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RESUMO 

 

 

A endometriose é uma doença benigna crônica caracterizada pela presença de tecido 

semelhante ao endométrio fora da cavidade uterina. Essa doença tem alto grau de 

morbidade associado à infertilidade e à dor pélvica crônica. É provável que a causa da 

endometriose seja poligênica e multifatorial, mas o exato mecanismo patogênico ainda não 

está totalmente claro. Nos últimos anos, células-tronco adultas foram identificadas em 

vários tecidos humanos, incluindo o endométrio. Essas células provavelmente estão 

envolvidas na habilidade regenerativa cíclica endometrial e também na patogênese de 

doenças proliferativas ginecológicas, tais como a endometriose. A identificação de células-

tronco progenitoras (CTPs) nos tecidos é bastante complexa, mas a presença de tais células 

pode ser presumida através de vários ensaios tais como clonogenicidade, label retaining 

cells, células “side population” (SP), identificação de marcadores de indiferenciação e 

diferenciação celular. O presente estudo avaliou a expressão dos marcadores de 

indiferenciação Musashi-1, Oct-4 e c-kit no endométrio eutópico de pacientes com e sem 

endometriose e em lesões endometrióticas. As amostras foram avaliadas por imuno-

histoquímica (IHQ) pelo sistema de polímeros não biotinilados. A análise estatística 

empregou o teste qui-quadrado para as variáveis categóricas e o teste de Kruskal-Wallis 

para as escalas de imunorreatividade. Foram empregados quatro amostras de endométrio 

saudável e seis exemplares de endométrio eutópico e ectópico de pacientes com 

endometriose. A proteína Musashi-1 apresentou padrão de imunocoloração citoplasmático 

e nuclear, o Oct-4 predominantemente nuclear e a proteína c-kit citoplasmática e 

transmembrana. Os três marcadores se expressaram em todos os compartimentos 

endometriais analisados (glandular, estromal e endotelial). Houve maior percentual de 

expressão de Musashi-1 no endotélio de pacientes com endometriose (p<0,05). A Musashi-

1 e a c-kit se apresentaram em algumas lâminas com padrão de imunomarcação por 

grupamentos celulares que podem corresponder a nichos de células-tronco. Todos os 

marcadores apresentaram percentual e intensidade de marcação consideravelmente alto. A 

c-kit teve expressão estromal comparativamente maior que a glandular (p<0,05), além de 

maior imonurreatividade no estroma de endométrio eutópico de paciente com 

endometriose (p<0,05). Em suma, é possível que supostas CTPs endometriais tenham 

algum papel na fisiopatologia da endometriose, não apenas na origem dos implantes 

ectópicos em si como também no processo de neoangiogênese. 

 

 

Palavras-chave: Antígenos de superfície. Células-tronco adultas. Endométrio. 

Endometriose. Fisiopatologia. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

 

 

Endometriosis is a benign disease characterized by the presence of tissue resembling the 

endometrium outside uterine cavity. This disease has a high degree of morbidity associated 

with infertility and chronic pelvic pain. It is possible that the cause of endometriosis is 

polygenic and multifactorial, but the exact pathogenic mechanisms are still not entirely 

clear. In recent years, adult stem cells have been identified in several human tissues, 

including endometrium. These cells are probably involved in regenerative ability of 

endometrium cycle, and also in the pathogenesis of proliferative gynaecological diseases, 

such as endometriosis. The identification of stem cells in tissues is very complex, but these 

cells are supposed to be found through several assays such as clonogenicity, label retaining 

cells, “side population” cells, identification of undifferentiation markers and cellular 

differentiation. This study evaluated the expression of undifferentiation markers Musashi-

1, Oct-4 e c-kit in eutopic endometrium of patients with and without endometriosis and 

endometriotic lesions. Samples were evaluated by immunohistochemistry through biotin-

free polymer system. For statistical analysis, the chi square test was used for categorical 

variables and Kruskal-Wallis test was used for immunoreactivity scales. The material to be 

analysed comprised four samples of healthy endometrium and six samples of both ectopic 

and eutopic endometrium from patients with endometriosis. Musashi-1 presented a 

cytoplasmic and nuclear immunostaining pattern, while Oct-4 presented a predominantly 

nuclear pattern and c-kit a cytoplasmic and transmembranous pattern. The three markers 

were expressed in all endometrial compartments analysed (glandular, stromal and 

endothelial). A higher expression of Musashi-1 was noted in endothelium of patients with 

endometriosis (p<0,05). In some slides, Mushashi-1 and c-kit presented a cellular group 

pattern, which may correspond to stem cell niches. All markers showed a relatively high 

percentage and staining intensity. c-kit had a stromal expression comparatively higher than  

glandular expression, (p<0,05) and a higher immunoreacivity in stroma of eutopic 

endometrium of patients with endometriosis. In summary, it is possible that endometrial 

putative stem/progenitor cells have a role in pathogenesis of endometriosis, not only in the 

origin of ectopic implants but also in the process of neoangiogenesis. 

 

 

 

Key-words: Antigens, Surface. Adult stem cells. Endometrium. Endometriosis. 

Physiopathology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A endometriose é doença crônica benigna caracterizada pela presença de tecido 

glandular e/ou estromal similar ao endométrio fora da cavidade uterina. A incidência dessa 

afecção varia amplamente de acordo com a população estudada, acometendo 5 a 15% das 

mulheres em idade reprodutiva e aproximadamente 35 a 50% das pacientes inférteis e/ou 

com dor pélvica crônica (GAZVANI; TEMPLETON, 2002; JENSEN et al., 2002; 

VINATIER et al., 2001).  

Os sintomas clássicos da endometriose - dor pélvica crônica, dispareunia, 

disfunções menstruais e infertilidade - causam forte impacto no bem-estar e na saúde das 

mulheres portadoras dessa afecção
 

(LEYENDECKER; WILDT; MALL, 2009). 

Proliferação celular, invasão tecidual e neoangiogênese estão presentes nos sítios de 

implantação de endométrio ectópico e atingem primariamente o peritônio pélvico, mas 

podem ocorrer em qualquer víscera abdominal, septo retovaginal, pleura, intestinos e, 

raramente, cérebro (GAZVANI; TEMPLETON, 2002).  

A endometriose é afecção poligênica e multifatorial (BULUN, 2009; SIMPSON et 

al., 1980). O risco relativo (RR) de desenvolver essa desordem é de 3,58 para gêmeas 

monozigóticas e 2,32 para gêmeas dizigóticas, segundo estudo realizado na Austrália 

(TRELOAR et al., 1999). As variantes que codificam a glutationa-S-transferase GSTM1 e 

GSTT1 demonstraram associação consistente com endometriose em revisão sistemática e 

metanálise, com aumento de 29% do risco de endometriose em mulheres portadoras da 

deleção do GSTT1. Em relação aos genes que codificam mediadores inflamatórios e às 

proteínas envolvidas no metabolismo dos esteroides sexuais, em componentes vasculares e 

remodelação tecidual, não existem evidências consistentes, uma vez que alguns 

polimorfismos apresentaram associação com a endometriose apenas em populações 

selecionadas (TEMPFER et al., 2009).  

Vários fatores de risco podem predispor ao desenvolvimento da endometriose. A 

prevalência dessa afecção parece aumentar com a idade até a menopausa, apesar de os 

estudos mais recentes não confirmarem esse achado (GRUPPO ITALIANO PER LO 

ESTUDIO DELL’ENDOMETRIOSI, 1994; HOUSTON et al., 1988). A incidência da 

endometriose costuma ser mais alta em pacientes de melhor classe social e de raça branca 

(NEME et al., 2002; SIGNORELLO et al., 1997), assim como em mulheres com menarca 
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precoce, ciclos menstruais curtos e fluxo intenso (CRAMER et al., 1986; DARROW et al., 

1993). O tabagismo pesado pode reduzir o risco de endometriose em função dos 

reconhecidos efeitos antiestrogêncicos do fumo (CRAMER et al., 1986), mas esses dados 

são limitados e controversos (HOUSTON, 1984; MISSMER; CRAMER, 2003; VIGANÓ 

et al., 2004). A relação entre álcool, cafeína e dieta rica em gorduras saturadas também é 

polêmica. Entretanto, atividade física regular parece estar relacionada a baixos níveis de 

estrogênios e, consequentemente, pode reduzir o risco de desenvolvimento dessa desordem 

(MISSMER; CRAMER, 2003; VIGANÓ et al., 2004).  

A patogênese da endometriose, apesar de muito estudada, é ainda pouco entendida, 

mas é possível que a combinação de diversos processos biológicos aberrantes esteja 

envolvida (BULUN, 2009). Muitos estudos em biologia molecular têm sido realizados para 

investigar os mecanismos relacionados à implantação e sobrevivência dos implantes 

endometriais fora da cavidade uterina (SASSON; TAYLOR, 2008). No processo 

fisiopatológico da endometriose, fatores tais como imunológicos, reprodutivos, ambientais, 

anormalidades do trato genital e desreguladoress endócrinos parecem ter papel 

determinante (FRASER, 2008). Nos últimos anos, alguns grupos de pesquisa constataram a 

existência de células-tronco/progenitoras (CTPs) no endométrio humano (GARGETT, 

2007), sugerindo que essas células também poderiam estar envolvidas na fisiopatologia de 

desordens endometriais proliferativas, como, por exemplo, a endometriose (DU; 

TAYLOR, 2007; GARGETT; MASUDA, 2010; MARUYAMA et al., 2010). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Fisiopatologia da endometriose 

 

Muitos grupos de cientistas pesquisam os mecanismos fisiopatológicos da 

endometriose, mas até hoje sua fisiopatologia permanece pouco compreendida (MORSCH 

et al., 2009). A hipótese proposta por Sampson, em 1927, de que fragmentos de 

endométrio menstrual poderiam refluir através das tubas uterinas até a cavidade peritoneal, 

com posterior adesão desses fragmentos e progressão na superfície do peritônio e órgãos 

pélvicos, é o mecanismo mais amplamente aceito (HALME et al., 1984; SAMPSON, 

1922; 1925; 1927). Vários estudos corroboram a menstruação retrógrada, fenômeno 

observado em 76-90% das mulheres, sendo mais comum naquelas com endometriose. As 

portadoras dessa desordem têm mais volume de fluxo menstrual retrógrado quando 

comparadas às mulheres não acometidas. Além disso, pacientes com endometriose têm 

padrão de contração miometrial anormal. Mulheres com anomalias müllerianas e obstrução 

cervical ou vaginal apresentam alto risco de desenvolver endometriose precocemente 

(SASSON; TAYLOR, 2008). Por outro lado, o fato de apenas reduzida parcela de 

mulheres com menstruação retrógrada desenvolver endometriose sugere a participação do 

outros fatores adjuvantes. É fator possivelmente envolvido na patogênese dessa afecção: 

mais viabilidade dos implantes associada a alterações imunológicas e do líquido peritoneal, 

o que permitiria a adesão, implantação, neovascularização e sobrevivência dos mesmos 

(CHRISTODOULAKOS et al., 2007). 

 A metaplasia celômica, outro possível mecanismo proposto para explicar a 

etiologia da endometriose, envolve a transformação metaplásica espontânea das células 

mesoteliais derivadas do epitélio celômico localizado no peritônio e na pleura 

(GRUENWALD, 1942). Essa hipótese baseia-se na origem embriológica comum dos 

ductos müllerianos, epitélio superficial e peritônio pélvico da parede celômica e torna-se 

atrativa por poder explicar a ocorrência de endometriose em qualquer localização do corpo, 

ou mesmo quando acontece antes da menarca, e as raras ocorrências no sexo masculino 

(MARTIN; HAUCk, 1985; PINKERT; CATLOW; STRAUS, 1979). Esse também parece 

ser o mecanismo etiológico mais provável no caso de cistos endometrióticos, os quais 
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surgiriam a partir da metaplasia de uma invaginação do mesotélio nos ovários 

(MATSUURA et al., 1999). 

Os resquícios embrionários dos ductos de Müller também induziriam a formação de 

tecido endometrial ectópico quando submetidos a determinados estímulos (VON 

RECKLINGHAUSEN, 1896). A hipótese dos remanescentes embrionários poderia 

explicar a endometriose no septo retovaginal, bem como em localizações ao longo do 

trajeto de migração do sistema mülleriano embrionário. Entretanto, esse mecanismo 

permanece apenas especulativo, uma vez que implicaria a persistência de restos 

embriológicos até a vida adulta (SASSON; TAYLOR, 2008). 

Há mais de 80 anos Sampson também postulou que a disseminação de células 

endometriais por meio de vasos linfáticos ou sanguíneos também explicaria o 

aparecimento da endometriose em sítios distantes da pelve, como cérebro, pulmões, 

linfonodos, extremidades e parede abdominal (SAMPSON, 1927). Embora essa hipótese 

seja uma explicação plausível para a patogênese dessa afecção, provavelmente não 

representa o mecanismo primário por que a incidência de endometriose nesses sítios é 

bastante rara (HONORÉ, 1999).  

Defeitos moleculares intrínsecos no endométrio eutópico e ectópico de pacientes 

com endometriose, tais como expressão aberrante de aromatase ou de fatores de 

transcrição, também parecem ser mecanismos envolvidos na fisiopatologia dessa afecção. 

Observações clínicas e evidências laboratoriais sugerem que o estrogênio desempenha 

importante papel na formação e no desenvolvimento de implantes de endométrio ectópico. 

Além disso, na endometriose, verifica-se aumento da secreção de citocinas pró-

inflamatórias e fatores de crescimento e angiogênese que podem ser responsáveis pela 

manutenção dessa desordem e pelo comprometimento da função reprodutiva (MORSCH et 

al., 2009). 

Recentemente, a identificação de CTPs endometriais (CHAN; SCHWAB; 

GARGETT, 2004) despontou como uma nova hipótese fisiopatológica para a 

endometriose. Esse mecanismo poderia explicar não só todas as situações em que a 

endometriose acontece, como localizações raras e ocorrências no sexo masculino, mas 

também seria o pressuposto para todas as outras hipóteses já estudadas: menstruação 

retrógrada, metaplasia celômica, resquícios embrionários e disseminação linfovascular 

(FIG. 1) (GARGETT; MASUDA, 2010; MARUYAMA et al., 2010; SASSON; TAYLOR, 

2008). 
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FIGURA 1 – Hipótese das CTPs endometriais como um novo mecanismo fisiopatológico 

para a endometriose.  

Vários mecanismos fisiopatológicos distintos permitem que CTPs endometriais - caracterizadas por vários 

ensaios: clonogenicidade, células side population, label-retaining cells e marcadores de indiferenciação - 

atinjam sítios extrauterinos. As CTPs endometriais submetidas a fatores genéticos, ambientais e 

imunológicos, desreguladores endócrinos e/ou em anormalidades do trato reprodutivo poderiam diferenciar-

se, formando estroma, glândulas e endotélio vascular e culminar em endometriose. 

 

Fonte: Sasson e Taylor (2008). 

 

 

 

2.2 Células-tronco 

 

Nos últimos anos, pesquisas envolvendo CTPs geram grande interesse entre 

cientistas básicos, profissionais de saúde, mídia e público em geral pelo potencial impacto 

em saúde humana, com a possibilidade de utilização na prevenção, diagnóstico e 

terapêutica de doenças crônicas e debilitantes, além da sua aplicação em pesquisas básicas 

(MIMEAULT; BATRA, 2008). As CTPs são definidas por suas propriedades funcionais, 

em particular sua capacidade de autorrenovação ou produção de células-filhas idênticas à 

célula-mãe e, ao mesmo tempo, sua capacidade em diferenciar-se em tipos celulares 
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especializados. Essas células estão presentes durante os estágios de desenvolvimento 

embrionário, mas também podem ser identificadas em determinados tecidos adultos
 
(DEB 

et al., 2008; GRITTI; VESCOVI; GALLI, 2002). Enquanto as CTPs provenientes do 

zigoto são totipotentes, ou seja, possuem a capacidade de gerar qualquer tipo celular 

embrionário ou extraembrionário, as CTPs adultas são multipotentes (FIG. 2), capazes de 

produzir múltiplos tipos celulares da mesma linhagem germinativa; ou unipotentes, podem 

produzir um único tipo celular da mesma linhagem  (GRITTI; VESCOVI; GALLI, 2002). 

 

 

FIGURA 2 – Divisão e diferenciação de células-tronco/progenitoras adultas. 

As CTPs localizam-se em nichos e se autorrenovam. Essas células geram células-filhas/progenitoras a partir 

de divisão celular simétrica e assimétrica. As células-progenitoras dividem-se em células amplificadoras 

transitórias (CAT), que sofrem rápida expansão e proliferação. As CATs terminam por se diferenciarem em 

várias células funcionais sem potencial proliferativo.  

Fonte: Adaptado, com permissão, de Maruyama (2010). ANEXO A. 
 

As CTPs adultas, ou somáticas, são encontradas em estruturas anatômicas 

denominadas nichos, microambientes que mantêm a homeostasia – autorrenovação, 

proliferação, diferenciação e apoptose celular – a partir de sinais intercelulares. À medida 

que as CTPs geram células progenitoras, inicia-se o processo de diferenciação celular, com 

a aquisição de moléculas próprias de estágios diferenciados e a perda de outras 

características de estágios indiferenciados
 

(GRITTI; VESCOVI; GALLI, 2002). Nos 

últimos anos, as CTPs somáticas foram identificadas em diversos tecidos e órgãos, 

incluindo medula óssea, mama, próstata, cérebro, fígado (LI; CLEVERS, 2010) e, mais 

recentemente, no endométrio (CHAN; SCHWAB; GARGETT, 2004). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vescovi%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Galli%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vescovi%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Galli%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vescovi%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Galli%20R%22%5BAuthor%5D
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FIGURA 3 – Estrutura dos nichos de CTPs. 

Sítio onde as CTPs localizam-se em tecidos adultos e mantêm a homeostasia por ações humorais, físicas, 

estruturais, metabólicas e parácrinas. 

 

Fonte: Gritti, Vescovi e Galli (2002). 

 

Uma vez que as CTPs são um “tipo celular novo” e de difícil identificação, 

múltiplos ensaios são utilizados e testados para caracterizá-las (GRITTI; VESCOVI; 

GALLI, 2002; VAN OS et al., 2004). Os ensaios in vitro incluem aqueles que demonstram 

o potencial de clonogenicidade, proliferação e diferenciação celular, bem como as 

características fenotípicas dessas células. Por outro lado, os ensaios in vivo incluem a 

reconstituição tecidual e a demonstração de label-retaining cells (LRCs) (SASSON; 

TAYLOR, 2008).  

Ensaios in vitro para caracterização de células-tronco (CT) podem detectar a 

clonogenicidade, habilidade que uma única célula tem de formar clones quando cultivada 

em meio de baixa densidade celular, além de permitir avaliar a expressão de marcadores 

celulares de indiferenciação. A determinação do potencial proliferativo das supostas CTPs, 

que também é um ensaio in vitro, consiste na identificação de CTPs a partir de sua 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vescovi%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Galli%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vescovi%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Galli%20R%22%5BAuthor%5D
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capacidade de autorregeneração – divisão celular simétrica – e, simultaneamente, gerar 

células-filhas diferentes da célula-mãe – divisão celular assimétrica. Uma forma de avaliar 

esse potencial é cultivar a suposta CTP em meios contendo fatores de crescimento 

específicos, em que ocorre a expansão clonal por etapas, sendo que à medida que a célula 

se diferencia, ela consegue se manter por um baixo número de passagens quando 

comparada à célula-mãe (CERVELLÓ et al., 2007; CERVELLÓ; SIMON, 2009; 

MARUYAMA et al., 2010; SASSON; TAYLOR, 2008). 

In vivo, o ensaio de reconstituição tecidual compreende uma série de experimentos 

em que o tecido de interesse se reconstitui em um animal receptor após transplante de 

CTPs doadas, sendo considerado o padrão-ouro para a caracterização desse grupo celular 

(JOSEPH; MORRISON, 2005). Já o ensaio com LRCs é uma técnica que identifica in vivo 

uma suposta população de CTPs em estado quiescente quando marcadores moleculares 

específicos não são conhecidos. As LRCs “rotulam” células proliferativas com alta síntese 

de ácido desoxirribonucleico (DNA) a partir da marcação com 5-bromo 2’-deoxiuridina 

(BrdU), por exemplo. A cada divisão celular o BrdU tem sua concentração celular reduzida 

em 50%, tornando-se indetectável após aproximadamente três a quatro divisões. A imuno-

histoquímica (IHQ) localiza as LRCs BrdU
+
, revelando sua localização, ou seja, o nicho 

das CTPs no tecido de interesse (CHAN; GARGETT, 2006; GARGETT; MASUDA, 

2010). 

A identificação de células side-population, que se tornou um marco importante no 

estudo de células-tronco, especialmente pela possibilidade de isolamento físico dessas 

células com luz ultravioleta ou fluorescência, é outra abordagem empregada para isolar e 

caracterizar CTPs somáticas de múltiplos tecidos. Essa técnica baseia-se no princípio de 

que tais células, por possuírem o transportador transmembrana ATP-binding cassette 

transporte G2 (ABCG2), excluem corantes lipofílicos antimitóticos, como, por exemplo, o 

corante DNA específico Hoechst 33342, e adquirem o aspecto side population (SP) 

durante o procedimento de clonagem celular por citometria de fluxo (GOODELL et al., 

1996; HIRSCHMANN-JAX et al., 2004). 

Em relação aos marcadores da CTP adulta, ainda não foi identificada alguma 

molécula totalmente específica, apesar de existirem inúmeras pesquisas nessa área. A 

identificação de um painel de marcadores moleculares para esse fim seria de extrema 

importância para a caracterização de CTPs adultas em estado quiescente (SOUZA et al., 

2003). Contudo, até o momento, essas células são caracterizadas fenotipicamente pela 

expressão de marcadores típicos de linhagens indiferenciadas e progenitoras e pela 
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ausência de marcadores de tipos celulares mais diferenciados (GRITTI; VESCOVI; 

GALLI, 2002; SOUZA et al., 2003). 

2.2.1 Células-tronco endometriais 

 

Atualmente, alguns estudiosos pesquisam a CTPs em endométrio humano e em 

modelos experimentais, além de sua correlação com a regeneração endometrial e a 

ciclicidade menstrual. O tecido endometrial é conhecido pela sua dinâmica de 

autorrenovação, quando a cada ciclo estral de roedores e menstrual em humanos sofre 

regeneração (SASSON; TAYLOR, 2008). Esse turnover celular é similar ao que ocorre em 

determinados tecidos altamente regenerativos, como medula óssea, epiderme e epitélio 

intestinal (GARGETT; MASUDA, 2010). Há alguns anos, postulou-se que o processo de 

regeneração celular endometrial poderia ser dependente de CTPs localizadas em nichos 

específicos da camada basal e funcional do endométrio e que essas células, quando 

submetidas a determinados estímulos, como altas concentrações de estradiol e fatores de 

crescimento, poderiam migrar para outras localizações e gerar grupos de células 

progenitoras com o potencial de diferenciação em outros tipos celulares epiteliais e 

estromais, além de componentes vasculares (MASUDA et al., 2010; SASSON; TAYLOR, 

2008).  

Em 1991, Padykula referiu que CTPs fetais persistentes no útero adulto poderiam 

reconstituir o epitélio glandular e estromal que descama a cada ciclo menstrual e gravídico-

puerperal. Até 2004 não existiam evidências científicas que justificassem essa hipótese. 

Naquele ano, dois estudos de diferentes laboratórios foram publicados fornecendo as 

primeiras evidências desse fato. Chan, Schwab e Gargett (2004) demonstraram que o 

endométrio humano possui reduzido grupo de células que exibe capacidade clonogênica. 

Os resultados desse grupo de pesquisadores mostraram que baixo percentual de células 

epiteliais (0,22%) e estromais (1,25%) iniciou a formação de colônias em meio livre de 

soro e enriquecido com fatores de crescimento e apresentou alto potencial de proliferação 

celular (CHAN; SCHWAB; GARGETT, 2004). Por outro lado, ainda em 2004, Taylor 

comprovou que, em humanos, células de medula óssea transplantadas poderiam participar 

do processo de regeneração endometrial em pacientes receptoras. 

O estudo desenvolvido em 2005 por Schwab, Chan e Gargett relatou que o 

potencial de clonogenicidade das células epiteliais e estromais do endométrio humano não 

difere entre as fases do ciclo menstrual e a atividade endometrial. Como o endométrio 

inativo contém somente células da camada basal e não endométrio funcionante, esses 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vescovi%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Galli%20R%22%5BAuthor%5D
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dados sugerem que as supostas CTPs localizam-se nessa camada e persistem mesmo após a 

menopausa (SCHWAB; CHAN; GARGETT, 2005). 

Kim, Tavaré e Shibata (2005) revelaram que o padrão de metilação de genes em 

glândulas de endométrio humano também reforça a hipótese de CTPs epiteliais como 

possível fonte precursora de células endometriais. Os marcadores epigenéticos adquiridos 

durante a divisão celular de CTPs adultas são herdados pelas células-filhas e persistem, 

enquanto aqueles herdados a partir de células maduras são perdidos na camada funcional 

durante a descamação endometrial. O número de divisões celulares que uma CTP sofreu 

pode ser inferido a partir do número de marcadores epigenéticos acumulados dentro dessas 

glândulas (RO; RANNALA, 2001). Os estudos indicam, ainda, que a extensão de 

metilação dos genes das glândulas endometriais aumenta com a idade até a menopausa e 

permanece relativamente constante após. Assim, as marcas epigenéticas são reflexo da 

atividade mitótica das CTPs, sendo que a divisão celular assimétrica é responsável pela 

manutenção do “estoque” das CTPs nos nichos glandulares endometriais em número 

relativamente constante (KIM; TAVARÉ; SHIBATA, 2005).  

Em 2006, o grupo liderado por Gargett identificou LRCs no estroma e epitélio 

endometrial de camundongos, fornecendo novas evidências para a hipótese anteriormente 

lançada de que as CTPs desempenham importante papel no processo de renovação 

endometrial (CHAN; GARGETT, 2006). Posteriormente, Cervelló et al. reportaram a 

coexpressão dos marcadores de indiferenciação c-kit e Oct-4 em LRCs endometriais de 

camundongos (CERVELLÓ et al., 2007). As LRCs foram identificadas no epitélio 

glandular, no estroma e no miométrio em diferentes proporções, com redução do 

percentual dessas células na medida da aquisição da maturidade dos animais. Com o 

emprego de técnicas de IHQ, a maioria dos nichos de CTPs endometriais de camundongos 

foi localizada na transição entre endométrio e miométrio, com 30% dos mesmos em loci 

perivascular (CHAN; GARGETT, 2006). 

Um grupo de pesquisadores identificou e caracterizou células SP no endométrio 

humano, ressaltando que tais células exibem comportamento de CTPs, com a capacidade 

de autorrenovação (>24 semanas) e de diferenciação celular (KATO, et al., 2007). Esses 

dados foram posteriormente complementados por Masuda et al. (2007; 2010), que 

observaram a capacidade regenerativa e de angiogênese de células SP endometriais em um 

ensaio de regeneração in vivo, no qual células endometriais SP foram xenotransplantadas 

sob a cápsula renal de camundongos NOD/SCID/c
null

 (NOG), uma nova geração de 

camundongos gravemente imunocomprometidos, com deficiências de atividade de células 
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B, T e natural killer. A partir de então, outras equipes de pesquisadores enfatizaram que 

essas células apresentam também características multipotentes quando cultivadas em meios 

específicos de diferenciação celular: Kato et al. (2007) descreveram a diferenciação em 

células endometriais glandulares e estromais; Schwab e Gargett (2007) observaram a 

transdiferenciação de CTPs endometriais em quatro linhagens distintas – adipócitos, 

células de músculo liso, condrócitos e osteoblastos; Wolff et al. (2007) obtiveram 

condrócitos a partir de células-tronco endometriais humanas
 

(KATO et al., 2007; 

SCHWAB; GARGETT, 2007; WOLLF et al., 2007).  

Recentemente, Ikegami et al. (2010) também verificaram, em cultivo celular, a 

transdiferenciação de células mesenquimais endometriais e menstruais em cardiomiócitos. 

As células cardíacas transdiferenciadas apresentaram o fenótipo, a eficiência e as 

propriedades fisiológicas esperadas para cardiomiócitos. Por último, um grupo de 

pesquisadores relatou a obtenção de neurônios produtores de dopamina em culturas 

derivadas de células endometriais, representando potencial futuro para o tratamento da 

doença de Parkinson
 
(WOLFF et al., 2010).  

 Estudos com medula óssea sugeriram, ainda, que esta também poderia ser uma 

fonte alternativa de CTPs endometriais. Tal hipótese baseia-se no pressuposto de que 

células-tronco derivadas da medula óssea (CTDMOs) circulantes são capazes de se 

diferenciar em múltiplos tipos celulares, incluindo células endoteliais, hepatócitos, 

neurônios, células da pele, cardiomiócitos e epitélio gastrintestinal. Após transplante de 

medula óssea, as técnicas de ablação endometrial apresentam taxa substancialmente alta de 

falha, com possibilidade de reconstituição do endométrio normal. Além disso, estudos 

revelaram a presença de quimerismo glandular e estromal no endométrio de pacientes 

receptoras, sugerindo que CTDMOs podem contribuir para a repopulação do endométrio 

dessas pacientes. Em pesquisa, o percentual de quimerismo foi de 0,2 a 48% e 

correlacionou-se com o período de tempo decorrido entre o transplante e a biópsia 

endometrial. Entretanto, o tamanho da amostra incluída nesse estudo foi muito reduzido 

para determinar com clareza o período de tempo necessário para que ocorresse repopulação 

endometrial por CTDMOs (TAYLOR, 2004).  

 Um grupo de pesquisadores da Universidade de Yale investigou, em 2007, a 

capacidade das CTDMOs de repopular o endométrio normal e gerar endometriose. Para 

isso, eles utilizaram dois grupos de camundongos fêmeas e um grupo de machos: 10 

fêmeas LacZ transgênicas, 10 fêmeas sem manipulação genética e 10 machos LacZ 

transgênicos. Como doadores de CTDMOs, foram empregados os machos LacZ. As 
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fêmeas foram submetidas à indução experimental de endometriose, como já descrito na 

literatura (GRÜMMER, 2006), sendo que os tecidos endometriais utilizados nos implantes 

foram trocados: fêmeas LacZ receberam implantes de endométrio de fêmeas sem 

manipulação genética e fêmeas sem manipulação genética receberam implantes de 

endométrio de fêmeas LacZ. Para confirmar a origem endometrial das CTDMOs em 

endométrio e tecido ectópico dos implantes, foram empregadas as técnicas de polymerase 

chain reaction (PCR) e fluorescent in situ hybridization (FISH), com a identificação do 

cromossoma Y. Concluiu-se que as CTDMOs podem contribuir não só para manter a 

homeostasia do endométrio normal durante a reconstituição tecidual fisiológica, mas 

também para a patogênese da endometriose
 
(DU; TAYLOR, 2009). 

 Posteriormente, Mints et al. (2008) pesquisaram a participação de CTDMOs na 

angiogênese, processo caracterizado pelo desenvolvimento de novos microvasos a partir de 

uma rede sanguínea já existente, endometrial, que têm importante papel na fisiopatologia 

da endometriose. Eles avaliaram se CTDMOs poderiam ser detectadas em vasos 

sanguíneos endometriais de humanos e camundongos fêmeas após transplante de 

CTDMOs de homens e camundongos machos, respectivamente. Pela IHQ, as células que 

expressaram CD34 e VEGRF2 (receptor tipo 2 do VEGRF - vascular endothelial growth 

factor) foram imunofenotipadas como células endoteliais, enquanto pela técnica de FISH 

as sondas para o cromossoma XY foram empregadas para identificar as células dos 

doadores. Os resultados demonstraram quimerismo vascular endometrial tanto em 

humanos quanto em camundongos, sugerindo a participação de CTDMOs também na 

angiogênese endometrial (MINTS et al., 2008). 

 

 

2.2.2 Marcadores de indiferenciação em células-tronco endometriais 

 

As pesquisas com marcadores celulares em CTPs endometriais têm resultados 

controversos. Alguns pesquisadores identificaram moléculas próprias dessa linhagem 

celular no endométrio humano e de animais (BENTZ et al., 2010; CERVELLÓ et al., 

2007; CHO et al., 2004;  FORTE et al., 2009; GÖTTE et al., 2008; MATTHAI et al, 2006; 

SCHWAB; GARGETT, 2007), enquanto outros sugeriram a presença de CTPs 

endometriais por meio de outras técnicas, porém não identificaram marcador de 

indiferenciação específico (CHAN; GARGETT, 2006; CHAN; SCHWAB; GARGETT, 

2004). Vários marcadores são utilizados para tentar caracterizar os estágios de 

http://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
http://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
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indiferenciação, sendo que o Oct-4 (BENTZ et al., 2010; CERVELLÓ et al., 2007;), c-Kit 

(CHO et al., 2004; CERVELLÓ et al., 2007; MATTHAI et al., 2006), CD-146 

(SCHWAB; GARGETT, 2007), SALL4 (FORTE et al., 2009), telomerase, Musashi-1 e 

Notch-1 foram identificados em células endometriais (GÖTTE et al., 2008).  

Alguns dos marcadores celulares mais bem estabelecidos e estudados em pesquisas 

sobre células-tronco são o Oct-4 e o c-kit. O Oct-4 é um fator de transcrição nuclear com 

homeodomínio da família POU (POU5F1 – domínio POU, classe 5, fator de transcrição 1). 

Essa proteína está diretamente envolvida no processo de autorrenovação de células 

indiferenciadas e, por isso, é frequentemente utilizada como molécula característica desse 

grupo celular, inclusive em células-tronco embrionárias. Sua expressão está restrita às 

células pluripotentes e sua down-regulation está associada à perda da pluripotencialidade e 

à diferenciação celular (PESCE; SCHÖLER, 2001).  No endométrio humano, a expressão 

de Oct-4 foi identificada (MATTHAI et al., 2006), sendo que Bentz et al. (2010) 

compararam as fases proliferativa e secretora (BENTZ et al., 2010).  

O c-kit (CD 117), receptor de fator de células-tronco (FCT), tem sido amplamente 

aceito como um distinto marcador de CTPs hematopoéticas. É uma proteína da família do 

receptor tirosina-quinase, intimamente relacionada ao receptor do fator de crescimento das 

plaquetas (PDGFR) e que desempenha importante papel na divisão celular de células 

imaturas (SOGO et al., 1997). A ativação do c-kit regula uma variedade de respostas 

biológicas (FIG. 4), incluindo quimiotaxia, proliferação, apoptose e aderência celular 

(LYMAN; JACOBSEN, 1988). Mutações no c-kit são essenciais para a progressão e 

crescimento de determinados tumores, hematopoiese, melanogênese e gametogênese. Em 

estudo preliminar, Osuga et al. (2000) preconizaram o envolvimento do eixo FCT/ c-kit na 

endometriose a partir da avaliação de líquido peritoneal de pacientes com endometriose. 

Posteriormente, nichos de supostas CTPs foram identificados no endométrio sadio pela 

marcação por IHQ para a molécula c-kit (CHO et al. em 2004) e em tecido endometriótico 

(UZAN et al., 2005). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lyman%20SD%22%5BAuthor%5D
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FIGURA 4 – Atividades reguladas pela proteína c-kit. 

Fonte: Lyman e Jacobsen (1988). 

 

Em 2005, foi identificada em CTPs neurais a expressão de Musashi-1, uma proteína 

ligada ao ácido ribonucleico (RNA), que contribui para a autorrenovação de células 

progenitoras, aumentando o sinal de transdução do Notch-1. A proteína Musashi-1 está 

associada à manutenção da divisão celular e à divisão celular assimétrica dessas CTPs. 

Essa molécula é candidata promissora a um novo marcador de CTPs endometriais e está 

expressa normalmente no epitélio progenitor da mucosa gástrica, glândulas mamárias, 

epiderme e folículo piloso (GÖTTE et al., 2008). Por outro lado, o Notch-1 é um receptor 

transmembrana que controla o destino celular por meio de interações celulares próximas e 

é positivamente modulado pela Musashi-1 (FIG. 5) (COBELLIS et al, 2008; GÖTTE et 

al., 2008; OKANO et al, 2005). Recentemente, Götte et al. (2008) identificaram a proteína 

Musashi-1 e o Notch-1 no endométrio, no carcinoma endometrial e na endometriose 

humana. Nessas afecções a expressão foi maior que no tecido sadio, traduzindo uma 

possível correlação entre as CTPs e a fisiopatologia de doenças endometriais proliferativas.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lyman%20SD%22%5BAuthor%5D
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FIGURA 5 - Mapa do receptor Notch-1 e sua interação com a proteína Musashi-1. 

O Notch-1 é um receptor transmembrana que é continuamente inibido pelo N-Numb. Quando a Musashi-

1 está expressa, ocorre inibição do N-Numb, com consequente ativação do Notch-1. Quando o Notch-1 

recebe estímulo extracelular e não está negativamente modulado pelo N-Numb, seu domínio interno é 

liberado e, no núcleo, age como fator de transcrição. 

 

Fonte: Okano et al. (2005). 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

As CTPs podem ser identificadas pela associação de ensaios com metodologias 

diferentes ou pela identificação simultânea de vários marcadores celulares de estágio 

indiferenciado. Baseado nesse pressuposto, este estudo pretende: 

 Avaliar a expressão dos marcadores celulares de indiferenciação Musashi-1, Oct-4 

e c-kit no endométrio ectópico de mulheres com endometriose e no endométrio 

eutópico de mulheres com e sem endometriose.  

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Descrever a localização celular e nos compartimentos tissulares endometriais 

predominante para os marcadores Musashi-1, Oct-4 e c-kit tecidos endometriais 

ectópico e eutópico por grupos e no global de amostras.  

 Identificar os nichos das supostas CTPs no endométrio eutópico de pacientes 

saudáveis e no endométrio eutópico e ectópico de pacientes com endometriose. 

 Avaliar a intensidade de expressão e a prevalência dos marcadores Musashi-1, Oct-

4 e c-kit no endométrio de mulheres saudáveis em comparação com o endométrio 

eutópico de mulheres com endometriose e suas respectivas lesões endometrióticas. 

 Definir se os dados desta pesquisam reforçam as evidências atuais para as CTPs 

como um novo mecanismo fisiopatológico para a endometriose. 
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4 METODOLOGIA 

 

 

4.1 Delineamento do estudo 

  

Estudo transversal controlado 

 

4.1.1 Considerações éticas 

 

Este experimento foi previamente submetido à apreciação e aprovação pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG) sob o 

parecer nº ETIC 0628.0.203.000-09 em 15 de março de 2010 (ANEXO B), como 

subprojeto do estudo intitulado “Subunidade alfa da inibina e seu correceptor betaglicano 

em lesões endometrióticas”.  

 

 

4.2 Pacientes 

 

O estudo incluiu amostras de endométrio eutópico de mulheres no menacme 

submetidas a histerectomia por diversas indicações médicas (n=4) e exemplares de tecido 

endometriótico e de endométrio eutópico de pacientes que se submeteram a procedimento 

cirúrgico para tratamento de endometriose profunda infiltrativa com acometimento 

intestinal (n=6). Os critérios de exclusão foram pacientes portadoras de pólipo/hiperplasia 

endometrial, pacientes que estavam em tratamento hormonal ou em supressão nos últimos 

seis meses e amostras de qualidade insatisfatória para avaliação microscópica à coloração 

com hematoxilina e eosina (H&E). Também foram excluídas do grupo em estudo pacientes 

cujo exame anatomopatológico não confirmou o diagnóstico de endometriose. 
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4.3 Métodos 

 

4.3.1 Coleta e processamento das amostras 

 

As amostras de endométrio eutópico de pacientes sem endometriose foram obtidas 

por ressecção em peça cirúrgica imediatamente após a histerectomia. Já as amostras de 

tecido endometriótico ectópico foram originadas de tecidos macroscopicamente 

acometidos pela doença e removidos durante procedimento cirúrgico. Nessa ocasião, 

também foram coletados exemplares de endométrio eutópico das pacientes com 

endometriose por aspiração intrauterina. As amostras de tecidos foram imediatamente 

fixadas por imersão em solução de formalina a 10% e, depois de oito a 24 horas, foram 

incluídas em blocos de parafina. Para todas as amostras foi confeccionada uma lâmina 

corada com H&E. Essas lâminas foram avaliadas quanto à qualidade do material obtido, 

sendo excluídos os cortes cuja qualidade do material pudesse dificultar a avaliação após o 

processo de IHQ. 

 

 

4.3.2 Imuno-histoquímica 

 

4.3.2.1 Preparo das lâminas  

  

 Os espécimes emblocados em parafina foram submetidos a cortes de 4 a 5 µm de 

espessura e montados em lâminas de vidro previamente limpas e preparadas com 

organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano; Sigma Chemical Co
®
, St. Louis, MO, USA) 

para a realização da técnica de IHQ.  

 

 

4.3.2.2 Considerações técnicas 

  

 A IHQ frequentemente é empregada como ferramenta útil na pesquisa biomédica e 

no diagnóstico histopatológico de doenças. O princípio básico desse método molecular 

baseia-se na identificação de antígenos teciduais ou celulares por anticorpos específicos. 

Uma vez ocorrida a reação antígeno-anticorpo, a mesma é demonstrada por coloração 
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visualizada ao microscópio óptico ou por fluorocromos à luz ultravioleta (RAMOS-

VARA, 2005).  

 O método imuno-histoquímico mais amplamente difundido no diagnóstico 

patogênico é o complexo avidina-biotina (Avidin-Biotin Complex - ABC), que envolve a 

aplicação de um anticorpo secundário biotinilado - este seguido pelo ABC -, o que produz 

alta intensidade de coloração (FIG. 6) (VOSSE et al., 2007). Entretanto, existem muitas 

limitações características desse método, como a coloração de background, que pode 

ocorrer em função da biotina endógena de determinados tecidos. Além disso, a recuperação 

antigênica induzida pelo calor pode reativar ainda mais a biotina endógena, causando 

também esse artefato de coloração. Por outro lado, os métodos para bloqueio da biotina 

endógena são apenas parcialmente eficazes e acrescentam mais uma etapa a um 

procedimento já complexo. As limitações dos sistemas tradicionais de IHQ relativas à 

coloração de background são intensificadas em cortes de tecidos congelados, nos quais os 

níveis de biotina endógena são ainda mais altos do que aqueles encontrados em espécimes 

embebidos em parafina (RAMOS-VARA, 2005; RAMOS-VARA; MILLER, 2006).  

 

 

FIGURA 6 - Esquema de IHQ pelo método ABC. 

O antígeno tecidual ou celular é reconhecido pelo anticorpo (Ac) primário. Ao 

Ac primário liga-se um Ac secundário com a avidina. As moléculas de biotina 

conectam-se a esse complexo (ABC) e produzem um efeito amplificador. Os 

sítios antigênicos coram-se pelo 3,3’-diaminobenzidina (DAB) após reação 

com a peroxidase. 

Fonte: Vosse et al. (2007). 
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 Nos últimos anos, os sistemas não biotinilados que utilizam polímeros ganharam 

popularidade por não possuírem as mesmas limitações que o ABC. A técnica de 

amplificação por polímeros utiliza tecnologia única em que um cerne de Dextran com 

anticorpos, primários ou secundários, e moléculas de enzimas estão conjugados. Quando 

no cerne de polímeros os anticorpos conjugados são os primários, apenas limitado número 

de antígenos pode ser identificado. Já no sistema de polímeros não biotinilados de duas 

etapas, o cerne de Dextran contém enzimas conjugadas a anticorpos secundários 

imunoglobulina G (IgG) anticamundongo ou anticoelho universais, permitindo a 

identificação de maior número de antígenos (FIG. 7). Na prática, a utilidade desse sistema 

mostrou-se igual ou superior aos sistemas convencionais, com redução de artefatos que 

podem levar a resultados falso-positivos (DAKO EDUCATION GUIDE, 2006; VOSSE et 

al., 2007). 

 

 

FIGURA 7 - Esquema do sistema de polímeros da IHQ em duas etapas. 

1ª etapa - O antígeno tecidual ou celular é reconhecido pelo Ac primário. 2
a
 etapa - 

Ao Ac primário liga-se um Ac secundário conectado a um cerne de polímero 

(Dextran) com múltiplas enzimas. 

Fonte: Dako Education Guide (2006). 
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4.3.2.3  Procedimento 

 

 Após incubação das lâminas por 24 horas em estufa a 56ºC para melhor aderência 

dos tecidos às lâminas, as mesmas foram submetidas ao processo de desparafinização, em 

xileno, e reidratadatação, em série de soluções de álcoois em concentrações decrescentes 

(FIG. 8). A recuperação antigênica induzida pelo calor foi realizada em steamer (98º a 

100ºC) por 45 minutos, para melhor exposição dos epitopos de interesse, utilizando tampão 

Ethylenediamine Tetraacetic Acid (EDTA) (potencial de Hidrogênio - pH 8,0) para Oct-4 e 

c-kit e tampão citrato (pH 6,0) para Musashi-1. 

 

 

FIGURA 8 - Sistema de coloração manual para 

desparafinização, desidratação e reidratação de lâminas e câmara 

úmida de IHQ. 

Fonte: Laboratório de Reprodução Humana Prof. Aroldo Fernando Camargos 

– Hospital das Clínicas (HC) – UFMG. 

 

 Todas as etapas da IHQ foram realizadas com os reagentes do sistema de 

amplificação por polímeros não biotinilados Novolink (Novocastra
®
, New Castle Upon 

Tyne, UK). A atividade de peroxidase endógena foi bloqueada com o peroxidase block por 

cinco minutos. Para reduzir a coloração de background, as secções foram incubadas por 

cinco minutos com o protein block. Os cortes foram posteriormente incubados com os 

anticorpos primários policlonais de coelho adquiridos da Abcam
®
 (Cambridge, Reino 

Unido) nas seguintes diluições: Oct-4 - 1:50; c-kit – 1:50 e Musashi-1 – 1:100. Após a 

incubação com os anticorpos primários por 60 minutos à temperatura ambiente em câmara 
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úmida, a cada lâmina foi aplicado o post primary block por cinco minutos e o polímero 

para coloração amplificada. Para a revelação das reações, foram utilizadas DAB e 

contracoloração com hematoxilina de Harris do próprio sistema Novolink. 

 Como controle positivo dos anticorpos Musashi-1, Oct-4 e c-kit foram empregados 

cortes de tecido intestinal humano. Para controle negativo, foram usadas duas lâminas de 

endométrio eutópico de paciente saudável, sendo que em uma delas houve a omissão do 

anticorpo primário e na outra foi realizada a incubação com soro normal de coelho (normal 

rabbit IgG - 0,1 mg/mL - Calbiochem - Darmstadt, Germany) na diluição de 1:100.  

 

 

4.3.2.4 Leitura da imuno-histoquímica 

 

As lâminas foram analisadas em microscópio óptico Olympus CX31 por dois 

examinadores independentes, considerando-se a mediana de escore entre eles. O percentual 

de células positivas foi estimado de forma semiquantitativa em aumento de 40X. As 

secções coradas foram pontuadas para cada marcador avaliado de acordo com o escore de 

imunorreatividade (immunoreactive score – IRS) descrito por Remmele e Stegner (1987) e 

validado no endométrio humano para o anticorpo Oct-4 (BENTZ et al., 2010). O IRS 

resulta da multiplicação de um escore de intensidade da coloração (negativo = 0; fraco = 1; 

moderado = 2; forte = 3) pelo escore de percentual de células imunopositivas (nenhuma 

coloração = 0; 1-10% de células coradas = 1; 11 – 50% de células coradas = 2; 51-80% de 

células coradas = 3; 81-100% das células coradas = 4).  

As lâminas também foram avaliadas de forma descritiva para cada marcador em 

estudo (Musashi-1, Oct-4 e c-kit), visando à identificação do padrão de marcação celular 

predominante (nuclear, transmembrana e/ou citoplasmático) e a localização por 

compartimento endometrial (glandular, estromal e endotelial vascular). Os examinadores 

também avaliaram os marcadores quanto ao padrão de imunocoloração por grupamentos 

celulares (nichos).  
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4.4 Análise estatística 

 

As variáveis categóricas, presença ou ausência de coloração nos compartimentos 

endometriais (glândula, estroma e endotélio vascular), na membrana celular, no citoplasma 

e no núcleo, foram analisadas pelo teste do qui-quadrado, corrigido pela razão de 

verossimilhança (likelihood ratio test). 

As escalas de imunorreatividade analisadas (intensidade e percentual de células 

coradas e IRS) foram avaliadas por análise de variância não paramétrica (teste de Kruskal-

Wallis) para comparação entre os três grupos de amostras (controle, endométrio eutópico 

de paciente com endometriose e lesão endometriótica). O teste de Wilcoxon para 

comparação não paramétrica de duas amostras pareadas foi utilizado para confrontar a 

expressão dos marcadores no epitélio glandular versus estroma. O nível de significância 

estatístico adotado foi p < 0,05. 
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5 RESULTADOS  

 

 

5.1 Análise das variáveis categóricas para Musashi-1, Oct-4 e c-kit 

 

A análise da IHQ quanto à positividade na membrana, citoplasma e/ou núcleo está 

representada no GRÁF. 1 para todos os três marcadores avaliados: Musashi-1, Oct-4 e c-

kit.   

GRÁFICO 1 – Percentual de amostras que expressaram as proteínas Musashi-1, 

Oct-4 e c-kit nos compartimentos celulares (membrana / citoplasma / núcleo). 

 

A proteína Musashi-1 não se expressou na membrana celular de nenhuma das 

amostras analisadas (0%), mas esteve expressa no citoplasma e no núcleo em igual 

percentual de amostras (93,7%) (FIG. 9-A). O Oct-4 não se expressou na membrana 

celular (0%) e teve mínima expressão citoplasmática (6,7%). O padrão predominante para 

o Oct-4 (96,9%) foi nuclear (FIG. 9-B). Já para a proteína c-kit, houve marcação em 

membrana e citoplasma, 43 e 75%, respectivamente, enquanto no núcleo não houve 

expressão dessa proteína (0%). 
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FIGURA 9 – Microscopia óptica de tecido endometrial de paciente 

saudável com amplificação de 200 X, demonstrando o padrão celular de 

marcação dos anticorpos Musashi-1, Oct-4 e c-kit.  

 

A seta verde () representa no detalhe o padrão predominante de imunocoloração de 

cada anticorpo. (A) Expressão citoplasmática e nuclear da proteína Musashi-1. (B) 

Expressão predominantemente nuclear do Oct-4. (C) Expressão citoplasmática e 

transmembrana da proteína c-kit. 
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A análise qualitativa da expressão dos marcadores de indiferenciação Musashi-1, 

Oct-4 e c-kit em relação à localização nos compartimentos endometriais (glândula, estroma 

e/ou endotélio vascular) está representada no GRAF. 2. Para a proteína Musashi-1, houve 

alto percentual de amostras imunocoradas em glândulas e estroma (93,8%) e moderada 

marcação no endotélio (50%). Em relação ao marcador celular Oct-4, a expressão foi 

bastante alta em glândulas (93,8%), moderada no estroma (75%) e intermediária no 

endotélio vascular (46,2%). A proteína c-kit teve alta expressão no epitélio glandular 

(81,3%), intermediária no estroma (43,8%) e baixa no endotélio vascular (6,7%).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 2 – Percentual de amostras que expressaram as proteínas Musashi-1, 

Oct-4 e c-kit nos compartimentos tissulares endometriais (epitélio glandular, 

estroma e endotélio vascular). 

 

Na análise individualizada por grupos para a Musashi-1 (controle X eutópico X 

lesão), houve diferença estatisticamente significativa (p=0,021) para alto percentual de 

amostras com marcação endotelial nos tecidos de paciente com endometriose (TAB. 1). 

Em relação ao Oct-4 e à proteína c-kit, a análise por grupos não identificou diferença 

estatisticamente significativa (p>0,05, TAB. 1). 
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TABELA 1  

Proporção de amostras que expressaram as proteínas Musashi-1, Oct-4 e c-kit  

nos compartimentos tissulares endometriais (epitélio glandular, estroma e endotélio 

vascular) nos três grupos estudados: controle, endométrio  

eutópico de paciente com endometriose e lesão endometriótica 

Grupo Controle Eutópico Lesão 

Musashi-1 

Epitélio glandular 

Estroma 

Endotélio vascular* 

 

4/4 

4/4 

0/4 

 

5/6 

5/6 

4/5 

 

6/6 

6/6 

3/5 

Oct-4 

Epitélio glandular 

Estroma 

Endotélio vascular 

 

4/4 

4/4 

3/4 

 

6/6 

4/6 

2/4 

 

5/6 

4/6 

1/5 

c-kit 

Epitélio glandular 

Estroma 

Endotélio vascular 

 

4/4 

1/4 

0/4 

 

4/6 

3/6 

1/5 

 

5/6 

3/6 

0/6 

*p<0,05 (Qui-quadrado com teste da razão de verossimilhança). 

 

 

5.2 Análise quantitativa de imunocoloração para a proteína Musashi-1 

 

 A análise de imunocoloração em relação à intensidade, ao percentual de células 

coradas e ao IRS foi realizada para o tecido endometrial em conjunto, assim como de 

forma individualizada para estroma e glândula. A avaliação por microscopia óptica da 

proteína Musashi-1 está representada na FIG. 10-A. Algumas lâminas apresentaram padrão 

de imunomarcação com grupamentos celulares apresentando diferentes intensidades de 

coloração (FIG. 10-B). 
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FIGURA 10 – Microscopia com aumento de 200 X para imunolocalização do marcador 

Musashi-1.  

(A) Endométrio de paciente saudável com fraca intensidade de coloração em glândula e estroma. (B) 

Endométrio eutópico de paciente com endometriose com coloração moderada a intensa. A seta vermelha () 

aponta para um endotélio com células coradas e a seta azul () aponta para um padrão de marcação em 

grupamentos celulares (nichos). (C e D) Lesões endometrióticas com intensa imunocoloração. A seta preta 

() aponta para o limite de transição entre a lesão endometriótica e o tecido sadio. (E) Controle positivo. (F) 

Controle negativo. 
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Na análise global da proteína Musashi-1 para todas as amostras envolvidas no 

estudo, o percentual de imonucoloração foi moderado, o que representa que 50 a 81% das 

células endometriais foram coradas. A intensidade de marcação para a Musashi-1 foi 

intermediária, com mediana de 1,5 (escala 0 a 3). Como resultante, o IRS global foi 

indicativo de padrão de coloração intermediária e não apresentou diferença entre os 

compartimentos glandular e estroma (GRAF. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 3 – Comparação entre os IRS glandular e estromal da 

proteína Musashi-1 de todas as amostras analisadas.  

 

Na comparação entre grupos, o grupo lesão apresentou padrão de imunomarcação 

para a proteína Musashi-1 no epitélio glandular aparentemente maior que o dos grupos 

controle e eutópico, mas essa diferença não teve significância estatística. Também não 

houve diferença quando avaliados o estroma e o tecido endometrial como um todo (GRAF. 

4). A avaliação do percentual e da intensidade de imunomarcação e do IRS para a 

Musashi-1 não apresentou diferença estatisticamente significativa entre os grupos, tanto na 

análise do tecido endometrial glandular e estromal individualizada quanto em conjunto.  
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GRÁFICO 4 - IRS da proteína Musashi-1 por grupos 

(controle, eutópico e lesão). 

(A) IRS total, (B) IRS do epitélio glandular e (C) IRS estromal. 
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5.3 Análise quantitativa de imunocoloração para o Oct-4 

 

 A avaliação por microscopia óptica da IHQ para o marcador Oct-4 está 

representada na FIG. 11.  

 

FIGURA 11 – Microscopia com aumento de 200 X para a imunolocalização do marcador 

Oct-4. 

(A) Endométrio de paciente saudável com intensa marcação em glândula e estroma. (B) Endométrio eutópico 

de paciente com endometriose com coloração intensa. A seta vermelha () aponta para um endotélio com 

células coradas. (C e D) Lesões endometrióticas com intensa e moderada imunocoloração. A seta preta () 

aponta para o limite de transição entre a lesão endometriótica e o tecido sadio. (E) Controle positivo. (F) 

Controle negativo. 
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Na análise global das amostras estudadas para o Oct-4, houve elevado percentual de 

células coradas (mediana 3,25 – mais de 80%) e alta intensidade de marcação (mediana 2,5 

– entre moderada e forte). Assim, a mediana do IRS foi consideravelmente alta para todas 

as análises – mediana do IRS geral 7,25. Na análise comparativa entre o IRS glandular e 

estromal para o Oct-4 de todas as amostras incluídas em conjunto, não se verificou 

diferença significativa (GRAF. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 5 – Comparação entre os IRS glandular e estromal da 

proteína Oct-4 para o global de amostras. 

 

Na comparação entre os grupos, a intensidade e o percentual de células coradas, 

assim como o IRS para o Oct-4 nos compartimentos tissulares glandular, estromal e em 

conjunto, não evidenciaram diferenças estatisticamente significativas. Os IRS para o Oct-4 

na análise individualizada e em grupos estão representados no GRAF. 6. 

 

 

 

 

 

 

 

Oct-4

Glândula Estroma
0.0

2.5

5.0

7.5
Glândula

Estroma

Localização endometrial

IR
S



 49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 6 - IRS do Oct-4 por grupos (controle, eutópico e lesão). 

(A) IRS total, (B) IRS do epitélio glandular e (C) IRS estromal. 
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5.4 Análise quantitativa da imunocoloração para a proteína c-kit 

 

 A IHQ para a proteína c-kit está representada na FIG. 12-A. Algumas lâminas 

apresentaram padrão de imunomarcação por grupamentos celulares (FIG. 12-B). 

 

FIGURA 12 – Microscopia com aumento de 200 X para imunolocalização do marcador c-

kit.  

(A) Endométrio de paciente saudável com fraca intensidade de coloração em glândula e mínimo em estroma. 

(B) Endométrio eutópico de paciente com endometriose com coloração moderada a intensa. A seta vermelha 

() aponta para um endotélio com células coradas. (C e D) Lesões endometrióticas com intensa 

imunocoloração. A seta preta () aponta para o limite de transição entre a lesão endometriótica e o tecido 

sadio e a seta azul () aponta para um padrão de marcação em grupamentos celulares (nichos). (E) Controle 

positivo. (F) Controle negativo. 
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Em uma análise global das amostras estudadas para a proteína c-kit, houve um 

percentual intermediário (entre 10% e 50%)  de células coradas e predomínio de marcação 

fraca a moderada. Assim, a mediana do IRS para c-kit  foi 2,5. A avaliação comparativa 

entre os compartimentos endometriais glandular e estromal para a proteína c-kit a partir 

dos IRS demonstrou maior expressão dessa proteína no compartimento epitelial (GRAF. 

7).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 7 – Comparação entre os IRS glandular e estromal da proteína 

c-kit de todas as amostras analisadas.  

A diferença entre o IRS glandular e estromal foi estatisticamente significativa (teste de 

Wilcoxon, p<0,05). 

 

Na comparação entre os grupos, o IRS para a proteína c-kit no estroma foi mais alto 

no endométrio eutópico que nos grupos controle e lesão (p<0,05). Entretanto, no 

compartimento glandular e no endométrio como um todo, não se constatou diferença 

estatisticamente significativa. Os IRS glandular, estromal e em conjunto estão 

representados no GRAF. 8. 
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GRÁFICO 8 - IRS da proteína c-kit por grupos 

(controle, eutópico e lesão). 

(A) IRS total, (B) IRS do epitélio glandular e (C) IRS estromal. 
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6 DISCUSSÃO  

 

 

6.1 Expressão de Musashi-1 no endométrio 

 

Até o momento, apenas o estudo de Götte et al. (2008) pesquisou a expressão de 

Musashi-1 em células endometriais: endométrio saudável, implantes endometriais 

ectópicos e carcinoma endometrial. Nesse estudo, a proteína Musashi-1 apresentou padrão 

de expressão celular citoplasmático e nuclear, assim como evidenciado no presente 

trabalho. A localização celular encontrada para a proteína Musashi-1 justifica seu perfil 

conhecido de proteína citoplasmática ligada ao RNA. 

Em relação à expressão de Musashi-1 nos compartimentos tissulares endometriais 

(glandular, estromal e endotelial), esse marcador esteve presente em todos eles. A maior 

positividade no endotélio do grupo de lesões endometrióticas em relação aos outros grupos 

(controle e eutópico) poderia sugerir possível correlação entre CTPs e o processo de 

neoangiogênese, que é frequente nos implantes endometrióticos. Götte et al. (2008) não 

avaliaram o compartimento vascular, mas a expressão de Musashi no estroma de lesões 

endometrióticas foi significativamente maior (cinco vezes) quando comparado ao 

endométrio normal. 

Outra característica interessante encontrada neste estudo em relação ao padrão de 

distribuição de células coradas para a proteína Musashi-1 foi mais intensidade de coloração 

por grupamentos. Na pesquisa de Götte et al., 2008 também foram identificados vários 

padrões de imunomarcação, células isoladas e em grupos, tanto no epitélio glandular 

quanto no estroma endometrial. Esses grupamentos celulares com mais intensidade de 

marcação poderiam corresponder a nichos de CTPs. 

Em relação à avaliação global de todas as amostras de tecido endometrial para a 

proteína Musashi-1, o percentual e a intensidade de imunomarcação foram muito elevados 

para uma proteína candidata a marcador de CTPs endometriais. A expressão esperada seria 

bem menor que a encontrada, considerando os resultados obtidos por outros ensaios para 

CTPs, como por exemplo a clonogenicidade (CHAN; SCHWAB; GARGETT, 2004). 
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6.2 Expressão de Oct-4 no endométrio 

 

O padrão celular de expressão do Oct-4 foi predominantemente nuclear (96,7%), 

correspondendendo à sua função de fator de transcrição. O Oct-4 expressou-se em todos os 

compartimentos tissulares endometriais e na maioria das amostras esteve expresso em 

glândulas e estroma, 93,5 e 75%, respectivamente, e em quase metade das amostras foi 

visto no endotélio vascular (46,1%). A presente investigação não identificou diferença 

estatisticamente significativa na expressão de Oct-4 nos compartimentos endometriais 

entre os grupos estudados. 

Em relação ao global de amostras, tanto o percentual (> 80%) e a intensidade (entre 

moderada e forte) de imunomarcação para o Oct-4 quanto o IRS (7,25) foram muito acima 

do esperado para um conhecido marcador de CTPs. A comparação da expressão do Oct-4  

no global ou por grupos nos compartimentos tissulares endometriais não detectou 

diferenças.  

Em relação aos dados da literatura acerca do Oct-4 em tecidos endometriais, estudo 

preliminar de Matthai et al. (2006) demonstrou que o RNA mensageiro do Oct-4 está 

presente em 100% das amostras de endométrio, mas na IHQ o padrão de expressão foi 

variável. Sbracia et al. (2007) compararam a expressão do fator de transcrição Oct-4 no 

endométrio eutópico e lesões endometrióticas em estágio grave. Houve expressão do Oct-4 

em cerca de 40% das células epiteliais de lesões ovarianas e peritoneais contra menos de 

1% no endométrio eutópico de pacientes com e sem endometriose. Recentemente, Bentz et 

al. (2010) investigaram o marcador Oct-4 por PCR e IHQ nas fases do ciclo menstrual, 

proliferativa e secretora, em extensa série de pacientes (n=89). A pesquisa de Oct-4 por 

PCR evidenciou positividade em 71% das amostras na fase folicular e 68% das amostras 

na fase lútea. Já à IHQ as amostras positivas foram 67% na fase folicular e 58% na fase 

lútea. Nenhuma diferença estatisticamente significativa foi constatada entre as fases 

folicular e lútea, sugerindo que a expressão do Oct-4 não está envolvida ou é modulada por 

mudanças hormonais induzidas pelo ciclo menstrual (BENTZ et al., 2010). 
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6.3 Expressão de c-kit no endométrio 

 

Na análise do padrão de expressão celular da proteína c-kit  a localização celular foi 

transmembrana e citoplasmática, não sendo a mesma identificada no núcleo. Esses 

resultados se justificam pela função conhecida da c-kit de receptor transmembrana tirosina-

cinase. 

A expressão da proteína c-kit por compartimentos tissulares endometriais foi 

predominantemente glandular, mas também foi encontrada no estroma e, raramente, no 

endotélio vascular. A expressão desse marcador por grupos (controle versus eutópico 

versus lesão) em relação aos compartimentos endometriais foi similar. Algumas amostras, 

assim como para a proteína Musashi-1, apresentaram padrão de expressão por grupamentos 

(nichos). A expressão da proteína c-kit no estroma endometrial foi maior no endométrio 

eutópico de pacientes portadoras de endometriose que no endométrio saudável e na lesão 

endometriótica. Isso poderia reforçar a hipótese de que células endometriais 

indiferenciadas refluidas durante o período menstrual, em mulheres com alto percentual de 

CTPs endometriais, poderia ser a origem para lesões endometrióticas. 

Dados disponíveis na literatura em relação à c-kit e ao tecido endometrial são 

bastante conflitantes. O primeiro estudo publicado acerca da expressão da proteína c-kit no 

endométrio normal falhou em demonstrar a sua presença tanto em glândulas quanto no 

estroma (LAMMIE et al., 1994). Já Elmore et al. (2001) identificaram imunopositividade 

para a c-kit em 93% das amostras de endométrio glandular normal em fase proliferativa e 

em 79% dos exemplares em fase secretora, com expressão citoplasmática e 

transmembrana. Posteriormente, Cho et al. (2004) avaliaram a expressão de c-kit no 

endométrio da mulheres em diferentes períodos de vida, desde fetal até a atrofia senil. Eles 

realçaram que essa proteína está fracamente expressa no estroma e nas glândulas basais do 

endométrio humano nas várias fases de vida (CHO et al., 2004). 

Na endometriose, a proteína c-kit foi avaliada por Osuga et al. (2000). Eles 

dosaram as concentrações de FCT por PCR no fluido peritoneal coletado por 

videolaparoscopia de pacientes com e sem endometriose e ressaltaram que nas pacientes 

com endometriose a concentração de FCT é significativamente maior. Essas foram 

evidências preliminares lançadas sobre o possível envolvimento de CTPs na patogênense 

da endometriose.  

Sabe-se que a superexpressão da proteína c-kit associa-se à ativação ou inativação 

de mutações dominantes que podem estar relacionadas ao comportamento agressivo de 
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doenças benignas e malignas, assim como poderia ocorrer na endometriose. Com isso, 

Uzan et al. compararam a expressão de c-kit no endométrio eutópico de pacientes com e 

sem endometriose, com lesões endometrióticas peritoneais, ovarianas e colorretais. Os 

autores apuraram que essa proteína está mais expressa em células glandulares endometriais 

eutópicas de pacientes com endometriose que no endométrio saudável. A expressão foi 

significativamente maior na endometriose colorretal comparada à doença ovariana e 

peritoneal. Nenhuma expressão de c-kit foi detectada em células endometriais estromais, 

tanto eutópicas quanto ectópicas. As conclusões desse grupo revelaram que a maior 

expressão de c-kit na endometriose profunda sinaliza o envolvimento de CTPs na 

patogênese da endometriose e que isso poderia ter implicações terapêuticas como a 

utilização de drogas com ação por inibição competitiva em receptores tirosina-cinase 

(UZAN et al., 2005). Em 2007, Sbracia et al. também referiram expressão maior de c-kit 

(cerca de 40%) em células epiteliais de lesões endometrióticas ovarianas e peritoneais que 

no endométrio eutópico de pacientes com e sem endometriose (<1%). 

 

 

6.4 Considerações finais 

  

Os três marcadores avaliados apresentaram padrão de expressão celular 

concordante com suas funções moleculares e localizações já descritas na literatura: 

Musashi-1 – citoplasmático e nuclear; Oct-4 – nuclear; c-kit – transmembrana e 

citoplasmático. 

A Musashi-1, o Oct-4 e a c-kit foram encontrados em todos os compartimentos 

tissulares endometriais avaliados (epitélio glandular, estroma e endotélio). A proporção de 

imunocoloração entre epitélio glandular e estroma endometrial foi similar para a Musashi-

1 e o Oct-4, mas para a proteína c-kit a marcação foi predominantemente epitelial. Houve 

percentual mais alto de amostras que apresentaram marcação no endotélio para Musashi-1 

de implantes endometrióticos que nas amostras de endométrio eutópico de pacientes com e 

sem endometriose. No estroma de tecido endometrial eutópico de pacientes com 

endometriose, a proteína c-kit esteve mais expressa que no endométrio saudável ou em 

implantes ectópicos. Todavia, o número de amostras incluídas no presente estudo foi 

relativamente reduzido, o que limitou o poder estatístico das comparações entre grupos. 

Portanto, é possível que a reprodução do mesmo estudo com maior série de pacientes possa 

revelar outras diferenças não identificadas. 
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 Para todas as moléculas avaliadas, o percentual e a intensidade de imunocoloração 

foram muito acima do esperado para moléculas consideradas marcadores de células 

indiferenciadas, mas esses resultados são respaldados pela literatura conflitante. Isso 

ressalta que a Musashi-1, o Oct-4 e a c-kit são moléculas pouco específicas para a 

identificação de CTPs e, possivelmente, estão expressas em células que não são da 

linhagem de CTPs. Com isso, no futuro, novas moléculas com mais especificidade para 

células indiferenciadas e com validação por outros ensaios necessitam ser identificadas. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

 Os padrões celulares dos marcadores avaliados foram os seguintes: para a proteína 

Musashi-1 citoplasmático e nuclear, para o Oct-4 predominantemente nuclear e 

para a proteína c-kit citoplasmático e transmembrana. Em algumas amostras 

analisadas para a proteína Musashi-1 e c-kit, houve padrão de distribuição por 

grupamentos celulares no epitélio glandular e estromal, que podem corresponder a 

nichos de supostas CTPs endometriais tanto em tecidos eutópicos e quanto 

ectópicos. 

 Elevado percentual de células apresentou imunomarcação para Musashi-1, Oct-4 e 

c-kit em todos os compartimentos tissulares endometriais avaliados. Muitas dessas 

células imunocoradas podem corresponder às CTPs endometriais, mas é possível 

que esses anticorpos não sejam suficientemente específicos e podem ter 

identificado muitas células com algum grau de diferenciação. 

 A intensidade e o percentual de imunomarcação para os marcadores Musashi-1, 

Oct-4 e c-kit apresentou poucas diferenças na análise por grupos: para a Musashi-1, 

alto percentual de amostras com imunomarcação endotelial em pacientes com 

endometriose e para c-kit alta imunorreatividade no endométrio eutópico de 

pacientes doentes. 

 Os resultados do presente estudo confirmam possível envolvimento de supostas 

CTPs endometriais na fisiopatologia da endometriose, uma vez que as células 

coradas com os marcadores de indiferenciação estiveram presentes em igual ou 

mais alto percentual nos tecidos de paciente com endometriose. A maior marcação 

para a proteína Musashi-1 no compartimento endotelial vascular dos implantes 

endometrióticos pode estar relacionado ao processo de neoangiogênese da 

endometriose, assim como o alto percentual de expressão de c-kit no endométrio 

eutópico de pacientes doentes pode reforçar a participação de CTPs refluidas na 

origem dos implantes endometriais ectópicos. 
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