT, apresenta uma maior sensibilidade ao bloqueio no
impacto negativo na expressédo de CD107a, ao menos na condi¢ao in vitro. Concordante com
nossos achados de CD107a no grupo CTR, a presenca de sMICA em sangue de cordao
umbilical humano sadio, também foi descrita como envolvida em menor expressédo da CD107a
e na atividade citotoxica de células NK contra células K562, sugerindo um mecanismo
adicional de tolerancia na gravidez (Cox et al., 2015). Podemos levantar como hipétese que, in
vivo, a exposi¢do continuada das células NK a niveis altos de MICA soluvel, na EDT, pode
alterar a sensibilidade ao bloqueio, in vitro.

Em relagdo as citocinas IFN-y e IL-10, também n&o houve alteragdo nas suas
expressdes por células NK, na presenca de blogueio. No entanto, a menor expressao de IFN-
Y, observada na EDT, tanto na condicdo de estimulo quanto na condi¢cdo de estimulo com
bloqueio, é ainda mais relevante quando se considera a maior expressao dessa citocina, nas
células NK, na condi¢do inflamatoéria basal, e também na condicdo ex-vivo, na EDT, na
comparagcdo com mulheres saudaveis. Ademais, a manutencdo da menor expressao de IFN-y
e IL-10, na EDT, com ambos os estimulos (com e sem bloqueio para MICA), sugere a
manutencdo da menor ativacdo de células NK e da regulacdo negativa, por essas moléculas,
respectivamente. Esses dados podem indicar que MICA soluvel, representada pelo bloqueio
de MICA, em nosso experimento, ndo tem papel expressivo na variagdo/sincronia na
expressao dessas moléculas. Destacamos que ndo encontramos outros relatos na literatura
sobre a relagdo de sMICA e a citocina IL-10.

Reforcando a potencial relacdo de sMICA na deficiéncia da atividade de células NK, na
EDT, avaliamos se h& correlagdo entre os niveis, in vivo, de sMICA (no soro e fluido
peritoneal) e a expressdo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10 por células NK, frente ao
estimulo com células bloqueadas para MICA, in vitro. Consideramos que relacionar os niveis,
in vivo, de sMICA com a expressao dessas moléculas, na condi¢cdo de bloqueio, oferece maior
sensibilidade para a avaliacdo do potencial efeito de MICA sollvel na atividade de células NK,
uma vez que permite considerar também o efeito do convivio, in vivo, das células NK com um
ambiente de maiores ou menores niveis de sSMICA.

Observamos uma correlagéo positiva no grupo CTR entre os niveis de sMICA, in vivo,

no peritdnio (pg/mL) e a expressdo de CD107a, por células NK, frente ao estimulo com
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bloqueio. E possivel que, na condi¢do de saide em ambiente biolégico com niveis fisioldgicos
menores de sMICA, ocorra variagdo sincronizada, possivelmente, um mecanismo de mutua
regulacéo entre essas duas moléculas (sMICA-CD107a). No entanto, isso ndo ocorreu de uma
forma global, em todas as subpopula¢bes NK. Detectamos a correlagdo positiva apenas na
subpopulacdo CD56"9"CD16*, descrita com maior capacidade de producdo de citocinas,
indicando haver sensibilidade diferencial de diferentes subpopulacdes de células NK, ao
potencial efeito de MICA soluvel. No entanto, vale apontar que 0 nosso tamanho amostral é
limitado, por isso essas interpretacbes devem ser consideradas com cautela. De forma
importante e em contraste com a correlacao positiva em saudaveis, na EDT, observamos uma
correlacdo negativa entre MICA sollvel (in vivo) e a expressdo de CD107a na condigdo com
bloqueio de MICA. Esse dado sugere que, na EDT, a presenca de maiores niveis de MICA
soluvel poderia contribuir para uma menor degranulagdo e comprometimento na atividade
citotdxica de células NK, como observamos na condi¢do de estimulo.

Ademais, em relagdo a expressao de IL-10 e niveis de sMICA, in vivo, na EDT, na
condicdo de estimulo com células bloqueadas, foi observada uma correlagdo negativa, nédo
existente na condicdo sem bloqueio, mas previamente observada, apenas sem bloqueio, em
CTRs. Podemos interpretar que, na doenga, a presenca do bloqueio, representando a oferta
de mais MICA soluvel, associada a condicdo de células previamente ja expostas a maiores
niveis de MICA solulvel, in vivo, gerou uma sincronia inversa da IL-10 e sMICA, diferentemente
do observado na condi¢éo de estimulo. Uma vez que essa correlagdo negativa foi observada
em ambos 0s grupos de estudo, mas modificada com o bloqueio, apenas no grupo EDT,
podemos interpretar que 0s niveis, in vivo, mais elevados de sMICA, na doenc¢a, possam
regular negativamente, de forma mais efetiva, a expressdo da citocina IL-10 na doenca,
contribuindo para uma menor regulacdo da homeostase pelas células NK, e para a
manutenc¢do do processo inflamatério envolvido na imunopatologia da EDT.

De forma global, os experimentos com células K562 bloqueadas para MICA,
mimetizando a presencga de MICA solavel, indicam que, ao menos in vitro, SMICA tem baixo
impacto na expressao das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, por células NK, na EDT. As
modificacbes observadas na expressao dessas moléculas, em relacao a condicao de estimulo
sem bloqueio ocorreram, de forma geral, no grupo CTR, onde as células NK estiveram em
ambientes bioldgicos com niveis menores de sMICA. E possivel que que, in vivo, a exposicdo
continuada das células NK, a niveis altos de MICA solavel, como ocorre na EDT, possa alterar
a sensibilidade dessas células frente ao bloqueio, in vitro. Destacamos que a correlagcdo
negativa entre MICA sollvel (in vivo) e a expressdo de CD107a, na presenca de bloqueio de
MICA, na EDT, indica que MICA sollvel pode impactar, de forma relevante, em menor
degranulagédo por células NK na doenca. Ademais, também a correlagdo negativa entre a
expressado de IL10 por células NK, na condi¢ao de blogueio, e niveis de sMICA in vivo, sugere
gue os maiores niveis de sMICA, na EDT, impactam em menor expressdo da citocina

imunorreguladora IL-10, por células NK, contribuindo para a menor resposta imune reguladora
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das células NK, na doenca, e manutencdo do processo inflamatoério imunopatoldgico nela
envolvido.

Avaliamos nossos resultados, também, em relagdo as fases do ciclo menstrual, na
doenca e, consequentemente, possiveis influéncias hormonais. No entanto, devemos
considerar que h& diferencas imunologicas e hormonais importantes, em relagdo aos
diferentes momentos de ambas as fases do ciclo menstrual, introduzindo vieses importantes
em relagdo as interpretacdes biologicas. Assim, embora sendo um dos objetivos dos nosso
estudo, devido a essas questdes e a uma limitagdo de tamanho amostral, ndo consideramos
consistente usar 0s nossos resultados para a elaboracdo de uma conclusdo em relagédo as
fases do ciclo menstrual. Ndo obstante, discutimos potenciais efeitos hormonais em relacdo
aos nossos resultados de MICA, MICA solivel e atividade NK, considerando a fase
proliferativa com predominio de estrogénio, e a fase secretora com predominio de
progesterona. Porém, essa discussado deve ser considerada com reservas.

Em relacdo aos niveis de sMICA, a auséncia de diferenca entre as fases proliferativa e
secretora do ciclo menstrual, na EDT (no soro e FP) sugere haver pouco impacto de agéo
hormonal na regulacdo dos niveis de sMICA, na doencga. Nossos achados foram diferentes de
um estudo utilizando linhagem celular de cancer pulmonar, onde foi observado que estrogénio
modulou positivamente a acdo de ADAM17, resultando em aumento de sMICA (Ren et al.,
2015). Na andlise comparativa dos niveis de sMICA entre os grupos (EDT vs CTR), os maiores
niveis de sMICA, no soro, apenas na fase proliferativa, pode ter relagdo com os maiores niveis
de estrogénio presentes nesta fase do ciclo menstrual (revisado em Hafner et al., 2013). E
possivel que esse hormonio possa ter promovido um aumento de expressdao de MICA e,
posteriormente, ocorrido sua clivagem na forma de proteina sollvel. Alguns autores ja
mostraram que estrogénio aumentou a expressao de mRNA e da proteina MICA, na superficie
de células de uma linhagem epitelial uterina e no endométrio uterino de mulheres com
doencas ginecolégicas, mediada por receptor de estrogénio (Basu et al., 2008). Um possivel
mecanismo para esse aumento pode estar relacionado ao fato do promotor do gene MICA
(posicao-46, relativo ao sitio de inicio de transcricdo) possuir uma sequéncia consensus do
Elemento de Resposta ao Estrogénio (ERE), em humanos (Basu et al., 2008). O receptor de
estrogénio, uma vez ligado com alta afinidade & essa sequéncia, ativaria, também, a
expressao génica de MICA, em resposta ao estrogénio (Klinge, 2001). Ademais, tanto o tecido
endometrial eutdpico, como o ectopico, das mulheres com EDT, expressam altos niveis de
aromatase (conversora de androgénio em estrogénio), ausente no endométrio de mulheres
saudaveis (Kitawaki et al., 2002; Bulun et al., 2001), e baixos niveis da enzima 17 beta-hidroxi-
esterbide-desidrogenase-22 (conversora de estradiol em estrona, sua forma menos ativa)
(Zeitoun et al., 1998). Também ja foi observado que tanto a expressdo de mRNA como niveis
de MICA/B soluveis de linhagem de adenocarcinoma tém aumento na presenca de estrogénio
(Ren et al., 2015). Além disso, o estrogénio foi capaz de aumentar a expressado da

metaloproteinase ADAM17, que foi associada a secre¢édo de MICA/B, e levou a diminuicdo do
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receptor NKG2D na superficie de células NK92, comprometendo a atividade citotoxica dessas
células (Ren et al., 2015), apoiando a hipotese de possivel clivagem de MICA gerando a forma
soluvel. No entanto, ndo encontramos uma explicacdo adequada para a auséncia de maiores
niveis de sMICA também no ambiente peritoneal (FP), na mesma fase estrogénica do ciclo

Procurando relacionar o contexto diferencial dos hormonios sexuais na atividade
efetora de células NK, observamos que a menor atividade citotoxica na EDT, acima descrita,
ocorreu na fase proliferativa do ciclo, possivelmente, relacionada aos maiores niveis de
estrogénio associados a doenca (Bulun, 2009). Apoiando nossa interpretacdo, o0 aumento de
niveis séricos de estrogénio € descrito ter correlagéo inversa com a atividade de células NK
(Garzetti et al.,, 1995). Essa menor citotoxicidade por células NK, provavelmente, impacta
diretamente no aumento da sobrevivéncia e implantacdo de tecido endometrial ectdpico.
Ademais, esse resultado pode ter relagdo com os maiores niveis de MICA soluvel observados
nessa mesma fase do ciclo, como observado neste estudo.

Também analisamos a expressao das moléculas de atividade efetora NK, CD107a,
IFN-y e IL-10, nas condi¢cdes sem estimulo e com os estimulos com e sem bloqueio para
MICA, nas diferentes fases do ciclo. Essa analise teve como objetivo avaliar o potencial
envolvimento dos horménios sexuais na expressao dessas moléculas, associado ao possivel
impacto de MICA solavel, representado pelo blogueio de MICA, na atividade funcional de
células NK, na EDT.

Identificamos que a maior expressao de IFN-y, previamente observada na condigcio
basal, sem estimulo, esteve associada a fase proliferativa da doenca, podendo estar
associada ao aumento de estrogénio nesta fase do ciclo, bem como com a condicdo
inflamatoria associada a esta fase do ciclo menstrual, especialmente na inicial e tardia. De
fato, estrogénio regula o promotor génico de IFN-y (Fox et al., 1991) aumentando os niveis
dessa citocina (Karpuzoglu-Sahin et al., 2001; Fox et al., 1991). Ademais, a fase proliferativa
(ap6s menstruacao) de mulheres com EDT é caracterizada por nimeros aumentados de varias
células do sistema imune, incluindo macréfagos, células NK uterinas e DCs imaturas
(Matarese et al., 2003). O estimulo inflamatoério continuado, devido a presenca de células
endometriais na cavidade uterina (Berbic e Fraser, 2013), pode estimular a expressdo e/ou
producéo da citocina inflamatéria, IFN-y, por essas células, contribuindo para a manutengéo da
condicdo inflamatéria basal da doenca.

Quando analisamos o0 envolvimento dos horménios sexuais na expressao das
moléculas envolvidas na atividade efetora de células NK, agora na condicdo de estimulo com
células K562, observamos uma resposta diferente da observada na condi¢do basal. A despeito
dos maiores niveis de estrogénio nesta fase do ciclo, no desafio do estimulo, mulheres com
EDT tiveram menor expressdo de IFN-y, nas células NK, do que mulheres saudaveis. Este
achado nos leva a interpretar que o estrogénio mantém a maior expressao dessa citocina na
saude, com ativacdo celular adequada, o que é perdida na doenca, na condi¢cdo de estimulo,

na EDT. A presenca dos maiores niveis de estrogénio na fase proliferativa do ciclo também
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parece ter papel na expressdo da citocina imunorreguladora, IL-10, na EDT. Observamos,
apenas nesta fase do ciclo, que a expressao de IL-10, por células NK, foi menor na doenca do
gue na saude (CTR). Este resultado sugere que estrogénio tenha um papel na regulacdo
negativa da expressédo de IL-10 nas células NK, na EDT, contribuindo para a perda e/ou
diminuicdo da homeostase na doencga, frente ao estimulo. Salientamos que o estrogénio &
descrito na literatura com efeitos diferentes, aumentando ou mesmo diminuindo a expressao
de IL-10, dependendo do tipo celular envolvido (Lang, 2004). As modificagcbes de menor
expressdo de IFN-y e IL-10, observadas na fase proliferativa, na presenc¢a de estimulo, em
relacdo a condigcdo basal, na EDT, ndo foram alteradas na condi¢cao de bloqueio para MICA
em células K562, sugerindo que sMICA tenha pouco impacto na expressao dessas citocinas,
nesta mesma fase do ciclo.

Na fase secretora, quando os niveis de progesterona estdo aumentados, ndo houve
diferenca na expressédo das moléculas envolvidas na ativagéo de células NK, entre os grupos
de estudo, na condi¢do basal, sem estimulo. No entanto, frente ao estimulo, observamos uma
menor expressao de CD107a, na EDT, na comparagdo com CTRs saudaveis, nessa fase do
ciclo. Esse dado sugere um impacto negativo da progesterona na degranulacéo de células NK
na doenca. A menor expressdo de CD107a, na fase secretora, do grupo EDT, pode estar
associada a resisténcia a progesterona ja descrita nessas mulheres (Bulun et al., 2006).
LesBes endometridticas apresentam, de forma geral, reducdo na expressao de receptores de
progesterona, e auséncia do receptor-p, quando comparada a expressao do endométrio
eutopico (Attia et al., 2000). De forma indireta, mas concordante com nossos achados,
linfécitos da decidua uterina apresentam menor porcentagem de células com expressédo de
perforina, na presenca de progesterona, a qual é liberada de vesiculas lisossomais, com
exposicdo da molécula CD107a (Laskarin et al., 2002), indicando efeito negativo da
progesterona na citotoxicidade. A menor expressao de CD107a, na EDT, na fase secretora do
ciclo foi mantida na condicdo de bloqueio para MICA, sugerindo que sMICA tenha pouco
impacto na expressdo dessa molécula, e, possivelmente, na degranulacdo por células NK,
nesta fase do ciclo.

Dentro de uma perspectiva de traducdo clinica dos nossos resultados, destacamos
gue, atualmente, diversas estratégias terapéuticas tém sido desenvolvidas com o objetivo de
modular a resposta citotdxica de células NK, especialmente contra tumores. (Spear et al.,
2013; Schmiedel e Meelboim, 2018; Ferrari de Andrade et al., 2018). Tomando como base tais
estudos, e traduzindo para o contexto da EDT, uma das possiveis estratégias, seria a
reparacéo e/ou inducéo de ligantes para o receptor de ativacdo NKG2D, especialmente MICA,
favorecendo a ativacao, tanto de células NK como TCD8 citotoxicas e, dificultando, ao menos
em parte, a evasao imune na eliminacdo de células endometriais fora do Utero. Além disso,
ainda na perspectiva terapéutica, o bloqueio da liberacdo de MICA na forma soluvel, ou
prevencédo dela, por meio de anticorpos ( Ferrari de Andrade et al., 2018) e/ou inibidores de
MMPs (Shiraishi et al., 2016) e ADAMs (Otoyama et al., 2021), poderia contribuir para inibir, ou
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mesmo restaurar, a expressao de NKG2D, em caso de sua internalizacdo apos ligacdo com
SMICA. Consideramos que uma melhor compreensdo dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos no contexto da deficiéncia de células NK, e também de células TCD8+,
bem como daqueles que regulam a expressdo tanto de ligantes como do préprio receptor
NKG2D, na endometriose, deve contribuir para estudos de maneira a potencializar a resposta
imune na doencga.

Em resumo, consideramos que a principal contribuicdo do nosso trabalho € destacar o
papel da molécula MICA na fisiopatologia da endometriose, exercendo, atividades proé-
inflamatoéria e imunorreguladora. Os achados de maior frequéncia de alta expressdo da
proteina MICA no endométrio eutopico de mulheres com endometriose, associados aos altos
niveis de MICA na forma sollvel, especialmente na doenca avancada e em sitios de maior
gravidade, nos permitem concluir que MICA tem um papel relevante na fisiopatologia da
doenca, bem como possivel envolvimento na sua progressdo e gravidade. A deficiéncia da
atividade citotoxica somada a alteracdes da expressdo de moléculas envolvidas na atividade
efetora - CD107a e IFN-y - e imunorreguladora - IL-10- de células NK, sugere a existéncia de
disfungbes, tanto na capacidade efetora como imunorreguladora dessas células. Em
concluséo, nosso trabalho contribui para a melhor compreenséo da disfung&o imunoldgica na
endometriose, colocando a molécula MICA com potencial envolvimento na disfungdo das

células NK, integrando a fisiopatologia da doenga.
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6. CONCLUSOES

1. A maior frequéncia de alta expresséao proteica de MICA no endométrio eutopico,
na endometriose, indica a ocorréncia de altera¢des imunolégicas precoces, envolvendo MICA,

nas células endometriais, antes mesmo da sua migracao e instalacdo ectopica.

2. Os maiores niveis de MICA sollvel, tanto sistémicos como no microambiente
peritoneal da lesdo, na endometriose, sugerem sua participacdo na fisiopatologia da doenca,
assim como a prévia ocorréncia de alta expressdo de MICA de membrana, provavelmente,

gerando também repercussao sistémica.

3. A maior expressdo do receptor NKG2D nas células NK, apenas nos estadios
iniciais da endometriose, sugere a ocorréncia, in vivo, de maior estimulo de ativacdo das
células NK, em fases mais precoces da doenca, quando ainda ha menor prejuizo da atividade

citotoxica.

4, A correlagdo negativa entre a expressdo de NKG2D e niveis de MICA soluvel,
na endometriose, sugere que os altos niveis de MICA soluvel podem inibir a expresséo de
NKG2D e, consequentemente, a funcdo efetora das células NK.

5. A maior expresséao da citocina inflamatéria, IFN-y, e da imunorreguladora, IL-10,
nas células NK, na endometriose, apenas na condi¢édo basal, indica a ocorréncia de ativagéo,
in vivo, de células NK com perfis INFLAMA e REGULA. A correlacdo positiva entre a
expressao de IL-10 e IFN-y, que tém atividades funcionais opostas, apenas na endometriose,

sugere desregulagdo da atividade das células NK, com prejuizo da sua atividade citotoxica.

6. A menor expressdao de CD107a, IFN-y e IL-10, em células NK, na
endometriose, quando desafiadas com o estimulo, indica a existéncia de disfuncdo das células
NK, na sua capacidade de resposta efetora, envolvendo a degranulagéo, a producéo de IFN-y,

e também a resposta imunorreguladora, com producéo de IL10.

7. Observamos menor expressdo de CD107a, nas células NK estimuladas, aliada
a sua menor capacidade citotoxica e os maiores niveis de MICA solavel, tanto sistémicos
como no microambiente peritoneal, principalmente na endometriose avancada e em sitios de
maior gravidade da doenca. Esses dados sugerem que com a maior gravidade e progressao
da doenca ocorre maior comprometimento da atividade efetora das células NK, inclusive com

deficiéncia de degranulacao e participacao de MICA soluvel.
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8. A menor citotoxicidade induzida pelo blogueio de MICA em células alvo, apenas
em estadios iniciais da endometriose, juntamente com a ocorréncia de correlacdo negativa
entre os niveis de MICA soluvel e a expressdo de NKG2D nas células NK, sugerem que 0s
altos niveis de MICA soluvel podem inibir a expressdo de NKG2D e, consequentemente, a
funcdo efetora das células NK, principalmente nos estadios iniciais da doenca, quando
detectamos maior expressao de NKG2D nas células NK.

9. A condicdo de bloqueio para MICA, in vitro, ndo alterou a expresséo das
moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, nas células NK, nem na endometriose nem na condi¢ao
saudavel, sugerindo que MICA, na sua forma sollvel, tenha pouco ou nenhum impacto na

expressado dessas moléculas, nas células NK, ao menos in vitro.

10. A correlagcdo negativa entre niveis de MICA solavel (in vivo) e a expressédo de
CD107a, nas ceélulas NK, apenas na endometriose, e apenas na condicdo experimental com
bloqueio de MICA, sugere que, in vivo, MICA soluvel, talvez em acdo sinérgica com outras

moléculas, desempenhe um papel na inibicdo da degranulagéo das células NK.

11. A menor frequéncia de células NK com o fenétipo CD569™CD16*, na
endometriose, sugere que a deficiéncia quantitativa de células NK com o fenétipo de maior

atividade citotoxica, também comp®&e o conjunto de distarbios imunoldgicos na doenca.

12. Em conjunto, nossos resultados apoiam a hipétese de que MICA tem
participacdo relevante na imunopatologia da endometriose, podendo exercer papeis, pro-
inflamatorio e imunorregulador. MICA pode contribuir para geragdo/manutengdo de um estado
bioldgico misto, de inflamacdo descontrolada e imunossupresséo, ineficaz na eliminacdo

adequada de tecidos endometriais ectépicos e no reestabelecimento da homeostase.
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Continuacao — Termo de Consentimento aplicado a pacientes com endometriose.

1 — Desenho do estudo e objetivo(s):

Essas informagdes estao sendo fornecidas para sua participacao voluntaria neste estudo. O objetivo
deste estudo & entender qual a causa e compreender os sintomas de uma doenca chamada
endometriose. Nesta doenca, o endométrio, que &€ a parte do utero que se desprende e sangra
durante a menstruacao, pode crescer fora do utero, em outros lugares, como os ovarios, o tecido que
reveste o abddmen internamente (chamado de peritdénio) e outras localizagdes como o intestino,
hexiga e outros érgaos. As pacientes que apresentam esta doen¢a podem apresentar sintomas como
dores abdominais e dificuldades para engravidar. Para obter um maior conhecimento clinico e
cientifico das doencgas, sao desenvolvidas pesquisas para entender melhor por que € como ocorre a
doenca. Sera avaliada a presenca de diferentes tipos de células envolvidas em sua resposta imune,
bem como verificaremos da presenca de proteinas que possam estar envolvidas no aparecimento
da doencga. Para estas pesquisas, necessitamos utilizar amostras de sangue e de tecido endometrial
de pacientes com a doencga e que, neste estudo, serdo comparadas com as amostras de mulheres
sem a doenca. Por meio desta pesquisa que a senhora esta sendo convidada a participar sera
possivel compreender melhor os mecanismos da doenca e, portanto, oferecer futuramente novas
possibilidades de diagnostico e tratamento para as pacientes com endometriose.

A laparoscopia sera realizada nas pacientes que necessitarem de confirmacdo de diagnostico de
endometriose e para seu tratamento cirurgico, através da retirada dos focos compativeis com a

doenca.

2 - Descrigido dos procedimentos que serao realizados, com seus propositos e identificagao
dos que forem experimentais e nao rotineiros;

A senhora esta sendo admitida neste hospital para um procedimento de laparoscopia. Este
procedimento sera realizado normalmente para o diagnostico definitivo e o tratamento de sua
doenca. Inicialmente, sera coletada uma amostra de sangue (20ml) , considerada pequena e sem
riscos para sua saude. O procedimento da coleta sera atraves da veia do braco, utilizando materiais
descartaveis e estéreis.

No comeco da cirurgia, ap6s a realizacdo da anestesia, sera colhido uma amostra do seu
endometrio, tecido que reveste a cavidade uterina e que normalmente & eliminado atraves das
menstruacdes. Esta coleta sera feita por uma fina sonda estérii e descartavel. Apos este
procedimento, sera feita a laparoscopia e durante este procedimento coletaremos aproximadamente
5 ml de fluido peritoneal (um liquido que normalmente existe no interior de sua cavidade abhdominal e
que normalmente & descartado durante a laparoscopia). A obtencao destes materiais ndo causara
riscos adicionais no procedimento e também nao afetara em aumento do tempo do procedimento.
Estes materiais coletados ser&o identificados por cédigos formados por numeros e letras e, portanto,
sua privacidade e identidade ndo serdo reveladas. No estudo experimental sera analisada a
presenca de diferentes tipos de células envolvidas em sua resposta imune, bem como a avaliac&o da

presenca diversas proteinas presentes no sangue € no tecido endometrial. Esta células e proteinas
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Continuacéo - Termo de Consentimento aplicado a pacientes com endometriose.

poderiam estar envolvidas em alguma alteracdo imunolégica e favorecer o aparecimento e
desenvolvimento da endometriose.

3 — Relacdo dos procedimentos rotineiros e como sio realizados
Sera realizado procedimento rotineiro da retirada do tecido doente (com endometriose) no abdémen,

durante a cirurgia, para analise do tipo de endometriose, fazendo parte do diagnéstico ou tratamento
de sua doenca.

4 — Descrigdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3;

A retirada de sangue € muito simples, praticamente ndo ha risco para o paciente, sendo o
desconforto apenas a picada no braco, na hora de introduzir a agulha. No local da puncao da veia
podera ocorrer pequeno sangramento que podem causar dor, mas nado trardo nenhum prejuizo
futuro; o fluido peritoneal e o fragmento de tecido endometrial seréo retirados sob efeito de anestesia
geral sem apresentar riscos adicionais a seu procedimento cirurgico.

Os efeitos adversos da cirurgia serdo aqueles relacionados ao procedimento de laparoscopia: como
sonoléncia e nauseas causadas pela anestesia geral, leve desconforto abdominal e dor, que nao
estarao elevados em virtude destas coletas adicionais. Todos os efeitos adversos pos-cirurgicos
deverdo ser eliminados pela administracdo de medicamentos especificos (anti-inflamatoérios, anti-

eméticos, analgésicos e antibidticos) no periodo poés-cirurgico.

5 — Beneficios para o participante

E importante ressaltar que ndo havera beneficio direto para a senhora. Porém, com esta pesquisa
buscaremos ajudar as pacientes com endometriose tentando compreender como surge e progride a
doencga. Trata-se de estudo experimental, onde serdo estudadas diversas moléculas (proteinas) e
células presentes tanto no tecido endometrial como ndo sangue e fluido peritoneal, para no futuro,
serem possiveis tratamentos mais adequados para a doenca. Somente no final do estudo poderemos
concluir a presenca de algum beneficio. Se a senhora ndo concordar em doar os materiais para

pesquisa, sua decisao ndo influenciara, de modo algum, o seu tratamento.

6 — Relagio de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente
pode optar:

N&o existem diferencas nos tratamentos realizados em virtude de sua participacdo ou nao neste

estudo.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € o
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Continuacao - Termo de Consentimento aplicado as mulheres com endometriose.

Dr. Mauricio Simdes Abrao, que pode ser encontrado no endereco Av. Dr. Eneas de Cravalho
Aguiar, 255 Telefone(s) 3069.6647. Se vocé tiver alguma consideracdo 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: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-
mail: cappesg@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 Instituic&o;

9 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com

outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagcdo de nenhum paciente;

10 - Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em

estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores

11 — Despesas e compensacoes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase
do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a
sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da

pesquisa.

12 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na
Instituicdo, bem como as indenizacdes legalmente estabelecidas.

13 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta

pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para

mim, descrevendo o estudo "Endometriose: Bases Moleculares da Resposta Imunolégica”.

Eu discuti com o Dr. Mauricio Simées Abrdo sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados,
seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro tambem que minha participacao e 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 nho meu
atendimento neste Servico. Autorizo ainda o armazenamento das amostras provenientes da coleta
aprovada por este termo de consentimento para uso em pesquisas futuras, segundo resolugcéo no
347 de 13 de janeiro de 2005, do Conselho Nacional de Salde.

Assinatura do paciente/representante legal Data A

Assinatura da testemunha Data / !

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

(Somente para o responsavel do projeto)

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

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /



193

B) Termo de Consentimento aplicado a mulheres do grupo controle
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Continuacéo - Termo de Consentimento aplicado a pacientes controles

1 - Desenho do estudo e objetivo(s):

Essas informagdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste estudo. O objetivo
deste estudo € entender qual a causa e compreender os sintomas de uma doenca chamada
endometriose. Nesta doenca, o endométrio, que & a parte do Utero que se desprende e sangra
durante a menstruacéo, pode crescer fora do Utero, em outros lugares, como 0s ovarios, o tecido gue
reveste 0 abddmen internamente (chamado de peritdnio) e outras localizagées como o intestino,
bexiga e outros Orgdos. As pacientes que apresentam esta doenca apresentam sintomas como dor
abdominal e dificuldades para engravidar. Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico das
doencas, o corpo clinico deste hospital (médicos e pesquisadores) desenvolve pesquisa clinica e
cientifica. Para entender por que & como ocorre a doenca, hecessitamos comparar as amostras das
pacientes com endometriose com as amostras de pacientes saudaveis sem endometriose. Ou seja,
para compreender a doenca, precisamos compreender primeiro como o tecido normal se comporta.
Por meio desta pesquisa que a senhora esta sendo convidada a participar sera possivel conhecer
melhor 0s mecanismos da doenca e, portanto, oferecer novas possibilidades de diagndstico e
tratamento para as pacientes com endometriose.

2 - Descrigdo dos procedimentos que serao realizados, com seus propositos e identificagao
dos que forem experimentais e nao rotineiros;

A senhora esta sendo admitida neste hospital para um procedimento cirdrgico (laqueadura das tubas
uterinas). A sua cirurgia sera realizada normalmente, sem nenhuma modificacao.

Inicialmente, sera coletada uma amostra de sangue (20ml) , considerada pequena e sem riscos para
sua saude. O procedimento da coleta sera através da veia do bracgo, utilizando materiais descartaveis
e estéreis.

No comego da cirurgia, apds a realizagdo da anestesia, sera colhida uma amostra do seu
endometrio, tecido que reveste a cavidade uterina e que normalmente € eliminado através das
menstruacdes. Esta coleta serd feita por uma fina sonda estérii e descartéavel. Apds este
procedimento, sera feita a laparoscopia e durante este procedimento coletaremos aproximadamente
5 ml de fluido peritoneal (um liquido que normalmente existe no interior de sua cavidade abdominal e
que normalmente € descartado durante a laparoscopia). A obtencao destes materiais ndo causara
riscos adicionais no procedimento e também n&o afetara em aumento do tempo do procedimento.
Estes materiais coletados seréo identificados por cédigos formados por nlimeros e lefras e, portanto,
sua privacidade e identidade ndo serdo reveladas. No estudo experimental sera analisada a
presenca de diferentes tipos de células envolvidas em sua resposta imune, bem como a verificagao
da presenca diversas proteinas presentes no seu sangue € no seu tecido endometrial. Estas células
e proteinas poderiam estar envolvidas em alguma alterac&o imunolégica e favorecer o aparecimento

e desenvolvimento da endometriose.
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Continuacao - Termo de Consentimento aplicado a pacientes controles

3 - Relacao dos procedimentos rotineiros e como sao realizados
Sera realizado procedimento rotineiro da laqueadura das tubas uterinas por laparoscopia. Este

procedimento sera feito com a cauterizacdo das tubas uterinas com corte e interrupcdo daquele

segmento das tubas.
4 - Descrigao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3;

Os desconfortos estao relacionados com o procedimento cirdrgico que a senhora ira se submeter, e

a participacdo neste estudo nao apresenta nenhum risco adicional..

A retirada de sangue & muito simples, praticamente ndo ha risco para o paciente, sendo o
desconforto apenas a picada no braco, na hora de introduzir a agulha. No local da puncéo da veia
podera ocorrer pequeno sangramento que pode causar dor, mas n&o trara nenhum prejuizo futuro.

O fluido peritoneal e o fragmento do endomeétrio serdo retirados com a senhora sob efeito de
anestesia peridural.

Os riscos esperados para a coleta do fragmento do Utero sdo minimos. Em numero pequeno de
pacientes pode ocorrer algum corrimento escuro, como no final da menstruacédo, que tende a
desaparecer ho maximo até um dia apés o procedimento.

Os efeitos adversos da cirurgia serdo agueles relacionados ao procedimento de laqueadura tubéria,
como sonoléncia e nauseas causadas pela anestesia peridural, leve desconforto abdominal e dor.
Todos os efeitos adversos pos-cirurgicos serdo eliminados pela administracdo de medicamentos

especificos (anti-inflamatorios, anti-eméticos, analgésicos e antibidticos) no periodo pos-cirtrgico.

5 — Beneficios para o participante

E importante ressaltar que ndo havera beneficio direto para a senhora. Porém, com esta pesquisa
buscaremos ajudar as pacientes com endometriose tentando compreender como surge e progride a
doenca. Trata-se de estudo experimental, onde serdo estudadas diversas moléculas (proteinas) e
celulas presentes tanto no tecido como ndo sangue e fluido peritoneal, para num futuro, serem
possiveis tratamentos mais adequados para a doenca. Somente no final do estudo poderemos
concluir a presenca de algum beneficio. Se a senhora n&o concordar em doar os materiais para
pesquisa, sua decisdo ndo influenciara, de modo algum, o seu tratamento.

6 — Relagdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente
pode optar:

Nao existem diferencas nos tratamentos realizados em virtude de sua participacdo ou ndo neste
estudo.
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Continuacao - Termo de Consentimento aplicado a pacientes controles

7 - Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o
Dr. Mauricio Simdes Abrdo, que pode ser encontrado no endereco Av. Dr. Eneas de Cravalho
Aguiar, 255 Telefone(s) 3069.6647. Se vocé tiver alguma consideracéo 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: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 - E-

mail: 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 & continuidade de seu tratamento na Instituic&o;

9 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com
outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em
estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 — Despesas e compensagoes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase
do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a
sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da
pesquisa.

12 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na
Instituicdo, bem como as indeniza¢ées legalmente estabelecidas.

13 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo "Endometriose: Bases Moleculares da Resposta Imunolégica’.

Eu discuti com o Dr. Mauricio Simées Abrdo sobre a minha decisdo 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 participacéo € 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 Servico. Autorizo ainda o armazenamento das amostras provenientes da coleta
aprovada por este termo de consentimento para uso em pesquisas futuras, segundo resolugao No
347,de 13 de janeiro de 2005, do Conselho Nacional de Saude.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

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

(Somente para o responsével do projeto)

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

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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ANEXO Il: Aprovacdes do Comité de Etica referentes ao presente estudo.

A) “Banco de Tecidos e Fluidos Corporais de pacientes com endometriose”

APROVAGCLO

A Comiss@io de Ffica para Andlise de Projeios de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas ¢ da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sesséio de
12/09/2007, AFROVOU o Profocolo de Pesquisa n° G50£/07,
infilulado: "BAKCO DE TECIDOS E FLUIDOS CORPORAIS DE PACIENTES
COM ENDOMEIRIOSE" apresentado pelo Deparfamento  de
OFLAFTRICIA [ GI.ECOLOGIA, inclusive o Termo de Consentimento

livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador. elaborar e apreseniar &
CAPPesq, os relatdrios patciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do
Conselho Nacional de Salde n® 194, de 10/10/1996, inciso 1X.2, leira

l|(:ll).

Pesquisador (a) Responsdvel: Rr. Mauricio Sim&c s AbrGo
Pesquisador (a) Executante: Dr. $Srgio Podgaec

Dr. JoGo Arionio Dius Junic.

CAPPesq, 26 de Setembio de 2007

Prof. Dr. Eduardo Massad

Fresidente da Comissdo

dge lica pcra Andlise de
Projete 5 de 'esquisc

Coniissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HGFMUSE @ da FMUSP Diretoria Clinica do Mospital das Clinicas da Facuklade
de Medicina da Universidade de S0 Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 265, 5° andar - GEP 05403 010 - S30 Paulo - SP f one: 011 368
6442 Fax 011 3069 6492 e-mail: cappesq@hcnetu~-n br / secretariacappesqaf 22nglusp be

mate
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Projeto Tematico “Endometriose: Bases moleculares da Resposta

Imunolégica”.

Vﬁ
kb DA U

L GRS GLIRICAS
?}E DE MEDITINA
BADE DE SAQG PALLD

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo, em sess@o de 13/07/2011, APROVOU o Protocolo
de Pesquisa n° 0386/11, intitulado: "ENDOMETRIOSE: BASES MOLECULARES DA
RESPOSTA IMUNOLOGICA" apresentado pelo Departamento de OBSTETRICIA E

GINECOLOGIA, inclusive o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Salde n° 196, de 10/10/19946, inciso 1X.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsavel: Mavricio Simoes Abrdo
Co-autores: Edmund Chada Baracat, Jorge Kalil, Mari Cleide Sogayar, Luiz Vicente
Rizzo, Carlos Alberto Petta, Sergio Podgaec, Patrick Bellelis, Alessandra Carolina

Poppe, Renata Campos Nogueira

CAPPesq, 15 de Julho de 2011

\\ \ X W
PROF. DR. EUCLIKE%‘AYRES DVL’CASTILHO
Coordenador
Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq
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C) Emenda ao Projeto Tematico para o presente projeto de Doutorado.

'_"‘ Hospital das Clinicas da FMUSP
A\ Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
FMmuse CAPPesq

N° Protocolo: 0386/11

Thulo: Endometriose: Bases Moleculares da Resposta Imunolégica
Pesquisador Responsavel: Mauricio Simdes Abr&o

Pesquisador Executante: Mauricio Simdes Abrao

Disciplina: Ginecologia

Departamento: OBSTETRICIA E GINECOLOGIA

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de SGo Paulo, APROVOU / TOMOU CIENCIA na sessao datada de
16/08/2017, do(s) documento(s) abaixo mencionado(s):

*Carla datada de 29/03/2017 - Solicitagao de inclusdo da Dra. Verdnica Porto
Carmreiro de Vasconcellos Coelho no subprojeto 5 "Papel do Mica na
endometriose”, Emenda ao protocolo de pesquisa do subprojeto intitulado Papel
do Mica na endometriose, que serd tese de doutorado da aluna Marla Lucia
Aparecida Carnevale Marin sob a orientagdo da Dra. Verénica Porto Carreiro de
Vasconcellos Coelho e co-orientagdo do Prof. Dr. Mauvricio Simdes Abrdo,
Relatério de andamento do estudo de margo de 2017.

CAPPesq, 16 de Agosto de 2017

Prof. Dr. imedo José Mansur

Coordenador
Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

i - -SP
Rua Dr_Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragao - 5° andar - CEP 05403-010 - Séo Paulo S
55 11 2661-7585 - 55 11 2661-1548 - 55 11 2661-1549 | cappesq adm@he fm usp br
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ANEXO lll - Relatério Cirurgico.

(Etiqueta) Equipe:
Cirurgia Realizada:
Nome:
Data: Estadio: Ciclo: Endométrio: Histero: Exame Fisico-Toque:
( ) Normal ( ) Nae () Normal
AP: CA125: DUM: ( ) Pélipo () Cirdrgica () Nédulo retrocervical/sigmoide

( ) biagnostica. /ML

( ) Espessamento

( ) Outros

Aderéncias

Bloqueio de Fundo de saco

Bexiga

Peritgnio Ureter (aderido/extrinseca)
Outros (especificar)
Superficial

Ovidrio direite EndomeTrioma

Qutro Cisto

Superficial

Ovdrie esquerdo EndomeTrioma

Outro Cisto

Bexiga (Muscular)

Ureter (Infiltrade/ Intrinsece)
Hidronefrose

Retrocervical (LUS)

Septo:

Vagina (Muscular)
Retossigmoide

Delgado
Apéndice
Lesfio Serosa Leve
Lesfio Serosa Moderada / Moderada Tmobilidade
Tubas —
Imobilidade Severa
Obstructin Completa
Para-retal

Ligamento redonde
Qutros

-EDT parede

- Miomas

- Adenomiose
- Quires

Positiva & csquerda Negativa & esquerda

Cremotubagem

Positiva d direita Negativa d direita

Reszecgdio de tedes foces visiveiz: ( )  =im / () nde

Complicagdes:
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Continuacao- Relatoério Cirargico.

NOME DA PACIENTE
(ETIQUETA)
Estadio I (1-5pontos) ____
Estadio II (6-15 pontos) Percentual de Lesdes Vermelhas: %
Estadio III ( 13-40 pontos) Percentual de Les&es Negras: %
Estadio IV (> 40 pontos) Percentual de LesSes Brancas: %%
ENDOMETRIOSE <1em 1-3em > 8em
e
& SUPERFICIAL 1 2 4
-
S PROFUNDA 2 4 6
b SUPERFICIAL 1 2 4
o]
=) PROFUNDA 4 16 20
<
g E SUPERFICIAL 1 2 4
PROFUNDA 4 16 20
OBLITERACAO DO FUNDO DE PARCIAL COMPLETA
SACO POSTERIOR 4 40
= < 1/3 1/3 - 2/8
ADERENCIAS 2/3 Envolvides
Ervolvide  Envelvides 2/
5 MEMBRANOSA 1 2 4
E DENSA 4 8 16
% £ MEMBRANOSA 1 2 4
DENSA 4 8 16
MEMBRANOSA 1 2 4
z D
= DENSA 4* 8* 16
8 E MEMBRANOSA 1 2 4
= DENSA 4> 8* 16
*Se as fimbrias tubareas estiverem totaimente envolvidas por aderéncias, mude o escore para 16.
Endometriose Adicional : Patologias Associadas :
l.' Usar em caso de trompas n l_‘ L sar em caso de trompas l)
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ANEXO IV- Formulario de estadiamento da ASRM.

AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE
REVISED CLASSIFICATION OF ENDOMETRIOSIS

- Date
Laparoscopy. Laparotomy Photogeaphy.
Recommended Treatment.
Prognosis.
e _q
ENDOMETRIOSIS <1em I-3em »3cm
Superficial 1 2 4
Deep 2 4 6
B R Superficial 1 2 4
E Deep - 16 20
B L Supcrficial 1 2 4
Deep 4 16 20
W
CULDESAC
OBLITERATION 4 40
——————————————— — —_ —
ADHESIONS € 1/3 Enclosure ' 1/3-2/3 Enclosure > 2/3 Enclosure
> R Filmy 1 2 4
g Dense 4 8 16
L Filmy 1 2 4
Dense 4 L] 16
R Filmy 2 4
- Dense ¥ 8 16
el iemy [ 2 4
Deree 4 L 16

—
‘If the fimbriated cnd of the fallopian tube s completely enclosed, change the point assignment to 16.
Denote appearance of superficial implant types as red [(R), red, red-pink. flamelike, vesicular blobs, clear vesicles], white |(W)
opacifications, peritoneal defects, vellow-brown|, or black [(B) black, hemosidenn deposits, blue|. Denote percent of 1onal
described as R % W% and B___% Towal shoukd equal 100%,

Additional Endometniosis: L Associaed Pathology: — S

To Be Used with Normal

- ——

Tubes and Ovaries Tubes and/or Ovaries
| \/‘\/ “ L \/ﬂ\/ .
7 ™

Val. 67, No. 5, May 1897 American Society for Reproductive Medicine Revised ASRM clossification; 1996 1
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ANEXO V. Analise da qualidade das amostras de RNA e primers utilizados na

reagcao de PCR em tempo real

A B.
P 98
RIN: 7.30
[FU]
1
40 bz
20 oo
i o S o
T T T 1T T
25 200 1000 4000 [nt]

Figura 1. Representacdo grafica da integridade de RNA gerada pelo software do equipamento
2100 Bioanalyzer. A. Grafico indicativo dos picos 18S e 28S do RNA; B. Gel virtual com as beas
representativas de 28S e 18S; RIN (RNA integrity number); P98: identificacdo da paciente.

Tabela 1. Analise da qualidade e integridade das amostras de RNA de mulheres com
endometriose e controles.

ENDOMETRIOSE CONTROLES

ID Endométrio ID Endométrio
Razéo Razéo
EDT  s60i280nm RN CTR " 260i280nm <IN
P57 1,9 6,1 C30 20 59
P63 1,9 6,5 Cc31 2,0 6.4
P 66 1,9 5,0 Cc37 2,0 71
P72 1,9 7.4 Cc38 2,0 6,0
P78 1,9 6,9 C42 2,0 6,9
P 81 1,9 6,0 Cc43 1,8 6,8
P 88 1,9 7,2 C 44 2,0 7,5
P 90 2,0 7.2 C 47 2,0 55
P93 2,0 7.2 C 48 18 6,4
P97 2,0 6,9 C 50 2,0 7.3
P98 1,9 7.3 Cc53 19 6.4
P 107 2,0 6,7 C54 2,0 6,3
P 112 15 55 C57 2,0 50
P 113 1,7 6,5 C58 2,0 51
P 159 15 7,5 C70 19 50
P 161 1,9 54 c75 1,7 7.0
P 177 2,0 7,2 c77 18 6.5
P 178 1,8 5,0 c78 1,6 6,6
P 179 18 5,0 CcC79 2,0 6.2
P 180 1,7 51 C 80 2,0 6,3
P 181 2,0 54 cs1 1,7 51
P 182 2,0 58 c82 18 6.9
P 183 18 52 cs3 1,9 8,1
P 184 18 54

ID: identificacdo; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; RIN: do inglés, RNA
Tintegrity number — valores gerados pelo software do equipamento 2100 Bioanalyzer.
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Tabela 2. Sequéncias e caracteristicas fisico-quimicas dos pares de primers MICA e (-actina,
e produto de amplificacdo do gene MICA.

Desenhos e caracteristicas fisico-quimicas dos primers para mRNA de MICA e B-actina

Gene Referéncia Sequéncia do primer (5 —3’) tamanho Tm (°C) CG (%)
MICA NM_000247 forward GGATGACCCTGGCTCATATCA 21 58.4 52,4
(Martin-Pagola et
al, 2003) reverse CATGGATCTCACAGACCCTAATCT 24 573 458
. GGCACCCAGCACAATGAAG
B-actina NG_007992.1 forward 19 59.4 57.9
everse CCGATCCACACGGAGTACTTG 1 60 5 67 1

Produto de amplificagédo do gene MICA (78bp)

GGATGACCCTGGCTCATATCAAGGACCAGAAAGAAGGCTTGCATTCCCTCCAGGAGATTAGGGTCTGTGAGATCCATG

Bp; pares de bases; NG; numero do gene na base de dados NCBI; 5'—3": sentido de elongagédo do
acido nucleico - da extremidade fosfatada 5' para a extremidade 3' hidroxilada; foward: primer iniciador
da fita senso (5'—3') do acido nucléico; reverse: primer iniciador da fita anti-senso (3'-5') do acido
nucleico; Tm: do inglés melting point; CG: percentual de bases Citosina e Guanina.

A) Primer alvo: gene MICA

Eficiéncia MICA
35
MICA o \\ 34
(=]
diee - cllulee log da diluiggo  M€%2  Eiciencia | & ‘\ =
cDNA cDNA Cts 3 \ -
/30 0,0333333 -1,4771213 30,71 1,86028 ™ A
"/60 0,0166667 -1,7781513 31,59 3 pe 3 o ¥ " ;3
1/120 0,0083333 -2,0791812 32,72 ~ -
1/240 0,0041667 -2,3802112 33,47 - log diluigéo cDNA
1/280 0,0020833 -2,6812482 34,91 Y e !
B) Primer utilizado para o gene normalizador, B-actina
Eficiéncia f-actina
25|
B-ACTINA @ LY 24
(8]
) . R o o
d!;'NGZO d!g‘ﬁzo log da diluigio média Cts Eficiéncia E iz
5 el
/30 0,0333333 -1,4771213 19,97 1,91471 . . . . . , 20
60 0,0166667 -1,7781513 21,14 3 25 2 A5 4 05 0
1/120 0,0083333 -2,0791812 22,13 o
1/240 0,0041667 -2,3802112 23,05 Ve st 175 log diluigdo cDNA
1/280 0,0020833 -2,6812482 24,35 R =0,997

Figura 2. Representacéao gréafica do calculo da eficiéncia dos primers para os genes MICA e B-
actina. A regressao linear dos valores de Cts em funcao do logaritmo da respectiva diluicdo de cDNA
forneceu o coeficiente angular da reta (a, em y=ax+b), que foi utilizado para o célculo da eficiéncia de
amplificagdo (Ef) do produto, segundo a férmula: Ef = 10-V2 ou Ef (%) = (Ef -1) x 100.
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ANEXO VI. Titulacdo do Ac anti-MICA PE e anti-MICA ndo marcado, e avaliagéo
da proporcao células efetoras: alvo (E:A).

° Titulacdo do Ac anti-MICA PE (FAB1300, mouse anti-human 1gG2, PE-conjugated
anti-MICA, clone 159227; R&D, Minneapolis, EUA): para a titulacdo foram utilizadas as
diluigbes 1:10, 1:20, 1:50 e 1:100, realizadas em tampéo de lavagem citometria de fluxo ((PBS-
1x + 2% Soro Fetal Bovino + 0,02% Azida Sdédica). O teste foi realizado com células K562
(linhagem de células de leucemia mieloide crénica humana) e células Hela (cancer cervical
humano) (ambas doadas pela Dra. Mari Sogayar, NUCEL, Nucleo de Terapia Celular e
Molecular, FMUSP) com 8-10 dias de cultivo celular. 2 x 10° células (K562 e Hela) foram
ressuspensas em tampao de lavagem e distribuidas em tubos FACs (BD Bioscience, San
Jose, Califérnia, EUA) e foram incubadas com o Ac nas diluicbes especificas, por 30min, ao
abrigo da luz. Em seguida, foram adicionados 500ul do tampéo de lavagem e os tubos foram
centrifugados a 4509, por 5min. Apds mais 2 lavagens, as células foram ressuspensas em 400
pl de tampéo de lavagem para aquisicdo no citbmetro de fluxo BD FACs Canto Il (BD
Bioscience, EUA). A melhor diluicdo deu-se para a menor diluicio que gerou a melhor
definicdo de positividade da molécula MICA na populagdo “em estudo, e com menor presenga

de ligagéo inespecifica, definida como 1:50.

. Titulagcdo do Ac anti-MICA n&do marcado (MAB1300, mouse anti-human 1gGzg, clone
159227; R&D Systems, USA), utilizado para blogueio de MICA na superficie celular: para a
titulagdo do foram utilizadas as diluicbes 1:2, 1:5, 1:10 e o Ac puro. O ensaio foi realizado com
2 x 10° células (K562 e Hela) em tampdo de lavagem, distribuidas em tubos FACs. Apés
centrifugacao e retirada do sobrenadante, foi adicionado o 1° Ac, anti-MICA ndo marcado, nas
diluicdes especificas, seguido de incubacao, por 30min, ao abrigo da luz. Em seguida, foram
adicionados 500ul de tampé&o de lavagem e os tubos foram centrifugados a 300g, por 5min.
Esta etapa foi realizada por 2 vezes. ApOs a retirada do sobrenadante, foi adicionado o
conjugado (Ac secundario), rabbit anti-mouse Alexa Fluor 633 (clone A21063, Invitrogen, EUA)
na diluicdo 1:200, seguindo-se com incubacao por mais 30min, ao abrigo da luz. Em seguida,
foram adicionados 500ul de tampao de lavagem, seguindo-se com nova lavagem dos tubos
(300g, 5min). Ap6s mais 2 lavagens, as células foram ressuspensas em 400 pl de tampé&o de
lavagem para aquisi¢céo no citdmetro de fluxo. A melhor diluigdo deu-se para a menor diluicdo
gue gerou a melhor definicdo de positividade da molécula MICA na populagdo “em estudo, e

com menor presenca de ligacado inespecifica, definida como 1:10.

. Avaliacdo da proporcao células efetoras — alvo (E:A): a linhagem celular K562 foi
mantida por 8 -10 dias em cultura (meio R10) e utilizada como células alvo (A) e as PBMCs

isoladas de mulheres CTR e EDT, como células efetoras (E). As PBMCs foram descongeladas
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(Métodos, item 3.7), lavadas em meio R10, a 400g, por 8 min. Apés avaliacdo da concentracédo
e viabilidade celular, as PBMCs foram ressuspensas em 4 mL de R10 com 1ug/mL de DNAse
(Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) e mantidas em repouso por 16-18, em posi¢ao
inclinada a 45°, com tampas soltas, em incubadora de CO- umidificada, a 37° C.

O ensaio seguiu o protocolo descrito em Métodos, item 3.9.2, para a identificacdo da
expressao de IFN-y e CD107a. Foram avaliadas as proporgdes E:A: 10:1, 5:1 e 2:1, de forma a
padronizar a melhor condicdo para o ensaio, baseando-se na producédo de CD107a e IFN-y. A
melhor proporcéo E:A foi a que gerou a maior expressdo de ambas as moléculas em células
NK, em ao menos 3 amostras de PBMC de mulheres com endometriose e mulheres controles
saudaveis, definida como 1:5.

As aquisi¢Bes foram realizadas no citbmetro de fluxo BD FACs Canto Il (BD Bioscience,
USA) (Métodos, item 3.9.1).
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ANEXO VII. Expressao génica de MICA

Tabela 1. Valores de Ct e ACt referentes a expresséo do gene MICA no endométrio eutopico
de mulheres com endometriose e de controles, e respectivos dados clinicos.

A) Grupo endometriose
ID Endométrio Dados clinicos e cirdrgicos
EDT Ct wica Ct actina ACt Eiﬁs '(E:;;d,\'/g Locggfgao Idade
P 57 30,321 21,290 9,031 S [ PF 26
P63 29,623 19,028 10,595 S \Y PF 33
P 66 31,601 18,762 11,407 S \Y PF 30
P72 31,598 19,593 12,005 S v PF 33
P78 31,835 18,417 13,418 S \Y PF 27
P81 29,913 18,716 11,196 P \Y PF 34
P 88 30,331 19,411 10,920 S v PF + OVA 33
P90 32,429 21,472 10,957 S \Y PF 29
P93 29,247 20,553 8,694 P \Y PF 25
P97 30,148 20,190 9,958 S v PF 42
P98 30,276 19,317 10,958 P \Y PF 26
P 107 32,451 21,318 11,133 S Il PF + OVA 33
P 112 31,357 21,759 9,598 S \Y PF 37
P 113 31,381 20,548 10,833 S \Y PF 38
P 159 33,282 22,012 11,270 S I PF 37
P 161 32,436 21,563 10,873 S v PF 38
P 177 30,125 19,715 10,410 P \Y PF + OVA 40
P 178 33,005 23,340 9,665 NR v PF 37
P 179 31,741 20,564 11,177 S \Y PF 36
P 180 32,230 21,935 10,295 P \Y PF + OVA 43
P 181 31,316 19,592 11,724 S \Y PF 30
P 182 29,335 20,659 8,676 S v PF 35
P 183 29,791 19,705 10,086 P \Y PF 29
P 184 35,676 22,164 13,511 P \Y PF 32
Média (DP) 31,310 (1,5) 20,484 (1,3) 10,776 (1,2) 33,5 (4,9)

ID: identificacdo do paciente; Ct: Threshold cicle (média de triplicata); ACt= Ct MICA - Ct B-actina, EDT: grupo
endometriose; P: fase proliferativa do ciclo menstrual (1°-14°dia); S: fase secretora do ciclo menstrual (15°- 28° dia);
PF: endometriose profunda; PROF+OVA: EDT profunda na presenca de EDT ovariana (OVA); NR: néo referida; I:
estadio inicial, minimo; II: estadio inicial, leve; estadio avancado, moderado, estadio avancado, grave; estadios de
acordo com rASRM.
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Continuacdo Tabela 1. Valores de Ct e ACt referentes a expressdo do gene MICA no
endométrio eutopico de mulheres com endometriose e de controles, e respectivos dados

clinicos.

B) Grupo controle

ID Endomeétrio Dados clinicos
Controle Ct pmica Ct g_actina ACt Fase do ciclo Idade
C 30 31,819 21,423 10,40 P 32
C 31 31,478 19,900 11,58 S 36
C 37 30,925 20,185 10,74 5 34
C 38 31,513 20,935 10,58 P 31
C 42 30,350 20,017 10,33 P 35
C43 31,540 19,775 11,77 P 30
c44 31,608 21,351 10,26 P 29
C 47 30,909 20,323 10,59 P 26
C 48 30,662 20,450 10,21 P 35
C 50 30,791 19,743 11,05 P 30
C53 34,064 25,161 8,90 P 36
C54 31,443 21,562 9,88 S 29
C 57 30,488 22,271 8,22 S 29
C 58 31,661 23,744 7.92 NR 35
Cc70 32,748 22309 10,44 P 36
CcC75 30,251 19,891 10,36 S 40
C77 30,261 20,525 9,74 NR 37
c78 31,379 21,008 10,28 5 43
c79 33,714 22 484 11,23 P 25
C 80 34,064 22143 11,92 P 30
C 81 32,042 20,850 11,19 P 39
C 82 33,960 21716 12,24 NR 32
C 83 33,879 22712 10,36 5 32
Média (DP) 31,807 (1,3) 21,329(1,3) 1044 (1,00 33,1 (4.4)

ID: identificacdo do paciente; Ct: Threshold cicle (média de ftriplicata); ACt= Ct MICA - Ct B-actina (gene
normalizador); P: fase proliferativa do ciclo menstrual (1°-14° dia); S: fase secretora do ciclo menstrual (15°- 28° dia);
NR: ndo referida;
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ANEXO VIII. Expressao proteica de MICA

Tabela 1. Escores individualizados de frequéncia e intensidade de expressdo da proteina
MICA em epitélio glandular e estroma, no endométrio eutdpico de mulheres com endometriose
e controles, e na lesao de mulheres com endometriose, e dados clinicos.

A) Grupo endometriose: escores da lesdo e do endométrio eutdpico e dados clinicos.

Epitélio glandular - escore Estroma - escore dados clinicos
ID Tecido Frequencia Intensidade gléildRula Frequencia Intensidade estErlfma E?:Iz iséidhi/lo Idade
P78 elr?(j:;;ﬁo 2 ; 2 1 z ; S v 27
P elr?c?c?r?\éRtﬁo g i 2 i 1 1 S [\ 30
b JSBRC 000000,
T
po7 elr?gc?r(;;ﬁo i i i (2) é g S \% 42
PH oo 1 1 : ; o0 s 1 s
PO mere 1 L 0 o o P 1 @
PIB  emir 4 T 2 A
Pis e 4 i on 0 o o S
pus JSBRE 41400 sy
P JsloRe 22 -
P10 elr?cjjr?wgtﬁo 421 ; 122 ; 1 ; S I 25
P18 ejr?zgr?wztﬁo i ; 132 ; 1 ; S Il 26
PUS oo 2 i : : 2 P
P12t elr?Z:;Zﬁo 2 z 2 g 1 2 P i 34
P4 mre 2 ; ; ; R P
P126 elr?cTs:méRtﬁo ; 1 ; 8 8 8 P I 38
P128 elr?gg;;ﬁo g i g g é g P ] 34
P 139 e':gg;;ﬁo 8 8 8 8 8 8 S v 33
pug JSBRC 111000
P 1aa elfgc?:q;ﬁo g ; 2 8 8 8 S I 37
147 oo, 2 i ; : - s v =z
PO o 3 2 6 5 ° g s v @
P 1s8 elr?g::w;ﬁo i ; 122 8 8 8 P v 39
P 185 elr?dsc?:u?tﬁo 1 i i i 1 1 P I 40
P 186 e':;;?];ﬁo ; 1 ; 1 1 1 S Y4 35
e JSEC 3z e 1L Loy g
P 188 ;szg;;ﬁo 1 i 1 8 8 8 S 1% 35
A S

ID: identificagdo do paciente; P: fase proliferativa do ciclo menstrual (1°-14° dia); S: fase secretora do ciclo
menstrual (15°- 28° dia); |: estadio inicial, minimo; |l: estadio inicial, leve; estadio avancado, moderado, estadio
avancado, grave; estadios de acordo com a rASRM; EIR: escore de imunorreatividade (definido pelo escore de
intensidade de expresséo de MICA multiplicado pelo escore de frequéncia de expressao de MICA).
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Continuacao Tabela 1. Escores individualizados de frequéncia e intensidade de expressao da
proteina MICA em epitélio glandular e estroma, no endométrio eutépico de mulheres com
endometriose e de controles, e na lesdo de mulheres com endometriose, e dados clinicos.
B) Grupo controle: escores no endométrio e dados clinicos

Epitélio glandular - escore

Estroma - escore

Dados clinicos

ID Tecido Frequencia Intensidade AElR Frequencia Intensidade EIR nge Idade
glandula estroma ciclo
C 43 endométrio 1 1 1 1 1 1 P 30
C 44 endométrio 2 1 2 1 1 1 P 29
C 45 endométrio 2 1 2 1 1 1 P 25
C 47 endométrio 1 1 1 1 1 1 P 26
C 48 endométrio 1 1 1 1 1 1 P 35
C51 endométrio 2 1 2 2 1 2 S 25
C57 endométrio 1 1 1 1 1 1 S 29
C 58 endométrio 2 1 2 2 1 2 P 35
C60 endométrio 2 1 2 2 1 2 P 34
C61 endométrio 1 1 1 1 1 1 P 32
C 63 endométrio 2 1 2 1 1 1 P 36
C 64 endométrio 2 1 2 1 1 1 P 33
C 68 endométrio 1 1 1 1 1 1 P 26
C 70 endométrio 4 1 4 0 0 0 P 36
C71 endométrio 4 2 8 0 0 0 S 34
C 73 endométrio 4 2 8 0 0 0 S 37
C75 endométrio 4 2 8 0 0 0 S 40
C79 endométrio 1 1 1 1 1 1 P 25
C 80 endométrio 2 1 2 1 1 1 P 30
C 83 endométrio 4 1 4 0 0 0 S 32
C 84 endométrio 2 1 2 1 1 1 P 38
C 85 endométrio 1 1 1 1 1 1 P 46
C86 endométrio 4 1 4 0 0 0 S 36

ID: identificagdo do paciente; P: fase proliferativa do ciclo menstrual (1°-14° dia); S: fase secretora do ciclo
menstrual (15°- 28° dia); EIR: escore de imunorreatividade (definido pelo escore de intensidade de expresséo de
MICA multiplicado pelo escore de frequéncia de expresséo de MICA).
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Tabela 2. Estatistica descritiva de EIR para MICA no endométrio eutopico de mulheres com
endometriose e de controles, e na lesdo de mulheres com endometriose (A), EIR de acordo
fase do ciclo menstrual (B), estadios da endometriose (C) e localizacdo da lesdo profunda de
endometriose (D).

A) Estatistica descritiva de EIRs em epitélio glandular e estroma.

média (DP) mediana (min-max) p
EIR glandula (epitélio)
lesdo (n=29) 3(2,4) 2 (0-8)
endométrio EDT (n=29) 47 (3,8) 3(0-12) 0,1270
endométrio CTR (n=23) 2,7 (2,3) 2(1-8)
EIR estroma
lesdo (n=29) 0,8 (1,0) 0(0-3)
endométrio EDT (n=29) 0,8 (1,0) 0 (0-3) 0,5623
endométrio CTR (n=23) 0,9 (0,6) 1(0-2)

EIR: escore de imunorreatividade, definido pelo escore intensidade de expressdao MICA multiplicado
pelo escore de frequéncia de expressdo de MICA; endométrio: endométrio eutdpico; EDT: grupo
endometriose; CTR: grupo controle; DP; desvio padrdo; min: valor minimo da mediana; max; valor
maximo da mediana; valores de p determinados pelo teste de Kruskal-Wallis

B) Estatistica descritiva do EIR em epitélio glandular e estroma, de acordo com a fase do
ciclo menstrual.

Expressao de MICA Fase do ciclo média (DP) mediana (min-max) p

EIR glandula (epitélio)

lesdo (n=29) P 3,5(2,9) 2,0 (0-8) 0.4698
S 2,6 (2,0) 2,0 (0-6) ’
endométrio eutépico EDT (n=29) P 4,2 (4,0) 2,0(1-12) 0.4627
S 5,0 (3,8) 4,5 (0-12) '
endométrio eutépico CTR (n=23) P 1,7 (0,8) 2,0 (1-4) 0.0043
S 5,0 (3,0) 4,0 (1-8) '
EIR estroma
les&o (n=29) P 1,0 (1,3) 0,0 (0-3)
S 0,6 (0,7) 0,5 (0-2) 0.6871
endométrio eutépico EDT (n=29) P 0,8(1,2) 0,0 (0-3) 06185
S 0,8(0,8) 1,0 (0-2) ’
endométrio eutépico CTR (n=23) P 1,1(0,4) 1,0(0-2) 0.0074
S 0,4 (0,8) 0,0 (0-2) '

EIR: escore de imunorreatividade, definido pelo escore intensidade de expressdo MICA multiplicado pelo escore de
frequéncia de expressdo MICA; EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; DP; desvio padrdo; min: valor
minimo da mediana; max: valor maximo da mediana; P: fase proliferativa do ciclo menstrual (1°- 14° dia); S: fase
secretora do ciclo menstrual (15° — 30°); analise realizada por imunohistoquimica; em negrito: valores significantes
(<0,05); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Continuacao Tabela 2. Estatistica descritiva do EIR para MICA no endométrio eutdpico de
mulheres com endometriose e de controles, e na lesdo de mulheres com endometriose (A),
EIR de acordo fase do ciclo menstrual (B), estadios da endometriose (C) e localizacdo da
lesé@o profunda de endometriose (D).

(03] Estatistica descritiva do EIR em epitélio glandular e estroma, de acordo com o estadio
da endometriose.

Expressdo MICA média (DP) mediana (min-max) p? pID
EIR glandula (epitélio) 0,3464
estadios 1 /11 (n=13)
N Ife§ao 3,2(2,9 3,0 (0-8) 0,5060
endométrio eutdpico 4,2 (4,0 2,0 (1-12)
estadios lll/ IV (n=16)
o Ifa§a0 2521 2,0 (0-6) 0,0949
endométrio eutdpico 4,8 (3,9) 3,5(0-12)
EIR estroma 0,9294
estadios I/ 11 (n=13)
lesao 0,9(1,1) 1,0 (0-3)
endométrio eutdpico 0,7 (0,9) 0,0 (0-3) 0,6896
estadios I/ IV (n=16)
lesdo 0,7 (0,9) 0,0 (0-3)
endométrio eutépico 0,8 (1,0 0,5 (0-3) 0,7548

EIR: escore de imunorreatividade, definido pelo escore intensidade de expressao MICA multiplicado pelo escore de
frequéncia de expressdo MICA; DP: desvio padrdo; min: valor minimo da mediana; max: valor maximo da mediana;
I/ll; estadio iniciais da endometriose; Ill/1V; estadios avancados da endometriose; estadios de acordo com a rASRM,;
p% valores de p determinados pelo teste de Kruskal-Wallis na comparagdo entre os estadios e tecidos de lesdo e
endométrio eutopico; p®: valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney na comparacédo entre a leséo e
endométrio eutdpico.

D) Estatistica descritiva do EIR em epitélio glandular e estroma, de acordo com a
localizagdo da leséo profunda de endometriose.

Expressédo MICA média (DP) mediana (min-max) p

EIR glandula (epitélio)

retossigmoide (n=14) 2,4(2,2) 1,5(0-8) 0.2760
retrocervical (n=15) 3,5(2,6) 3,0 (0-8) '
EIR estroma
retossigmoide (n=14) 0,8 (1,0) 0,5 (0-3) 09578
retrocervical (n=15) 0,8(1,1) 0,0 (0-3) ’

EIR: escore de imunorreatividade, definido pelo escore intensidade de expressao MICA multiplicado pelo escore de
frequéncia de expressdo MICA; DP: desvio padrdo; min: valor minimo da mediana; max; valor maximo da mediana;
valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney na comparagdo entre as lesGes de retossigmoide e
retrocervical.
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ANEXO IX. MICA SOLUVEL (sMICA)

A) Soro B) Fluido peritoneal
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Figura 1. Distribuicdo da concentracdo de sMICA (pg/mL) em mulheres do grupo controle
provenientes de lagueadura tubéaria (LAQ) e doencas nao inflamatérias (DNI). (A) niveis de sMICA
no soro; (B) niveis de sMICA no fluido peritoneal; niveis de sMICA determinados por ELISA; a linha
tracejada representa o limite inferior de detec¢éo do teste (31,25 pg/mL); ns: ndo significante (p= 0,05),
sMICA: MICA sollavel; as barras horizontais representam a mediana; valores de p determinados pelo
Teste Mann—Whitney.

Tabela 1. Niveis de MICA solavel no soro e no fluido peritoneal de mulheres com
endometriose de acordo com estadio da doenca e controles.

SMICA (pg/mL)

n Média (+DP) Mediana (min-max) p
Soro
CTR 76 <31,25 (+ 6,3) <31,25 (<31,25-82)
| 24 31,63 (+5,8) <31,25 (<31,25-56)
I 39 40,24 (+ 23,6) <31,25 (<31,25-148) 0,0004
1] 34 44,24 (+ 30,9) <31,25 (<31,25-145)
v 63 42,34 (+ 23,8) <31,25 (<31,25-155)
E
CTR 76 52,50 (+44,8) <31,25 (<31,25-239,0)
| 24 55,92 (+44,8) <31,25 (<31,25-222)
I 39 132,00 (+176,4) 64,5 (<31,25-893) <0,0001
1] 34 102,60 (+128,4) 57,5 (<31,25-694)
v 63 138,60 (+166,6) 80,0 (<31,25-695)

I: endometriose inicial minima; Il, endometriose inicial leve; Ill: endometriose avancada moderada; IV: endometriose
avancada grave; estadios de acordo com a rASRM; FP: fluido peritoneal; DP: desvio padrdo; CTR: grupo controle;
min; valor minimo da mediana; max: valor maximo da mediana; < 31,25pg/mL: valores abaixo do limite de deteccédo
do teste (31,25pg/mL); sMICA: MICA solavel; niveis de sMICA determinados por ELISA; em negrito: valores de p
significantes (<0,05); valores de p determinados pelo teste Kruskal-Wallis.
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Tabela 2. Concentracdes de MICA soltvel no soro e no fluido peritoneal e dados clinicos e
demogréficos das mulheres com endometriose e de controles.

A) Grupo endometriose
Fase Estadio Tipo de Fase Estadio Tipo de
1d SMICA(pg/mL) ciele (ASRM) é’sao Idade Id sMICApg/mL)  (B5S Issé'\o idade
soro FP soro FP

P01 <31,25 <31,25 Secretora v PF 36 P 82 <31,25 86 Secretora | SupP 36
P 02 <31,25 258 Secretora 1 PF + OVA 47 P 83 <31,25 694 Secretora " PF + OVA 28
P03 <31,25 399 Secretora v OVA 45 P 84 44 74 Secretora 1" PF 41
P 04 <31,25 376 Proliferativa n PF + OVA 27 P 85 53 164 Secretora \% PF + OVA 39
P05 148 297 Secretora 1] PF 30 P 86 <31,25 <31,25 Proliferativa n PF 41
P 06 <31,25 <31,25 Proliferativa 1 PF 45 P 87 <31,25 <31,25 Secretora [\Y2 PF 37
P07 70 72 Proliferativa n PF 50 P88 <31,25 80 Secretora v PF + OVA 33
P08 <31,25 <31,25 Proliferativa m PF 28 P 89 <31,25 <31,25 Proliferativa v PF + OVA 49
P09 32 43 Proliferativa v PF + OVA 44 P 90 <31,25 507 Secretora v PF 29
P10 42 417 Proliferativa 1 PF 30 P91 <31,25 240 Secretora I PF 36
P11 <31,25 85 Secretora n PF 37 P92 <31,25 89 Proliferativa 1 PF 39
P12 86 158 Secretora 1] PF 39 P93 <31,25 69 Proliferativa v PF 25
P13 121 139 Secretora 1 PF + OVA 29 P 94 <31,25 <31,25 Proliferativa | PF 30
P14 <31,25 120 Secretora v PF + OVA 33 P 95 <31,25 115 Secretora " PF + OVA 33
P15 64 228 Proliferativa v PF 35 P 96 <31,25 131 Secretora v PF + OVA 32
P16 <31,25 61 Secretora 1} PF 29 P97 <31,25 <31,25 Secretora v PF 42
P17 <31,25 <31,25 Proliferativa 1 PF 32 P 98 35,7 338 Proliferativa [\Y2 PF 26
P18 64 129 Secretora v PF + OVA 30 P99 <31,25 <31,25 Secretora n PF 35
P19 74 893 Proliferativa 1] PF 35 P 100 <31,25 <31,25 Proliferativa 1 PF 39
P 20 <31,25 43 Secretora v PF + OVA 26 P 101 <31,25 <31,25 Secretora 1 SsupP 29
P21 145 147 Proliferativa ] OVA 35 P 102 <381,25 <31,25 Secretora v PF 39
P22 <31,25 56 Secretora i PF 35 P 103 <31,25 <31,25 Proliferativa | PF 44
P23 <31,25 <31,25 Secretora I PF 34 P 104 <31,25 <31,25 Proliferativa n PF 35
P24 91 87 Secretora v PF + OVA 32 P 105 <31,25 59 Secretora i PF 44
P25 <31,25 54 Proliferativa v PF + OVA 33 P 106 <31,25 <31,25 Secretora " PF 26
P 26 59 138 Proliferativa v PF + OVA 29 P 107 <31,25 <31,25 Secretora i PF + OVA 33
P27 <31,25 <31,25 Proliferativa v PF 35 P 108 <31,25 <31,25 Secretora n PF 35
P 28 <31,25 <31,25 Secretora [\ PF + OVA 33 P 109 <31,25 <31,25 Secretora i PF 32
P29 <31,25 <31,25 Proliferativa v PF + OVA 38 P 110 <31,25 <31,25 Secretora " PF + OVA 25
P 30 81 193 Proliferativa n PF + OVA 31 P111 <31,25 <31,25 Secretora n PF 30
P31 108 43 Secretora 1 OVA 34 P 112 <31,25 <31,25 Secretora v PF 37
P 32 <31,25 67 Proliferativa 1 PF 30 P 113 72 148 Secretora [\Y2 PF 38
P33 <31,25 52 Proliferativa I PF 34 P 114 <31,25 131 Secretora v PF 31
P34 37 304 Secretora v PF + OVA 38 P 115 <31,25 189  Proliferativa 1 PF 32
P 35 43 57 Secretora 1 PF 45 P 116 <31,25 <31,25 Secretora 1 PF 28
P 36 155 124 Secretora v PF 38 P 117 <31,25 87 Secretora | PF 43
P37 <31,25 <31,25 Secretora \% PF + OVA 32 P 118 85 414 Secretora n PF 26
P38 <31,25 <31,25 Proliferativa I supP 43 P 119 <31,25 62 Proliferativa 1] PF 42
P 39 <31,25 <31,25 Proliferativa 1 PF 31 P 120 <31,25 <31,25 Secretora 1 OVA 37
P 40 83 47 Secretora v PF + OVA 47 P121 <31,25 32 Secretora i PF 34
P41 60 695 Secretora v OVA 36 P 122 <31,25 295 Secretora 1l PF 35
P42 <31,25 145 Secretora m OVA 29 P 123 56 222  Proliferativa 1 SupP 27
P 43 <31,25 <31,25 Proliferativa 1 PF + OVA 35 P 124 <31,25 <31,25 Proliferativa 1l PF 27
P 44 42 <31,25 Proliferativa " PF + OVA 35 P 125 <31,25 46 Proliferativa [\ PF 45
P 45 33 74 Proliferativa 1] PF 32 P 126 <31,25 <31,25 Secretora n PF 38
P 46 a7 139 Secretora v PF + OVA 29 P 127 <31,25 <31,25 Secretora v PF 43
P a7 47 235 Secretora v PF 49 P 128 <31,25 55 Proliferativa I PF 34
P48 <31,25 <31,25 Secretora i PF + OVA 32 P 129 <31,25 <31,25 Secretora | SuP 43
P 49 <31,25 72 Proliferativa i PF 31 P 130 <31,25 <31,25 Secretora m OVA 36
P 50 123 510 Proliferativa v OVA 31 P 131 40 44 Secretora 1] PF 38
P51 <31,25 <31,25 Secretora 1" OVA 21 P 132 <31,25 <31,25 Proliferativa [\Y2 PF 43
P52 35 60 Secretora I PF 32 P 133 <31,25 <31,25 Proliferativa 1 OVA 40
P53 <31,25 <31,25 Proliferativa v PF + OVA 31 P 134 <31,25 <31,25 Secretora 1 PF 40
P 54 71 129 Secretora [\ PF + OVA 34 P 135 <31,25 101 Proliferativa " PF + OVA 32
P55 <31,25 114 Secretora V2 PF + OVA 31 P 136 <31,25 <31,25 Secretora n PF 42
P 56 <31,25 112 Secretora 1 PF 36 P 137 36 66 Secretora m PF + OVA 48
P57 67 143 Secretora i PF 26 P 138 44 172 Secretora 1 PF 38
P 58 34 87 Secretora 1 PF 34 P 139 <31,25 198 Secretora [\Y2 PF 33
P59 <31,25 174 Proliferativa v PF + OVA 38 P 140 <31,25 92 Secretora | sup 50
P 60 <31,25 87 Proliferativa i PF 38 P 141 <31,25 67 Proliferativa 1] PF 32
P61 <31,25 184 Secretora 1 PF 47 P 142 <31,25 <31,25 Secretora | SuUP 35
P62 <31,25 58 Secretora v OVA 34 P 143 <381,25 <31,25 Proliferativa 1 PF 46
P63 <31,25 <31,25 Secretora v PF 33 P 144 35,5 79 Secretora n PF 20
P 64 71 444 Secretora v PF 35 P 145 <31,25 547 Secretora 1 PF 28
P 65 <31,25 <31,25 Proliferativa 1 PF 44 P 146 <31,25 175 Secretora [\Y2 PF 25
P 66 <31,25 <31,25 Secretora v PF 30 P 147 <31,25 <31,25 Secretora [\Y2 PF + OVA 21
P67 <31,25 33 Proliferativa I supP 30 P 148 <31,25 <31,25 Proliferativa 1l PF 22
P 68 110 162 Secretora 1 PF + OVA 35 P 149 <31,25 <31,25 Secretora v PF 21
P 69 <31,25 334 Proliferativa v PF 32 P 150 <31,25 <31,25 Secretora v PF 37
P 70 <31,25 <31,25 Proliferativa 1l PF 38 P 151 <31,25 <31,25 Proliferativa | SUP 28
P71 <31,25 92 Secretora I supP 31 P 152 <31,25 <31,25 Proliferativa v PF 41
P72 <31,25 88 Secretora v PF 33 P 153 <31,25 <31,25 Secretora 1 SuP 35
P73 <31,25 109 Secretora 1} PF 28 P 154 59,5 353  Proliferativa v PF 38
P74 <31,25 a7 Secretora v PF + OVA 37 P 155 62,7 220 Proliferativa 1 SuUP 42
P75 59 554 Proliferativa v PF + OVA 37 P 156 <31,25 <31,25 Proliferativa 1 PF 37
P76 63 129 Proliferativa v PF 45 P 157 <31,25 <31,25 Secretora n PF 35
P77 <31,25 <31,25 Proliferativa 1 SuUP 30 P 158 <31,25 80 Proliferativa v PF 37
P78 <31,25 <31,25 Secretora \% PF 27 P 159 <31,25 32 Secretora n PF 38
P79 37 85 Secretora v PF 30 P 160 <31,25 <31,25 Secretora v PF 33
P 80 <31,25 129 Secretora 1 PF 36 P 161 54,2 573 Secretora [\ PF 38
P81 <31,25 72 Proliferativa [\ PF 34

Id, identificacdo do
endometriose inicial minima; I, endometriose inicial leve; lll: endometriose avancada moderada; IV: endometriose
avancada grave; estadios de acordo com a ASRM; SUP: EDT superficial, OVA: EDT ovariana, PROF: EDT
profunda, PROF+OVA: EDT profunda na presenga de EDT ovariana; sMICA: MICA sollvel; niveis de sMICA
determinados por ELISA, <31,25 pg/mL: abaixo do limite inferior de deteccéo do teste.

paciente; FP, fluido peritoneal; ASRM, American Society for

Reproductive Medicine; I:
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Continuacao Tabela 2. Concentracdes de MICA sollvel no soro e no fluido peritoneal e dados

clinicos e demogréficos das mulheres com endometriose e de controles.

B) Grupo controle

Id sMICA(pg/mL) Fase ciclo Idade Id sMICA(pg/mL) Fase ciclo Idade
sSoro FP sSoro FP
co1 =31,25 <3125 Secretora 52 C 39 =31,25 =31,25 Secretora 34
co2 =3125 <31,25 NR 31 c40 =3125 <31,25 Proliferativa 39
c03 =31,25 52 NR 39 C41 =3125 =31,25 Secretora 29
co4 =31,25 <3125 Proliferativa 47 c42 =31,25 =31,25 Proliferativa 35
cos =3125 <31,25 NR 44 C43 =3125 <31,25 Proliferativa 30
C 06 <31,25 <3125 Secretora 37 C44 <3125 <31,25 Proliferativa 29
coy <3125 46 NR 42 C45 =3125 133 Proliferativa 25
co8 <3125 <31,25 NR 53 C46 =3125 66 Proliferativa 32
c 09 <31,25 <31,25 Secretora 34 C47 <3125 37 Proliferativa 26
c10 =31,25 =31,25 NR 24 C48 =31.25 62 Proliferativa 35
C11 =31,25 <3125 Secretora 21 c 49 =31,25 =31,25 Proliferativa 32
c12 82 80 NR 45 C50 =3125 135 Proliferativa 30
C13 <31,25 <3125 Secretora 50 C 51 <31,25 <31,25 Secretora 25
C14 <3125 60 NR 31 Ch52 =3125 «31,25 Proliferativa 33
C15 <31,25 <31,25 Secretora 44 ChH3  =3125 <31,25 Proliferativa Y|
C16 <31,25 <3125 Proliferativa 46 ChH4 <3125 89 Secretora 29
cC17 =31,25 =31,25 Proliferativa 30 C 55 =31,25 =31,25 Proliferativa 33
c18 <3125 =31,25 NR 50,5 C5 =3125 =31,25 Secretora 41
c19 =3125 67 NR 37 C57 <3125 77 Secretora 29
c20 =31,25 37 Proliferativa 47 C 58 =31,25 =31,25 Proliferativa 35
c21 =31,25 <3125 Proliferativa 38 C 59 =31,25 =31,25 Proliferativa 37
c22 <31,25 <31,25 Secretora 26 CB60 =31,25 <31,25 Proliferativa 34
C23 <31,25 48 Proliferativa 40 C 61 <31,25 <31,25 Proliferativa 32
C24 =31,25 <3125 Proliferativa 30 c62 =31,25 =31,25 Proliferativa 38
C25 =31,25 <3125 Secretora 42 cC63 =31,25 =31,25 Proliferativa 36
C26 <31,25 894 Proliferativa 44 Cc64 <3125 <31,25 Proliferativa 33
c27 =31,25 =31,25 Secretora 30 C 65 =31,25 48 Proliferativa 40
c28 =31,25 <3125 Secretora 33 C 66 =31,25 61 Secretora 38
C 29 =31,25 66 Secretora 29 C67 <3125 93 Secretora 32
C 30 <31,25 208 Proliferativa 32 c68 <3125 130 Proliferativa 26
C3 =31,25 <3125 Secretora 36 C 69 =31,25 =31,25 Secretora 39
C32 <31,25 <31,25 Proliferativa 28 C70 =31,25 <31,25 Proliferativa 36
c323 37 54 Secretora 34 c71 32 212 Proliferativa 34
C34 =31,25 =31,25 Secretora 33 CcT2 33,9 =31,25 Secretora 39
C35 38 166 Secretora 3 C73 475 66,8 Secretora 38
C 36 <31,25 <31,25 Secretora 33 C74 <3125 95,5 Proliferativa 40
C37 =31,25 =31,25 Secretora 34 CT75 =31,25 =31,25 Secretora 40
C 38 =31,25 239 Proliferativa 35 CT76 =31,25 =31,25 Proliferativa 40

Id: identificacdo do paciente; FP: fluido peritoneal; endometriose, sMICA: MICA solivel; niveis de sMICA
determinados por ELISA (pg/mL); <31,25 pg/mL: abaixo do limite inferior de detec¢&o do teste.
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Tabela 3. Concentracdes de MICA soluvel no soro e no fluido peritoneal, de mulheres com
endometriose e controles, em relagcdo as fases do ciclo menstrual, estadio da doenca e
localizacdo das lesdes de endometriose.

A) Niveis de sMICA (pg/mL) nos grupos endometriose e controle, de acordo com a fase do
ciclo menstrual.

SMICA - Endometriose SMICA- Controles
F?;;go n  média(DP) mediana (min-max) p? n  média(DP) mediana(min-max)  p? pb
Proliferativa 62  39,5(219) <31,25(<31,25-145) 37 <B125(03) <31,25(<31,25-32) 0,0012
SORO 0,7472 0,0389
Secretora 99  412(25,9) 53 (<31,25-893) 29 <B125(3,7) <31,25(<31,25-475) 0,1056
FLupo  Proliferativa 62 119,7(160,0) <31,25(<31,25-155) 37 603(57,0) <31,25(<31,25-239) 0,0278
PERITONEAL 0,4053 0,4544
Secretora 99 121(1432)  66(<31,25-695) 29  450(304)  <31,25(<31,25-166) 0,0003

SMICA: MICA soluvel; DP: desvio padrdo; min: valor minimo da mediana; max: valor maximo da mediana; Fase
proliferativa: 1°-14° dia do ciclo menstrual; Fase secretora: 15° 28° dia do ciclo menstrual; p2: referem-se as
comparacdes entre a fase proliferativa e secretora, no soro e fluido peritoneal, nos grupos endometriose e controles
(teste de Mann-Whitney); p®: refere as comparagdes entre os grupos endometriose e controles em cada fase do
ciclo, no soro e fluido peritoneal (teste de Mann-Whitney); em negrito: valores de p significantes (<0,05); n: nimero
de amostras analisadas em cada grupo (a somatdria dos valores de n no grupo controle é inferior ao n Total (n=76),
pois foram excluidos da andlise estatistica as pacientes cuja fase do ciclo é desconhecida (n=10); niveis de sSMICA
determinados por ELISA.

B) Niveis de sSMICA (pg/mL) no grupo endometriose de acordo com os estadios iniciais e
avancados e tipos da doenca.

SMICA - Soro SMICA - Fluido peritoneal
n Média (DP) Mediana (min-max) p Média (DP) Mediana (min-max) p p®
Estéadios I/l 63 36,9(19,1)  <31,25(<31,25-148) 105,6 (146,6) 53,5 (<31,25-893) <0,0001
0,1771% 0,1127°
Estadios IV~ 97 430(26,3)  <31,25(<31,25-155) 130,3(151,1) 72,0 (<31,25-695) <0,0001
SUP 13 345(11,1)  <31,25(<31,25-62,7) 73,5(70,26)  <31,25 (<31,25-222) 0,0547
OVA 11 58,7(4447) <3125 (<31,25-145) 1925(233,7) 58,0 (<31,25-695) 0,1273
0,1654° 0,3320"
PROF 99  3797(209)  <31,25(<31,25-155) 1151 (146,6) 59,0 (<31,25-893) <0,0001
PROF+0OVA 38 4411(24,29) <31,25(<31,25-121) 129,8 (144,1) 94,0 (<31,25-694) <0,0001

sMICA: MICA sollvel; DP: desvio padrdo; min: valor minimo da mediana; max: valor maximo da mediana; SUP:
endometriose superficial de peritdnio; OVA: OVA, endometriose ovariana com ou sem doenga peritoneal e sem
endometriose profunda; PROF: endometriose profunda com ou sem doencga peritoneal e sem ovariana; OVA +
PROF: PROF na presenca de OVA; estadios I/ll: estadios iniciais da endometriose; Ill/IV: estaddios avancados da
endometriose; estadios de acordo com a rASRM; em negrito: valores de p significantes (<0,05); niveis de sMICA
determinados por ELISA.

avalor de p: estadios I/l vs lll/IV, no soro, teste de Mann-Whitney;

bvalor de p :estadios I/Il vs III/IV, no fluido peritoneal, teste de Mann-Whitney;

¢valor de p referente a comparacgéo entre os tipos de endometriose, no soro, teste de Kruskal-Wallis;

dvalor de p referente & comparacgéo entre os tipos de endometriose, no Fluido peritoneal, teste de Kruskal-Wallis;

¢ valores de p referentes a comparagdo entre grupo endometriose e grupo controles, em estadios e tipos de
endometriose, teste de Mann-Whitney.
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Tabela 4. Pontos de cortes estabelecidos para niveis de sMICA no soro e fluido peritoneal, e
possiveis medidas diagnosticas.

Variavel Ponto de corte AUC Sensibilidade Especificidade
sMICA (pg/mL) (IC 95%) (%) (CD)

EDT total

soro 33,5 0,604 (0,59-0,73) 27 93

FP 32,0 0,660 (0,53-0,68) 60 64

EDT I/l

sSoro 33,5 0,578 (0,48-0,68) 23 97

FP 40,5 0,619 (0,52-0,71) 52 67

EDT IV

soro 34,8 0,623 (0,54-0,71) 31 95

FP 44,5 0,684 (0,61-0,76) 60 67

EDT I

Soro 45,3 0,498 (0,36-0,63) 4 97

FP 50,0 0,531 (0,53-0,68) 38 29

EDT Il

soro 37,5 0,627 (0,51-0,74) 23 96

FP 40,5 0,674 (0,57-0,78) 62 67

EDT 1l

sSoro 40,0 0,595 (0,47-0,72) 24 97

FP 55,0 0,646 (0,53-0,76) 53 74

EDT IV

soro 34,8 0,638 (0,54-0,73) 33 95

FP 40,0 0,704 (0,61-0,79) 67 67

AUC: area sob a curva; EDT: grupo endometriose; EDT total: todos os sujeitos de pesquisa estudados; EDT
I/ll: estadios iniciais; EDT Ill/IV: estadios avangcados de EDT; estadios de acordo com rASRM; n: nimero de
amostras analisadas em cada grupo; FP: fluido peritoneal; IC: intervalo de confianga; em negrito: valor da AUC

considerada discriminatoria.

Curva ROC

Sensibilidade

00

00

04 06

1 - Especificidade

08

Origem da curva

. sMICA no FP
—— sMICA no soro
Linha de referéncia

Figura 2. Curva ROC para niveis de sMICA no soro e no fluido peritoneal entre mulheres com
endometriose estadio IV e controles saudaveis. sMICA: MICA solivel; FP: fluido peritoneal;
Estadio 1V: estadio avancado (grave) da endometriose, de acordo com rASRM; ROC: do inglés,
Receiver Operating Curve; sMICA no soro: valor de corte= 34,8pg/mL, sensibilidade= 33% e
especificidade= 95% (5% de falsos positivos), AUC: 0,638 (IC 95: 0,54-0,73); sMICA no FP: valor
de corte= 40pg/mL, sensibilidade= 67% e especificidade= 67% (33% de falsos positivos), AUC=
0,704 (1C95%: 0,61-0,79); a sensibilidade indica a probabilidade de um caso de endometriose ser
corretamente diagnosticado (verdadeiro positivo) e a especificidade, indica os verdadeiros

negativos.
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ANEXO X. ATIVIDADE EFETORA DE CELULAS NK

Tabela 1. Frequéncia de células K562 com expressdo de MICA e sua intensidade de
fluorescéncia, com e sem bloqueio para MICA, e a andlise da efetividade do bloqueio, de
células utilizadas nos ensaios de moléculas relacionadas a atividade efetora de células NK
(CD107a, IFN-y e IL-10).

K562 K562BLOQ
Efetividade do
Experimento 0\2':;25 MICA C\;':;ZS MICA blogueio para MICA
% expressao MFI % expressao expressao MFI
(%) (%) (%) (%)
1 86,7 28,4 2046 87,2 12,5 1616 55,9 21,0
2 94,0 34,0 2377 94,6 22,5 2046 33,8 13,9
3 95,2 43,2 2145 95,4 8,56 1761 80,2 17,9
4 91,2 56,1 2584 93,9 44,9 2184 19,9 155
5 87,0 22,4 2778 88,3 7,75 1290 65,4 53,6
6 94,8 42,2 2041 96,0 131 1349 68,9 33,9
7 95,1 24,8 1644 95,7 6,43 1169 74,1 28,9
8 91,2 38,2 1841 95,5 13,9 1141 63,6 38,0
9 93,2 49,7 2241 95,1 18,6 1418 62,6 36,7
10 91,3 43,8 1368 93,0 12,3 876 71,9 36,0
11 85,6 48,7 1110 88,6 18,4 733 62,2 34,0
Mediana 91,3 42,2 2046 94,6 131 1349 63,6 33,9
(min-max) (85,6-952)  (22,4-56,1) (1110-2778)  (87,2-96,0)  (6,4-44,9)  (733-2184) (19,9-80,2) (13,9-53,6)

MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia; K562BLOQ: células K562 bloqueadas para a proteina
MICA; min: valor minimo da mediana; max: valor maximo da mediana; viabilidade celular foi avaliada
utilizando-se o marcador LIVE/DEAD™ FixableAqua (descrito no item 3.9.1, Métodos).
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Tabela 2. Analise da intensidade de expressédo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, entre as
subpopulactes de células NK, no grupo de mulheres com endometriose e controles, no estado

basal de cultura (sem estimulo).

A) Grupo endometriose

Sem estimulo (intensidade de expresséao, MFI)

EDT CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes n med min-max o] n med min-max p n med min-max p
NK totais 21 358 217-449 21 84 36-321 17 127  3-263

cD564M 21 350 206-426 21 84 37-324 18 119  3-252

CD56Poth 18 469 362-606 18 81  35-304 15 143  74-265
cbs6%™cD16* 20 347  3-454 <0,0001 20 76 35-313 ns 17 90  3-452 0,0164
cD56%™CD16° 20 303 222-460 20 80  38-339 17 144 119-253
CcD56°9"cp16* 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA
cD56”9"cp16” 16 462  362-659 16 69  34-297 13 158 125-245

EDT: grupo endometriose; NK totais: incluem as subpopulagées CD56%"CD16*, CD56%"CD16-, CD56*""CD16",
CD56"9"CD16°, CD56'CD16*; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de express&o); ns: valor
de p néo significante (p = 0,05); valores de p determinados pelo teste de Kruskal-Wallis;

CD107a: CD56dht > NK totais (p< 0,001), CD56P19"> CD569™ (p< 0,001), CD569" > CD56%™CD16* (p< 0,001),
CD5619t > CD569™CD16" (p< 0,0001), CD56Y9"CD16- > NK totais (p< 0,01), CD56™ >CD5619"CD16- (p< 0,001),
CD569mCD16* > CD56P9"CD16° (p< 0,001), CD569™CD16- > CD56PM9MCD16" (p< 0,0001), diferengas entre
subpopulacdes com teste Kruskal-Wallis e p6s teste de Dunn.

IL-10: CD56"9"> NK totais (p= 0,0358), CD569"> CD569™M (p= 0,0293), CD56PM9MCD16™ >CD569mCD16* > (p=
0,0329), CD56PM9MCD16" >CD56%™ > (p= 0,0104), CD569MCD16™ > CD56Y™ (p= 0,0199), CD569m™CD16 >
CD569MCD16* (p= 0,0477), diferencas entre subpopulagdes com teste Kruskal-Wallis e com pés teste de Mann-
Whitney:

B) Grupo controle

Sem estimulo (intensidade de expressao, MFI)

CTR CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes n med min-max p n med min-max p n med min-max p
NK totais 20 336 209-411 20 97  6-210 16 49  1-166

cDs56™ 20 328 208-413 20 99 3-231 16 37  1-164

CcD56™119th 18 452 312556 18 93  72-215 16 132  70-195
cbs69™cD16* 19 322 208-404 <0,0001 19 93 3201 ns 16 3 1-176  <0,0001
cD56YMCD16” 19 340 231-439 19 122 71-254 15 140 123-184
cDse™Mcp1et 9 489 281-530 9 155  76-224 8 83  3-140
cDs6™9"cp16T 17 438 309-573 15 104 73-214 13 143 92-209

CTR grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagbes CD569m™CD16*, CD569™CD167, CD569"CD16*,
CD56"9"CD167, CD56-CD16% MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressio); ns: valor de
p nado significante (p = 0,05); valores de p determinados pelo teste inicial de Kruskal-Wallis; diferencas entre
subpopulac¢des com teste Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn:

CD107a: CD569h> CD56¢M (p< 0,05), CD56P9MCD16* > CD569™ (p< 0,05), CD569MCD16™ > CD569M (ps 0,05),
CD56™9" >CD56¢MCD16* (p< 0,001), CD56™9" >CD56¢mMCD16" (p< 0,05), CD569"CD16* >CD569mCD16* (ps< 0,05),
CD569"CD16 > CD569mMCD16* (ps 0,001), CD569"CD16* >CD56¢mMCD16- (ps 0,05), CD5619"CD16"
>CD569mMCD16" (ps< 0,05)

IL-10: CD56b19" > CD569™CD16* (p< 0,05), CD56M9MCD16™ > NK totais (ps 0,01), CD569MCD16" > CD564™ (ps
0,01), CD569"CD16" > CD569MCD16* (p< 0,001), CD569"CD16" > CD56M9MCD16* (ps 0,05), CD569MCD16 > NK
totais (p< 0,05), CD569MCD16 > CD564™ (ps< 0,05), CD569MCD16™> CD569MCD16* (ps 0,01).
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Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expressao, individuais, das moléculas CD107a, IFN-y e
IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e estimulo de células

K562 pos bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e controles.

A) NK totais

e Grupo endometriose

Células NK totais

% bloqueio CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)
EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ
P054 63,6 13,2 17,8 3,6 2,9 -0,1 -0,3
P055 62,6 25,8 23,5 55 6,9 -0,7 -0,6
P059 80,2 6,7 9,8 2,6 3,0 NT NT
P066 NT 10,0 23,7 11,6 12,1 -0,8 -0,6
P069 19,9 13,2 18,2 -0,5 15 1,1 0,6
PO71 68,9 26,9 25,9 4,0 3,3 -0,1 0,6
PO77 19,9 32,2 26,2 2,4 0,5 0,3 -0,3
P090 65,4 9,6 7.3 -0,7 -0,8 -0,3 -0,6
P091 74,1 3,5 6,4 3,9 2,2 -0,4 -0,4
P118 80,2 17,9 11,6 -10,8 -7,1 0,7 0,2
P128 55,9 18,9 16,8 7,6 7.1 NT NT
P132 NT 12,3 14,7 7,5 94 0,4 0,4
P137 80,2 57 6,2 6,1 -3,0 NT NT
P139 62,6 14,5 15,9 4,2 4,5 -0,4 0,1
P140 63,6 23,4 18,9 8,6 9,1 0,7 0,4
P141 62,6 75 6,9 2,0 31 -0,3 -0,2
P145 19,9 32,7 45,3 2,9 5,9 0,8 0,8
P146 33,8 13,8 52 4,6 18 3,2 -0,2
P147 62,6 15,9 9,8 2,1 0,9 0,4 0,2
P148 62,6 15,7 17,9 3,2 5,6 -0,3 -0,2
P155 NT 60,4 18,8 0,4 2,1 NT NT
mediana 62,6 14,5 16,8 3,6 3,0 -0,1 -0,2
(min-max) (19,9-80,2) (3,5-60,4)  (5,2-45,3) (-10,3-11,6) (-7,1-12,1) (-0,8-3,2)  (-0,6-0,8)
Células NK totais
% bloqueio CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)
EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ
P054 38,0 74 71 5 4 -8 -10
P055 36,7 73 90 9 12 22 33
P059 17,9 -13 -15 17 -9 NT NT
P066 NT 90 135 13 11 23 19
P069 155 10 83 -56 -29 -44 -31
PO71 33,9 86 46 14 11 18 -8
P0O77 iS5 221 208 -66 -69 -85 -98
P090 53,6 50 40 -2 1 -8 -2
P091 28,9 -8 -1 -8 -9 -11 -21
P118 17,9 34 87 -39 -11 19 28
P128 21,0 146 127 18 10 NT NT
P132 NT 40 49 13 19 10 16
P137 17,9 54 42 1 -24 NT NT
P139 36,7 37 37 13 13 18 0
P140 38,0 90 71 12 12 -2 0
P141 36,7 40 57 -2 1 -13 -16
P145 15,5 89 175 -23 32 -28 12
P146 13,9 134 12 0 -2 10 -14
P147 36,7 49 46 -1 -2 0 0
P148 36,7 75 83 -5 0 0 2
P155 NT -14 24 -17 -3 NT NT
mediana 31,4 54,0 57,0 -0,3 0,5 0,0 0,0
(min-max) (13,9-53,6) (-14-221 (-15-208) (-66-18) (-69-32) (-85-23) (-98-33)

EDT: grupo endometriose com numeragdo dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as
subpopulagdes CD569mMCD16*, CD569™CD16°, CD569"CD16*, CD56P9"CD167, CD56'CD16*, MFI: mediana de
intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressdo), min: valor minimo, max: valor maximo. K562: estimulo
com células K562 descontado o valor basal (sem estimulo) K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas
para a proteina MICA, descontado o valor basal (sem estimulo) NT: ndo testado; valores negativos: valores onde

o valor basal, sem estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pdés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e
controles.

e Grupo controle

Células NK totais

% bloqueio CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)
CTR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ

Cc27 68,9 17,0 17,8 3,0 2,6 0,1 0,2
Cc28 74,1 21,2 13,0 7,5 53 0,1 NT
C30 19,9 -5,1 19,7 1,0 -0,3 0,6 0,6
c32 NT 18,0 NT 6,4 NT 0,9 NT
c33 33,8 28,4 255 41 5,7 0,5 03
C35 19,9 34,4 47,0 4,3 53 -0,9 -1,0
c38 80,2 18,2 16,2 5,1 11,2 0,1 0.1
c39 NT 26,8 154 9,4 76 03 14
Cc42 68,9 41,1 42,2 14,9 155 -0,2 0,1
ca3 68,9 26,4 0,9 46 04 04 06
caa 68,9 42 47 0,1 0,2 NT NT
c66 68,9 15,1 16,1 2,0 3,2 0,0 1,6
c72 74,1 13,2 8,9 42 2,1 NT NT
C73 62,2 20,3 23,3 3,8 4,5 -0,5 0,0
C76 62,2 16,6 9,8 2,7 0,9 0,9 0,3
Cc77 74,1 34,8 17,3 3,7 6,3 -0,5 -0,4
C78 71,9 27,3 20,8 10,8 11,2 -0,3 0,2
c79 719 6,4 7,8 1,2 2,2 NT NT
c80 62,2 31,9 325 7,2 6,9 NT NT
c81 62,2 30,2 31,1 10,5 3,5 0,5 1,5
mediana 68,9 20,7 17,3 42 45 0,0 0.3
(min-max) (19,9 -74,1) (-6,4-41,1) (-0,9-47,0) (0,1-14,9) (-0,3-15,5) (-0,9-0,9) (-1,0-1,6)

Células NK totais

% blogueio CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)

CTR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ

Cc27 33,9 85 112 17 -8 31 24
Cc28 28,9 67 38 11 -2 -18 NT
C30 155 116 51 -1 18 -5 16
Cc32 NT 73 NT 12 NT 38 NT
C33 13,9 130 117 -10 -3 -17 -9
C35 155 122 195 -12 -9 -10 -21
C38 17,9 89 105 30 19 74 80
C39 NT 110 51 19 21 9 37
C42 33,9 141 199 42 56 52 100
Cc43 33,9 86 -2 -13 24 12 50
C4a4 33,9 145 17 -34 32 NT NT
C66 33,9 47 87 13 16 55 56
Cc72 28,9 51 -41 -8 -38 NT NT
C73 34,0 108 99 32 43 0 0
Cc76 34,0 53 23 25 18 16 0
Cc77 28,9 124 170 -2 1 -9 -11
C78 36,0 84 83 72 75 0 0
C79 36,0 22 72 54 125 NT NT
C80 34,0 110 112 25 11 NT NT
cs1l 34,0 180 198 37 56 0 56
mediana 33,9 98,5 87,0 14,8 18,0 47 19,8
(min-max) (13,9 - 36,0) (22-180) (-41,0- 199) (-34-72) (-38-125) (-18-740 (-21-100)

CTR: grupo controle com numeracdo dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as
subpopulacdes CD569mCD16*, CD569m™CD16°, CD56"9"CD16*, CD56PMCD16°, CD56°'CD16*; MFI: mediana de
intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressdo); min: valor minimo; max: valor maximo; K562: estimulo
com células K562 descontado o valor basal (sem estimulo); K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas
para a proteina MICA, descontado o valor basal (sem estimulo); NT: ndo testado; valores negativos: valores onde
o valor basal, sem estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pdés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e
controles.

B)  CD56m
° Grupo endometriose
células CD56™"
%blogueio CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)
EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
Roe. K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ
P054 63,6 12,7 18,6 3,6 31 -0,5 -0,3
P055 62,6 29,8 25,3 7,6 9,5 -0,1 -0,1
P059 80,2 83 6,1 45 0,2 NT NT
P066 NT 12,2 37,4 14,8 15,2 -1,0 0,5
P069 19,9 24,9 37,8 -1,5 2,1 1,8 0,2
PO71 68,9 27,3 30,0 4,3 4,8 -0,3 0,3
PO77 19,9 26,6 34,8 0,6 07 04 -0,3
P090 65,4 13,3 13,6 -0,8 -0,5 -0,5 -0,7
P091 74,1 31 6,1 41 2,2 0,2 -0,1
P118 80,2 21,3 6,1 -10,8 -6,5 -0,8 -1,3
P128 55,90 17,8 16,7 10,2 8,3 0,5 -0,2
P132 NT 18,9 20,8 8,6 9,0 0,4 0,5
P137 80,2 10,8 8,6 8,9 -34 NT NT
P139 62,6 13,0 16,8 41 4.4 -05 0,2
P140 63,6 37,4 20,6 10,9 10,8 0,1 0,2
P141 62,6 8.8 5,3 2,3 3,6 0,5 0,2
P145 19,9 34,1 26,4 2,5 53 -0,6 -0,5
P146 33,8 -6,1 -19,6 47 1,9 2,9 -0,2
P147 62,6 18,9 12,4 2,0 0,5 0,6 0,1
P148 62,6 16,4 18,5 3,9 6,6 -0,1 -0,2
P155 NT 14,3 20,2 0.8 25 NT NT
mediana 62,6 16,4 18,5 41 31 -0,1 -0,1
(min-max) (19,9-80,2) (-6,1-37,4) (-19,6-37,8) (-10,8-14,8) (-6,5-15,2) (-1,0-2,9) (-1,3-0,5)
células CD56™
% blogueio CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)
EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
Ree2 K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ
P054 38,0 81 84 5 4 -9 -12
P055 36,7 85 95 14 17 31 47
P059 17,9 -33 -21 11 -12 NT NT
P066 NT 97 139 18 15 38 35
P069 15,5 4 98 -58 -26 -51 -31
PO71 33,9 98 87 23 17 25 6
PO77 15,5 217 226 -57 -68 -70 -86
P090 53,6 41 41 -1 2 -2 3
P091 28,9 10 15 -5 -6 0 -9
P118 17,9 36 94 -38 -8 33 43
P128 21,0 147 143 23 13 18 1
P132 NT 38 48 15 21 10 16
P137 17,9 51 41 1 -22 NT NT
P139 36,7 26 36 14 15 3 0
P140 38,0 88 64 13 13 -1 2
P141 36,7 39 69 -1 4 -11 -13
P145 15,5 98 176 -20 29 -26 13
P146 13,9 134 7 0 -2 9 -14
P147 36,7 44 40 0 -2 0 0
P148 36,7 70 84 -4 1 0 0
P155 NT -26 18 -17 -2 NT NT
mediana 314 51,0 69,0 -0,4 2,1 0,0 04
(min-max) (13,9-53,6) (-33-217) (-21-226) (-58-23) (-68-29) (-70-38) (-86-47)

EDT: grupo endometriose com numeragdo dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as
subpopulagdes CD569MCD16*, CD569m™CD16°, CD569"CD16*, CD569MCD16°, CD56°CD16*, MFI: mediana de
intensidade de fluorescéncia (intensidade de express&o), min: valor minimo, max: valor maximo. K562: estimulo
com células K562 descontado o valor basal (sem estimulo) K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas
para a proteina MICA, descontado o valor basal (sem estimulo) NT: ndo testado, valores negativos: valores onde
o valor basal, sem estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pdés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e
controles.

° Grupo controle
células CD56%™
slarEE CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)
CTR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ
c27 68,9 21,3 30,7 3,4 2,4 0,2 0,3
Cc28 74,1 -2,4 -13,8 7,4 4,4 -0,4 NT
C30 19,9 -6,5 14,4 1,4 -0,2 0,8 0,5
C32 NT 21,3 NT 6,7 NT 0,9 NT
C33 33,8 29,9 27,4 4,1 57 0,5 0,3
C35 19,9 36,9 53,3 4,2 57 -0,8 -0,9
C38 80,2 23,8 14,4 57 10,1 0,4 -0,1
C39 NT 33,6 20,0 10,9 59 -0,2 1,5
C42 68,9 43,1 459 16,3 17,0 -0,1 0,3
C43 68,9 18,4 -2,0 4,9 0,4 0,5 0,6
C44 68,9 -0,6 2,1 0,2 0,0 NT NT
C66 68,9 16,3 23,1 2,6 3,9 -0,2 1,1
C72 74,1 13,6 8,9 4,2 2,3 NT NT
C73 62,2 22,0 25,0 3,2 4,5 -0,6 -0,1
C76 62,2 15,7 10,9 2,3 0,8 2,1 0,7
Cc77 74,1 39,5 46,8 4,0 6,7 -0,5 -0,2
C78 71,9 27,5 22,0 11,9 10,7 0,0 0,4
C79 71,9 -3,8 11,6 1,5 3,7 NT NT
C80 62,2 28,3 33,1 9,2 8,3 NT NT
cs1 62,2 32,8 36,7 11,5 34 0,4 1.2
mediana 68,9 21,6 22,0 4,2 4,4 0,1 0,3
(min-max) (19,9-80,2) (-6,5-43,1) (-13,8-53,3) (0,2-16,3) (-0,2-17) (-0,8-2,1) (-0,9-1,5)
células CD56%™
Tllogiee CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)
CTR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ
c27 33,9 68 100 17 7 32 27
C28 28,9 58 39 13 1 -16 NT
C30 15,5 123 50 1 18 5 15
c32 NT 72 NT 12 NT 39 NT
c33 13,9 129 117 -10 i3 -18 -9
C35 15,5 125 214 -13 -8 -11 -20
c38 17,9 82 94 29 24 65 80
C39 NT 107 49 21 22 9 36
c42 33,9 153 199 45 60 56 103
c43 33,9 81 -5 -15 22 23 61
C44 33,9 147 20 -32 34 NT NT
C66 33,9 39 85 14 20 80 77
cr2 28,9 52 -38 -9 -37 NT NT
c73 34,0 113 102 38 50 0 0
C76 34,0 50 24 26 17 3 0
c77 28,9 127 177 -3 2 -12 -13
crs 36,0 86 85 72 67 0 0
c79 36,0 32 87 57 138 NT NT
c80 34,0 132 161 28 9 NT NT
C81 34,0 188 207 46 64 0 59
mediana 33,9 9,5 87,0 156 20,1 15 212
(min-max) (13,9-36) (32-188) (-38-214) (-32-72) (-37-138) (-18-80) (-20-103)

CTR: grupo controle com numeracdo dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as
subpopulagdes CD569MCD16*, CD569™CD16°, CD569"CD16*, CD569MCD16°, CD56°CD16%; MFI: mediana de
intensidade de fluorescéncia (intensidade de express&o); min: valor minimo; max: valor méximo; K562: estimulo
com células K562 descontado o valor basal (sem estimulo); K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas
para a proteina MICA, descontado o valor basal (sem estimulo; NT: ndo testado; valores negativos: valores onde
o valor basal, sem estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e
controles.

C)  CDsgrion

° Grupo endometriose
células CD56"""
e CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)
EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ
P054 63,6 18,2 10,8 4,7 1,3 2,0 0,6
P055 62,6 17,6 20,1 52 7,8 -2,9 -2,4
P059 80,2 NA 12,6 NA -1,0 NT NT
P066 NT 4,6 27,8 2,7 6,4 0,4 -1,1
P069 19,9 NA NA NA NA NA NA
P0O71 68,9 29,0 NA 0,7 NA 0,0 NA
PO77 19,9 34,4 31,3 0,6 -0,7 1,1 0,4
P090 65,4 9,5 12,6 -4,0 -5,1 1,9 -0,6
P091 74,1 NA NA NA NA NA NA
P118 80,2 17,6 15,6 4,0 11,0 -5,0 -5,4
P128 55,90 30,2 26,7 4,3 4,3 1,0 0,5
P132 NT 17,7 16,3 8,2 5,0 -0,2 -0,2
P137 80,2 52 12,2 8,3 1,8 NT NT
P139 62,6 23,5 13,4 10,5 4,8 0,0 -0,1
P140 63,6 12,9 -1,3 -0,2 1,2 0,1 0,1
P141 62,6 NA NA NA NA NA NA
P145 19,9 44,1 NA 0,9 NA 1,8 NA
P146 33,8 28,4 18,4 4,1 -0,1 4,9 0,3
P147 62,6 22,2 21,3 8,0 7,5 -0,6 0,0
P148 62,6 19,9 21,1 4,4 7.4 -1,5 -1,3
P155 NT 12,7 24,1 1,7 2,4 NT NT
mediana 62,6 18,2 17,3 4,1 3,4 0,1 -0,1
(min-max) (19,9-80,2) (4,6-44,1) (-1,3-31,3) (-4,0-105)  (-5,1-11,0) (-5,0-4,9) (-5,4-0,6)
células CD56"""
N e CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)
EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ
P054 38 54 33 4 1 7 4
P055 37 62 98 -1 -4 -14 -22
P059 18 NA 23 NA -68 NT NT
P066 NT 40 90 2 1 5 12
P069 16 NA NA NA NA NT NA
PO71 34 42 NA -18 NA 21 NA
PO77 16 170 298 72 -84 -51 53
P090 54 34 26 0 0 -10 -10
P091 29 NA NA NA NA NA NA
P118 18 23 53 -51 -30 -41 -39
P128 21 161 116 6 4 1 -16
P132 NT 60 65 0 2 9 19
P137 18 57 55 -6 -37 NT NT
P139 37 118 99 9 4 -6 9
P140 38 30 58 2 8 -3 4
P141 37 NA NA NA NA NA NA
P145 16 44 NA -28 NA -46 NA
P146 14 205 51 10 0 7 -19
P147 37 84 75 2 4 -28 -15
P148 37 112 123 -9 -1 -45 -22
P155 NT -54 22 -20 7 NT NT
mediana 31 57 62 -1 -1 -10 -15
(min-max) (14-54) (-54-205) (22-298) (-72-10) (-84-8) (-51-9) (-53-19)

EDT: grupo endometriose com numeragdo dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as
subpopulacdes CD569mCD16*, CD569m™CD16°, CD56"9"CD16*, CD56PMCD16°, CD56'CD16*; MFI: mediana de
intensidade de fluorescéncia (intensidade de express&o); min: valor minimo; max: valor méximo; K562: estimulo
com células K562 descontado o valor basal (sem estimulo); K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas
para a proteina MICA, descontado o valor basal (sem estimulo); NT: ndo testado; NA: ndo analisado - nUmero de
eventos adquiridos no citdmetro ndo atingiram o valor de corte (= 100); valores negativos: valores onde o valor
basal, sem estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e
controles.

e Grupo controle

células CD56°"9"

% bloqueio CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)
ClIR parallvlslng El estimulo estimulo estimulo
K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ
cz7 68,9 39,3 39,6 4,3 5,4 0,4 0,4
c28 74,1 NA 28,7 NA 15,8 NT NT
C30 19,9 16,0 0,0 -1,5 -1,8 0,6 -0,1
c32 NT 16,3 NT 3,6 NT -0,7 NT
C33 33,8 55,4 48,6 6,6 6,6 -0,1 -0,1
C35 19,9 19,7 21,0 -0,5 1,0 -0,6 -1,0
Cc38 80,2 8,7 18,0 1,9 11,2 -0,8 1,4
C39 NT 6,4 2,5 3,7 53 -1,9 -0,7
c42 68,9 48,6 35,2 11,3 21,4 -1,4 -1,4
Cc43 68,9 58,5 15,5 8,3 0,7 1,0 NT
c44 68,9 NA NA NA NA NA NA
C66 68,9 23,0 14,4 3,4 5,8 2,1 1,6
Cc72 74,1 26,4 17,4 11,9 4,2 NT NT
Cc73 62,2 46,8 43,9 4,7 2,7 -6,2 -4,9
Cc76 62,2 41,0 24,1 9,5 12,0 8,7 -0,5
c77 74,1 20,1 25,6 57 9,0 2,1 0,8
c78 71,9 22,2 41,3 11,2 14,3 NA 4,8
c79 71,9 NA NA NA NA NA NA
Cc80 62,2 14,9 5,0 1,3 3,7 NT NT
c81 62,2 36,6 38,0 10,3 6,8 -3,2 -2,4
mediana 68,9 23,0 24,1 4,7 5,8 -0,3 -0,1
(min-max) _ |(19,9-80,2) (6,4-58,5) (0-48,6) (-1,5-11,9) (-1,8-21,4) (-6,2-8,7) (-4,9-4,8)
células CD56"""

% bloqueio CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)

SUlR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562
K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ

Cc27 33,9 224 220 21 -6 3 -17
c28 28,9 NA 62 NA -2 NT NT
C30 15,5 117 52 6 6 -17 12
C32 NT 92 NT 11 NT 19 NT
C33 13,9 219 186 -5 2 -14 -13
C35 (585 79 168 -30 -27 -13 -30
C38 17,9 96 143 18 8 23 23
C39 NT 96 75 15 24 0 NT
C42 33,9 777 546 46 44 18 22
C43 33,9 240 -3 -8 30 -12 NT
C44 33,9 NA NA NA NA NA NA
C66 33,9 62 81 7 B 9 8
C72 28,9 103 -33 5 -32 NT NT
C73 34,0 214 192 64 64 31 10
C76 34,0 102 39 38 31 5 -4
Cc77 28,9 83 159 -1 4 -4 -20
C78 36,0 80 30 41 24 NA 22
C79 36,0 NA NA NA NA NA NA
Cc80 34,0 22 -29 17 33 NT NT
Cc81 34,0 193 183 13 25 -1 -1
mediana 33,9 102 81 13 8 2 4
(min-max) (13,9-36,0) 22-777) (-33-546) (-30-64) (-32-64) (-17-31) (-30-23)

CTR: grupo controle com numeracao dos diferentes participantes de pesquisa, NK totais: incluem as subpopulacdes
CD569mCD16*, CD569mCD16°, CD569"CD16*, CD56P9"CD16°, CD56'CD16*, MFI: mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expresséo); min: valor minimo, max: valor méximo. K562: estimulo com células K562
descontado o valor basal (sem estimulo) K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas para a proteina MICA,
descontado o valor basal (sem estimulo); NT: ndo testado; NA: ndo analisado - niUmero de eventos adquiridos no
citbmetro nao atingiu o valor de corte (= 100), valores negativos: valores onde o valor basal, sem estimulo, foi maior
do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pdés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e
controles.

D) CD569MCD16"

. Grupo endometriose
células CD56"™CD16"
% blogueio CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)
EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ
P0O54 63,6 32,1 15,8 0,3 -0,2 -0,7 -0,4
PO55 62,6 28,0 35,4 3,1 6,6 -0,3 1,3
P059 80,2 20,5 28,7 17,6 54 NT NT
P066 NT 9,0 31,4 9,2 8,8 -1,1 -0,3
P069 19,9 -12,0 60,7 1,0 -3,0 1,3 0,0
PO71 68,9 38,1 29,4 0,0 -0,4 -0,6 -0,6
PO77 19,9 19,6 39,2 0,7 -0,7 1,0 -0,1
P090 65,4 8,3 17,2 0,2 0,3 -1,1 0,3
P091 74,1 NA NA NA NA NA NA
P118 80,2 26,9 13,7 -9,4 -10,6 -0,1 0,8
P128 55,9 37,0 34,3 8,6 6,6 1,3 0,8
P132 NT 15,9 16,3 5,8 4,7 0,5 0,7
P137 80,2 9,3 58 6,6 -4,7 NT NT
P139 62,6 15,6 18,0 3,6 5,8 -0,8 -0,1
P140 63,6 45,7 36,7 52 4,2 0,3 0,4
P141 62,6 22,6 34,0 59 9,6 -0,5 -0,5
P145 19,9 31,7 58,3 -1,8 -0,4 0,0 0,3
P146 33,8 -5,7 -20,6 3,0 3,3 3,1 0,1
P147 62,6 21,6 18,8 1,9 0,1 0,6 0,0
P148 62,6 20,0 29,3 29 3,8 -0,4 -0,7
P155 NT 16,1 27,5 3,3 7.5 NT NT
mediana 62,6 20,3 29,0 3,0 1,8 -0,1 0,0
(min-max) (19,9-80,2) (-12-45,7)  (-20,6-60,7) (-9,4-17,6) (-10,6-9,6) (-1,1-3,1) (-0,7-1,3)
células CD56°™CD16"
% bloqueio CD107a (MFI) IFN-y (MFI1) IL-10 (MFI)
EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ
PO54 38,0 68 51 2 2 -14 -9
P055 36,7 58 74 -3 13 0 0
P059 17,9 27 84 -5 -25 NT NT
P066 NT 74 112 13 8 24 29
P069 15,5 -27 55 -73 -60 -146 -137
P071 33,9 81 12 11 -15 79 47
P0O77 15,5 163 167 -74 -88 -245 -255
P090 53,6 12 25 -5 0 -29 -12
P091 28,9 NA NA NA NA NA NA
P118 17,9 55 109 -45 -19 42 67
P128 21,0 148 131 19 7 0 0
P132 NT 28 32 9 13 12 16
P137 17,9 47 35 -5 -26 NT NT
P139 36,7 0 0 16 17 41 47
P140 38,0 61 45 5 5 -9 3
P141 36,7 149 166 16 12 0 0
P145 15,5 60 164 -38 15 -27 24
P146 13,9 126 0 -4 -4 7 -14
P147 36,7 44 60 -1 -5 0 0
P148 36,7 60 73 5 2 0 0
P155 NT -16 41 -17 0 NT NT
mediana 31,4 59,0 57,5 -3,3 -0,1 0,0 0,0
(min-max) (13,9-53,6) (-27-163) (0-167) (-74-19) (-88-17) (-245-79) (-255-67)

EDT: grupo endometriose com numeragdo dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as
subpopulacdes CD569mCD16*, CD569mCD16°, CD56"9"CD16*, CD56PMCD16°, CD56°'CD16*; MFI: mediana de
intensidade de fluorescéncia (intensidade de expresséo); min: valor minimo; max: valor maximo; K562: estimulo
com células K562 descontado o valor basal (sem estimulo); K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas
para a proteina MICA, descontado o valor basal (sem estimulo); NT: ndo testado; NA: ndo analisado - nUmero de
eventos adquiridos no citdmetro ndo atingiram o valor de corte (= 100); valores negativos: valores onde o valor
basal, sem estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pdés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e

controles.

e Grupo controle

células CD56°™CD16"

ol CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)
CTR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ
c27 68,9 29,2 36,7 1,9 0,4 0,4 0,2
c28 74,1 11,4 10,4 9,6 6,1 0,4 NT
C30 19,9 6,1 -24,9 0,8 0,4 0,6 08
C32 NT 25,4 NT 4.4 NT 1,0 NT
c33 33,8 -33 30,8 3,9 55 0,3 0,2
c35 19,9 30,1 45,6 0,6 -1,0 14 13
c38 80,2 38,3 38,1 18,5 18,5 0,7 0,0
c39 NT 32,5 18,9 7,5 6,5 0,4 14
ca2 68,9 39,0 45,0 41 7.8 0,3 11
ca3 68,9 26,4 25 11 0,0 0,7 NT
caa 68,9 NT NT NT NT NT NT
c66 68,9 28,2 272 2,6 0,1 0,5 1,0
C72 74,1 12,2 3,7 0,8 -0,5 NT NT
c73 62,2 27,9 25,8 12 1,6 0,9 0,6
c76 62,2 18,8 9,8 3,3 0,0 13 0,9
loyas 741 33,3 12,7 1,0 3,1 0,1 0,6
c78 71,9 29,1 36,8 9,7 10,1 0,4 0,5
c79 71,9 NA NA NA NA NA NA
c80 62,2 42,7 45,8 13,9 8,4 NT NT
csl 62,2 473 -14.1 17,6 3,6 0,6 0,5
mediana 68,9 28,6 25,8 3,6 3,1 0,4 0,5
(min-max) (19,9-80,2) (-6,1-47,3)  (-24,9-45,8) (-2,6-185)  (-1,0-18,5) (-1,4-1,3) (-1,3-1,4)
células CD56°™CD16"
s BlleE e CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)
CTR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ
c27 33,9 71 104 18 -10 14 19
c28 28,9 61 79 8 -3 -18 NT
C30 15,5 -231 -231 3 14 337 278
C32 NT 62 NT 10 NT 38 NT
C33 13,9 141 125 -10 -3 -17 -7
C35 15,5 51 127 -14 -15 -18 -11
C38 17,9 114 139 28 13 0 0
C39 NT 96 42 16 20 9 39
c42 33,9 78 170 23 40 0 0
C43 33,9 76 -4 -21 23 7 NT
C44 33,9 NA NT NA NT NA NT
C66 33,9 75 77 24 24 0 0
C72 28,9 40 -48 -15 -43 NT NT
c73 34,0 112 94 22 35 0 0
c76 34,0 53 26 43 31 0 0
c77 28,9 109 150 -8 5 -13 -13
c78 36,0 74 75 31 32 0 0
C79 36,0 NA NA NA NA NA NA
C80 34,0 178 278 38 22 NT NT
cs1 34,0 276 239 49 65 0 0
mediana 33,9 755 94,0 17,0 20,0 0,0 0,0
(min-max) (13,9-36,0) (-213-276) (-213-278) (-21-49) (-43-65) (-18-337) (-13-278)

CTR: grupo controle com numeracao dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as subpopula¢des
CD569mMCD16*, CD569mMCD16°, CD56PM9"MCD16*, CD56P19MCD16°, CD56°CD16%; MFI: mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expressdo); min: valor minimo; max: valor maximo; K562: estimulo com células K562
descontado o valor basal (sem estimulo); K562BLOQ: estimulo com células K562 blogueadas para a proteina
MICA, descontado o valor basal (sem estimulo); NT: ndo testado; NA: ndo analisado - nimero de eventos
adquiridos no citdbmetro ndo atingiu o valor de corte (= 100); valores negativos: valores onde o valor basal, sem
estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pdés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e
controles.

E)  CD56YmCD16

o Grupo endometriose
células CD56°™CD16"
_ CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)
EDT A loleEEE estimulo estimulo estimulo
para MICA em
K562 K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ

P054 63,6 10,7 26,4 6,3 59 0,2 0,3
P055 62,6 29,6 23,0 9,6 10,5 0,1 -0,1
P059 80,2 23 5,4 51 15 NT NT
P066 NT 6,4 19,4 18,9 23,3 -15 0,5
PO69 19,9 22,7 25,6 0,8 5,7 0,2 0,3
PO71 68,9 30,7 34,6 8,1 7,5 -1,9 51
PO77 19,9 26,7 28,7 2,4 2,4 0,1 -0,2
P090 65,4 25,6 24,4 1,7 0,7 1,3 0,2
P091 74,1 NA NA NA NA NA NA
P118 80,2 15,5 -3,9 -17,8 -14,8 -1,4 -2,3
P128 55,9 13,4 14,6 7.5 9,1 0,5 0,9
P132 NT 26,2 31,8 25,6 32,3 2,0 1,3
P137 80,2 17,4 22,7 13,7 6,1 NT NT
P139 62,6 8.4 46 45 52 0,7 1,0
P140 63,6 19,7 16,7 14,8 20,1 -0,1 0,6
P141 62,6 3,8 9,0 1,7 2.4 0,3 05
P145 19,9 23,3 31,0 3,6 7,0 -0,9 -0,3
P146 33,38 -4,3 -15,4 9,8 10,2 2,9 0,7
P147 62,6 19,8 8,0 3,8 1,0 -0,3 -0,5
P148 62,6 16,7 21,6 9,1 11,3 -0,1 -0,7
P155 NT 57 10,1 0,0 1,1 NT NT
mediana 62,6 17,1 20,5 57 6,0 -0,1 -0,1
(min-max) (19,9-80,2) (-4,3-30,7)  (-15,4-34,6) (-17,8-25,6)  (-14,8-32,3) (-1,9-2,9) (-2,3-5,1)

células CD56"™CD16

% bloqueio CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)

EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ

P0O54 38,0 123 140 7 7 .12 -19
PO55 36,7 85 97 12 14 -17 -9
P059 17,9 -12 -18 35 -3 NT NT
P066 NT 141 191 22 25 3 -6
P069 I515) 62 183 -110 -72 -35 -18
PO71 33,9 115 244 32 52 -23 -29
PO77 15,5 388 252 -50 -46 -37 -40
P090 53,6 74 50 -6 3 -13 10
P091 28,9 NA NA NA NA NA NA
P118 17,9 26 112 -31 B -16 -4
p128 21,0 144 154 28 23 24 7
pP132 NT 135 205 73 96 -5 0
P137 17,9 111 131 21 -9 NT NT
P139 36,7 46 30 7 13 6 (0]
P140 38,0 138 134 20 24 4 -5
P141 36,7 14 32 -2 8 -3 -3
pP145 15,5 147 196 -14 38 -32 3
P146 13,9 183 39 13 12 14 -13
P147 36,7 44 25 2 -4 20 27
P148 36,7 95 103 7 13 -9 -8
P155 NT -39 3 -17 o NT NT
mediana 31,4 103,0 121,5 7,0 9,9 -12,0 -6,0
(min-max) (13,9-53,6) (-39-388) (-18-252) (-110-73) (-72-96) (-37-24) (-40-10)

EDT: grupo endometriose com numeragdo dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as
subpopulagdes CD569MCD16*, CD569™CD16°, CD569"CD16*, CD569"MCD16°, CD56°CD16%; MFI: mediana de
intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressdo); min: valor minimo; max: valor maximo; K562: estimulo
com células K562 descontado o valor basal (sem estimulo); K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas
para a proteina MICA, descontado o valor basal (sem estimulo); NT: ndo testado; NA: ndo analisado - numero de
eventos adquiridos no citbmetro ndo atingiram o valor de corte (= 100); valores negativos: valores onde o valor
basal, sem estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pdés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e
controles.

e Grupo controle

células CD56°™CD16"

olslaa e CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)

CTR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ
c27 68,9 12,3 18,3 3,3 3,5 -0,3 -0,1
C28 74,1 -16,8 -16,6 51 2,3 NT NT
C30 19,9 -4,4 12,1 1,7 -0,7 0,7 0,7
C32 NT 25,1 NT 12,2 NT 0,1 NT
C33 33,8 16,2 13,7 4,4 7,1 0,4 0,2
C35 19,9 42,4 56,5 6,0 9,0 -0,4 -1,0
c38 80,2 75 6,3 2,0 17 -0,2 0,5
c39 NT 39,0 30,6 29,3 252 -0,9 -0,2
c42 68,9 42,0 35,1 30,3 22,0 01 0,2
c43 68,9 14,8 1,7 97 05 08 01
C44 68,9 -7,7 -1,0 0,2 0,0 NT NT
c66 68,9 48 10,4 37 38 -0,9 0,6
C72 74,1 22,7 13,3 13,6 6,2 NT NT
C73 62,2 15,7 27,1 8,4 9,7 -1,6 -0,7
C76 62,2 17,2 13,3 2,4 1,4 3,3 1,6
c77 74,1 32,3 44,6 8,2 12,5 0,7 -1,0
c78 71,9 25,2 25,1 13,1 14,8 04 1,4
C79 71,9 NA NA NA NA NA NA
c80 62,2 93 14,0 97 10,9 NT NT
C81 62,2 18,8 20,7 12,6 2,8 1,1 1,7
mediana 68,9 16,2 13,9 8,2 5,0 0,1 0,2
(min-max) (19,9-80,2) (-16,8-42,4) _ (-16,6-56,5) (0,2-30,3) (-0,7-25,2) (-1,6-3,3) (-1,0-1,7)
células CD56°™CD16

e e CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)

CTR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ

c27 339 70 99 16 -3 -5 11
Cc28 28,9 50 12 18 3 NT NT
C30 15,5 149 41 -4 10 -9 5
C32 NT 155 NT 21 NT 3 NT
C33 13,9 84 81 -17 -8 -18 -14
C35 15,5 330 321 -11 -6 -6 =27
c38 17,9 77 82 6 1 -3 1
C39 NT 276 162 82 59 -21 -12
C42 33,9 488 233 83 72 14 14
c43 33,9 %0 1 -14 14 -19 28
C44 33,9 106 -14 -42 45 NT NT
C66 33,9 15 84 9 14 -5 6
c72 289 106 7 16 22 NT NT
C73 34,0 120 212 21 45 -21 -37
C76 34,0 37 10 0 1 5 -2
c77 28,9 155 226 6 15 1 -3
C78 36,0 235 440 50 68 -7 15
C79 36,0 NA NA NA NA NA NA
C80 34,0 59 27 27 12 NT NT
C81 34,0 98 166 14 4 -4 -8
mediana 33,9 106,0 83,0 14,0 11,0 -5,0 -2,5
(min-max) | (13,9-36,0) (15-488) (-14-440) (-42-83) (-22-72) (-21-14) (-37-28)

CTR: grupo controle com numeracao dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as subpopulacdes
CD569MCD16*, CD569MCD16°, CD56PM9MCD16*, CD56P19MCD16°, CD56°CD16%; MFI: mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expresséo); min: valor minimo; max: valor méximo; K562: estimulo com células K562
descontado o valor basal (sem estimulo); K562BLOQ: estimulo com células K562 blogueadas para a proteina
MICA, descontado o valor basal (sem estimulo); NT: ndo testado; NA: ndo analisado - nimero de eventos
adquiridos no citémetro ndo atingiu o valor de corte (= 100); valores negativos: valores onde o valor basal, sem
estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pdés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e
controles.

F) CD56"9"CD16*

o Grupo endometriose
células CD56°""CD16"

% bloqueio CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)

EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ
PO54 63,6 NA NA NA NA NA NA
PO55 62,6 NA NA NA NA NA NA
PO59 80,2 NA NA NA NA NA NA
P066 NT -1,3 36,5 59 9,7 1,8 0,4
PO69 19,9 NA NA NA NA NA NA
PO71 68,9 NA NA NA NA NA NA
PO77 19,9 NA NA NA NA NA NA
P090 65,4 NA NA NA NA NA NA
PO91 74,1 NA NA NA NA NA NA
P118 80,2 NA NA NA NA NA NA
p128 55,90 NA NA NA NA NA NA
P132 NT NA NA NA NA NA NA
P137 80,2 NA NA NA NA NA NA
P139 62,6 NA NA NA NA NA NA
P140 63,6 NA NA NA NA NA NA
P141 62,6 NA NA NA NA NA NA
pP145 19,9 NA NA NA NA NA NA
P146 3338 39,6 32 6,1 -41 62 06
P147 62,6 74 0.2 2.2 5,7 07 11
P148 62,6 14,8 97 2,0 7.0 25 27
P155 NT NA NA NA NA NA NA
mediana 62,6 11,1 6,4 2.1 6,4 0,6 0,9
(min-max) (19,9-80,2) (-1,3-39.6) _ (0,2-36,5) (-6,1-5,9) (-4,1-9,7) (-2,5-6,2) (0,4-2,7)
células CD56°""CD16"

%bloqueio CD107a (MFI) IFN-y (MFI1) IL-10 (MFI)

EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ

P054 38,0 NA NA NA NA NA NA
PO55 36,7 NA NA NA NA NA NA
PO59 17,9 NA NA NA NA NA NA
PO66 NT 74 110 -3 -6 -16 -9
P069 155 NA NA NA NA NA NA
PO71 33.9 NA NA NA NA NA NA
PO77 155 NA NA NA NA NA NA
P090 53,6 NA NA NA NA NA NA
PO91 28,9 NA NA NA NA NA NA
P118 17,9 NA NA NA NA NA NA
P128 21,0 NA NA NA NA NA NA
P132 NT NA NA NA NA NA NA
P137 17,9 NA NA NA NA NA NA
P139 36,7 NA NA NA NA NA NA
P140 38,0 NA NA NA NA NA NA
P141 36,7 NA NA NA NA NA NA
P145 155 NA NA NA NA NA NA
P146 13,9 118 -61 8 5 26 20
P147 36,7 39 2 -4 -4 0 0
P148 36,7 44 67 -8 -9 -40 -3
P155 NT NA NA NA NA NA NA
mediana 31,4 59,0 54,5 34 54 -8,0 6,0
(min-max) | (13,9-53,6) (39-118) (-61-110) (-8-8) (-9 - -4) (-40-26) (-20-0)

EDT: grupo endometriose com numeragdo dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as
subpopulacdes CD569mCD16*, CD569m™CD16°, CD56"9"CD16*, CD56P"CD16°, CD56°'CD16*; MFI: mediana de
intensidade de fluorescéncia (intensidade de express&o); min: valor minimo; max: valor maximo; K562: estimulo
com células K562 descontado o valor basal (sem estimulo); K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas
para a proteina MICA, descontado o valor basal (sem estimulo); NT: ndo testado; NA: ndo analisado - nUmero de
eventos adquiridos no citdmetro ndo atingiram o valor de corte (= 100); valores negativos: valores onde o valor
basal, sem estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e
controles.

e Grupo controle

células CD56"""CD16"

e CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)
CTR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ

Cc27 68,9 37,0 30,3 0,3 -0,4 0,8 0,3
C28 74,1 NA NA NA NA NA NA
C30 19,9 8,6 51,0 -1,0 0,9 0,0 3,3
Cc32 NT 16,9 NT 6,7 NT 16,9 NT
c33 338 51,2 48,3 21 56 0.0 03
C35 19,9 NA NA NA NA NA NA
C38 80,2 NA NA NA NA NA NA
c39 NT 6,0 51 45 6.6 3,7 15
C42 68,9 32,3 45,5 8,2 27,7 53 0,0
c43 68,9 21,2 20,5 4,5 5,8 3,4 NT
c44 68,9 NA NA NA NA NA NA
C66 68,9 NA NA NA NA NA NA
C72 74,1 2,2 2,7 -0,8 -0,8 NT NT
C73 62,2 NA NA NA NA NA NA
C76 62,2 NA NA NA NA NA NA
Cc77 74,1 NA NA NA NA NA NA
C78 71,9 NA NA NA NA NA NA
C79 71,9 NA NA NA NA NA NA
C80 62,2 NA NA NA NA NA NA
Cc81 62,2 NA NA NA NA NA NA
mediana 68,9 19,1 303 12 0,9 0.8 0.3
(min-max) (19,9-80,2) (2,2-51,2) (2,7-51) (4582  (-5827,7) (3,7-16,9) _ (-1533)

células CD56"""CD16"

% blogueio CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)

CTR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ

c27 33,9 180 155 18 -12 11 4
c28 28,9 NA NA NA NA NA NA
C30 15,5 126 434 3 -3 2 16
C32 NT 52 NT 9 NT 41 NT
C33 13,9 194 95 -3 6 -23 =9
C35 15,5 NA NA NA NA NA NA
C38 17,9 NA NA NA NA NA NA
C39 NT 139 99 2 9 23 54
c42 33,9 92 207 55 38 0 0
c43 33,9 82 -9 -27 47 15 NT
ca4 33,9 NA NA NA NA NA NA
C66 33,9 NA NA NA NA NA NA
C72 28,9 84 27 -2 -38 NT NT
c73 34,0 NA NA NA NA NA NA
C76 34,0 NA NA NA NA NA NA
c77 28,9 NA NA NA NA NA NA
c78 36,0 NA NA NA NA NA NA
c79 36,0 NA NA NA NA NA NA
C80 34,0 NA NA NA NA NA NA
cs1 34,0 NA NA NA NA NA NA
mediana 33,9 109,0 99,0 2,5 6,4 11,0 4,0
(min-max) (13,9-36) (52-194) (-27-434) (-27-55) (-38-47) (-23-41) (-9-54)

CTR: grupo controle com numeracao dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as subpopulacdes
CD569MCD16*, CD569MCD16°, CD56PM9"CD16*, CD56P19MCD16°, CD56°CD16%; MFI: mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expressdo); min: valor minimo; max: valor maximo; K562: estimulo com células K562
descontado o valor basal (sem estimulo); K562BLOQ: estimulo com células K562 blogueadas para a proteina
MICA, descontado o valor basal (sem estimulo); NT: ndo testado; NA: ndo analisado - nimero de eventos
adquiridos no citbmetro ndo atingiu o valor de corte (= 100); valores negativos: valores onde o valor basal, sem
estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pds bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e
controles.

G) CD56P"9"CD16

o Grupo endometriose
células CD56°"™CD16°

% blogueio CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)

EDT para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ
PO54 63,6 26,8 33,7 5,7 3,7 13 0,2
PO55 62,6 19,4 30,6 16,3 22,7 77 7.8
P059 80,2 NA NA NA NA NA NA
P066 NT 4.4 24,1 0,9 41 0,1 -1,4
P069 19,9 NA NA NA NA NA NA
PO71 68,9 24,9 259 6,5 -1,8 03 23
PO77 19,9 14,6 21,6 04 -4,3 2,6 -35
P090 65,4 18,1 8,4 0,7 34 1,5 05
P091 74,1 NA NA NA NA NA NA
P118 80,2 15,2 7.4 -19,6 -15,4 NT NT
P128 55,90 37,2 36,1 34 45 2,4 0,5
P132 NT 14,3 14,7 7,1 5,1 01 0,3
P137 80,2 10,7 11,1 42 75 NT NT
P139 62,6 25,8 19,2 9,7 5,0 0,7 1,3
P140 63,6 21,3 -4,2 8,4 2,9 0,6 0,1
P141 62,6 NA NA NA NA NA NA
P145 19,9 NA NA NA NA NA NA
P146 33,38 37,4 34,3 6,7 1,2 3,5 -0,6
P147 62,6 28,3 28,9 7,9 7.8 0,5 0,6
P148 62,6 35,1 27,7 7,5 8,2 08 1,1
P155 NT 12,6 259 2,2 -1,5 NT NT
mediana 62,6 20,3 25,0 6,1 33 01 0,6
(min-max) | (19,9-80,2) (4,4-37,4)  (-4,2-36,1) (-19,6-16,3)  (-15,4-22,7) (-7,7-3,5) (-7,8-0,5)
células CD56""9"CD16
_ CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)
EDT O/ll\)IIIIJ(I:OAqZE:OKEZrZa estimulo estimulo estimulo
K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ

P054 38,0 61 52 6 8 13 -2
P055 36,7 121 191 13 27 -14 -28
P059 17,9 NA NA NA NA NA NA
P066 NT 31 79 -2 0 -6 -12
P069 15,5 NA NA NA NA NA NA
P0O71 33,9 38 -24 -11 -13 -19 -62
PO77 15,5 130 238 -75 -80 -42 -34
P090 53,6 50 28 1 0 3 4
P091 28,9 NA NA NA NA NA NA
P118 17,9 26 35 -48 -31 NT NT
P128 21,0 130 112 7 5 -19 -19
P132 NT 60 62 2 5 16 25
P137 17,9 53 43 -4 -34 NT NT
P139 36,7 149 116 7 8 -15 -14
P140 38,0 21 54 12 10 4 7
P141 36,7 NA NA NA NA NA NA
P145 155 NA NA NA NA NA NA
P146 13,9 231 110 12 2 6 -22
P147 36,7 109 94 2 5] -37 -29
P148 36,7 162 172 -9 2 -22 -5
P155 NT -69 -2 -20 -9 NT NT
mediana 31,4 60,5 70,5 14 2,0 -14,0 -14,0
(min-max) (13,9-53,6) (-69-231) (-24-238) (-75-13) (-80-27) (-42-16) (-62-25)

EDT: grupo endometriose com numeragdo dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as
subpopulagdes CD569mCD16*, CD569m™CD16°, CD569"'CD16*, CD56P"CD16°, CD56'CD16*; MFI: mediana de
intensidade de fluorescéncia (intensidade de express&o); min: valor minimo; max: valor méximo; K562: estimulo
com células K562 descontado o valor basal (sem estimulo); K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas
para a proteina MICA, descontado o valor basal (sem estimulo); NT: ndo testado; NA: ndo analisado - nUmero de
eventos adquiridos no citdmetro ndo atingiram o valor de corte (= 100); valores negativos: valores onde o valor
basal, sem estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Continuacao Tabela 3. Frequéncia e intensidade de expresséo, individuais, das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10 nas subpopulacdes de células NK, com o estimulo de células K562 e
estimulo de células K562 pés bloqueio para MICA, em mulheres com endometriose e controles

e Grupo controle

células CD56°™"CD16°

Bl CD107a (%) IFN-y (%) IL-10 (%)
CTR para MICA em estimulo estimulo estimulo
K562 K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ K562  K562BLOQ

c27 68,9 40,4 42,0 4,4 6,8 -0,6 -0,6
ca8 74,1 NA NA NA NA NA NA
C30 19,9 15,5 2,7 -0,6 -0,9 1,7 1,1
C32 NT 20,0 NT 51 NT -1,0 NT
c33 338 38,0 35,8 85 83 05 0,2
C35 19,9 38,1 21,9 0,5 2,2 0,5 -0,6
C38 80,2 18,4 23,0 18,8 21,1 -0,8 0,0
C39 NT 5,7 0,5 4,7 5,5 0,5 1,5
C42 68,9 52,6 33,2 115 21,1 -1,8 -1,8
C43 68,9 61,1 22,0 12,4 3,3 0,9 NT
C44 68,9 NA NA NA NA NA NA
C66 68,9 31,3 13,8 2,2 55 0,6 2,2
C72 74,1 11,9 54 8,5 1,7 NA NA
C73 62,2 40,4 54,6 NA NA NA NA
C76 62,2 28,4 13,2 8,9 8,4 10,9 0,0
C77 74,1 38,1 51,5 8,2 15,9 0,0 0,0
c78 71,9 28,9 NA NA NA NA NA
C79 71,9 NA NA NA NA NA NA
C80 62,2 9,0 59 1,5 3,1 NT NT
cs1 62,2 42,0 40,7 18,0 12,8 -3,0 3,1
mediana 68,9 31,3 22,0 8,2 6,2 0,0 0,0
(min-max) | (19,9-80,2) (57-61,1) _ (0,5-54,6) (-0,6-18,8)  (-0,9-21,1) (-3-10,9) (-3,1-2,2)

células CD56"""CD16"

. CD107a (MFI) IFN-y (MFI) IL-10 (MFI)

CTR W&?é?gﬂngzrza estimulo estimulo estimulo
K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ K562 K562BLOQ

c27 33,9 234 250 21 -5 -9 -30
c28 28,9 NA NA NA NA NA NA
C30 15,5 121 34 1 9 -25 4
C32 NT 72 NT 10 NT -4 NT
C33 13,9 235 222 -8 1 -10 -12
C35 15,5 127 201 -25 -21 -2 -23
C38 17,9 114 157 19 5 -15 -15
C39 NT 92 75 20 22 0 5
c42 33,9 1125 588 45 50 5 10
c43 33,9 512 33 7 25 -14 NT
Cc44 33,9 NA NA NA NA NA NA
C66 33,9 58 65 10 11 14 12
Cc72 28,9 74 -67 7 -31 NA NA
C73 34,0 187 195 NA NA NA NA
C76 34,0 115 23 31 11 8 -13
c77 28,9 91 326 -1 7 -14 -14
C78 36,0 100 NA NA NA NA NA
C79 36,0 NA NA NA NA NA NA
C80 34,0 12 -39 11 33 NT NT
csl 34,0 210 164 26 43 15 32
mediana 33,9 115,0 157,0 10,1 9,8 -4,0 -12,0
(min-max) (13,9-36) (12-1125) (-67-588) (-25-45) (-31-50) (-25-15) (-30-32)

CTR: grupo controle com numeracao dos diferentes participantes de pesquisa; NK totais: incluem as subpopula¢des
CD5649mCD16*, CD569mCD16°, CD56P9"CD16*, CD56P9"CD16°, CD56'CD16*; MFI: mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expresséo); min: valor minimo; max: valor maximo; K562: estimulo com células K562
descontado o valor basal (sem estimulo); K562BLOQ: estimulo com células K562 blogueadas para a proteina
MICA, descontado o valor basal (sem estimulo); NT: ndo testado; NA: ndo analisado - nimero de eventos
adquiridos no citdbmetro ndo atingiu o valor de corte (= 100); valores negativos: valores onde o valor basal, sem
estimulo, foi maior do que com estimulo.
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Tabela 4. Analise de correlacéo entre a frequéncia de células com expressao das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, ou entre a intensidade de
sua expressdo, em subpopulacdes de células NK circulantes, com os niveis de MICA sollvel de mulheres com endometriose e de controles, na

condi¢cdo basal de cultura, sem estimulo.

A) Grupo endometriose

Sem estimulo (% de células com expressao)

Subpopulagbes CD107a x sMICA soro CD107a x sMICA FP IFN-y x sMICA soro IFN-y x sMICA FP IL-10 x sMICA soro  IL-10 x sMICA FP
EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 17 ns ns 17 ns ns
CcD564m 21 ns ns 21 ns ns 21 0,0393 05 21 ns ns 18 ns ns 18 ns ns
CD56PnigNt 18 ns ns 18 ns ns 18 ns ns 18 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cbs6Y™cD16" 20 ns ns 20 ns ns 20 00277 05 20 ns ns 17 ns ns 17 ns ns
cD56%"CcD16 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 17 ns ns 17 ns ns
cD56""9"cD16" 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA
cD56"9"cD16 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns 13 ns ns
Sem estimulo (intensidade de expresséao, MFI)
Subpopulagbes CD107a x sMICA soro CD107a x sMICA FP IFN-y x sMICA soro IFN-y x sMICA FP IL-10 x sMICA soro  IL-10 x sMICA FP
EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 17 ns ns 17 ns ns
cpset™ 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 18 ns ns 18 ns ns
CD56PnigNt 18 ns ns 18 ns ns 18 ns ns 18 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cbs6Y™cD16* 20 ns  ns 20 ns  ns 20 ns ns 20 ns ns 17 ns ns 17 ns  ns
cD56%"CcD16 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 17 ns ns 17 ns ns
cD56""9"cD16" 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA 4 NA NA
CcD569"'cD16 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns 13 ns ns

EDT: grupo endometriose; NK totais: incluem as subpopulacdes CD569™CD16, CD569mCD16-, CD56P9"CD16*, CD569"CD167, CD56"CD16*; sMICA: MICA
soluvel; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expressao); n: nimero de pares de dados analisados para cada subpopulagdo; FP: fluido
peritoneal; NA: amostras ndo analisadas (< 100 eventos na aquisi¢cdo do citbmetro); em negrito: valores de p significantes (p<0,05) e respectivos valores de r; em
negrito e sublinhado: correlacGes diferenciais entre o grupo EDT e grupo controle; ns: néo significante (p= 0,05); as andlises foram realizadas a partir de valores da
mediana da porcentagem e da MFI de expressédo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, nas diferentes subpopulacGes de NK; niveis de sMICA analisados por
ELISA (Resultados, item 4.3); valores de p e r determinados pelo teste de correlacdo de Spearman.
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Continuacao Tabela 4. Andlise de correlacéo entre a frequéncia de células com expresséo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, ou
entre a intensidade de sua expressao, em subpopulacdes de células NK circulantes, com os niveis de MICA sollUvel de mulheres com

endometriose e de controles, na condi¢do basal de cultura, sem estimulo

B) Grupo controle
Sem estimulo (% de células com expressao)
Subpopulagbes CD107a x sSMICA soro CD107a x sMICA FP IFN-y x sMICA soro IFN-y x sMICA FP IL-10 x SMICA soro  IL-10 x SMICA FP
CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 17 ns ns 17 0,0316 0,5 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cDsed™ 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
CD5gPaM 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cDs56Y™cD16" 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cD56%™CD16 17 ns ns 17 00249 06 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cDs56"9"cp16* 9 ns ns 9 ns ns 9 ns ns 9 ns ns 8 ns ns 8 ns ns
CcD56"9"cD16 15 ns ns 15 ns ns 13 ns ns 13 ns ns 12 ns ns 12 ns ns
Sem estimulo (intensidade de expressao, MFI)
Subpopulagcbes CD107a x sMICA soro CD107a x sMICA FP IFN-y x sMICA soro IFN-y x sMICA FP IL-10 x sMICA soro  IL-10 x sMICA FP
CTR o] r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cDsed™ 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
CcD56PoN 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cbs6'™cD16" 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cD56%™CcD16 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cDs56"9"cp16" 9 ns ns 9 ns ns 9 ns ns 9 ns ns 8 ns ns 8 ns ns
cDps6P"cp16 15 ns ns 15 ns ns 13 ns ns 13 ns ns 12 ns ns 12  ns ns

CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagées CD569™CD16*, CD569™CD16°, CD56"9""CD16*, CD56"9"CD16°, CD56°CD16*; SMICA: MICA
soluvel; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expresséo); n: nimero de pares de dados analisados para cada subpopulagéo;
FP: fluido peritoneal; NA: amostras ndo analisadas (< 100 eventos na aquisicdo do citdmetro); em negrito: valores de p significantes (p<0,05) e
respectivos valores de r; em negrito e sublinhado: correlacdes diferenciais entre o grupo EDT e grupo controle ns: ndo significante (p= 0,05); as andlises
foram realizadas a partir de valores da mediana da porcentagem e da MFI de expressdao das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, nas diferentes
subpopulacdes de NK; niveis de sMICA analisados por ELISA (Resultados, item 4.3); valores de p e r determinados pelo teste de correlagdo de

Spearman.
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Tabela 5. Andlise de correlacdo entre a frequéncia de células com expressado das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10, e de suas intensidades de expressdo, em subpopula¢cdes de células
NK circulantes, com os niveis de MICA sollvel, no soro e no fluido peritoneal, de mulheres
com endometriose e de controles, na condi¢gdo com estimulo com células K562.

A) Grupo endometriose

Estimulo com K562 (% de células com expresséo)

IFN-y x sMICA soro IFN-y x sMICA FP

Subpopulagdes CD107a x SMICA soro  CD107a x sMICA FP IL-10 x sSMICA soro  IL-10 x SMICA FP

EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 21 00279 -05 17 ns ns 17 ns ns
CcD56™ 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 21 00373 -05 18 ns ns 18 ns ns
CD56>ron 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cD56%™cD16" 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 20 00468 -04 17 ns ns 17 ns ns
cD56™CD16 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 20 10,0076 -0.6 17 ns ns 17  ns ns
CD56°"9"CD16" 4 NA NA 4 NA NA 4 NA  NA 4 NA  NA 4 NA NA 4 NA NA
CD56”"9"'CD16° 16 ns  ns 16 ns  ns 16 00413 -05 16 ns ns 13 ns ns 13 ns ns

Estimulo com K562 (intensidade de expresséao, MFI)

IFN-y x sMICA soro IFN-y x sMICA FP

Subpopulagées CD107a x sMICA soro CD107a x sMICA FP IL-10 x sSMICA soro  IL-10 x SMICA FP

EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r EDT p r
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 21 00279 -05 17 ns ns 17 ns ns
cDs4™ 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 21 00434 -04 18 ns ns 18 ns ns
CD56™"oM 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cD56"™CD16" 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 20 00488 -04 17 ns ns 17 ns ns
cD56Y™CD16° 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 20 10,0435 -05 17 ns ns 17 ns ns
CD56™"9"CD16" 4 NA NA 4 NA  NA 4 NA  NA 4 NA  NA 4 NA NA 4 NA NA
CD56°"9"CD16 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns 13 ns ns
B) Grupo controle

Estimulo com K562 (% de células com expresséo)

IFN-y x sMICA FP

Subpopulagdes CD107a x sMICA soro  CD107a x sMICA FP IFN-y x sMICA soro IL-10 x SMICA soro  IL-10 x sMICA FP

CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cDsed™m 17 ns ns 17 ns  ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
CD56"19M 15 ns ns 15 ns ns 15 ns ns 15 00032 -07 13 ns ns 13  ns ns
cD56%™cD16* 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 15 00190 06 15 ns ns
cDs6Y™CD16 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 14 ns ns 14 ns ns
cps6”"cp16* 8 s ns 8 ns ns 8 ns ns 8 ns ns 7 ns ns 7 ns ns
CD56°"9"CD16° 15 ns ns 15 ns ns 13 ns ns 13 ns ns 12 ns ns 12 ns ns

Estimulo com K562 (intensidade de expresséo, MFI)

IFN-y x sMICA FP

Subpopulagées CD107a x sMICA soro CD107a x sMICA FP IFN-y x sMICA soro IL-10 x sSMICA soro  IL-10 x SMICA FP

CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cDsed™m 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
CD56°reM 15 ns  ns 15 ns ns 15 ns ns 15 ns ns 13 ns ns 13 ns ns
cbs6Y™cD16" 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 15 ns ns 15 ns ns
cDs6Y™CD16 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 17 ns ns 14 ns ns 14 ns ns
cps6”"cp16* 8 ns ns 8 ns ns 8 ns ns 8 ns ns 7 ns ns 7 ns s
CcD56°"9"CD16" 15 ns ns 15 ns ns 13 00140 -07 13 ns ns 12 ns ns 12 ns ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagdes CD569™CD16*, CD564™CD16-,
CD56M19"CD16*, CD56°9"CD16°, CD56°CD16%, sMICA: MICA soltvel, MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia
(intensidade de expressédo),K562: estimulo com células K562, n: numero de pares de dados analisados para cada
subpopulacéo; FP: fluido peritoneal, NA: amostras ndo analisadas(< 100 eventos na aquisicdo do citbmetro), em
negrito: valores de p significantes (p<0,05) e respectivos valores de r, em negrito e sublinhado: correlagGes
diferenciais entre o grupo EDT e grupo controle ns: néo significante (p= 0,05); as andlises foram realizadas a partir
de valores de mediana da porcentagem de células com expressdo e da MFI das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10,
nas diferentes subpopulagées de NK; niveis de sMICA analisados por ELISA (Resultados, item 4.3); valores de p e r

determinados pelo teste de correlagdo de Spearman.
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Tabela 6. Andlise de correlacdo das frequéncias de células com expressdo das moléculas
CD107a, IFN-y e IL-10, e de suas intensidades de expressdo, em subpopulacdes de células
NK circulantes, com os niveis de MICA solGvel, no soro e no fluido peritoneal, de mulheres
com endometriose e controles, na condicdo com estimulo com células K562 bloqueadas para
MICA.

A) Grupo endometriose
Estimulo com K562BLOQ (% de células com expressé&o)
Subpopulagdes CD107a x sMICA soro  CD107a x SMICA FP IFN-y x sMICA soro IFN-y x sMICA FP IL-10 x SMICA soro  IL-10 x SMICA FP
EDT p r  EDT p r EDT  p r  EDT p r EDT  p r EDT p r
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 21 ns ns 21 ns ns 21 0,0366 -05 21 ns ns 17 ns ns 17 ns ns
CcDs56Y™ 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 18 00427 05 18 ns ns
CD56P 9N 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns 13 ns ns
CcD56%™CD16" 20 00192 05 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 17 ns ns 17 ns ns
CcD56%™CD16" 20 ns ns 20 ns  ns 20 ns ns 20 00444 -05 17 ns ns 17 ns ns
CD56°""CD16" 4 NA NA 4 NA NA 4 NA  NA 4 NA  NA 4 NA NA 4 NA NA
CD56°"9"CD16° 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns 13 ns ns
Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI)
Subpopulagbes  CD107a x sMICA soro  CD107a x sMICA FP IFN-y x sMICA soro IFN-y x sMICA FP IL-10 x SMICA soro  IL-10 x SMICA FP
EDT pr  EDT p r EDT  p r EDT p r EDT  p r EDT p T
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 17 ns ns 17 ns ns
CcDs56%™ 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 21 ns ns 18 ns ns 18 ns ns
CD56"r9N 16 ns ns 16  0,0057 -07 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns 13 ns ns
CcD56%™CD16" 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 17 ns ns 17 ns ns
CD56%™CD16" 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 20 ns ns 17 ns ns 17 ns ns
CD56°""CD16" 4 NA NA 4 NA NA 4 NA  NA 4 NA  NA 4 NA NA 4 NA NA
CD56™9"CD16" 16 0,039 -05 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns 13 ns ns
B) Grupo controle
Estimulo com K562BLOQ (% de células com expresséo)
Subpopulagées  CD107a x sMICA soro  CD107a x sMICA FP IFNy x sMICA soro IFN-y x sMICA FP IL-10 x sMICA soro  IL-10 x sMICA FP
CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns 13 ns ns
CD56™ 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 13 00175 -06 13 ns ns
CD5gPr 9Nt 15 ns ns 15 ns ns 15 ns ns 15 ns ns 12 ns ns 12 ns ns
cD56™CD16" 15 ns ns 15 ns ns 15 ns ns 15 ns ns 12 00455 06 12 ns ns
CD56‘“'_”CD16’ 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 13 ns ns 13 ns s
CD56”9"CD16" 7 ns ns 7 00476 08 7 s ons 7 s ons 5 ns ns 5 ns ns
CD56™"9"CD16 13 ns ns 13 ns ns 12 ns ns 12 ns ns 10 ns ns 10 ns s
Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI)
Subpopulagées  CD107a x sMICA soro  CD107a x sMICA FP IFNy x sMICA soro IFN-y x sMICA FP IL-10 x SMICA soro  IL-10 x SMICA FP
CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r CTR p r
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
NK totais 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 13 00105 -07 13 ns ns
CD56™ 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 16 ns ns 13 00152 07 13 ns ns
CD5gPr9Nt 15 ns ns 15 ns ns 15 ns ns 15 ns ns 12 ns ns 12 ns ns
cD56™CD16" 15 ns ns 15 ns ns 15 ns ns 15 ns ns 12 00417 06 12 ns ns
cD56™CD16 16 s ons 16 s ns 16 s ns 16 ns ns 13 00012 07 13 ns s
CD56™""cD16* 7 ns ns 7 ns ns 7 s ns 7 ns  ns 5 ns ns 5 ns ns
CD56™"9"cD16 13 ns ns 13 ns ns 12 00152 -07 12 ns  ns 10 ns ns 10 ns s

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK: células Natural Killer; NK totais: incluem as subpopulagfes
CD569mCD16*, CD569MCD16°, CD569"CD16*, CD569"CD167, CD56"CD16*; SMICA: MICA soliivel; K562BLOQ:
células K562 bloqueadas para MICA; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia (intensidade de expresséo); n:
namero de pares de dados analisados para cada subpopulacéo; FP: fluido peritoneal; NA: amostras ndo analisadas
(< 100 eventos na aquisicéo do citbmetro); em negrito: valores de p significantes (p<0,05) e respectivos valores de
r, em negrito e sublinhado: correlagdes diferenciais entre o grupo EDT e grupo controle ns: ndo significante (p2
0,05); as analises foram realizadas a partir de valores de mediana da porcentagem de células com expresséo das
moléculas CD107a, IFN-y e IL-10 e de suas MFIs, nas diferentes subpopulagdes de NK; niveis de sMICA
analisados por ELISA (Resultados, item 4.3); valores de p e r determinados pelo teste de correlagdo de Spearman.
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Tabela 7. Comparacdes das frequéncias de células com expressdo das moléculas CD107a,
IFN-y e IL-10, e de suas intensidades de expressao, nas diferentes subpopulacdes de células
NK circulantes de mulheres com endometriose e controles, entre as fases proliferativa e
secretora do ciclo menstrual, na condicdo basal de cultura, sem estimulo.

A) Grupo endometriose

EDT Sem estimulo (% células com expresséo)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes Prolif Secret Prolif Secret Prolif Secret
(n) med (n) med P (n) med (n) med P (n) med (n) med P
NK totais 8 99 13 7.4 ns 8 15 13 1,7 ns 5 06 12 08 ns
cD566%™ 8 95 13 76 ns 8 22 13 1.8 ns 6 07 12 09 ns
CdsePnon 6 54 12 51 ns 6 172 12 17 ns 5 00 1 04 ns
cbs6™cD16" 8 87 12 104 ns 8 31 12 21 ns 6 08 1 09 ns
cDs56%™cD16" 8 137 12 1172 ns 8 15 12 19 ns 6 07 1 11 ns
cbs6°eMcpi6t 3 NA 4 NA NA 3 NA 4 NA NA 2 NA 4 NA NA
cD56°"9"cD16° 5 59 11 55 ns 5 27 11 29 ns 4 09 9 14 ns
EDT Sem estimulo (intensidade de expressao, MFI)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes Prolif Secret Prolif Secret Prolif Secret
(n) med (n) med . (n) med (n) med : (n) med (n) med s
NK totais 8 361 13 358 ns 8 96 13 71 ns 5 125 12 127 ns
cDs64™ 8 350 13 350 ns 8 96 13 71 ns 6 109 12 119 ns
Cdse°ront 6 455 12 478 ns 6 99 12 69 ns 4 127 11 162 ns
cbs56™cD16" 8 366 12 347 ns 8 100 12 67 ns 6 47 1 121 ns
cDs56™cD16" 8 335 12 282 ns 8 87 12 78 ns 6 148 11 143 ns
cps6°9Mcpi6t 3 NA 4 NA NA 3 NA 4 NA NA 2 NA 4 NA NA
cD56”""CD16" 5 434 11 476 ns 5 95 11 68 ns 4 157 9 158 ns
B) Grupo controle
CTR Sem estimulo (% células com expressao)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes Prolif Secret b Prolif Secret p Prolif Secret P
(n) med (n) med (n) med (n) med (n) med (n) med
NK totais 11 9,2 9 7.8 ns 11 0,9 9 15 ns 8 0,7 8 05 ns
CD566°™ 11 106 9 12 ns 11 10 9 17 ns 8 07 8 06 ns
CdsePont 9 48 9 69 ns 9 09 9 11 ns 8 06 8 009 ns
cbs6™cD16* 10 10,8 9 81 ns 10 13 9 21 ns 8 06 8 06 ns
cb56°™CD16 10 18,1 9 183 ns 10 1,1 9 15 ns 8 07 8 11 ns
cD56°""cD16" 5 NA 4 NA NA 5 NA 4 NA NA 5 NA 3 NA NA
cD56”""cD16" 9 51 8 65 ns 8 05 7 03 ns 7 08 6 0,7 ns
CTR Sem estimulo (intensidade de expresséo, MFI)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes Prolif Secret b Prolif Secret Prolif Secret o
(n) med (n) med (n) med (n) med (n) med (n) med
NK totais 11 355 9 310 ns 11 106 9 94 ns 8 17 8 67 ns
cD5664™ 11 350 9 305 ns 11 106 9 93 ns 8 15 8 57 ns
Cdseront 9 466 9 444 ns 9 113 9 87 ns 8 132 8 135 ns
cbs6'™cD16" 10 335 9 305 ns 10 98 9 80 ns 8 3 8 32 ns
cD56%MCD16" 10 347 9 331 ns 10 149 9 105 ns 8 139 8 140 ns
cD56°""cD16" 5 NA 4 NA NA 5 NA 4 NA NA 5 NA 3 NA NA
CD56°""cD16" 9 471 8 435 ns 8 118 7 94 ns 7 168 6 141 ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulaces CD569mCD16*,
CD569MCD16°, CD569"CD16*, CD569"CD167, CD56-CD16*; Prolif: fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao
14° dia do ciclo); Secret: fase secretora do ciclo menstrual (15° ao 28° dia do ciclo); MFI: mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expresséo); med: mediana; ns: valores de p nao significantes(p= 0,05); n: nimero de
amostras analisadas para cada subpopulagdo de células NK; NA: amostras ndo analisadas (< 100 eventos na
aquisicéo do citbmetro); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 8. Comparacdes das frequéncias de células com expressao das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, e de suas intensidades de expressao,

nas diferentes subpopulacdes de células NK circulantes, entre mulheres com endometriose e controles, nas fases proliferativa e secretora do
ciclo menstrual, na condi¢édo basal de cultura, sem estimulo.

A) CD107a B) IFN-y C) IL-10

Sem estimulo (% de células com expressao) Sem estimulo (% de células com expressé&o) Sem estimulo (% de células com expresséo)

PROLIFERATIVA CD107a SECRETORA CD107a PROLIFERATIVA IFN-y SECRETORA IFN-y PROLIFERATIVA IL-10 SECRETORA IL-10

Subpopulagbes EDT CTR EDT CTR Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR

() med (n) med p () med (n) med p (n) med (n) med p () med (n) med p (n) med (n) med p () med (n) med p
NK totais 8 9,9 11 92 ns 13 74 9 78 ns NK totais 8 15 11 09 ns 13 17 9 15 ns NK totais 5 0,6 8 07 ns 12 0,8 8 0,5 ns
CcD566%™ 8 95 11 10,6 ns 13 76 9 118 ns CD566%™ 8 22 11 10 00252 13 18 9 17 ns CcD5664™ 6 07 8 07 ns 12 09 9 06 ns
CdsePriont 6 54 9 48 ns 12 51 9 69 ns CdsePrint 6 12 9 09 ns 2 17 9 11 ns CdsePiant 4 04 8 06 ns 1 04 7 15 ns
cDs6"™cD16* 8 87 10 108 ns 12 104 9 81 ns  CD56°"CD16" 8 31 10 13 ns 2 21 9 21 ns  CD56"CD16" 6 08 8 06 ns 1 09 8 06 ns
cD56%™CD16 8 137 10 180 s 12 112 9 183 ns  CD56""CD16 8 19 10 11  ns 2 19 9 15 ns  CD56""CD16 6 07 8 06 ns 1 11 8 13 ns
cDs6Me"cp16* 3 NA 5 NA NA 4 NA 3 NA NA CcD56™9M"CD16" 3 NA 5 NA NA 4 NA 4 NA NA CcD56™M"CD16" 2 NA 5 NA NA 4 NA 3 NA NA
CD56™MCD16" 5 59 9 51 ns 11 55 8 65 ns cD56™ D16 5 27 8 05 00101 11 29 7 03 0004 CD56"CD16 4 09 7 09 ns 9 13 6 07 ns

Sem estimulo (intensidade de expressdo, MFI) Sem estimulo (intensidade de expresséo, MFI) Sem estimulo (intensidade de expresséo, MFI)

PROLIFERATIVA CD107a SECRETORA CD107a PROLIFERATIVA IFN-y SECRETORA IFN-y PROLIFERATIVA IL-10 SECRETORA IL-10

Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR Subpopulacdes EDT CTR EDT CTR

(n)  med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 8 361 11 355  ns 13 358 9 310 ns NK totais 8 9 11 106 ns 13 71 9 9% ns NK totais 5 125 8 17 ns 2 127 8 67 ns
CcD566%™ 8 350 11 350 ns 13 350 9 305 ns CcD566%™ 8 95 11 106 ns B 7n 9 93 ns CcD566%™ 6 109 8 15 ns 12 119 8 57 ns
CdsePriant 6 455 9 466 ns 12 478 9 444 ns CdsePriant 6 99 9 13 ns 12 69 9 8 ns CdsePriont 4 127 8 132 ns 1 162 8 135 ns
cD564™CD16" 8 366 10 33 ns 12 347 9 305 ns cD56%mCD16" 8 100 10 98 ns 2 67 9 80 ns cD56%mCD16" 6 47 8 15 ns 11 121 8 32 ns
cDs56YmcD16 8 335 10 347 ns 12 282 9 331 ns cDs6Y™cD16 8 8 10 149 ns 12 78 9 105 ns cDs6%™cD16 6 148 8 139 ns 1 143 8 140 ns
cD56MMCp16* 3 NA 5 NA NA 4 NA 3 NA NA  CD5gMIMCpD16* 3 NA 5 NA NA 4 NA 4 NA  NA  CDsgMMCpDI6* 2 NA 5 NA NA 4 NA 3 NA NA
CD56Y9"CD16 5 43 9 471 ns 11 476 8 435  ns cD56M9MCD16 5 95 8 118 ns 11 68 7 9% ns cD56M9MCD16 4 157 7 168  ns 9 158 6 141  ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagbes CD569mCD16*, CD569mCD16-, CD56Y9"CD16*, CD56P9"CD16°, CD56CD16*;
Proliferativa: fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao 14° dia do ciclo); Secretora: fase secretora do ciclo menstrual (15° ao 28° dia do ciclo); MFI: mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expresséo); med: mediana, ns: valores de p néo significantes (p= 0,05); em vermelho: maior valor de mediana na andlise entre 0s grupos; negrito:

valor de p significante; n: nimero de amostras analisadas para cada subpopulacéo de células NK; NA: amostras ndo analisadas (< 100 eventos na aquisi¢do do citbmetro);
valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 9. Comparacdes das frequéncias de células com expressdo das moléculas CD107a,
IFN-y e IL-10, e de suas intensidades de expressao, nas diferentes subpopulacdes de células
NK circulantes de mulheres com endometriose e controles, entre as fases proliferativa e
secretora do ciclo menstrual, na condicdo de estimulo com células K562.

A) Grupo endometriose

EDT Estimulo com K562 (% de células com express&o)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulacées Prolif Secret Prolif Secret Prolif Secret
(n) med (n) med * (n) med (n) med $ (n) med (n) med i
NK totais 8 145 13 145 ns 8 25 13 3,9 ns 5 03 12 -0,11 ns
CD566%™ 8 17,1 13 133 ns 8 31 13 4.1 ns 6 0,45 12 -04 0,0302
cdsePriont 5 199 12 17,9 ns 5 43 12 41 ns 4 04 1 01 ns
cbs6™cD16 8 198 12 243 ns 8 46 12 24 ns 6 07 1 03 ns
cD56"™CD16" 8 151 12 21,0 ns 8 38 12 65 ns 6 -01 1 02 ns
cD56""9"CD16" 4 NA 4 NA NA 3 NA 4 NA NA 3 NA 4 NA NA
cD56""9"CcD16” 5 146 11 21,3 ns 5 34 11 65 ns 4 05 9 01 ns
EDT Estimulo com K562 (intensidade de expresséo, MFI)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagées Prolif Secret Prolif Secret Prolif Secret
(n) med (n) med £ (n) med (n) med : (n) med (n) med ¥
NK totais 8 40 13 73 ns 8 -4 13 1 ns 5 -13 12 5 ns
cD566%™ 8 39 13 81 ns 8 -2 13 13 ns 6 -6 12 1 ns
cdsePriont 5 112 12 49 ns 5 9 12 -1 ns 4 221 1 -10 ns
cps56°™cD16" 8 44 12 59 ns 8 -5 12 -2 ns 6 0 1 0 ns
cD56"™CD16" 8 79 12 113 ns 8 3 12 10 ns 6 -7 11 -13 ns
cD56""9"CcD16" 4 NA 4 NA NA 3 NA 4 NA NA 3 NA 4 NA NA
cD56""9"cD16" 5 130 11 53 ns 5 9 1 2 ns 4 205 9 -6 ns
B) Grupo controle
CTR Estimulo com K562 (% de células com expresséo)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagées Prolif Secret Prolif Secret Prolif Secret
(n) med (n) med > (n) med (n) med 4 (n) med (n) med 2
NK totais 11 18,22 9 21,2 ns 11 46 9 42 ns 8 02 8 01 ns
CcD566%™ 11 21,3 9 219 ns 11 49 9 42 ns 8 05 8 -02 ns
CdsePront 9 201 8 315 ns 9 57 8 45 ns 7 06 7 -06 ns
cps6'mcD16* 9 291 9 282 ns 9 4.1 9 19 ns 8 07 8 00 0,0281
CcD56°™CD16” 10 15,9 9 16,2 ns 10 8,9 9 59 ns 8 03 7 -04 ns
cD56"""cD16" 4 NA 4 NA NA 4 NA 4 NA NA 4 NA 3 NA NA
cD56"""CcD16° 9 284 8 38,0 ns 8 85 7 47 ns 7 -001 6 -0,01 ns
CTR Estimulo com K562 (intensidade de expresséo, MFI)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes Prolif Secret b Prolif Secret b Prolif Secret D
(n) med (n) med (n) med (n) med (n) med (n) med
NK totais 11 89 9 108 ns 11 25 9 13 ns 8 14 8 0 ns
cD566%™ 1 86 9 107 ns 1 26 9 14 ns 8 13 8 0 ns
Cds6°ront 9 96 8 148 ns 9 17 8 10 ns 7 5 7 0 ns
cps6'™cD16* 9 76 9 75 ns 9 23 9 16 ns 8 0 8 0 ns
cD56"™CD16” 10 128 9 98 ns 10 6 9 16 ns 8 -1 7 -6 ns
CcD56"""CcD16" 4 NA 4 NA NA 4 NA 4 NA NA 4 NA 3 NA NA
cD56"""CcD16” 9 114 8 157 ns 8 11 7 10 ns 7 14 6 1 ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagdes CD569mCD16",
CD569MCD16°, CD56P9"CD16*, CD569"CD16, CD56°CD16*; Prolif: fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao
14° dia do ciclo); Secret: fase secretora do ciclo menstrual (15° ao 28° dia do ciclo); estimulo com K562: valores do
estimulo com células K562 descontado o valor basal, descontado o valor basal (sem estimulo); valores negativos:
valores onde o valor basal foi maior do que com estimulo; MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia
(intensidade de expressao); med: mediana, ns: valores de p ndo significantes(p= 0,05); em negrito: valores de p
significantes (p<0,05); em vermelho: valor de maior mediana na comparagéo entre 0s grupos analisados; n: nimero
de amostras analisadas para cada subpopulagdo de células NK; NA: amostras ndo analisadas (< 100 eventos na
aquisicao do citbmetro); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 10. Comparacdes das frequéncias de células com expressdo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, e de suas intensidades de
expressao, nas diferentes subpopulacdes de células NK circulantes, entre mulheres com endometriose e controles, nas fases proliferativa e
secretora do ciclo menstrual, na condi¢do de estimulo com células K562.

A) CD107a B) IFN-y C) IL-10

Estimulo K562 (% de células com expressao) Estimulo K562 (% de células com express&o) Estimulo K562 (% de células com expresséo)

PROLIFERATIVA CD107a SECRETORA CD107a PROLIFERATIVA IFN-y SECRETORA IFN-y PROLIFERATIVA IL-10 SECRETORA IL-10

Subpopulagdes  EDT G =y GiR Subpopulagdes  EDT CTR EDT CTR Subpopulagbes ~ EDT CTR EDT CTR

() med  (n) med p (n) med (n) med P (n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p () med (n) med p
NK totais 8 145 11 182 ns 13 145 9 212 ns NK totais 8 25 11 49 ns 13 39 9 42 ns NK totais 5 03 8 02 ns 2 01 8 01 ns
CD566"™ 8 171 11 23 ns 13 133 9 219 ns CD566%™ 8 31 11 49 ns 13 41 9 42 ns CD566%™ 6 05 8 05 ns 12 04 8 02 ns
Cdse”™ 5 199 9 201 ns 2 179 8 3815 ns Cds6Priot 5 43 9 57 ns 12 40 8 45 ns CdsePriont 4 04 7 056 ns 11 01 7 06 ns
cD56""CD16" 8 198 9 291 ns 2 243 9 282 ns cDseYmcD16 8 46 9 41 ns 2 24 9 19 ns CD56%™CcD16* 6 07 8 07 ns 11 03 8 00 ns
CD56"™CD16" 8 151 10 159 ns 12 185 9 162 ns cD56%mCD16" 8 38 10 89 ns 2 72 9 59 ns cD56%™CD16" 6 -001 8 03 ns 1 01 7 04 ns
cD56"""CcD16" 4 NA~ 4 NA  NA 4 NA 4 NA NA cD56™MCDp16* 3 NA 4 NA NA 4 NA 4 NA NA CcD56”eMCD16" 3 NA 4 NA NA 4 NA 3 NA NA
CD56"9"CD16" 5 146 9 284 ns 11 213 8 380 ns CD56™9"CD16" 5 34 8 85 ns 11 65 7 47 ns CD56%9MCD16 4 05 7 00 ns 9 R$OL 6 -00L ns

Estimulo com K562 (intensidade de expresséo, MFI) Estimulo com K562 (intensidade de express&o, MFI) Estimulo com K562 (intensidade de expresséo, MFI)
PROLIFERATIVA CD107a SECRETORA CD107a PROLIFERATIVA IFN-y SECRETORA IFN-y PROLIFERATIVA IL-10 SECRETORA IL-10

Subpopulagdes ~ EDT CTR EDT CTR Subpopulagées ~ EDT CTR EDT CTR Subpopulagdes ~ EDT CTR EDT CTR

(n)  med  (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 8 40 1 89 ns 3 73 9 108 ns NK totais 8 -4 11 25 ns 13 1 9 13 ns NK totais 5 -13 8 14 00295 12 5 8 0 ns
cD5664™ 8 39 11 86 ns 13 81 9 107 ns CcD566%™ 8 -2 11 26 ns 13 1 9 14 ns CcD566%™ 6 -6 8 13 ns 12 1 8 0 ns
CdsePriant 5 112 9 9 ns 12 49 8 148 10,0032 CdsePriont 5 -9 9 17 0,019 12 1 8 10 ns Cdseriont 4 22 7 5 ns 1 -10 7 0 ns
cD56Y™CD16* 8 44 9 76 ns 12 5 9 75 ns cD56%MCD16* 8 5 9 23 ns 12 2 9 16 ns cps6YmcDi16* 6 0 8 0 ns 11 0 8 0 ns
cD56%™CD16 8 79 10 128 0,195 12 113 9 98 ns cD56%™CD16 8 3 10 6 ns 12 10 9 16 ns cDs56YmcD16" 6 -7 8 -1 ns 11 -13 7 -6 ns
CcD569"CcD16* 4 NA 4 NA NA 4 NA 4 NA NA CcD56"9"cp16* 3 NA 4 NA NA 4 NA 4 NA NA CcD56%9"cp16* 3 NA 4 NA NA 4 NA 3 NA NA
CcD56%9"CcD16 5 130 9 114 0974 1 53 8 157 10,0259 CD56"9"CD16 5 -9 8 11 0,018 1 2 7 10 ns CD56%9"CD16 4 21 7 -4 ns 9 -6 6 -1 ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagbes CD569™CD16*,

CD569MCD167, CD56Y9"CD16*, CD56P9MCD16°, CD56CD16*;
Proliferativa: fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao 14° dia do ciclo); Secretora: fase secretora do ciclo menstrual (15° ao 28° dia do ciclo); estimulo com células K562:
valores do estimulo descontado o valor basal (sem estimulo); valores negativos: valores onde o valor basal foi maior do que com estimulo; MFI: mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expressao); med: mediana, ns: valores de p ndo significantes (p= 0,05); em negrito: valores de p significantes (p<0,05); em vermelho: valor de
maior mediana na comparacdo entre 0s grupos analisados; n: nimero de amostras analisadas para cada subpopulacéo de células NK; NA: amostras ndo analisadas (< 100
eventos na aquisicéo do citbmetro); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.



242

Tabela 11. Comparacfes das porcentagens de expressao das moléculas CD107a, IFN-y e IL-
10, e de suas intensidades de expressdo, nas diferentes subpopulacdes de células NK
circulantes de mulheres com endometriose e controles, entre as fases proliferativa e secretora
do ciclo menstrual, na condicao de estimulo com células K562 bloqueadas para MICA.

A)  Grupo endometriose

EDT Estimulo com K562BLOQ (% de células com expresséo)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulacdes Prolif Secret Prolif Secret Prolif Secret
(n) med (n) med 4 (n) med (n) med 4 (n) med (n) med 2
NK totais 8 17,4 13 159 ns 8 30 13 29 ns 5 -0,2 12 -0,3 ns
cD566%4™ 8 19,4 13 16,8 ns 8 31 13 3.1 ns 6 -01 12 -01 ns
cdsePriant 6 226 11 156 ns 6 34 11 48 ns 4 01 10 -0,1 ns
cDs56“™CcD16" 8 317 12 18,4 ns 8 43 12 0.2 ns 6 -0,1 11 01 ns
CcD56"™CD16 8 181 12 185 ns 8 4,0 12 7.2 ns 6 -02 11 -0,1 ns
cD56°""cp16* 3 NA 3 NA NA 3 NA 3 NA NA 2 NA 3 NA NA
cDs56™9"cD16” 5 259 11 241 ns 5 45 11 29 ns 4 -04 9 -06 ns
EDT Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagtes Prolif Secret p Prolif Secret p Prolif Secret p
(n) med (n) med (n) med (n) med (n) med (n) med
NK totais 8 70 13 46 ns 8 -2 13 4 ns 5 -16 12 0 ns
cD566%™ 8 77 13 64 ns 8 -1 13 4 ns 6 0 12 3 ns
cdsePriont 6 91 11 57 ns 6 -4 1 0,22 ns 4 -19 10 -12 ns
cps6McD16* 8 79 12 48 ns 8 -1 12 1 ns 6 0 1 3 ns
cD56%MCD16° 8 129 12 122 ns 8 4,0 12 13 ns 6 -6 1 -6 ns
cDs6”9"cp16* 3 NA 3 NA NA 3 NA 3 NA NA 2 NA 3 NA NA
CD56""9"'CD16° 5 112 11 54 ns 5 22 1 2 ns 4 12 9 -14 ns
B) Grupo controle
CTR Estimulo com K562BLOQ (% de células com expresséo)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulagdes Prolif Secret Prolif Secret Prolif Secret
(n) med (n) med 2 (n) med (n) med 2 (n) med (n) med :
NK totais 10 16,8 9 178 ns 10 4,3 9 45 ns 7 02 7 03 ns
cD566%™ 10 14,4 9 249 ns 10 5.2 9 44 ns 7 05 7 03 ns
cdsePriant 8 21,1 9 287 ns 8 101 9 54 ns 6 04 7 07 ns
cbs56"™CD16" 8 248 9 258 ns 8 55 9 16 ns 6 05 7 02 ns
CD56"™CD16° 9 133 9 183 ns 9 17 9 6.2 ns 7 04 7 -01 0,62
cD56"""cD16" 3 NA 4 NA NA 3 NA 4 NA NA 3 NA 3 NA NA
cD56°"9"cD16" 7 22,0 6 -0,01 0,0012 7 84 7 55 ns 5 00 6 -02 ns
CTR Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI)
CD107a IFN-y IL-10
Subpopulacées Prolif Secret b Prolif Secret Prolif Secret D
(n) med (n) med (n) med (n) med (n) med (n) med
NK totais 10 78 9 99 ns 10 22 9 -2 ns 7 16 7 24 ns
cD566%™ 10 86 9 100 ns 10 23 9 1 ns 7 15 7 27 ns
Cdse6”riant 8 46 9 168 ns 8 27 9 2 ns 6 17 7 1 ns
cDs56Y™McD16" 8 107 9 94 ns 8 23 9 3 ns 6 0 7 0 ns
cD56°™cD16" 9 41 9 99 ns 9 14 9 3 ns 7 5 7 -12 0,0070
cD56°""cD16" 3 NA 4 NA NA 3 NA 4 NA NA 3 NA 3 NA NA
cD56”"9"cD16” 7 34 8 1795 ns 7 11 7 1 ns 5 -13 6 -4 ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagdes CD569mCD16",
CD569MCD16°, CD56P9"CD16*, CD569"CD16°, CD56-CD16*; Prolif: fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao
14° dia do ciclo); Secret: fase secretora do ciclo menstrual (15° ao 28° dia do ciclo); estimulo com K562BLOQ:
estimulo com células K562 bloqueadas para a proteina MICA — valores descontado o valor basal (sem estimulo);
valores negativos: valores onde o valor basal foi maior do que com estimulo; MFI: mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expresséo); med: mediana; ns: valores de p néo significantes (p= 0,05); em negrito:
valores de p significantes (p<0,05); em vermelho: valor de maior mediana na comparagdo entre 0S Qgrupos
analisados; n: numero de amostras analisadas para cada subpopulagdo de células NK; NA: amostras nao
analisadas (< 100 eventos na aquisi¢cdo do citbmetro); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 12. Comparacdes das frequéncias de células com expressdo das moléculas CD107a, IFN-y e IL-10, e de suas intensidades de
expressao, nas diferentes subpopulacdes de células NK circulantes, entre mulheres com endometriose e controles, nas fases proliferativa e
secretora do ciclo menstrual, na condicao de estimulo com células K562 bloqueadas para MICA.

A) CD107a B) IFN-y C) IL-10
Estimulo com K562BLOQ (% de células com express&o) Estimulo com K562BLOQ (% de células com expresséao) Estimulo com K562BLOQ (% de células com expresséao)
PROLIFERATIVA CD107a SECRETORA CD107a PROLIFERATIVA IFN-y SECRETORA IFN-y PROLIFERATIVA IL-10 SECRETORA IL-10
Subpopulagdes EDT CTR EDT cTR Subpopulacoes EDT CTR EDT CTR Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR
) el () med p (M) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p (n)  med (n) med p
NK totais 8 17,4 10 168 ns 13 159 9 1738 ns NK totais 8 31 10 43 ns 3 29 9 45 ns NK totais 5 -0,2 7 02 ns 12 -0,1 7 03 ns
CD5664™ g 19,4 10 144 ns 13 168 9 249 ns cD5664™ 8 31 10 52 ns 13 31 9 44 ns cD566%™ 6 04 7 04 ns 12 -01 7 03 ns
Cdsebriont 6 226 8 211 ns 9 170 9 287 ns cdsePriont 6 34 8 101 ns 10 33 9 54 ns Cdseiont 4 01 6 04 ns 9 0.1 707 ns
cD56%MCD16" 8 3,7 8 248 ns 12 184 9 258 ns cD56%"CcD16" 8 43 8 55 ns 202 9 16 ns CD56°™CD16" 6 01 6 05 ns i o1 7 02 ns
CcD56Y™CD16” 8 18,1 9 133 ns 12 21,0 9 183 ns CD56°™CD16 8 40 9 17 ns 1265 9 62 ns CD56°™CD16 6 02 7 04 ns 102 701 ns
CD56M9MCD16* 3 NA 3 NA NA 3 NA 4 NA NA cDseM P16t 3 NA 3 NA NA 3 NA 4 NA NA D56 CD16* 2 NA 3 NA NA 3 NA 3 NA NA
CD56"9MCD16" 5 25,9 7 2 ns 11 241 8 288 ns cDs6M9"cD16 5 45 7 84 ns 1 29 7 55 ns cD56™9"CD16" 4 04 5 00 ns 9 -0,6 6 -02 ns
Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresso, MFI) Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI) Estimulo com K562BLOQ (intensidade de expresséo, MFI)
PROLIFERATIVA CD107a SECRETORA CD107a PROLIFERATIVA IFN-y SECRETORA IFN-y PROLIFERATIVA IL-10 SECRETORA IL-10
Subpopulagées EDT CTR EDT CTR Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR Subpopulagdes EDT CTR EDT CTR
() med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med J (n) med (n) med p (n) med (n) med p (n) med (n) med p
NK totais 8 70 10 78 ns 13 46 9 99 ns NK totais 8 -2 10 22 00010 B4 9 2 ns NK totais 5 8 7 16 ns 2 0 [ ns
cD566%™ 8 77 10 86 ns 13 64 9 100 ns cD5664™m 8 -1 10 23 0,0021 13 4 9 1 ns cD566%™ 6 -7 7 15 ns 12 3 7 27 ns
Cdsebrioht 6 o1 8 46 ns 9 55 9 168 0,0336 Cdseriont 6 -4 8 31 0,0013 10 0 9 2 ns CdsePriont 4 -19 6 17 ns 9 -12 7 -06 ns
cDs56™CcD16" 8 79 8 107 ns 12 48 9 94 ns cps6Y™cD16" 8 -1 8 -22 10,0033 12 1 9 -3 ns cps6Ymcp16* 6 0 6 0 ns 11 3 7 0 0
cD56Y™CcD16 8 129 9 4 ns 12 122 9 99 ns cD56%™CD16 8 4 9 14 ns 12 13 9 3 ns cD56%MCD16 6 -6 7 5 0,0385 11 -6 7 -12 ns
cD56Me"Cp16* 3 NA 3 NA  NA 3 NA 4 NA NA CcD56"Cp16* 3 NA 3 NA NA 3 NA 4 NA NA cDs6MeMCp16t 2 NA 3 NA NA 3 NA 3 NA NA
cD56”"CD16 5 112 7 34 ns 11 54 8 180 ns cDs6MMcp16 5 2 7 11 0,0051 11 2 7 1 ns CcD56™9"CpD16” 4 -12 5 -13 ns 9 -14 6 -4 ns

EDT: grupo endometriose; CTR: grupo controle; NK totais: incluem as subpopulagbes CD569mCD16*, CD569mCD167, CD56Y9"CD16*, CD56P9"CD16°, CD56 CD16*;
Proliferativa: fase proliferativa do ciclo menstrual (1° ao 14° dia do ciclo); Secretora: fase secretora do ciclo menstrual (15° ao 28° dia do ciclo); MFI: mediana de intensidade de
fluorescéncia (intensidade de expressdo); estimulo com K562BLOQ: estimulo com células K562 bloqueadas para a proteina MICA — valores descontado o valor basal (sem
estimulo); valores negativos: valores onde o valor basal foi maior do que com estimulo; med: mediana, ns: valores de p ndo significantes (p= 0,05); em negrito, valores de p
significantes (p<0,05); em vermelho: valor de maior mediana na comparagéo entre os grupos analisados; n: nimero de amostras analisadas para cada subpopulacédo de células
NK; NA: amostras ndo analisadas (< 100 eventos na aquisi¢do do citbmetro); valores de p determinados pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 13. Frequéncia e intensidade de expressdo de MICA nas células K562 e células K562
bloqueadas para MICA, e a andlise da efetividade do bloqueio, utilizadas nos ensaios de

citotoxicidade de células NK.

KOOZICFSE R RIEELEY Efetividade do bloqueio
Experimento Células Células para MICA
Vivas Vivas
% expresséo MFI % expresséo MFI expresséo MFI
(%) (%) (%) (%)
1 84,7 38,8 1914 92,8 254 1487 34,5 22,3
2 74,6 67,4 2679 80,2 30,8 1806 54,3 326
3 92,7 78,0 2293 91,8 68,2 1559 12,6 32,0
4 91,0 80,2 2181 92,6 75,2 1723 6,2 20,9
5 94,0 515 1537 95,7 28,8 1036 44,1 32,6
6 96,2 39,7 964 93,5 22,5 734 43,0 23,9
7 95,4 21,7 406 96,7 131 125 39,6 69,2
8 91,7 81,7 2024 92,3 49,2 1114 39,8 44,9
9 85,3 40,1 742 779 16,1 265 59,9 64,1
Mediana 91,7 51,5 1914 92,6 28,8 1114 39,8 32,6
(min-max) (84,7-96,2)  (21,7-81,7) (742-2679) (77,9-96,7)  (13,1-75,2) (125-1806) (6,2-59,9)  (22,3-69,2)

MFI: mediana de intensidade de fluorescéncia; K562*CFSE: células K562 marcadas com o corante
fluorescente CFSE; K562*CFSEBLOQ: células K562 marcadas com CFSE e blogueadas para a molécula
MICA; CFSE: do inglés -Carboxyfluorescein succinimidyl ester; min: valor minimo da mediana; max: valor
maximo da mediana; a viabilidade celular foi avaliada utilizando-se o marcador LIVE/DEAD™ FixableAqua

(descrito em Métodos, item 3.9.1).
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Tabela 14. Citotoxicidade de células NK circulantes de mulheres com endometriose e
controles contra células K562 e células K562 bloqueadas para a proteina MICA, e
porcentagens de bloqueio de MICA em células K562 usadas, para cada amostra.

% bloqueio % CTX % bloqueio % CTX
CTR  paraMICA SO eIl
em K562 K562  K562BLOQ em K562 L St

27 41 19.0 115 P054 39,6 14,3 10,5
cze 0 B2 o1 T i PO
ggg 2 ; 171"3;5 g:z P066 54,3 9,4 8,1
S s wmoome meo s o2
c33 34,5 11,4 27,9 it g, o3 a0
C35 6.2 10,7 6.9 P05 - 16 1o
c38 12,6 2.7 2.0 P091 43,0 13,7 12,2
39 NT 0.5 13.2 P118 12,6 5,9 3.9
c42 44,1 35,2 12,0 o108 NT 8 4e
c43 44,1 29,9 13,0 P13 NT 63 263
c44 44,1 29,3 14,9 p137 126 70 a7
66 44,1 9.4 9.2 P139 40,0 8,2 9,8
c72 43,0 7.9 12,0 P140 39,6 12,7 7,7
c73 59,9 18,4 12,9 P141 30.8 6.0 61
Cr6 59.9 91 3.3 P145 6,2 10,3 51
C77 43,0 25,0 27,7 P146 34,5 29,1 55,4
cr8 NT 17,6 13,4 P147 39,8 2,8 5,3
C79 NT 155 18,0 P148 39,8 1,8 38
C80 59,9 17,4 34,9 P155 54,3 7,7 14,9
Mediana 44,1 11,5 12,5 Mediana 39,7 7.7 5,9
(min-max)  (6,2-59,9) (05-352)  (0,5-34,9)  (min-max) _ (6,2-55,3) (-1,6-29,1)  (-4,7-55,4)

CTR: grupo controle com numeracéo dos diferentes participantes da pesquisa; EDT: grupo endometriose com
numeracdo dos diferentes participantes da pesquisa; CTX: citotoxicidade; % CTX: porcentagem de citotoxicidade
avaliada pela porcentagem de morte de células K562 em ensaio de cocultura; K562BLOQ: células K562 blogueadas
para a proteina MICA,; valores de CTX contra K562 e K562BLOQ descontado o valor de morte espontanea de K562;
valores negativos: valores onde o valor de morte espontanea foi maior do que com estimulo; NT: ndo testado; min:
valor minimo; max: valor maximo.
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Figura 1. Andlise de correlagdo entre a citotoxicidade de células NK circulantes de mulheres com
endometriose e controles contra células K562 e niveis de MICA soluvel. EDT: grupo controle; CTR: grupo
controle; FP: fluido peritoneal; sSMICA: MICA soluvel; linha pontilhada: valor limite de corte para a deteccdo de
SMICA,; niveis de sMICA determinados por ELISA; valores de CTX contra K562 descontado o valor de morte
espontanea de K562; valores negativos: valores onde o valor de morte espontéanea foi maior do que com estimulo;
linha pontilhada no eixo X: valor zero de % de células mortas; linha pontilhada no eixo Y: valor limite de corte para a
detecgdo de sMICA (31,25pg/mL); niveis de sMICA determinados por ELISA; ns: valor de p ndo significante (p2
0,05); valores de p determinados pelo teste de corre¢do de Spearman.
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Figura 2. Andlise de correlagdo entre a citotoxicidade de células NK circulantes de mulheres com
endometriose e controles, contra células K562 bloqueadas para a proteina MICA, e niveis de MICA soluvel.
EDT: grupo controle; CTR: grupo controle; FP: fluido peritoneal; sMICA: MICA soluvel; K562BLOQ: K562
bloqueadas para MICA,; valores de CTX contra K562BLOQ descontado o valor de morte espontédnea de K562;
valores negativos: valores onde o valor de morte espontanea foi maior do que com estimulo; linha pontilhada no
eixo X: valor zero de % de células mortas; linha pontilhada no eixo Y: valor limite de corte para a deteccao de
sSMICA (31,25pg/mL); niveis de sMICA determinados por ELISA; ns: valor de p ndo significante (p= 0,05); valores
de p determinados pelo teste de correcdo de Spearman.



247

Tabela 15. Analise de correlacdo entre a citotoxicidade de células NK circulantes frente a
células K562 e células K562 bloqueadas para MICA e os niveis de MICA soluvel (soro e fluido
peritoneal) em mulheres com endometriose, de acordo com o estadio da doenca.

CTX K562
I/l (n=9) AV (n=12)
sMICA soro sMICA FP sMICA soro sMICA FP
r p r p r p r P
-0,3 0,6670 04 0,2712 0,3 0,3561 0.1 0,8857

CTX K562BLOQ

I/l (n=9) AV (n=12)
sMICA soro sMICA FP sMICA soro sMICA FP
r p r p r p r p
-0,2 0,7778 0,2 0,4599 0,2 0,5515 -0,3 0,4398

CTX: citotoxicidade; sMICA: MICA soltvel; FP: fluido peritoneal; I/ll: estadios iniciais da endometriose; IlI/1V:
estadios avangados da endometriose; estadios de acordo com a rASRM; K562BLOQ: células K562 bloqueadas
para MICA; analise baseada nos valores de CTX contra K562 e K562BLOQ descontado o valor de morte
esponténea de K562; valores de r e p determinados pelo teste de correlacdo de Spearman.
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