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RESUMO

As proteinas TET (TET1, TET2 e TET3) atuam na desmetilagéo ativa do DNA, convertendo 5-
metilcitosina (5mC) principalmente em 5-hidroximetilcitosina (5hmC) e regulando a expressao génica
necessaria para a diferenciagdo e manutencgao tecidual. Este processo tem implicagdes em condi¢des
como a endometriose, que é uma condicdo inflamatdria crénica caracterizada pela presenga de tecido
endometrial funcional fora da cavidade uterina. Por sua vez, a endometriose esta frequentemente ligada
a infertilidade. A infertilidade corresponde a incapacidade de um casal obter gestagdo apos 12 meses
de relagdes sexuais regulares sem uso de contraceptivos.

Especificamente, na endometriose, o ambiente inflamatério e as alteragdes moleculares no
endométrio comprometem a receptividade uterina e a implantagdo embrionaria, contribuindo para a
infertilidade feminina. A nivel molecular, a alteragdo na expressao das proteinas TET no endométrio de
mulheres com endometriose favorece a hipermetilagdo ou hipometilacdo de genes relacionados a
receptividade e a resposta anti-inflamatéria, podendo intensificar a progressao da doenca e dificultar a
fertilidade.

Com isso, o objetivo do trabalho em questao foi investigar de que forma as proteinas TET
modulam os mecanismos epigenéticos que contribuem para a progressdao da endometriose e para o
estabelecimento da infertilidade associada, favorecendo novas perspectivas diagnosticas e
terapéuticas. Para isso, foram utilizados as bases PubMed e Elsevier para a busca de artigos publicados
entre 2012 e 2024, em inglés e portugués, sobre proteinas TET, endometriose e infertilidade, dos quais
trés estudos centrais foram selecionados por sua relevancia e consisténcia metodoldgica: “Alternancia
da expressdo das translocagdes 1, 2 e 3 de dez-onze no endométrio eutépico de mulheres com
infertilidade associada a endometriose”; “O microRNA22-5p tem como alvo a translocagao dez-onze e
regula a expressao do receptor de estrogénio 2 em mulheres inférteis com endometriose minima/leve
durante a janela de implantacéo”; “Macréfagos com superexpressao de TET3 promovem endometriose”.

Como resultado, foi evidenciado que a desregulacdo global de TET1, TET2 e TET3 no
endométrio eutdpico de mulheres com endometriose e infertilidade, seja, por exemplo, pela regulagao
negativa da TET2 pelo microRNA-22-5p (miR-22-5p) ou pela superexpressdo da TET3 em macrofagos,
de fato, pode comprometer a regulagéo epigenética, o que favorece nao so a inflamagao e a progressao
das lesb6es endometridticas, mas também gera alteragdes na expressao de genes relacionados a
receptividade endometrial e aos receptores hormonais, impactando negativamente a fertilidade. Com
isso o trabalho foi capaz de sintetizar e analisar criticamente os efeitos da desregulacéo das proteinas
TET na endometriose e na infertilidade, identificando padrées moleculares relevantes e lacunas no
conhecimento, oferecendo subsidios para futuras pesquisas e potenciais abordagens terapéuticas.

Palavras-chave: Proteinas TET. Endometriose. Infertilidade feminina. Mecanismos epigenéticos.
Desmetilagcdo do DNA. Endométrio. Receptividade endometrial. Inflamagao crénica.



ABSTRACT

TET proteins (TET1, TET2, and TET3) act in active DNA demethylation, converting 5-
methylcytosine (5mC) mainly into 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) and regulating gene expression
necessary for tissue differentiation and maintenance. This process has implications in conditions such
as endometriosis, which is a chronic inflammatory condition characterized by the presence of functional
endometrial tissue outside the uterine cavity. In turn, endometriosis is often linked to infertility. Infertility
corresponds to the inability of a couple to achieve pregnancy after 12 months of regular sexual
intercourse without the use of contraceptives.

Specifically, in endometriosis, the inflammatory environment and molecular changes in the
endometrium compromise uterine receptivity and embryo implantation, contributing to female infertility.
At the molecular level, changes in the expression of TET proteins in the endometrium of women with
endometriosis favor hypermethylation or hypomethylation of genes related to receptivity and anti-
inflammatory response, which can intensify disease progression and hinder fertility.

Therefore, the objective of this study was to investigate how TET proteins modulate the
epigenetic mechanisms that contribute to the progression of endometriosis and the establishment of
associated infertility, favoring new diagnostic and therapeutic perspectives. To this end, the PubMed and
Elsevier databases were used to search for articles published between 2012 and 2024, in English and
Portuguese, on TET proteins, endometriosis, and infertility, from which three central studies were
selected for their relevance and methodological consistency: “Alternating expression of translocations 1,
2, and 3 of ten-eleven in the eutopic endometrium of women with infertility associated with
endometriosis”; “MicroRNA22-5p targets the ten-eleven translocation and regulates estrogen receptor 2
expression in infertile women with minimal/mild endometriosis during the implantation window”;
“Macrophages with TET3 overexpression promote endometriosis.”

As a result, it was shown that the global dysregulation of TET1, TET2, and TET3 in the eutopic
endometrium of women with endometriosis and infertility, whether, for example, through the negative
regulation of TET2 by microRNA-22-5p (miR-22-5p) or by the overexpression of TET3 in macrophages,
can in fact compromise epigenetic regulation, which not only favors inflammation and the progression of
endometriotic lesions, but also generates changes in the expression of genes related to endometrial
receptivity and hormone receptors, negatively impacting fertility. As a result, the study was able to
synthesize and critically analyze the effects of TET protein dysregulation on endometriosis and infertility,
identifying relevant molecular patterns and gaps in knowledge, providing insights for future research and
potential therapeutic approaches.

Keyword: TET proteins. Endometriosis. Female infertility. Epigenetic mechanisms. DNA demethylation.
Endometrium. Endometrial receptivity. Chronic inflammation.
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1. INTRODUGAO:

O ciclo menstrual feminino dura em média 28 dias e é regulado por variagoes
hormonais ciclicas que influenciam diretamente a morfologia e a fungdo do utero,
especialmente do endométrio. O primeiro dia do ciclo corresponde ao inicio da
menstruagdo, marcada pela descamagdo da camada funcional do endométrio em
resposta a queda nos niveis de estrogénio e progesterona. Apoés o término do
sangramento menstrual, a partir do 5° dia, inicia-se a fase proliferativa (ou fase
folicular), em que o aumento progressivo nos niveis de estrogénio estimula a
regeneracgao endometrial, com intensa atividade mitética. Com a ovulagao, que ocorre
por volta do 14° dia, inicia-se a fase secretora (ou lutea), na qual o corpo luteo ovariano
passa a secretar altos niveis de progesterona, promovendo modificagdes estruturais
no endométrio e levando-o a secretar substéncias nutritivas, preparando-se, assim,
para uma possivel implantacdo embrionaria [Messinis et al., 2014].

O equilibrio entre estrogénio e progesterona é essencial para manter o
endomeétrio funcional e receptivo. Quando esse equilibrio é alterado, podem surgir
disturbios que afetam o ambiente uterino e a fertilidade. Um dos principais exemplos &
a endometriose, uma condi¢ao inflamatoria cronica caracterizada pelo crescimento
ectdpico de tecido estromal e glandular semelhante ao endométrio fora da cavidade
uterina, podendo afetar estruturas como os ovarios, tubas uterinas e o peritdnio
[Eskenazi et al.,1997]. Estima-se que a doenga afete cerca de 10% das mulheres em
idade reprodutiva, o que corresponde a aproximadamente 190 milhdes de casos no
mundo, segundo a Organizacdo Mundial da Saude [OMS, 2025]. Embora sua
etiopatogénese ainda nao seja completamente elucidada, acredita-se que envolva uma
interacdo complexa entre fatores genéticos, hormonais, imunolégicos e epigenéticos,
que favorecem o estabelecimento e a manutengao das lesdes ectopicas e do ambiente
inflamatdrio caracteristico da doencga [Guo, 2009].

Independentemente do estagio clinico, a inflamagéo, cuja intensidade varia
conforme a gravidade e a localizagao das lesdes, pode provocar sintomas intensos e
debilitantes. Entre os mais frequentes estao a dor pélvica crénica, dismenorreia intensa
(colicas menstruais severas), dispareunia (dor durante a relagéo sexual) e, em alguns
casos, acaba se associando a infertilidade [Chen et al., 2023]. Além do impacto na

qualidade de vida, a inflamagdao compromete fungdes reprodutivas essenciais,
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prejudicando a captagao do 6vulo pelas fimbrias e, consequentemente, dificultando o
transporte do blastocisto até a cavidade uterina.

A endometriose é classificada em diferentes formas anatdmicas: superficial,
ovariana ou profunda, de acordo com a localizagdo e profundidade das lesdes. A
endometriose superficial (ou peritoneal) corresponde a presengca de implantes
endometriais restritos a superficie do peritbnio, com infiltracdo menor que 5 mm,
geralmente localizados nos ligamentos uterossacros, fossas ovarianas e fundo de saco
posterior. Ja a endometriose ovariana, também chamada de endometrioma,
caracteriza-se pela formacado de cistos resultantes da invaginacdo do epitélio da
superficie ovariana por tecido endometrial ectopico, com acumulo de sangue
hemolisado que confere o aspecto tipico de “cisto de chocolate”. Por sua vez, a
endometriose profunda infiltrante representa a forma mais severa da doenca, sendo
definida pela infiltragdo superior a 5 mm abaixo da superficie peritoneal e
comprometendo estruturas profundas, como ligamentos uterossacros, septo
retovaginal, bexiga e reto. Essa forma esta frequentemente associada a dor pélvica
intensa, dispareunia profunda e infertilidade [Johnson et al., 2017].

De modo geral, as lesdes superficiais predominam nos estagios iniciais (I-1),
enquanto os endometriomas e as formas profundas correspondem aos estagios
avancgados (llI-1V) segundo a classificagdo da American Society for Reproductive
Medicine (ASRM). Este sistema classificatorio € o mais utilizado para a endometriose
e a divide em quatro estagios, conforme a localizagdo, profundidade e extenséo das
lesbes, além da presenca de aderéncias. No estagio | (minimo), observam-se poucas
lesdes superficiais no peritdbnio ou nos ovarios, geralmente com auséncia ou presenca
de aderéncias muito finas. O estagio Il (leve) apresenta maior nimero de lesdes,
algumas ja mais profundas, podendo haver pequenas aderéncias localizadas. No
estagio lll (moderado), ha lesdes profundas, presenca de pequenos endometriomas e
aderéncias mais espessas envolvendo ovarios e trompas. O estagio IV (grave)
caracteriza-se por lesdes profundas extensas, grandes endometriomas e aderéncias
densas, frequentemente distorcendo a anatomia pélvica. Cabe ressaltar que essa
classificagao nao reflete diretamente a intensidade dos sintomas ou o impacto sobre a
fertilidade, visto que mulheres com estagios iniciais podem apresentar dor intensa,
enquanto outras com doenga avancada podem ser assintomaticas [Alimi et al., 2018].
Além disso, a classificagdo da ASRM € mais adequada para descrever formas

superficiais e ovarianas da doenca, sendo limitada na avaliacdo da EPI e da
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adenomiose, que requerem sistemas complementares, como o Enzian [Dirou et al.,
2022] e a avaliagdo morfologica do utero por ultrassonografia (MUSA, 2021) [Moawad
et al., 2023], respectivamente.

De forma geral, na endometriose, predominam altera¢des na esteroidogénese
e na sensibilidade hormonal, como 0 aumento da expressao de aromatase (CYP19A1),
enzima responsavel pela conversao de androgenos em estrogénio [Hosseini et al.,
2016]. Os receptores de estrogénio ERa (ESR1) e ERB (ESR2) exercem fungdes
complementares na regulagdo do endométrio: enquanto o ESR1 promove a
proliferacdo celular, o ESR2 atua de forma moduladora, limitando essa resposta. A
desregulagcdo desses receptores, associada ao aumento da aromatase, resulta em
uma producao local elevada de estrogénio, que favorece um ambiente pro-inflamatorio
e a proliferacao do tecido endometrial ectépico [Chantalat et al., 2020]. Paralelamente,
ha uma redugao na expressao do receptor de progesterona tipo B (PR-B), prejudicando
a resposta do endométrio a progesterona, horménio essencial para a preparagao do
utero para a implantagdo embrionaria. Essa resisténcia a progesterona compromete a
decidualizacdo do endométrio, processo necessario para tornar o tecido uterino
receptivo ao embrido [Wu et al., 2006; Lee et al., 2009].

A endometriose é apenas um dos fatores que podem contribuir para o
desenvolvimento da infertilidade. Esta, por sua vez, € uma condi¢cao independente,
definida pela incapacidade de conceber apds 12 meses de relagdes sexuais regulares
e desprotegidas. Essa defini¢do € estabelecida apds avaliagdo minuciosa do histoérico
médico, sexual e reprodutivo, idade, achados fisicos e resultados de exames
diagnodsticos. Considerada um problema de saude global que afeta cerca de 15% dos
casais em idade reprodutiva [OMS, 2023], a infertilidade pode ter origem masculina,
feminina ou mista. E classificada em primaria, quando a gestacdo nunca ocorreu, e
secundaria, quando ha dificuldade em conceber novamente apdés uma gravidez
anterior. A etiologia da infertilidade € ampla, englobando diversas causas — como
alteragcdes hormonais, anomalias anatdbmicas, disturbios espermaticos e condigdes
inflamatérias — que podem atuar sozinhas ou em conjunto. Entre as condigdes
associadas, a endometriose é reconhecida como uma das principais causas de
infertilidade feminina, sendo responsavel por 30% a 50% dos casos em mulheres
inférteis [ASRM, 2023].

A elucidacdo dos mecanismos envolvidos nessas condicbes passa pelo

entendimento da base molecular que sustenta a atividade celular, partindo da estrutura
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e da organizacdo do material genético, que determinam como as informacdes
necessarias ao funcionamento celular sdo armazenadas e expressas. Esse material
genético, presente no nucleo das células, é constituido principalmente pelo DNA (acido
desoxirribonucleico), uma molécula formada por duas fitas antiparalelas, que se
enrolam em proteinas chamadas histonas, organizando-se em nucleossomos. O
conjunto de DNA associado as histonas constitui a cromatina, cuja conformacéo
influencia diretamente o acesso as informag¢des genéticas e, consequentemente, a
regulacdo da expressao génica. Cada fita é composta por unidades repetidas
chamadas nucleotideos, e cada um deles contém apenas uma base nitrogenada, que
se pareia de forma complementar com a base de um nucleotideo correspondente na
fita oposta: adenina com timina (A-T) e citosina com guanina (C-G), sempre mantidas
unidas por ligacdes de hidrogénio [Paro et al., 2021]. Além dessas interagdes, algumas
sequéncias especificas de bases desempenham papel funcional na regulagéo génica.
Um exemplo relevante € o dinucleotideo CpG, no qual a citosina € seguida diretamente
por uma guanina na mesma fita de DNA. Esses sitios estdo distribuidos por todo o
genoma, mas podem ocorrer em alta densidade em regides promotoras de genes,
formando as chamadas ilhas CpG [Angeloni et al., 2021; Deaton et al., 2011].

Modificagdes quimicas na cromatina, como a metilagédo do DNA, as alteragdes
pos-traducionais das histonas e a regulacdo mediada por RNAs nao codificantes,
podem influenciar a expressao génica sem alterar a sequéncia de nucleotideos do
DNA. O campo da genética que estuda esses processos € chamado epigenética
[Sarkar et al., 2015]. Essas modificagdes ocorrem naturalmente no organismo,
desempenhando um papel essencial na regulacdo génica ao longo do
desenvolvimento e da homeostase celular. No entanto, fatores ambientais, estilo de
vida e interagdes celulares podem modular esses mecanismos, exacerbando ou
reprimindo determinadas alteracoes [Miroshnikova et al., 2019].

Entre os diferentes mecanismos epigenéticos, a metilagdo do DNA tem se
destacado por seu impacto direto na regulagao da expressao génica, desempenhando
um papel essencial tanto na manutencdo da homeostase do tecido endometrial quanto
na persisténcia das lesbes endometridticas [Ducreux et al., 2025; Guo et al., 2009]. A
metilacdo do DNA € um processo epigenético caracterizado pela adigcdo de um grupo
quimico chamado metil (-CH3) no carbono 5 do anel da base nitrogenada citosina

presente em um par CpG, formando a 5mC (Figura 1).
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Figura 1: Representagcdao Esquematica do processo de metilagao do DNA.
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Converséao da citosina em 5mC (por agdo da DNMTs) leva ao recrutamento de proteinas repressoras
como HDACs e MBPs, resultando na inibigdo da transcrigdo génica. A semelhanga estrutural entre
citosina e 5mC com impacto funcional na regulagdo epigenética do DNA. Fonte: Figura adaptada de
Mahmoud e Ali, 2019.

Esse evento, em geral, atua como um mecanismo de controle, ajudando a ligar
ou desligar genes conforme a necessidade da célula. Esse processo é catalisado por
enzimas chamadas DNA metiltransferases (DNMTs), que sao proteinas com fungao
enzimatica capazes de reconhecerem sequéncias especificas de DNA, especialmente
os dinucleotideos CpG, ligando-se ao DNA naquele ponto especifico e transferindo o
grupo metil da S-adenosilmetionina (SAM) para o carbono 5 do anel da citosina,
formando a 5mC. Atuando como doador do grupo metil, a molécula SAM se encaixa
em um sitio especifico na enzima DNMTs [Moore et al., 2013]. Apds a doacgao, ela é
convertida em S-adenosil-homocisteina (SAH), que, por sua vez, € descartada ou
reciclada. Embora essa modificagao nao altere a sequéncia do DNA, ela muda a forma
como a citosina € reconhecida pelas proteinas reguladoras, podendo impedir que
proteinas de transcricdo reconhegam o gene normalmente ou, ainda, atrair proteinas
de repressdo, como proteina 2 que se liga a metil-CpG (MeCP2) e histonas
desacetilases (HDACs), que bloqueiam a ativagado do gene, interferindo diretamente
na expressao génica [Baylin et al., 2000; Li et al., 2021].

Quando esses mecanismos epigenéticos sdo desregulados, podem
comprometer a regulagado da expressao génica. No caso especifico da metilagdo do
DNA, o equilibrio entre hipometilacdo e hipermetilacdo €& fundamental para a
estabilidade gendmica. A hipometilagdo, que representa uma metilagao insuficiente,
pode ativar regides instaveis do genoma e levar a instabilidade cromossémica e

aumento do risco de mutacdes. Ja a hipermetilagdo em locais incorretos, como
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promotores de genes supressores de tumor, pode silenciar genes importantes que
normalmente impediriam o desenvolvimento de cancer. Além disso, a citosina metilada
€ quimicamente instavel e pode se transformar em timina (C — T), o que causa
alteragcdes permanentes na sequéncia do DNA. Assim, a perda do equilibrio
epigenético resulta em ativagcdo ou silenciamento inadequado de genes,
comprometendo o funcionamento celular e favorecendo o surgimento de diversas
patologias, incluindo céancer, doengas metabdlicas e disturbios inflamatérios.
[Greenberg et al., 2019; Jones et al., 2002; Zhang et al., 2022].

Nesse contexto, destacam-se as proteinas TET (Ten-Eleven Translocation), que
participam da desmetilacdo ativa do DNA e integram os mecanismos fisiolégicos de
controle epigenético no endométrio. As proteinas translocagdo dez-onze (TET) sdo
dioxigenases pertencentes a familia das a-cetoglutarato dioxigenases (aKGD),
expressas de forma diferencial em diversos tecidos e estagios do desenvolvimento.
Essas enzimas catalisam reagbes de oxidagdo, inserindo dois atomos de oxigénio
molecular (O,) no substrato, e reconhecem regides do DNA contendo 5mC,
geralmente em ilhas CpG ou regides regulatérias. Para sua atividade, utilizam O,,
ferro ferroso (Fe**) e aKGD como cofator. As TETs promovem a desmetilagcado do DNA
por meio de oxidagdes sequenciais da 5mC em 5hmC, 5-formilcitosina (5fC) e, por
fim, 5-carboxilcitosina (5caC) [Bhutani et al., 2011; Shen et al., 2014; Wu et al., 2017].
Essas modificagées tornam a base nitrogenada suscetivel a via de reparo por exciséo
de base (BER), permitindo que a glicosilase da timina de DNA (TDG) remova a base
modificada (Figura 2).

Assim, as proteinas TET desempenham papel central na desmetilagdo do DNA
[lto et al., 2011; He et al., 2011]. Embora o mecanismo de desmetilacédo seja
compartilhado, as trés isoformas da familia TET (TET1, TETZ2, e TET3) contribuem de
forma distinta, mas complementar, para a regulagao epigenética em diversos tecidos.
Elas sdo amplamente estudadas por sua capacidade de regular a expressao génica
e manter a estabilidade epigenética, o que é relevante no contexto da endometriose.

Por exemplo, a TET1 é altamente expressa em células-tronco embrionarias,
participando da reprogramacao epigenética e da manutengao da pluripoténcia através
da desmetilagdo de promotores de genes como NANOG, OCT4 e SOX2. Ela pode
atuar tanto na ativagdo quanto na repressao génica, dependendo do contexto celular,

ao interagir com complexos repressores de cromatina [Wu et al., 2011; Ito et al., 2010].
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Figura 2: O papel das proteinas TET na desmetilagdo do DNA.
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adicional, mecanismos de reparo de DNA (TDG, AID) ou durante a replicagdo do DNA. Imagem
adaptada. Fonte: Bagci e Fisher, 2017.

A TETZ2, por sua vez, exerce papel fundamental em células hematopoiéticas e
do sistema imune, regulando genes relacionados a diferenciagédo, inflamacdo e
tolerancia imunologica. Sua disfungao tem sido associada a doengas hematoldgicas e
condi¢des inflamatdrias crénicas [Kunimoto et al., 2017; Abegunde et al., 2018]. Ja a
TET3 apresenta expressado elevada em odcitos e zigotos, sendo essencial para a
desmetilacédo ativa do genoma paterno logo apds a fecundagao e para a restauragao
da totipoténcia embrionaria [Gu et al., 2011]. Além do contexto embrionario, a TET3
também modula processos de plasticidade neuronal e resposta imune inata,
influenciando a expresséo de genes pro-inflamatérios em macréfagos.

Na endometriose, a expressao reduzida das TETs pode estar associada a
metilacdo andmala de seus préprios promotores, levando a desregulacao epigenética
do tecido endometridtico [Szczepanska et al., 2018]. Essas disfungdes, além de
intensificarem a inflamacdo e afetarem a diferenciacido celular, favorecem o
crescimento descontrolado das lesdes e reduzem a receptividade endometrial,
dificultando a implantagdo embrionaria [Adamczyk et al., 2022a]. Ademais, uma
regulagao epigenética alterada pode contribuir para um ambiente uterino desfavoravel,
agravando o processo inflamatério e comprometendo a qualidade dos odcitos. Essas
alteragcdes impactam diretamente os processos de fertilizacdo e implantacao,
comprometendo a capacidade reprodutiva em mulheres com endometriose [Ochoa
Bernal e Fazleabas, 2024].
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Diante disso, o presente estudo realiza uma revisao narrativa da literatura com o
objetivo de investigar de que forma os mecanismos epigenéticos participam nao
apenas da manutengdo da endometriose, mas também da infertilidade associada a
doenca, com énfase na atuacéo das proteinas TET. A compreensao do papel dessas
enzimas pode contribuir para a identificagdo de biomarcadores epigenéticos e para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras, promovendo abordagens
mais eficazes no tratamento da infertilidade e melhorias na qualidade de vida das

pacientes.

2. METODOLOGIA:

Este estudo € uma revisdo narrativa da literatura que analisou e discutiu
criticamente o papel das proteinas TET na regulagcédo epigenética do endomeétrio em
casos de endometriose e infertilidade.

A busca foi realizada nas bases de dados PubMed e Elsevier, utilizando os
seguintes descritores e operadores booleanos: “TET proteins” AND “epigenetic factor”
AND “endometriosis” AND “infertility”. Foram incluidos artigos publicados entre 2012 e
2024, em inglés e portugués, que abordem a relagcéo entre proteinas TET, receptores
hormonais e infertilidade na endometriose. Foram excluidos estudos que néo
mencionavam infertilidade ou revisdes sem analise critica, por ndo apresentarem
relacao direta com o tema ou fornecerem evidéncias relevantes. A selegdo dos
artigos ocorreu em trés etapas: leitura dos titulos e resumos para triagem inicial,
seguida pela analise completa dos estudos potencialmente elegiveis e, por fim, a
extracdo dos dados, organizados conforme autor, ano de publicagdo, obijetivo,
metodologia, principais achados e conclusdes, permitindo uma analise comparativa. A
interpretacéo dos resultados foi realizada por meio de uma sintese qualitativa dos
principais achados, enfatizando padrdes, divergéncias e lacunas na literatura atual.

Embora diversos artigos tenham sido analisados, trés estudos foram
selecionados como centrais por apresentarem maior relevancia e consisténcia
metodoldgica em relagdo ao tema. Esses artigos foram utilizados como eixo para a
apresentacao dos resultados, que foram organizados em segdes individuais. Em cada
secao, foi elaborado um resumo critico do artigo, acompanhando as figuras mais

representativas (quando disponiveis) e suas respectivas legendas, além de uma mini-
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conclusao baseada nos dados apresentados e na interpretagdo dos autores. Essa
estratégia permitiu aprofundar a analise, mantendo a perspectiva integrativa da revisao
narrativa, ja que também foram considerados de forma indireta os demais trabalhos
referenciados nesses artigos e outros encontrados na pesquisa. A analise dos estudos
focou na compreensao da expressao e regulagcédo funcional das proteinas TET no
endométrio e na inflamagdo associada as lesdes endometridticas, buscando
estabelecer a relacdo entre esses achados, a modulagdo da metilacdo do DNA
mediada por TET, e os mecanismos que ligam a alteragdo da atividade dessas
proteinas a progressdo da endometriose e do desenvolvimento da infertilidade
feminina associada. A sintese das informagdes permitiu uma discussado integrada
sobre os achados recentes, ressaltando lacunas no conhecimento e possiveis

implicagbes para novas abordagens terapéuticas.

3. RESULTADOS:

Artigo 1: Alternancia da expressao das translocacoes 1, 2 e 3 de dez-onze no
endométrio eutépico de mulheres com infertilidade associada a endometriose.

De acordo com Szczepariska et al. (2018), a expressao das proteinas da familia
TET apresenta alteragdes significativas no endométrio eutépico de mulheres com
infertilidade associada a endometriose. Foram analisadas 18 mulheres férteis e 38
mulheres inférteis com endometriose. O grupo controle incluiu mulheres férteis com
dor pélvica crbnica, sem alteracdes identificadas por laparoscopia e sem histérico de
infertilidade, apresentando apenas varizes pélvicas. Todas as participantes eram
caucasianas, de origem polonesa, € as pacientes com endometriose foram
classificadas segundo revisao da ASRM.

Todas as participantes foram submetidas a laparoscopia e, no grupo infeértil,
também foram realizados exames adicionais, como histeroscopia e analise histologica,
para confirmagao da endometriose. As amostras consistiram em endométrio eutépico
total, contendo uma mistura de células — epitélio colunar, glandulas endometriais e
fibroblastos estromais. A coleta foi realizada durante as cirurgias em dois momentos
do ciclo menstrual: fase folicular média e fase lutea média (janela de implantacao, entre

7 e 9 dias apds a ovulagao, confirmada por ultrassonografia). A fase do ciclo foi
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validada por um patologista experiente, por meio de coloragcéo por hematoxilina-eosina
e dos critérios de Noyes e Hertig.

Nas analises moleculares, a expressao das proteinas TET foi avaliada por
reacao em cadeia da polimerase quantitativa com transcricdo reversa (RT-gPCR) e
western blot. O RNA total foi extraido, tratado com DNase, convertido em DNA
complementar (cDNA) e quantificado por RT-gPCR em tempo real, utilizando SYBR
Green. A normalizagdo dos dados foi feita com os genes de referéncia actina beta,
ACTB, e proteina ribossomal da subunidade lateral PO (RPLPO). Para analise proteica,
as proteinas foram extraidas, quantificadas, separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), transferidas para
membranas de nitrocelulose e incubadas com anticorpos anti-TET1 e anti-
desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato (anti-GAPDH), como controle interno, além
de um anticorpo secundario anti-rabbit conjugado com peroxidase de rabano (HRP). A
deteccao foi feita por quimioluminescéncia, e a expressdo da proteina TET1 foi
avaliada por meio da razao TET1/GAPDH.

Os resultados do estudo foram apresentados em duas etapas: na primeira, os
autores compararam a expressao das proteinas TET entre mulheres férteis e inférteis
com endometriose, em diferentes fases do ciclo menstrual. Na segunda, analisaram
as variagoes ciclicas intra-grupo, comparando os niveis de expressao entre as fases
folicular e lutea. Durante a fase Iutea, mulheres inférteis com endometriose
apresentaram reducéao significativa nos niveis de TET1, tanto em RNA mensageiro
(mRNA) quanto em proteina, em comparagdo com mulheres férteis. A diminui¢gdo do
mMRNA foi observada em todos os estagios da doenca (I/Il e lll/1V), enquanto a redug¢ao
da proteina TET1 foi estatisticamente significativa apenas nos estagios iniciais (I/Il)
(Figura 3).

Na fase folicular, os niveis de TET1 foram semelhantes entre os grupos (Figura
4).
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Figura 3: Niveis de TET1 (transcrito e proteina) no endométrio de mulheres férteis sem
endometriose e mulheres inférteis com endometriose na fase média lutea.
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Comparacao da expressao do transcrito e da proteina TET1 no endométrio eutdpico durante a fase
médio-lutea. Foram avaliadas mulheres férteis sem endometriose e mulheres inférteis com
endometriose em diferentes estagios (I/ll e lll/IV). Observa-se redugdo significativa dos niveis de TET1
em pacientes inférteis com endometriose, tanto na analise de RT-qPCR (transcritos) quanto no Western
blot (proteina), quando comparadas ao grupo controle.

Figura 4: Niveis de TET1 (transcrito e proteina) no endométrio de mulheres férteis sem
endometriose e mulheres inférteis com endometriose na fase média folicular.
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Comparacéao da expressao do transcrito e da proteina TET1 no endométrio eutépico durante as fases
médio-folicular, sob as mesmas condi¢gbes anteriores. Observa-se que os niveis de TET1 foram
semelhantes entre pacientes inférteis com endometriose e o grupo controle, tanto na analise de RT-
gPCR (transcritos) quanto no Western blot (proteina).

Por outro lado, a expressdo de TET2 e TET3 na fase lutea ndo apresentou
diferencas significativas entre os grupos. Na fase folicular, a TET2 mostrou uma
tendéncia de redugdo em mulheres com endometriose, tornando-se estatisticamente
significativa nos casos de doenga em estagio avangado (l11/1V). Ja a TET3, assim como

na fase lutea, permaneceu sem variagdes expressivas entre os grupos (Figura 5). A
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analise ciclica revelou o ponto mais importante: enquanto em mulheres férteis a
expressédo de TET1, TET2 e TET3 se manteve estavel ao longo do ciclo, em mulheres
inférteis com endometriose houve uma modulagao ciclica anormal da TET3. Nesse
grupo, a expressao de TET3 aumentou significativamente da fase folicular para a fase
lutea, principalmente nos casos de endometriose em estagios avangados. Esse
comportamento sugere que a disfungao da regulacao epigenética pode se intensificar
conforme a progresséo da doencga (Figura 6).

Em conjunto, esses resultados (especialmente a observagdo de que a
regulacao ciclica da TET3 esta alterada em mulheres com endometriose) reforcam a
hipotese de que a disfungdo na regulacédo epigenética constitui um fator-chave na
fisiopatologia da infertilidade associada a doenca.

Figura 5: Comparacgao da expressao dos transcritos de TET2 e TET3 no endométrio eutépico de
mulheres férteis sem endometriose e mulheres inférteis com endometriose, em diferentes fases
do ciclo menstrual.
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Analise da expressado de TET2 e TET3 no endométrio eutdpico, também nas fases médio-lutea e médio-
folicular. Comparando mulheres férteis sem endometriose e mulheres inférteis com endometriose
(estagios l/ll e 11I/IV), observa-se que os niveis de transcritos de TET2 e TET3 encontram-se diminuidos
nos grupos com endometriose, sugerindo uma alteracao na regulacao epigenética associada a doenca.
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Figura 6: Variagao ciclica da expressao de TET3 no endométrio eutopico de mulheres férteis sem
endometriose e mulheres inférteis com endometriose.
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Comparacao da expressado de TET3 entre as fases médio-folicular e médio-lutea, tanto em mulheres
férteis sem endometriose quanto em mulheres inférteis com endometriose (estagios l/ll e 1ll/1V). Nos
controles, ha variacao fisiolégica da expressdo de TET3 entre as fases, enquanto nas pacientes com
endometriose essa regulacdo ciclica encontra-se alterada, indicando um possivel desbalan¢co no
mecanismo de controle epigenético relacionado ao ciclo menstrual.

Artigo 2: O microRNA22-5p tem como alvo a translocagao dez-onze e regula a
expressao do receptor de estrogénio 2 em mulheres inférteis com endometriose

minimal/leve durante a janela de implantagao.

O material de Xiao et al. (2020) teve como objetivo investigar o papel do miR-
22-5p, uma pequena molécula de RNA nao codificante que regula a expressao génica
pos-transcricional, no endométrio eutdpico em fase lutea média de mulheres inférteis

com e sem endometriose minima/leve (estagios | e II). O miR-22-5p foi selecionado a
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partir de estudos preliminares do mesmo grupo, que identificaram uma série de
microRNAs com expressao reduzida no endométrio de pacientes com endometriose,
devido ao seu potencial efeito regulatorio sobre a enzima TET2 e os receptores de
estrogénio. Para isso, os autores utilizaram amostras de tecido endometrial e células
estromais endometriais (ESCs) primarias obtidas de 50 pacientes voluntarias, sendo
24 mulheres inférteis sem patologia endometrial e 26 mulheres inférteis com
diagnostico laparoscopico e histologico de endometriose em estagios | e I, de acordo
com o sistema de classificagao revisado da American Fertility Society (rAFS). Foram
excluidas da pesquisa participantes com adenomiose, leiomiomas, hiperplasia
endometrial, tumores genitais, doenga inflamatodria pélvica aguda ou que estivessem
sob tratamento hormonal nos trés meses anteriores a coleta. Os tecidos endometriais
da fase secretora foram entdo coletados e analisados histologicamente para confirmar
a fase do ciclo e a integridade morfolégica do endométrio.

O estudo analisou, inicialmente por RT-qPCR, 13 amostras de tecido
endometrial de mulheres inférteis com endometriose minima/ leve e 11 amostras de
controle de mulheres férteis sem a doenca. Observou-se uma relagcédo inversamente
proporcional entre a expressao de miR-22-5p e TET2 nos tecidos endometriais
eutépicos das pacientes: o miR-22-5p apresentou expressao significativamente
reduzida em comparagao ao grupo controle (Figura 7A), enquanto o mRNA de TET2
mostrou aumento expressivo no grupo com endometriose (Figura 7B). A analise por
Western blot, realizada com seis amostras do endométrio com endometriose minima/
leve e cinco controles, confirmou o aumento significativo da proteina TET2 no
endomeétrio com endometriose durante a fase secretora, quando comparado ao grupo
controle (Figura 7C). Complementarmente, a imuno-histoquimica (IHC) revelou forte
marcacao nuclear e citoplasmatica de TET2 nas células epiteliais e estromais do
endométrio eutdpico das mulheres com endometriose minima/ leve. Em contrapartida,
a expressao de 5-hmC, a base nitrogenada associada a atividade das proteinas TET,
ndo apresentou diferengas entre os grupos, sendo fortemente expressa em ambos
(Figura 7D).

Além da analise tecidual, os autores isolaram ESCs do endométrio eutopico de
mulheres com endometriose minima/leve (n = 3) e do endométrio normal de mulheres
sem a doenga (n = 3). As células foram cultivadas em meio DMEM/F12 (1:1)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), a 37°C, até atingirem confluéncia

adequada para posterior manipulacao experimental.
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Figura 7: Expressao inversamente proporcional de miR-22-5p e TET2 em amostras de endométrio
de mulheres inférteis com endometriose minimalleve.
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(A) miR-22-5p (RT-gPCR): Reducdo significativa da expressdo de miR-22-5p no grupo com
endometriose versus controle. (B) mRNA de TET2 (RT-gPCR): Aumento expressivo do mRNA de TET2
no grupo com endometriose. (C) Proteina TET2 (Western blot): Maior expressao proteica de TET2
confirmada no endométrio eutdpico das pacientes, especialmente na fase secretora. (D) TET2 e 5-hmC
(IHC): Marcacgao intensa e ampla (nuclear e citoplasmatica) de TET2 nas células endometriais, mas a
expressao de 5-hidroximetilcitosina (5-hmC) permaneceu inalterada entre os grupos.

Para aprofundar a investigagao do papel do miR-22-5p na expressao de TET2,
realizaram experimentos de transfecgdo em ESCs utilizando mimetizadores e
inibidores do microRNA (Figura 8). A transfeccao foi realizada em células em
confluéncia adequada (30-40%), utilizando reagentes comerciais especificos, e
mantidas em cultura por 48 - 72h para permitir a modulacéo efetiva da expresséo do
miRNA. A transfeccdo com o mimetizador aumentou significativamente os niveis de
miR-22-5p e resultou em redugao dos niveis de mRNA (Figura 8A), avaliados por RT-
gPCR, e de proteina de TET2 (Figura 8C e 8E), analisada por Western blot. Por outro

lado, a transfecgdo com o inibidor diminuiu significativamente os niveis de miR-22-5p
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e levou a aumentos nos niveis de mMRNA (Figura 8B) e proteina de TET2 (Figura 8D e
8E).

Figura 8: A expressao de miR-22-5p regula TET2 em células do estroma endometrial primarias.
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(A) mRNA de TET2 (RT-gPCR): Transfec¢cdo com mimetizador de miR22-5p reduziu significativamente
os niveis de mRNA de TET2, enquanto o inibidor aumentou sua expresséao. (B) TET2 (Western blot —
mimetizador): Diminuigdo da proteina TET2 apods transfeccdo com o mimetizador de miR22-5p em
comparagdo ao controle. (C) TET2 (Western blot — inibidor): Aumento da proteina TET2 apos
transfecgdo com o inibidor de miR22-5p. (D) Expresséo relativa de proteina (quantificagdo): Confirma a
regulacao inversa da TET2 pelo miR22-5p, redugao proteica apés mimetizador e aumento apdés inibidor.

Utilizando ESCs transfectadas com mimetizadores ou inibidores do miR-22-5p,
investigou-se o efeito deste microRNA na expressao de ESR2 (Figura 9). A analise por
RT-gPCR revelou que o mRNA de ESR2 foi significativamente reduzido apds a
transfecgdo com mimetizadores, enquanto o tratamento com o inibidor resultou em
aumento significativo (Figura 9A). Em nivel proteico, a expressdo de ESR2 diminuiu
nas células tratadas com mimetizadores e aumentou naquelas tratadas com o inibidor,

conforme evidenciado pela analise de Western blot (Figura 9B). Nao foram observadas
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alteragdes na expressao de ESR1 em nenhum dos tratamentos. Consequentemente,
a razao mRNA ESR1/ESR2 aumentou significativamente tanto com os mimetizadores
quanto com o inibidor (Figura 9A).

Figura 9: miR-22-5p afeta a expressdao ESR2, mas ndo de ERS1, em células do estroma
endometrial primarias.
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(A) mRNA de ESR1, ESR2 e razdo ESR1/ESR2 (RT-gPCR): Transfec¢gao com mimetizadores de miR22-
5p reduziu significativamente o mRNA de ESR2, enquanto o inibidor aumentou sua expressdo. O mRNA
de ESR1 permaneceu inalterado em ambos os tratamentos. Como resultado, a razao ESR1/ESR2
aumentou significativamente tanto com mimetizadores quanto com o inibidor. (B) ESR2 (Western blot):
Reducgao da proteina ESR2 apés transfecgdao com mimetizadores e aumento apés o tratamento com
inibidor de miR22-5p, confirmando a regulacao inversa exercida pelo microRNA sobre o ESR2.

Artigo 3: Macréfagos com superexpressao de TET3 promovem endometriose.
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A pesquisa de Lv et al. (2024) busca elucidar a participacédo e o papel da
proteina TET3 na modulagdo da inflamagdo em macrofagos no contexto da
endometriose. Para isso, os pesquisadores testaram se a manipulagdo de TET3
poderia alterar a resposta inflamatéria associada a doenca. O estudo utilizou amostras
de camundongos fémeas com 7 a 8 semanas de idade, nos quais a endometriose foi
induzida cirurgicamente. Os animais foram mantidos por mais de quatro semanas
antes da avaliagdo, que incluiu a abertura da cavidade abdominal e a analise
macroscopica e histolégica das lesdes. Além disso, foram utilizadas amostras
humanas obtidas do Yale Pathology Tissue Services e do Nanjing Drum Tower
Hospital. As amostras dos pacientes incluiram 15 mL de sangue de doadores
voluntarios, tecido de endométrio normal de cinco pacientes e lesbes de endometriose
intraperitoneal de sete pacientes.

O estudo iniciou-se com a caracterizagdao dos macrofagos endometriais em
amostras de endométrio normal e de lesbes endometridticas peritoneais, ovarianas e
retovaginais. Essa caracterizagao foi realizada por imunohistoquimica de fluorescéncia
em amostras humanas, utilizando diversos marcadores: CD163, CD68, CD14, MRC1
e CD86, com o objetivo de distinguir subtipos celulares e estados funcionais. O
marcador CD163, associado a polarizagdo M2 (anti-inflamatdria), foi detectado em
ambas as condi¢des, porém com maior abundancia nas lesées endometriéticas, onde
se observou um aumento aproximado de duas vezes no numero de macréfagos CD163
positivo (CD163*) em relagado ao grupo controle (Figura 10 C).

Apds essa caracterizagdo, a expressdao da enzima epigenética TET3 foi
investigada nesses subtipos. A especificidade do anticorpo anti-TET3 foi previamente
confirmada por ensaio de knockdown em macréfagos derivados de mondcitos
humanos (MDMs), garantindo a confiabilidade da detecgao nas amostras teciduais. O
aumento da expressao de TET3 foi detectado tanto em células marcadas apenas por
CD163 quanto naquelas identificadas pelo painel combinado de marcadores, o que
refor¢a a consisténcia do padrao observado entre diferentes abordagens de marcagao
(Figura 10A e 10B).

Além disso, observou-se que os macréfagos TET3* apresentavam padrao de
distribuicdo heterogéneo nas diferentes lesdes endometridticas e entre pacientes
(Figura 10D e 10E). Apesar disso, embora a expressao geral de TET3 estivesse

aumentada nas lesdes, 0 incremento mais significativo ocorreu na populagao de
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macrofagos que coexpressavam TET3 e CD163, cuja frequéncia foi cerca de oito

vezes maior em comparagéo ao endomeétrio normal (Figura 10C).

Figura 10: Caracterizagao e abundancia de macréfagos com superexpressio de TET3 em lesdes

de endometriose humana.
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(A) Distribuicdo das populagées celulares de endométrio normal (Ctrl) e lesGes de endometriose (Endo)
em grafico UMAP. (B) Expressdo da proteina TET3 em macrofagos de amostras Ctrl e Endo,
demonstrando a porcentagem de macréfagos com superexpressado de TET3 (TET3 OE) nas lesdes. (C)
Expressdo do marcador CD163 nos macréfagos e as porcentagens de macréfagos com CD163 OE e
com a coexpressdo TET3/CD163 (duplo OE) em Ctrl e Endo. (D e E) Imagens representativas de
Imunofluorescéncia mostrando a localizagdo da TET3 (vermelho), do CD163 (verde) e dos nucleos
(azul) em tecido endometrial normal (n=5) e tecido de endometriose humana (n=7). Fonte: Figuras
adaptadas de Lv et al., 2024.

Para investigar a modulacao da expressao de TET3 no microambiente, ensaios
in vitro foram realizados. Em MDMs induzidos por fator estimulador de col6nias de
Macrofagos (M-CSF), o fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-1) aumentou
a expressao de TET3 (mRNA e proteina), acompanhado por um aumento no numero
de células CD163+ (Figura 11A e 11B).
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Figura 11: A expressao de TET3 em macréfagos é induzida por mediadores inflamatdrios e pelo
microambiente da endometriose em MDMs.
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(A e B) Analise da expressédo de TET3 em MDMs tratados com TGF-31 (10 ng/mL por 48 horas). Os
graficos mostram a quantificacdo de mRNA por qRT-PCR (A, esquerda) e a quantificagdo da proteina
TET3 por IHC (MFI) (A, direita). B apresenta fotomicrografias representativas da imunocoloragdo de
TET3 (vermelho) e CD163 (verde) nos MDMs. (C e D) Andlise semelhante a anterior, mostrando a
indugcado de TET3 (mMRNA e proteina) apos o tratamento de MDMs com MCP1 (200 ng/mL por 24 horas)
(C). D exibe fotomicrografias representativas da imunocoloragdo. (E e F) Indugdo de TET3 e CD163
pelo meio condicionado de células estromais endometriéticas (CM-Endo) em MDMs. Os graficos em E
mostram que o aumento de TET3 é revertido pela adigdo de um anticorpo anti-TGF-B1. F exibe as
fotomicrografias de imunocoloragao correspondentes. Fonte: Figuras adaptadas de Lv et al., 2024.

Resultados semelhantes foram observados apds incubagdo com proteina
quimiotatica de mondécitos-1 (MCP1) e polarizagdo com Interleucina-4 (IL-4) (Figura
11C e 11D). A exposigédo ao meio condicionado de células estromais endometridticas

(CM-Endo) também aumentou TET3 e CD163+, efeito que foi atenuado quando um
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anticorpo especifico para TGF-B1 foi utilizado (Figura 11E e 11F). Em contraste, o meio
condicionado de células estromais endometriais humanas (HESC) nao alterou a
expresséo de TET3 ou o numero de células CD163+. De forma similar, em macrofagos
peritoneais (PMs) isolados de camundongos saudaveis e cultivados in vitro, tanto TGF-
B1 quanto MCP1 aumentaram a expressao de TET3 e o numero de células CD163+,
e 0 CM-Endo provocou aumento de TET3 e CD163+ de maneira dependente de TGF-
B1.

Na sequéncia, para investigar a funcao de TET3 na viabilidade celular, a
transfeccédo de siRNA especifico para TET3 em MDMs reduziu a expressao de TET3
(mRNA e proteina), sem alterar a expressao de TET2 (Figura 12A e 12B). A redugéo
de TET3 resultou em aumento de apoptose, efeito também observado em MDMs
diferenciados com M-CSF + IL-4 (Figura 12C) e em linhagem celular de macréfagos
murinos RAW 264.7 (Figura 12D, 12E e 12F).

Figura 12: O knockdown de TET3 em macrofagos induz a apoptose.
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(A a C) Anélise em macrofagos derivados de monécitos humanos (MDMs) tratados com CM-Endo e
transfetados com siRNA néo direcionado (NT) ou siRNA de TET3: (A) Quantificagdo de mRNA de TET3
e TET2 por qRT-PCR, demonstrando a eficacia do knockdown de TET3 sem afetar TET2. (B) Imunoblots
representativos confirmando a redugdo nos niveis da proteina TET3 apdés o knockdown. (C)
Fotomicrografias representativas e analise estatistica dos ensaios TUNEL+ (vermelho) indicando o
aumento da apoptose. (D a F) Analise do knockdown de TET3 em macrofagos murinos RAW 264.7: (D
e E) Quantificagdo de mRNA por gRT-PCR (D) e Imunoblots (E) confirmando a redugao especifica de
TET3 (sem alterar TET2). (F) Fotomicrografias representativas e analise estatistica dos ensaios
TUNEL+ (vermelho) confirmando o aumento de apoptose nas células RAW 264.7 com knockdown de
TETS3. Fonte: Figuras adaptadas de Lv et al., 2024.
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No entanto, os camundongos delec¢ao especifica de TET3 em macréfagos (Mye-
Tet3—KO) apresentaram reducéo significativa no volume das lesbes endometridticas,
conforme verificado pela avaliagdo macroscopica (Figura 13A) e histologica (Figura
13B). A IHC revelou uma diminuigdo acentuada no numero de macréfagos TET3-
positivos e na expressao das citocinas pro-inflamatérias interleucina 1 beta (IL-1B) e
interleucina 6 (IL-6) nessas lesdes (Figura 13C, 13D e 13E). Assim, o modelo Mye-
Tet3—KO apresentou menor infiltracdo de macréfagos TET3 OE e reducédo da

expressao local de mediadores inflamatorios.

Figura 13: A delegcdo de TET3 no compartimento mieloide (Mye-Tet3—KO) reduz a carga de
endometriose e a inflamagao local em camundongos.
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A delegdo de TET3 especifica para o compartimento mieloide (Mye-Tet3—-KO) em camundongos
submetidos a indugéo cirurgica da endometriose resultou em uma redugao significativa no volume
macroscopico das lesdes (A). Essa redugao foi confirmada pela analise histologica das lesbes coradas
por H&E (B). A analise de Imunocoloragao nas lesbes demonstrou que os camundongos Mye-Tet3—-KO
apresentaram uma diminui¢éo significativa na MFI de TET3 nos macréfagos CD163+ (C), bem como
uma redugdo acentuada na expressao local e na MFI das citocinas pré-inflamatérias IL-18 (D) e IL-6 (E)
em macréfagos CD163+. Fonte: Figuras adaptadas de Lv et al., 2024.
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4. DISCUSSAO:

O presente trabalho teve como objetivo compreender como as proteinas TET
participam da regulagao epigenética do endométrio e de que forma suas alteragdes
podem contribuir tanto para a infertilidade associada a endometriose quanto para a
propria fisiopatogénese da doencga.

Em condi¢cbdes normais, a TET1 atua na remog¢ao de marcas de metilagado em
genes relacionados ao controle do ciclo celular, resposta imune e remodelagado da
matriz extracelular, processos essenciais para o equilibrio do endométrio eutdépico [Wu
et al., 2017]. Na endometriose, entretanto, a reducédo da TET1 leva a hipermetilagao
de genes supressores e a ativagcdo anOmala de genes pro-inflamatérios e pro-
angiogénicos, criando um microambiente favoravel a sobrevivéncia e invasdo de
células endometriais fora da cavidade uterina. Assim, a TET1 atua como um regulador
epigenético central, cuja desregulagdo contribui tanto para a instalacdo da
endometriose quanto para a infertilidade associada, integrando mecanismos
inflamatdrios, hormonais e epigenéticos em um mesmo eixo patologico.

Os estudos de Szczepariska et al. (2018) e Adamczyk et al. (2022b) apresentam
convergéncias importantes, demonstrando redugao significativa na expressao de TET1
durante a fase lutea em mulheres inférteis com endometriose. Essa diminuigdo parece
estar associada a hipermetilacdo de genes essenciais para a receptividade
endometrial, como HOXA10, HOXA11 e PR-B, sugerindo um papel direto das
proteinas TET na regulagdo epigenética da receptividade e na implantagéao
embrionaria [Wu et al., 2005; Wu et al., 2006; Szczepanska et al., 2012; Wu et al.,
2007].

Em condigdes fisiolégicas, o endométrio apresenta, antes da implantagdo, um
estado pro-inflamatério controlado, caracterizado pela producdo local de citocinas e
quimiocinas que favorecem a adesao embrionaria e o remodelamento tecidual. Apds
o contato com o embrido, ocorre um equilibrio imune mediado pela progesterona e por
fatores secretados pelo trofoblasto, que induzem mecanismos anti-inflamatérios e de
tolerancia materno-fetal.

Nas mulheres com endometriose, esse equilibrio € rompido, pois o
microambiente inflamatorio das lesdes endometridticas soma-se a falha na modulagao
imune do endométrio, agravando a inflamagao local. Essa condi¢do € potencializada

por alteragbes hormonais tipicas do ciclo luteo e do inicio da gestagéo, nas quais a
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progesterona enfrenta resisténcia tecidual decorrente de um estado epigenético
refratario. A hipermetilagdo do gene TET1 em amostras de endométrio secretor
[Adamczyk et al., 2022b] pode representar o evento inicial de um ciclo de
retroalimentacédo negativa, no qual a baixa expressdao de TET1 perpetua o
desequilibrio epigenético e a inflamacgéao, explicando em parte a infertilidade associada
a endometriose.

Embora Szczepariska et al. (2018) e Xiao et al. (2020) tenham analisado a
expressao de TET2 em tecido endometrial humano, suas diferengas metodolégicas
permitem interpretagcées complementares. No estudo de Szczepariska et al. (2018),
envolvendo mulheres com endometriose associada a infertilidade, observou-se
reducédo significativa de TET2 na fase proliferativa em casos mais graves (graus lll e
IV), sugerindo que a expressao de TET2 esta relacionada a progressao e gravidade
da doenca. Ja Xiao et al. (2020), ao analisar mulheres com endometriose minima ou
leve (graus | e Il), identificou aumento da expresséo de TET2 correlacionado a redugao
do miR-22-5p durante a fase lutea/secretora.

Assim, os achados ndo sdo contraditorios, mas refletem contextos distintos: a
TET2 é modulada tanto pela gravidade da doenga quanto por mecanismos
moleculares especificos, como a regulagado por microRNAs. Além disso, 0 miR-22-5p
influencia a expressao do ER2, essencial para a agao do estrogénio no endométrio. O
estrogénio, por sua vez, tem papel fundamental na fase secretora, estimulando o
crescimento, vascularizagao e maturagao glandular do endométrio, preparando-o para
a implantacao [Lessey e Young, 2019].

Alteracbes na expressdo do ER2 reduzem a sensibilidade endometrial ao
estrogénio, mesmo quando seus niveis séricos estdo adequados. Dessa forma, a
reducdo da TET2 compromete a expressdo de genes ligados a receptividade e
implantagdo, enquanto a modulagdo do ER2 interfere diretamente na sinalizagao
estrogénica, impactando tanto a receptividade endometrial quanto a fisiopatologia da
endometriose.

Aprofundando o papel da TET2, sua deficiéncia mantém genes inflamatorios e
pro-fibroticos em estado anémalo de ativagao ou metilacéo, favorecendo a persisténcia
dainflamacao e da fibrose. A TET2 exerce papel essencial na modulagao da identidade
celular, regulando a autorrenovacao e a diferenciacdo de macréfagos, linfécitos T e

células-tronco hematopoéticas. A alteragao do fendétipo dos macrofagos, por exemplo,
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leva a um perfil disfuncional, com coexisténcia de caracteristicas M1 (pro-inflamatérias)
e M2 (pro-fibréticas).

Essa desregulagao resulta na secre¢cado exacerbada de fatores de crescimento
e citocinas, como IL-1B, IL-6, TNF-a, TGF- e PDGF, que ativam fibroblastos e células
estromais, estimulando a deposigdo de matriz extracelular. O excesso de colageno e
fibronectina provoca espessamento, aderéncias e rigidez tecidual, caracteristicas
tipicas das lesbes endometridticas profundas [Cull et al., 2017; Zhang et al., 2020].

Além de regular vias inflamatérias, a TET2 também atua na modulagdo de
genes antioxidantes, como SOD2, CAT, GPX1 e NFE2L2 (NRF2), favorecendo o
equilibrio redox celular [Guo et al., 2017]. Embora essa fungao ainda n&o tenha sido
comprovada no endométrio humano, € plausivel que mecanismos semelhantes
ocorram, considerando a estreita relagcdo entre inflamacao, estresse oxidativo e
remodelamento tecidual na endometriose.

Quando a TET2 esta reduzida, esses genes antioxidantes tornam-se
hipermetilados e menos expressos, diminuindo a capacidade celular de neutralizar
espécies reativas de oxigénio (ROS). Consequentemente, ha aumento da atividade de
vias pro-inflamatérias, como fator nuclear potenciador de cadeia leve de células B (NF-
kB) e inflamassoma com receptor semelhante ao NOD com dominio pirina 3 (NLRP3),
que intensificam a producédo de ROS durante a resposta imune.

Macréfagos ativados cronicamente secretam citocinas e fatores de crescimento
que amplificam a ativacao de fibroblastos e células estromais — ambos produtores de
ROS durante a sintese de matriz extracelular. Além disso, os proprios macréfagos
geram ROS via NADPH oxidase e mitocOndrias, reforcando o ciclo de estresse
oxidativo. O excesso de ROS reativa NF-kB e TGF-B, criando um ciclo
autossustentavel de inflamacgao, estresse oxidativo e fibrose [Gerecke et al., 2022].

Tradicionalmente, a literatura sobre modulacdo epigenética em células
mieloides focou na TET2, dada sua importancia na diferenciacdo e polarizagao
macrofagica — especialmente na transicdo entre perfis M1 e M2. No entanto,
evidéncias recentes indicam que outras isoformas da familia TET, em especial a TET3,
também exercem papéis relevantes nesse contexto.

O estudo de Lv et al. (2024) demonstrou que a superexpressao de TET3 em
macréfagos CD163* é induzida por citocinas inflamatérias, como TGF-1 e MCP-1,
promovendo a ativagao de genes pro-inflamatorios e a manutencdo do microambiente

endometridtico. Essa estimulacdo continua desencadeia uma reprogramagao
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fenotipica intensa, na qual os macréfagos perdem marcadores de linhagem e adquirem
um perfil funcional alterado, independentemente de sua origem embrionaria ou
monocitica. A plasticidade induzida pela inflamagao reforga o papel do microambiente
na modulagao epigenética das células imunes [Hogg et al., 2018; Jayakumar et al.,
2022; Tan et al., 2022].

A superexpressao de TET3 também estimula a polarizagcdo M2 e o aumento da
expressdo de genes associados a esse feno6tipo, possivelmente por desmetilagao de
promotores regulatérios, embora os niveis de metilagdo ndo tenham sido diretamente
avaliados. Essa modulagdo epigenética em macrofagos favorece um ambiente
inflamatdrio persistente e pré-fibrético, que sustenta processos de remodelamento
tecidual e angiogénese. Em contrapartida, o bloqueio de TET3 reduziu a expressao de
mediadores inflamatorios e o crescimento de lesées endometridticas em modelo
experimental, indicando um papel funcional direto na progressao da doencga.

A fungado da TET3, entretanto, ndo se restringe aos macrofagos. Szczeparnska
et al. (2018) ampliaram sua investigacao para as trés isoformas da familia TET e
identificaram um aumento anémalo da TET3 no endométrio eutépico durante a fase
lutea, especialmente em casos avancados. Esse aumento pode estar relacionado a
hipometilacdo de genes dependentes de estrogénio, como SF-1, CYP19 e ESR2,
potencialmente intensificando a atividade estrogénica e comprometendo a
receptividade endometrial, além de favorecer a progressao da endometriose [Xue et
al., 2007a; Xue et al., 2007b; Izawa et al., 2011]. Dessa forma, a TET3 reflete um
padrao de desregulagao ciclica semelhante ao observado nas demais isoformas da
familia.

Apesar dos avangos, € necessario reconhecer limitagbes metodolégicas nos
estudos analisados. Em Szczeparniska et al. (2018), as analises foram realizadas em
amostras teciduais sem separacao precisa entre compartimentos endometriais,
dificultando a identificacao de efeitos especificos em tipos celulares distintos. No
estudo de Lv et al. (2024), a principal limitagao foi o uso da cepa LysM-Cre para gerar
camundongos Tet3-KO especificos para células mieloides, pois, embora amplamente
empregada, essa abordagem ndo garante exclusividade para macrofagos — o
promotor LysM também é ativo em granuldcitos e células dendriticas. Assim, os efeitos
observados podem refletir a contribuicdo combinada de multiplos subtipos mieloides.

Além disso, os modelos murinos apresentam restricdes inerentes as diferencas

entre o ciclo estral e o ciclo menstrual humano, o que dificulta a extrapolacao direta
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para o contexto clinico. Contudo, o uso de amostras humanas obtidas por histeroscopia
e sangue periférico fortalece a relevancia translacional dos achados, minimizando
parcialmente essas limitagdes.

De forma mais ampla, observa-se que poucos estudos integraram a analise das
TETs com outros reguladores epigenéticos, como DNMTs e HDACs, o que limita a
compreensao das redes moleculares envolvidas. Embora Xiao et al. (2020) tenham
minimizado o impacto hormonal utilizando culturas in vitro de células estromais
endometriais, nos demais trabalhos, a interpretacdo dos dados pode ter sido afetada
pela variabilidade individual entre pacientes e pela auséncia de controle dos niveis
hormonais circulantes, fatores que influenciam diretamente a expressdo génica nas

diferentes fases do ciclo menstrual.

Figura 14: Sintese de mecanismos regulatérios, principalmente relacionados a metilagiao do
DNA, envolvendo TET1, TET2 e TET3 na endometriose e na infertilidade associada.
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a atuacdo das proteinas TET1, TET2 e TET3 e sua relacdo com alteragdes regulatdrias associadas a
endometriose e a infertilidade. Fonte: Esquema autoral.

Os efeitos da endometriose sobre a infertilidade e sobre a inflamagao
endometrial parecem decorrer da desregulagcdo conjunta das trés isoformas TET
(TET1, TET2 e TET3), e ndo da alteragdo isolada de apenas uma delas. A TET1 regula
genes relacionados a receptividade endometrial e a resposta a progesterona, a TET2

modula a fungao imune, o equilibrio redox e a secrecao de citocinas pré-inflamatérias,
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e a TET3 influencia a polarizagdo de macréfagos e a expressao de genes estrogénio-
dependentes (Figura 14).

Embora exista certa redundancia funcional entre as isoformas, a modulagao
isolada de uma unica TET provavelmente tem efeito limitado, pois ndo corrige os
desequilibrios epigenéticos provocados pelas demais. Dessa forma, estratégias
terapéuticas que restaurem o equilibrio coordenado entre TET1, TET2 e TET3 podem
ter maior potencial para normalizar padrbes epigenéticos, reduzir a inflamacao e
melhorar a receptividade endometrial em mulheres com endometriose.

Ainda assim, o aprofundamento do papel das proteinas TET na regulagao
epigenética e na modulag&o da resposta inflamatéria abre perspectivas promissoras
para novas abordagens terapéuticas. A regulacdo hormonal dessas proteinas também
apresenta relevancia translacional, ja que a progesterona induz a expressao de TET1,
TET2 e TET3 em células epiteliais endometriais [Retis-Resendiz et al., 2021], enquanto
a combinacgao de estradiol e progesterona aumenta a expressao de TET3 [Linowiecka
et al., 2024], e o estradiol isolado estimula TET1 em células estromais [Adamczyk et
al., 2025].

Esses achados sugerem que o ambiente hormonal influencia diretamente o
equilibrio epigenético do endométrio, modulando a atividade das TETs de forma
isoforma- e célula-especifica. Embora a maior parte dos dados terapéuticos provenha
de modelos experimentais, essas evidéncias fornecem base racional para futuros
estudos translacionais e clinicos, nos quais a regulacédo das TETs possa se tornar uma
estratégia complementar para restaurar o equilibrio epigenético e melhorar o fenétipo
endometrial.

Na pratica clinica, abordagens hormonais ja sdo amplamente utilizadas tanto no
controle da endometriose quanto na preparagdao endometrial para reproducgao
assistida. No entanto, seu uso visando especificamente a modulagcéo das TETs exigiria
uma abordagem personalizada, considerando variaveis como fase do ciclo menstrual,
gravidade da doenga, perfil hormonal basal e responsividade tecidual.

Um desafio adicional seria promover um estimulo hormonal coordenado capaz
de restaurar, ao menos parcialmente, a expressao das TETs sem induzir efeitos
sistémicos adversos decorrentes de altas doses hormonais. Futuras investigagdes
poderdo esclarecer se a manipulagédo controlada do eixo hormonal é capaz de romper

o ciclo de retroalimentacdo negativa que mantém a baixa atividade das TETs no
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endométrio comprometido, abrindo novas perspectivas terapéuticas na interface entre

epigenética e fisiologia reprodutiva.

5. CONCLUSAO:

A realizagao desta revisao narrativa da literatura alcangou seu objetivo central ao
investigar, de forma integrada e critica, o papel dos mecanismos epigenéticos — com
énfase nas proteinas TET — na manutencdo da endometriose e da infertilidade
associada. A analise dos estudos selecionados permitiu construir uma narrativa coesa
e consistente, que ndo apenas descreve alteracbes moleculares, mas estabelece
conexdes fundamentais entre a desregulagéo epigenética e a fisiopatologia da doenca.

Os resultados compilados demonstram que as proteinas TET1, TET2 e TET3
atuam de maneira interdependente e complementar, orquestrando diferentes aspectos
da patogénese da endometriose. A redugdo da TET1 esta associada a perda da
expressdo de genes envolvidos na receptividade endometrial e na diferenciagao
decidual, contribuindo para um microambiente menos favoravel a implantagdao. A
diminuicdo da TET2 compromete a transcrigao de genes antioxidantes e moduladores
inflamatodrios, alterando a polarizacao celular e favorecendo um estado persistente de
estresse oxidativo, inflamagado e ativagdo de vias pro-fibréticas, o que mantém o
microambiente endometrial em desequilibrio. A TET3, por sua vez, apresenta papel
dindmico durante a regeneragao endometrial e na resposta hormonal, sendo essencial
para a plasticidade celular e a adaptacdo ciclica do tecido; além disso, sua
superexpressao em macréfagos sustenta um estado inflamatério crénico e favorece a
progressao das lesdes.

Essas evidéncias reforcam que a infertilidade associada a endometriose resulta
nao apenas de fatores hormonais ou anatdémicos, mas de um desequilibrio epigenético
que afeta multiplas vias celulares e moleculares. A interagao entre as proteinas TET,
citocinas inflamatdrias e genes modulados por horménios sexuais compde uma rede
regulatéria complexa, cuja disfungdo compromete a receptividade endometrial e o
equilibrio imunoldgico local. O perfil epigenético mediado pelas TETs, portanto, pode
representar o elo entre a inflamacgao cronica e a falha de implantagao embrionaria.

A elucidacdao completa dessa rede regulatéria podera ampliar o entendimento
sobre os mecanismos epigenéticos da infertilidade e abrir novas perspectivas para

terapias mais especificas e eficazes. Ainda assim, sdo necessarios estudos que
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integrem analises epigenbmicas, transcriptbmicas e hormonais, conduzidos em
diferentes fases do ciclo menstrual e em modelos celulares e animais que reproduzam

mais fielmente o endométrio humano.
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