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RESUMO

A endometriose € uma doenca benigna crbnica caracterizada pela presenca de tecido
semelhante ao endométrio fora da cavidade uterina. Essa doenca tem alto grau de
morbidade associado a infertilidade e a dor pélvica cronica. E provavel que a causa da
endometriose seja poligénica e multifatorial, mas o exato mecanismo patogénico ainda néo
esta totalmente claro. Nos ultimos anos, células-tronco adultas foram identificadas em
varios tecidos humanos, incluindo o endométrio. Essas células provavelmente estdo
envolvidas na habilidade regenerativa ciclica endometrial e também na patogénese de
doencas proliferativas ginecoldgicas, tais como a endometriose. A identificacdo de células-
tronco progenitoras (CTPs) nos tecidos € bastante complexa, mas a presenca de tais células
pode ser presumida através de Vvarios ensaios tais como clonogenicidade, label retaining
cells, células “side population” (SP), identificacdo de marcadores de indiferencia¢ao e
diferenciacdo celular. O presente estudo avaliou a expressdo dos marcadores de
indiferenciacdo Musashi-1, Oct-4 e c-kit no endométrio eutopico de pacientes com e sem
endometriose e em lesbes endometridticas. As amostras foram avaliadas por imuno-
histoquimica (IHQ) pelo sistema de polimeros ndo biotinilados. A andlise estatistica
empregou o teste qui-quadrado para as variaveis categoricas e o teste de Kruskal-Wallis
para as escalas de imunorreatividade. Foram empregados quatro amostras de endométrio
saudavel e seis exemplares de endométrio eutdpico e ectdpico de pacientes com
endometriose. A proteina Musashi-1 apresentou padrdo de imunocoloracéo citoplasmatico
e nuclear, o Oct-4 predominantemente nuclear e a proteina c-kit citoplasmatica e
transmembrana. Os trés marcadores se expressaram em todos 0s compartimentos
endometriais analisados (glandular, estromal e endotelial). Houve maior percentual de
expressao de Musashi-1 no endotélio de pacientes com endometriose (p<0,05). A Musashi-
1 e a c-kit se apresentaram em algumas laminas com padrdo de imunomarcagdo por
grupamentos celulares que podem corresponder a nichos de células-tronco. Todos os
marcadores apresentaram percentual e intensidade de marcacdo consideravelmente alto. A
c-kit teve expressdo estromal comparativamente maior que a glandular (p<0,05), além de
maior imonurreatividade no estroma de endométrio eutdpico de paciente com
endometriose (p<0,05). Em suma, € possivel que supostas CTPs endometriais tenham
algum papel na fisiopatologia da endometriose, ndo apenas na origem dos implantes
ectdpicos em si como também no processo de neoangiogénese.

Palavras-chave: Antigenos de superficie. 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 INTRODUCAO

A endometriose é doenca crbnica benigna caracterizada pela presenga de tecido
glandular e/ou estromal similar ao endométrio fora da cavidade uterina. A incidéncia dessa
afeccdo varia amplamente de acordo com a populagédo estudada, acometendo 5 a 15% das
mulheres em idade reprodutiva e aproximadamente 35 a 50% das pacientes inférteis e/ou
com dor pélvica cronica (GAZVANI; TEMPLETON, 2002; JENSEN et al., 2002;
VINATIER et al., 2001).

Os sintomas classicos da endometriose - dor peélvica cronica, dispareunia,
disfuncdes menstruais e infertilidade - causam forte impacto no bem-estar e na saude das
mulheres portadoras dessa afeccdio (LEYENDECKER; WILDT; MALL, 2009).
Proliferacdo celular, invasdo tecidual e neoangiogénese estdo presentes nos sitios de
implantacdo de endométrio ectdpico e atingem primariamente o peritdnio pélvico, mas
podem ocorrer em qualquer viscera abdominal, septo retovaginal, pleura, intestinos e,
raramente, cérebro (GAZVANI; TEMPLETON, 2002).

A endometriose é afeccdo poligénica e multifatorial (BULUN, 2009; SIMPSON et
al., 1980). O risco relativo (RR) de desenvolver essa desordem é de 3,58 para gémeas
monozigdticas e 2,32 para gémeas dizigoticas, segundo estudo realizado na Australia
(TRELOAR et al., 1999). As variantes que codificam a glutationa-S-transferase GSTM1 e
GSTT1 demonstraram associa¢cdo consistente com endometriose em revisdo sistematica e
metanalise, com aumento de 29% do risco de endometriose em mulheres portadoras da
delecdo do GSTT1. Em relacdo aos genes que codificam mediadores inflamatorios e as
proteinas envolvidas no metabolismo dos esteroides sexuais, em componentes vasculares e
remodelagdo tecidual, ndo existem evidéncias consistentes, uma vez que alguns
polimorfismos apresentaram associacdo com a endometriose apenas em populacbes
selecionadas (TEMPFER et al., 2009).

Vaérios fatores de risco podem predispor ao desenvolvimento da endometriose. A
prevaléncia dessa afeccdo parece aumentar com a idade até a menopausa, apesar de 0s
estudos mais recentes ndo confirmarem esse achado (GRUPPO ITALIANO PER LO
ESTUDIO DELL’ENDOMETRIOSI, 1994; HOUSTON et al., 1988). A incidéncia da
endometriose costuma ser mais alta em pacientes de melhor classe social e de raga 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 funcdo dos
reconhecidos efeitos antiestrogéncicos do fumo (CRAMER et al., 1986), mas esses dados
s&o limitados e controversos (HOUSTON, 1984; MISSMER; CRAMER, 2003; VIGANO
et al., 2004). A relacdo entre alcool, cafeina e dieta rica em gorduras saturadas também é
polémica. Entretanto, atividade fisica regular parece estar relacionada a baixos niveis de
estrogénios e, consequentemente, pode reduzir o risco de desenvolvimento dessa desordem
(MISSMER; CRAMER, 2003; VIGANO et al., 2004).

A patogénese da endometriose, apesar de muito estudada, é ainda pouco entendida,
mas € possivel que a combinacdo de diversos processos bioldgicos aberrantes esteja
envolvida (BULUN, 2009). Muitos estudos em biologia molecular tém sido realizados para
investigar os mecanismos relacionados a implantacdo e sobrevivéncia dos implantes
endometriais fora da cavidade uterina (SASSON; TAYLOR, 2008). No processo
fisiopatologico da endometriose, fatores tais como imunoldgicos, reprodutivos, ambientais,
anormalidades do trato genital e desreguladoress endodcrinos parecem ter papel
determinante (FRASER, 2008). Nos ultimos anos, alguns grupos de pesquisa constataram a
existéncia 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 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiopatologia da endometriose

Muitos grupos de cientistas pesquisam 0s mecanismos fisiopatoldgicos da
endometriose, mas até hoje sua fisiopatologia permanece pouco compreendida (MORSCH
et al., 2009). A hipdtese proposta por Sampson, em 1927, de que fragmentos de
endométrio menstrual poderiam refluir através das tubas uterinas até a cavidade peritoneal,
com posterior adesdo desses fragmentos e progressao na superficie do periténio e 6rgaos
pélvicos, € o mecanismo mais amplamente aceito (HALME et al., 1984; SAMPSON,
1922; 1925; 1927). Varios estudos corroboram a menstruacdo retrégrada, fenbmeno
observado em 76-90% das mulheres, sendo mais comum naquelas com endometriose. As
portadoras dessa desordem tém mais volume de fluxo menstrual retrogrado quando
comparadas as mulheres ndo acometidas. Além disso, pacientes com endometriose tém
padrdo de contracdo miometrial anormal. Mulheres com anomalias mullerianas e obstrucéo
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 menstruacgdo retrograda desenvolver endometriose sugere a participacdo do
outros fatores adjuvantes. E fator possivelmente envolvido na patogénese dessa afecco:
mais viabilidade dos implantes associada a alteracdes imunoldgicas e do liquido peritoneal,
0 que permitiria a adesdo, implantacdo, neovascularizacdo e sobrevivéncia dos mesmos
(CHRISTODOULAKOS et al., 2007).

A metaplasia celdmica, outro possivel mecanismo proposto para explicar a
etiologia da endometriose, envolve a transformacdo metaplasica espontanea das células
mesoteliais derivadas do epitélio celébmico localizado no peritbnio e na pleura
(GRUENWALD, 1942). Essa hipbtese baseia-se na origem embrioldégica comum dos
ductos millerianos, epitélio superficial e peritdnio pélvico da parede celémica e torna-se
atrativa por poder explicar a ocorréncia de endometriose em qualquer localizagédo do corpo,
ou mesmo quando acontece antes da menarca, e as raras ocorréncias no sexo masculino
(MARTIN; HAUCK, 1985; PINKERT; CATLOW; STRAUS, 1979). Esse também parece

ser 0 mecanismo etiolégico mais provavel no caso de cistos endometrioticos, os quais
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surgiriam a partir da metaplasia de uma invaginacdo do mesotélio nos ovarios
(MATSUURA et al., 1999).

Os resquicios embrionarios dos ductos de Muller também induziriam a formacéo de
tecido endometrial ectopico quando submetidos a determinados estimulos (VON
RECKLINGHAUSEN, 1896). A hipotese dos remanescentes embrionérios poderia
explicar a endometriose no septo retovaginal, bem como em localizagdes ao longo do
trajeto de migracdo do sistema milleriano embrionario. Entretanto, esse mecanismo
permanece apenas especulativo, uma vez que implicaria a persisténcia de restos
embrioldgicos até a vida adulta (SASSON; TAYLOR, 2008).

H& mais de 80 anos Sampson também postulou que a disseminacdo de células
endometriais por meio de vasos linfaticos ou sanguineos também explicaria o
aparecimento da endometriose em sitios distantes da pelve, como cérebro, pulmdes,
linfonodos, extremidades e parede abdominal (SAMPSON, 1927). Embora essa hipbtese
seja uma explicacdo plausivel para a patogénese dessa afeccdo, provavelmente néo
representa 0 mecanismo primario por que a incidéncia de endometriose nesses sitios é
bastante rara (HONORE, 1999).

Defeitos moleculares intrinsecos no endométrio eutdpico e ectopico de pacientes
com endometriose, tais como expressdao aberrante de aromatase ou de fatores de
transcricdo, também parecem ser mecanismos envolvidos na fisiopatologia dessa afeccéo.
Observacdes clinicas e evidéncias laboratoriais sugerem que o estrogénio desempenha
importante papel na formacdo e no desenvolvimento de implantes de endométrio ectdpico.
Além disso, na endometriose, verifica-se aumento da secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias e fatores de crescimento e angiogénese que podem ser responsaveis pela
manutencdo dessa desordem e pelo comprometimento da fungéo reprodutiva (MORSCH et
al., 2009).

Recentemente, a identificacdo de CTPs endometriais (CHAN; SCHWAB,;
GARGETT, 2004) despontou como uma nova hipGtese fisiopatoldgica para a
endometriose. Esse mecanismo poderia explicar ndo sO todas as situacdes em que a
endometriose acontece, como localizagOes raras e ocorréncias no sexo masculino, mas
também seria 0 pressuposto para todas as outras hipdteses j& estudadas: menstruacdo
retrograda, metaplasia celébmica, resquicios embrionarios e disseminagdo linfovascular
(FIG. 1) (GARGETT; MASUDA, 2010; MARUYAMA et al., 2010; SASSON; TAYLOR,
2008).
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CTPs endometriais CTPs endometriais CTPs resquicios CTPs metastase
refluidas metaplasiacelémica embrionarios linfovascular
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population” cells” indiferenciagao

Implantagéo em sitios ectopicos

Fatores genéticos, ambientais e imunoldgicos
Desreguladores enddcrinos
Anormalidades do trato reprodutivo v

CELULAS-TRONCO/PROGENITORAS ENDOMETRIAIS
Formagéo de glandulas e/ou estroma e/ou vasos sanguineos

FIGURA 1 — Hipotese das CTPs endometriais como um novo mecanismo fisiopatologico

para a endometriose.

Vérios mecanismos fisiopatoldgicos distintos permitem que CTPs endometriais - caracterizadas por varios
ensaios: clonogenicidade, células side population, label-retaining cells e marcadores de indiferenciacdo -
atinjam sitios extrauterinos. As CTPs endometriais submetidas a fatores genéticos, ambientais e
imunoldgicos, desreguladores endécrinos e/ou em anormalidades do trato reprodutivo poderiam diferenciar-
se, formando estroma, glandulas e endotélio vascular e culminar em endometriose.

Fonte: Sasson e Taylor (2008).

2.2 Células-tronco

Nos ultimos anos, pesquisas envolvendo CTPs geram grande interesse entre
cientistas basicos, profissionais de saude, midia e publico em geral pelo potencial impacto
em salde humana, com a possibilidade de utilizagdo na prevencdo, diagndstico e
terapéutica de doencas crénicas e debilitantes, alem da sua aplicagdo em pesquisas basicas
(MIMEAULT; BATRA, 2008). As CTPs séo definidas por suas propriedades funcionais,
em particular sua capacidade de autorrenovacdo ou producdo de células-filhas idénticas a

célula-mde e, a0 mesmo tempo, sua capacidade em diferenciar-se em tipos celulares
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especializados. Essas células estdo presentes durante os estagios de desenvolvimento
embrionario, mas também podem ser identificadas em determinados tecidos adultos (DEB
et al., 2008; GRITTI; VESCOVI; GALLI, 2002). Enquanto as CTPs provenientes do
zigoto sdo totipotentes, ou seja, possuem a capacidade de gerar qualquer tipo celular
embrionario ou extraembrionario, as CTPs adultas sdo multipotentes (FIG. 2), capazes de
produzir multiplos tipos celulares da mesma linhagem germinativa; ou unipotentes, podem
produzir um Unico tipo celular da mesma linhagem (GRITTI; VESCOVI; GALLI, 2002).

ﬁ @ @ @ ______ Diferenciacao celular terminal

@ ........... Células amplificadoras transitorias
[’\ @ ——————————————————— Células progenitoras

/ -Estado indiferenciado
@ --------------------------- Células-tronco

- Autorrenovagao
FIGURA 2 — Divisdo e diferenciagdo de células-tronco/progenitoras adultas.

- Quiescéncia
- Diferenciacao multilinhagem
- Reconstituigao tecidual

As CTPs localizam-se em nichos e se autorrenovam. Essas células geram células-filhas/progenitoras a partir
de divisdo celular simétrica e assimétrica. As células-progenitoras dividem-se em células amplificadoras
transitérias (CAT), que sofrem rapida expansdo e proliferacdo. As CATs terminam por se diferenciarem em
varias células funcionais sem potencial proliferativo.

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

As CTPs adultas, ou somaticas, sdo encontradas em estruturas anatémicas
denominadas nichos, microambientes que mantém a homeostasia — autorrenovacao,
proliferacdo, diferenciacio e apoptose celular — a partir de sinais intercelulares. A medida
que as CTPs geram células progenitoras, inicia-se o processo de diferenciagdo celular, com
a aquisicdo de moléculas proprias de estagios diferenciados e a perda de outras
caracteristicas de estagios indiferenciados (GRITTI; VESCOVI; GALLI, 2002). Nos
ultimos anos, as CTPs somaticas foram identificadas em diversos tecidos e 0Orgaos,
incluindo medula 6ssea, mama, prostata, cérebro, figado (LI; CLEVERS, 2010) e, mais
recentemente, no endométrio (CHAN; SCHWAB; GARGETT, 2004).
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FIGURA 3 — Estrutura dos nichos de CTPs.

Sitio onde as CTPs localizam-se em tecidos adultos e mantém a homeostasia por acdes humorais, fisicas,
estruturais, metabolicas e paracrinas.

Fonte: Gritti, Vescovi e Galli (2002).

Uma vez que as CTPs sdo um “tipo celular novo” e de dificil identificagdo,
maultiplos ensaios sdo utilizados e testados para caracteriza-las (GRITTI; VESCOVI;
GALLI, 2002; VAN OS et al., 2004). Os ensaios in vitro incluem aqueles que demonstram
o0 potencial de clonogenicidade, proliferacdo e diferenciacdo celular, bem como as
caracteristicas fenotipicas dessas células. Por outro lado, os ensaios in vivo incluem a
reconstituicdo tecidual e a demonstracdo de label-retaining cells (LRCs) (SASSON;
TAYLOR, 2008).

Ensaios in vitro para caracterizacdo de células-tronco (CT) podem detectar a
clonogenicidade, habilidade que uma Unica célula tem de formar clones quando cultivada
em meio de baixa densidade celular, além de permitir avaliar a expressdo de marcadores
celulares de indiferenciacdo. A determinacdo do potencial proliferativo das supostas CTPs,

que também é um ensaio in vitro, consiste na identificacdo de CTPs a partir de sua
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capacidade de autorregeneracdo — divisdo celular simétrica — e, simultaneamente, gerar
celulas-filhas diferentes da célula-mé&e — diviséo celular assimétrica. Uma forma de avaliar
esse potencial é cultivar a suposta CTP em meios contendo fatores de crescimento
especificos, em que ocorre a expansao clonal por etapas, sendo que a medida que a célula
se diferencia, ela consegue se manter por um baixo nimero de passagens quando
comparada a célula-mde (CERVELLO et al., 2007, CERVELLO; SIMON, 2009;
MARUYAMA et al., 2010; SASSON; TAYLOR, 2008).

In vivo, 0 ensaio de reconstituicdo tecidual compreende uma série de experimentos
em que o tecido de interesse se reconstitui em um animal receptor apds transplante de
CTPs doadas, sendo considerado o padréo-ouro para a caracterizagdo desse grupo celular
(JOSEPH; MORRISON, 2005). Ja o ensaio com LRCs € uma técnica que identifica in vivo
uma suposta populacdo de CTPs em estado quiescente quando marcadores moleculares
especificos ndo sdo conhecidos. As LRCs “rotulam” células proliferativas com alta sintese
de &cido desoxirribonucleico (DNA) a partir da marcacdo com 5-bromo 2’-deoxiuridina
(BrdU), por exemplo. A cada diviséo celular o BrdU tem sua concentracdo celular reduzida
em 50%, tornando-se indetectavel apos aproximadamente trés a quatro divisées. A imuno-
histoquimica (IHQ) localiza as LRCs BrdU", revelando sua localizagio, ou seja, o nicho
das CTPs no tecido de interesse (CHAN; GARGETT, 2006; GARGETT; MASUDA,
2010).

A identificacdo de células side-population, que se tornou um marco importante no
estudo de células-tronco, especialmente pela possibilidade de isolamento fisico dessas
celulas com luz ultravioleta ou fluorescéncia, € outra abordagem empregada para isolar e
caracterizar CTPs somaticas de multiplos tecidos. Essa técnica baseia-se no principio de
que tais células, por possuirem o transportador transmembrana ATP-binding cassette
transporte G2 (ABCG2), excluem corantes lipofilicos antimit6ticos, como, por exemplo, 0
corante DNA especifico 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 relacdo aos marcadores da CTP adulta, ainda ndo foi identificada alguma
molécula totalmente especifica, apesar de existirem inUmeras pesquisas nessa area. A
identificacdo de um painel de marcadores moleculares para esse fim seria de extrema
importancia para a caracterizacdo de CTPs adultas em estado quiescente (SOUZA et al.,
2003). Contudo, até o momento, essas células sdo caracterizadas fenotipicamente pela

expressdo de marcadores tipicos de linhagens indiferenciadas e progenitoras e pela
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auséncia de marcadores de tipos celulares mais diferenciados (GRITTI; VESCOVI;
GALLLI, 2002; SOUZA et al., 2003).

2.2.1 Células-tronco endometriais

Atualmente, alguns estudiosos pesquisam a CTPs em endométrio humano e em
modelos experimentais, alem de sua correlagdo com a regeneracdo endometrial e a
ciclicidade menstrual. O tecido endometrial é conhecido pela sua dindmica de
autorrenovacdo, quando a cada ciclo estral de roedores e menstrual em humanos sofre
regeneracdo (SASSON; TAYLOR, 2008). Esse turnover celular é similar ao que ocorre em
determinados tecidos altamente regenerativos, como medula 6ssea, epiderme e epitélio
intestinal (GARGETT; MASUDA, 2010). Ha alguns anos, postulou-se que o processo de
regeneracdo celular endometrial poderia ser dependente de CTPs localizadas em nichos
especificos da camada basal e funcional do endométrio e que essas células, quando
submetidas a determinados estimulos, como altas concentracBes de estradiol e fatores de
crescimento, poderiam migrar para outras localizacbes e gerar grupos de células
progenitoras com o potencial de diferenciacdo 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 Utero adulto poderiam
reconstituir o epitélio glandular e estromal que descama a cada ciclo menstrual e gravidico-
puerperal. Até 2004 ndo existiam evidéncias cientificas que justificassem essa hipotese.
Naquele ano, dois estudos de diferentes laboratérios foram publicados fornecendo as
primeiras evidéncias desse fato. Chan, Schwab e Gargett (2004) demonstraram que o
endométrio humano possui reduzido grupo de células que exibe capacidade clonogénica.
Os resultados desse grupo de pesquisadores mostraram que baixo percentual de células
epiteliais (0,22%) e estromais (1,25%) iniciou a formac&o de colonias em meio livre de
soro e enriquecido com fatores de crescimento e apresentou alto potencial de proliferagédo
celular (CHAN; SCHWAB; GARGETT, 2004). Por outro lado, ainda em 2004, Taylor
comprovou que, em humanos, células de medula 6ssea transplantadas poderiam participar
do processo de regeneracdo 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 néo
difere entre as fases do ciclo menstrual e a atividade endometrial. Como o endométrio

inativo contém somente células da camada basal e ndo endométrio funcionante, esses
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dados sugerem que as supostas CTPs localizam-se nessa camada e persistem mesmo apos a
menopausa (SCHWAB; CHAN; GARGETT, 2005).

Kim, Tavaré e Shibata (2005) revelaram que o padrdo de metilacdo de genes em
glandulas de endométrio humano tambeém reforca a hipotese de CTPs epiteliais como
possivel fonte precursora de células endometriais. Os marcadores epigenéticos adquiridos
durante a divisdo celular de CTPs adultas sdo herdados pelas células-filhas e persistem,
enquanto aqueles herdados a partir de células maduras sdo perdidos na camada funcional
durante a descamacdo endometrial. O nimero de divisdes celulares que uma CTP sofreu
pode ser inferido a partir do niUmero de marcadores epigenéticos acumulados dentro dessas
glandulas (RO; RANNALA, 2001). Os estudos indicam, ainda, que a extensdo de
metilacdo dos genes das glandulas endometriais aumenta com a idade até a menopausa e
permanece relativamente constante ap0s. Assim, as marcas epigenéticas sao reflexo da
atividade mitdtica das CTPs, sendo que a divisdo celular assimétrica é responsavel pela
manutengdo do “estoque” das CTPs nos nichos glandulares endometriais em nimero
relativamente constante (KIM; TAVARE; SHIBATA, 2005).

Em 2006, o grupo liderado por Gargett identificou LRCs no estroma e epitélio
endometrial de camundongos, fornecendo novas evidéncias para a hipotese anteriormente
lancada de que as CTPs desempenham importante papel no processo de renovagao
endometrial (CHAN; GARGETT, 2006). Posteriormente, Cervellé et al. reportaram a
coexpressdo dos marcadores de indiferenciacdo c-kit e Oct-4 em LRCs endometriais de
camundongos (CERVELLO et al., 2007). As LRCs foram identificadas no epitélio
glandular, no estroma e no miométrio em diferentes proporcGes, com reducdo do
percentual dessas células na medida da aquisicdo da maturidade dos animais. Com o
emprego de técnicas de IHQ, a maioria dos nichos de CTPs endometriais de camundongos
foi localizada na transicdo 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 autorrenovagdo (>24 semanas) e de diferenciacdo celular (KATO, et al., 2007). Esses
dados foram posteriormente complementados por Masuda et al. (2007; 2010), que
observaram a capacidade regenerativa e de angiogénese de células SP endometriais em um
ensaio de regeneracdo in vivo, no qual células endometriais SP foram xenotransplantadas

null

sob a cépsula renal de camundongos NOD/SCID/y.™" (NOG), uma nova geracdo de

camundongos gravemente imunocomprometidos, com deficiéncias de atividade de células
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B, T e natural killer. A partir de entdo, outras equipes de pesquisadores enfatizaram que
essas células apresentam também caracteristicas multipotentes quando cultivadas em meios
especificos de diferenciacdo celular: Kato et al. (2007) descreveram a diferenciacdo em
células endometriais glandulares e estromais; Schwab e Gargett (2007) observaram a
transdiferenciacdo de CTPs endometriais em quatro linhagens distintas — adipdcitos,
células de mausculo liso, condrécitos e osteoblastos; Wolff et al. (2007) obtiveram
condrocitos 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
transdiferenciacdo de células mesenquimais endometriais e menstruais em cardiomidcitos.
As células cardiacas transdiferenciadas apresentaram o fenotipo, a eficiéncia e as
propriedades fisiologicas esperadas para cardiomidcitos. Por ultimo, um grupo de
pesquisadores relatou a obtencdo de neurdnios produtores de dopamina em culturas
derivadas de células endometriais, representando potencial futuro para o tratamento da
doenca de Parkinson (WOLFF et al., 2010).

Estudos com medula dssea sugeriram, ainda, que esta também poderia ser uma
fonte alternativa de CTPs endometriais. Tal hipdtese baseia-se no pressuposto de que
células-tronco derivadas da medula 6ssea (CTDMOSs) circulantes sdo capazes de se
diferenciar em multiplos tipos celulares, incluindo células endoteliais, hepatdcitos,
neurdnios, células da pele, cardiomidcitos e epitélio gastrintestinal. Apos transplante de
medula dssea, as técnicas de ablacdo endometrial apresentam taxa substancialmente alta de
falha, com possibilidade de reconstituicdo do endométrio normal. Além disso, estudos
revelaram a presenga de quimerismo glandular e estromal no endométrio de pacientes
receptoras, sugerindo que CTDMOs podem contribuir para a repopulacdo do endométrio
dessas pacientes. Em pesquisa, o percentual de quimerismo foi de 0,2 a 48% e
correlacionou-se com o periodo de tempo decorrido entre o transplante e a bidpsia
endometrial. Entretanto, o tamanho da amostra incluida nesse estudo foi muito reduzido
para determinar com clareza o periodo de tempo necessario para que ocorresse repopulacao
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 fémeas e um grupo de machos: 10
fémeas LacZ transgénicas, 10 fémeas sem manipulacdo genética e 10 machos LacZ

transgénicos. Como doadores de CTDMOs, foram empregados os machos LacZ. As
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fémeas foram submetidas & indugdo experimental de endometriose, como ja& descrito na
literatura (GRUMMER, 2006), sendo que os tecidos endometriais utilizados nos implantes
foram trocados: fémeas LacZ receberam implantes de endométrio de fémeas sem
manipulacdo genética e fémeas sem manipulacdo genética receberam implantes de
endométrio de fémeas LacZ. Para confirmar a origem endometrial das CTDMOs em
endométrio e tecido ectopico dos implantes, foram empregadas as técnicas de polymerase
chain reaction (PCR) e fluorescent in situ hybridization (FISH), com a identificacdo do
cromossoma Y. Concluiu-se que as CTDMOs podem contribuir ndo s6 para manter a
homeostasia do endométrio normal durante a reconstituicdo tecidual fisioldgica, mas
também para a patogénese da endometriose (DU; TAYLOR, 2009).

Posteriormente, Mints et al. (2008) pesquisaram a participacdo de CTDMOs na
angiogénese, processo caracterizado pelo desenvolvimento de hovos microvasos a partir de
uma rede sanguinea ja existente, endometrial, que tém importante papel na fisiopatologia
da endometriose. Eles avaliaram se CTDMOs poderiam ser detectadas em vasos
sanguineos endometriais de humanos e camundongos fémeas apos 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 participacdo de CTDMOs também na

angiogénese endometrial (MINTS et al., 2008).

2.2.2 Marcadores de indiferenciacdo em células-tronco endometriais

As pesquisas com marcadores celulares em CTPs endometriais tém resultados
controversos. Alguns pesquisadores identificaram moléculas proprias dessa linhagem
celular no endométrio humano e de animais (BENTZ et al., 2010; CERVELLO et al.,
2007; CHO et al., 2004; FORTE et al., 2009; GOTTE et al., 2008; MATTHAI et al, 2006;
SCHWAB; GARGETT, 2007), enquanto outros sugeriram a presenca de CTPs
endometriais por meio de outras técnicas, porém ndo identificaram marcador de
indiferenciacdo especifico (CHAN; GARGETT, 2006; CHAN; SCHWAB; GARGETT,
2004). Varios marcadores sdo utilizados para tentar caracterizar 0s estagios de
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indiferenciagdo, sendo que o Oct-4 (BENTZ et al., 2010; CERVELLO et al., 2007;), c-Kit
(CHO et al., 2004; CERVELLO 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 (GOTTE et al., 2008).

Alguns dos marcadores celulares mais bem estabelecidos e estudados em pesquisas
sobre células-tronco séo o Oct-4 e o c-kit. O Oct-4 é um fator de transcricdo nuclear com
homeodominio da familia POU (POU5F1 — dominio POU, classe 5, fator de transcricéo 1).
Essa proteina estd diretamente envolvida no processo de autorrenovacdo de ceélulas
indiferenciadas e, por isso, é frequentemente utilizada como molécula caracteristica desse
grupo celular, inclusive em células-tronco embrionérias. Sua expressdo esta restrita as
células pluripotentes e sua down-regulation esta associada a perda da pluripotencialidade e
a diferenciagdo celular (PESCE; SCHOLER, 2001). No endométrio humano, a expressio
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. E uma proteina da familia do
receptor tirosina-quinase, intimamente relacionada ao receptor do fator de crescimento das
plaquetas (PDGFR) e que desempenha importante papel na divisdo celular de células
imaturas (SOGO et al., 1997). A ativagdo do c-kit regula uma variedade de respostas
biolégicas (FIG. 4), incluindo quimiotaxia, proliferacdo, apoptose e aderéncia celular
(LYMAN; JACOBSEN, 1988). MutacbGes no c-kit sdo essenciais para a progressdo e
crescimento de determinados tumores, hematopoiese, melanogénese e gametogénese. Em
estudo preliminar, Osuga et al. (2000) preconizaram o envolvimento do eixo FCT/ c-kit na
endometriose a partir da avaliacdo de liquido peritoneal de pacientes com endometriose.
Posteriormente, nichos de supostas CTPs foram identificados no endométrio sadio pela
marcacdo por IHQ para a molécula c-kit (CHO et al. em 2004) e em tecido endometridtico
(UZAN et al., 2005).
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DIVISAO E PROLIFERAGAO
CELULAR

QUIMIOTAXIA ADESAO EATIVACAO CELULAR

FIGURA 4 — Atividades reguladas pela proteina c-Kkit.

Fonte: Lyman e Jacobsen (1988).

Em 2005, foi identificada em CTPs neurais a expressdo de Musashi-1, uma proteina
ligada ao é&cido ribonucleico (RNA), que contribui para a autorrenovacdo de ceélulas
progenitoras, aumentando o sinal de transducdo do Notch-1. A proteina Musashi-1 esta
associada a manutencdo da divisdo celular e a divisdo celular assimétrica dessas CTPs.
Essa molécula é candidata promissora a um novo marcador de CTPs endometriais e esta
expressa normalmente no epitélio progenitor da mucosa gastrica, glandulas mamarias,
epiderme e foliculo piloso (GOTTE et al., 2008). Por outro lado, o Notch-1 é um receptor
transmembrana que controla o destino celular por meio de interagdes celulares proximas e
é positivamente modulado pela Musashi-1 (FIG. 5) (COBELLIS et al, 2008; GOTTE et
al., 2008; OKANO et al, 2005). Recentemente, Gotte et al. (2008) identificaram a proteina
Musashi-1 e o Notch-1 no endométrio, no carcinoma endometrial e na endometriose
humana. Nessas afeccdes a expressao foi maior que no tecido sadio, traduzindo uma

possivel correlagdo entre as CTPs e a fisiopatologia de doencas endometriais proliferativas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lyman%20SD%22%5BAuthor%5D

31

Musashi-1 (++}
N-Numb |

Musashi-1 (-}
N-Numb {

FIGURA 5 - Mapa do receptor Notch-1 e sua interacdo com a proteina Musashi-1.

O Notch-1 é um receptor transmembrana que é continuamente inibido pelo N-Numb. Quando a Musashi-
1 esta expressa, ocorre inibicdo do N-Numb, com consequente ativacdo do Notch-1. Quando o Notch-1
recebe estimulo extracelular e ndo esta negativamente modulado pelo N-Numb, seu dominio interno é
liberado e, no nlcleo, age como fator de transcrigéo.

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

3.1 Objetivo geral

As CTPs podem ser identificadas pela associacdo de ensaios com metodologias
diferentes ou pela identificacdo simultanea de varios marcadores celulares de estagio
indiferenciado. Baseado nesse pressuposto, este estudo pretende:

= Auvaliar a expressdo dos marcadores celulares de indiferenciagdo Musashi-1, Oct-4
e c-kit no endométrio ectdpico de mulheres com endometriose e no endométrio

eutopico de mulheres com e sem endometriose.

3.2 Objetivos especificos

e Descrever a localizacdo celular e nos compartimentos tissulares endometriais
predominante para os marcadores Musashi-1, Oct-4 e c-kit tecidos endometriais

ectopico e eutdpico por grupos e no global de amostras.

e Identificar os nichos das supostas CTPs no endométrio eutépico de pacientes

saudaveis e no endométrio eutopico e ectopico de pacientes com endometriose.

e Auvaliar a intensidade de expressdo e a prevaléncia dos marcadores Musashi-1, Oct-
4 e c-kit no endométrio de mulheres saudaveis em comparacdo com o endométrio
eutopico de mulheres com endometriose e suas respectivas lesdes endometridticas.

e Definir se os dados desta pesquisam reforcam as evidéncias atuais para as CTPs

como um novo mecanismo fisiopatoldgico para a endometriose.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

Estudo transversal controlado

4.1.1 Consideracdes éticas

Este experimento foi previamente submetido a apreciacao e aprovacao pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG) sob o
parecer n°® ETIC 0628.0.203.000-09 em 15 de marco de 2010 (ANEXO B), como
subprojeto do estudo intitulado “Subunidade alfa da inibina e seu correceptor betaglicano

em lesdes endometridticas”.

4.2 Pacientes

O estudo incluiu amostras de endométrio eutopico de mulheres no menacme
submetidas a histerectomia por diversas indicacfes médicas (n=4) e exemplares de tecido
endometri6tico e de endométrio eutdpico de pacientes que se submeteram a procedimento
cirirgico para tratamento de endometriose profunda infiltrativa com acometimento
intestinal (n=6). Os critérios de exclusdo foram pacientes portadoras de polipo/hiperplasia
endometrial, pacientes que estavam em tratamento hormonal ou em supressdo nos Gltimos
seis meses e amostras de qualidade insatisfatoria para avaliacdo microscépica a coloragédo
com hematoxilina e eosina (H&E). Também foram excluidas do grupo em estudo pacientes

cujo exame anatomopatoldgico ndo confirmou o diagnostico de endometriose.
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4.3 Métodos

4.3.1 Coleta e processamento das amostras

As amostras de endométrio eutdpico de pacientes sem endometriose foram obtidas
por resseccdo em pega cirdrgica imediatamente apds a histerectomia. J& as amostras de
tecido endometridtico ectdpico foram originadas de tecidos macroscopicamente
acometidos pela doenca e removidos durante procedimento cirurgico. Nessa ocasido,
também foram coletados exemplares de endométrio eutOpico das pacientes com
endometriose por aspiracdo intrauterina. As amostras de tecidos foram imediatamente
fixadas por imersdo em solucdo de formalina a 10% e, depois de oito a 24 horas, foram
incluidas em blocos de parafina. Para todas as amostras foi confeccionada uma lamina
corada com H&E. Essas laminas foram avaliadas quanto a qualidade do material obtido,
sendo excluidos os cortes cuja qualidade do material pudesse dificultar a avaliacdo apds o
processo de IHQ.

4.3.2 Imuno-histoquimica
4.3.2.1 Preparo das laminas

Os espécimes emblocados em parafina foram submetidos a cortes de 4 a 5 um de
espessura e montados em laminas de vidro previamente limpas e preparadas com
organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano; Sigma Chemical Co®, St. Louis, MO, USA)

para a realizacdo da técnica de IHQ.

4.3.2.2 Consideracdes técnicas

A IHQ frequentemente é empregada como ferramenta Gtil na pesquisa biomédica e
no diagnostico histopatologico de doencgas. O principio basico desse método molecular
baseia-se na identificagdo de antigenos teciduais ou celulares por anticorpos especificos.

Uma vez ocorrida a reagdo antigeno-anticorpo, a mesma € demonstrada por coloracdo
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visualizada ao microscopio Optico ou por fluorocromos a luz ultravioleta (RAMOS-
VARA, 2005).

O método imuno-histoquimico mais amplamente difundido no diagnostico
patogénico € o complexo avidina-biotina (Avidin-Biotin Complex - ABC), que envolve a
aplicacdo de um anticorpo secundario biotinilado - este seguido pelo ABC -, 0 que produz
alta intensidade de coloragdo (FIG. 6) (VOSSE et al., 2007). Entretanto, existem muitas
limitacGes caracteristicas desse método, como a coloracdo de background, que pode
ocorrer em funcdo da biotina enddgena de determinados tecidos. Além disso, a recuperagédo
antigénica induzida pelo calor pode reativar ainda mais a biotina endégena, causando
também esse artefato de coloragdo. Por outro lado, os métodos para bloqueio da biotina
enddgena sdo apenas parcialmente eficazes e acrescentam mais uma etapa a um
procedimento ja complexo. As limitacGes dos sistemas tradicionais de IHQ relativas a
coloragéo de background s&o intensificadas em cortes de tecidos congelados, nos quais 0s
niveis de biotina enddgena sdo ainda mais altos do que aqueles encontrados em espécimes
embebidos em parafina (RAMOS-VARA, 2005; RAMOS-VARA; MILLER, 2006).

Antigeno

Anticorpo secundario

A

Avidina

& Biotina

@
@

o 9"
) S 7@
e

FIGURA 6 - Esquema de IHQ pelo método ABC.

O antigeno tecidual ou celular é reconhecido pelo anticorpo (Ac) priméario. Ao
Ac primario liga-se um Ac secundario com a avidina. As moléculas de biotina
conectam-se a esse complexo (ABC) e produzem um efeito amplificador. Os
sitios antigénicos coram-se pelo 3,3’-diaminobenzidina (DAB) ap0s reacdo
com a peroxidase.

Fonte: Vosse et al. (2007).
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Nos ultimos anos, os sistemas ndo biotinilados que utilizam polimeros ganharam
popularidade por ndo possuirem as mesmas limitacbes que o ABC. A técnica de
amplificacdo por polimeros utiliza tecnologia Unica em que um cerne de Dextran com
anticorpos, primarios ou secundarios, e moléculas de enzimas estdo conjugados. Quando
no cerne de polimeros os anticorpos conjugados s&o os primarios, apenas limitado nimero
de antigenos pode ser identificado. J& no sistema de polimeros ndo biotinilados de duas
etapas, o0 cerne de Dextran contém enzimas conjugadas a anticorpos secundarios
imunoglobulina G (IgG) anticamundongo ou anticoelho universais, permitindo a
identificacdo de maior nimero de antigenos (FIG. 7). Na pratica, a utilidade desse sistema
mostrou-se igual ou superior aos sistemas convencionais, com reducdo de artefatos que
podem levar a resultados falso-positivos (DAKO EDUCATION GUIDE, 2006; VOSSE et
al., 2007).

Antigeno

/) k\ Anticorpo primario

/) k\ Anticorpo secundario O o o O
©

Enzima

Cerne de Dextran O O

I =
A K Ve

Etapal Etapa2

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

12 etapa - O antigeno tecidual ou celular é reconhecido pelo Ac priméario. 2% etapa -
Ao Ac primario liga-se um Ac secundario conectado a um cerne de polimero
(Dextran) com multiplas enzimas.

Fonte: Dako Education Guide (2006).
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4.3.2.3 Procedimento

Apds incubacdo das laminas por 24 horas em estufa a 56°C para melhor aderéncia
dos tecidos as laminas, as mesmas foram submetidas ao processo de desparafinizacao, em
xileno, e reidratadatacdo, em série de solugdes de alcoois em concentra¢bes decrescentes
(FIG. 8). A recuperacdo antigénica induzida pelo calor foi realizada em steamer (98° a
100°C) por 45 minutos, para melhor exposi¢do dos epitopos de interesse, utilizando tampao
Ethylenediamine Tetraacetic Acid (EDTA) (potencial de Hidrogénio - pH 8,0) para Oct-4 e
c-kit e tampéo citrato (pH 6,0) para Musashi-1.

FIGURA 8 - Sistema de coloragio manual para
desparafinizacdo, desidratacdo e reidratacdo de ld&minas e camara
Umida de IHQ.

Fonte: Laboratério de Reproducdo Humana Prof. Aroldo Fernando Camargos
— Hospital das Clinicas (HC) — UFMG.

Todas as etapas da IHQ foram realizadas com o0s reagentes do sistema de
amplificacdo por polimeros n&o biotinilados Novolink (Novocastra®, New Castle Upon
Tyne, UK). A atividade de peroxidase enddgena foi bloqueada com o peroxidase block por
cinco minutos. Para reduzir a coloracdo de background, as sec¢des foram incubadas por
cinco minutos com o protein block. Os cortes foram posteriormente incubados com os
anticorpos primarios policlonais de coelho adquiridos da Abcam® (Cambridge, Reino
Unido) nas seguintes dilui¢des: Oct-4 - 1:50; c-kit — 1:50 e Musashi-1 — 1:100. Apds a

incubagdo com os anticorpos primarios por 60 minutos a temperatura ambiente em camara
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Umida, a cada lamina foi aplicado o post primary block por cinco minutos e o polimero
para coloracdo amplificada. Para a revelacdo das reacGes, foram utilizadas DAB e
contracoloracdo com hematoxilina de Harris do proprio 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 laminas de
endométrio eutdpico de paciente saudavel, sendo que em uma delas houve a omissao do
anticorpo primario e na outra foi realizada a incubacdo com soro normal de coelho (normal

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

4.3.2.4 Leitura da imuno-histoquimica

As laminas foram analisadas em microscopio éptico 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
seccOes 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 multiplicacdo de um escore de intensidade da coloracéo (negativo = 0; fraco = 1;
moderado = 2; forte = 3) pelo escore de percentual de células imunopositivas (nenhuma
coloracdo = 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 laminas também foram avaliadas de forma descritiva para cada marcador em
estudo (Musashi-1, Oct-4 e c-kit), visando a identificacdo do padrdo de marcacdo celular
predominante (nuclear, transmembrana e/ou citoplasmatico) e a localizacdo por
compartimento endometrial (glandular, estromal e endotelial vascular). Os examinadores
também avaliaram os marcadores quanto ao padrdo de imunocoloracdo por grupamentos

celulares (nichos).
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4.4 Andlise estatistica

As variaveis categoricas, presenca ou auséncia de coloracdo nos compartimentos
endometriais (glandula, estroma e endotélio vascular), na membrana celular, no citoplasma
e no nucleo, foram analisadas pelo teste do qui-quadrado, corrigido pela razdo de
verossimilhanca (likelihood ratio test).

As escalas de imunorreatividade analisadas (intensidade e percentual de células
coradas e IRS) foram avaliadas por analise de variancia ndo paramétrica (teste de Kruskal-
Wallis) para comparacgdo entre os trés grupos de amostras (controle, endométrio eutdpico
de paciente com endometriose e lesdo endometridtica). O teste de Wilcoxon para
comparacdo ndo paramétrica de duas amostras pareadas foi utilizado para confrontar a
expressao dos marcadores no epitélio glandular versus estroma. O nivel de significancia

estatistico adotado foi p < 0,05.



5 RESULTADOS

5.1 Andlise das variaveis categoricas para Musashi-1, Oct-4 e c-kit
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A analise da IHQ quanto a positividade na membrana, citoplasma e/ou nucleo esta

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

Kit.
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GRAFICO 1 — Percentual de amostras que expressaram as proteinas Musashi-1,

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

A proteina Musashi-1 ndo se expressou na membrana celular de nenhuma das

amostras analisadas (0%), mas esteve expressa no citoplasma e no ndcleo em igual
percentual de amostras (93,7%) (FIG. 9-A). O Oct-4 ndo se expressou na membrana

celular (0%) e teve minima expressdo citoplasmatica (6,7%). O padrdo predominante para

0 Oct-4 (96,9%) foi nuclear (FIG. 9-B). Ja para a proteina c-kit, houve marcacdo em

membrana e citoplasma, 43 e 75%, respectivamente, enquanto no nucleo ndo houve

expresséo dessa proteina (0%).



FIGURA 9 — Microscopia Optica de tecido endometrial de paciente
saudavel com amplificacdo de 200 X, demonstrando o padrdo celular de
marcagéo dos anticorpos Musashi-1, Oct-4 e c-kit.

A seta verde (—) representa no detalhe o padrdo predominante de imunocoloracdo de
cada anticorpo. (A) Expressdo citoplasmatica e nuclear da proteina Musashi-1. (B)

Expressao predominantemente nuclear do Oct-4. (C) Expressdo citoplasmatica e
transmembrana da proteina c-Kkit.

41
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A andlise qualitativa da expressdo dos marcadores de indiferenciagdo Musashi-1,
Oct-4 e c-kit em relagdo a localizacdo nos compartimentos endometriais (glandula, estroma
e/ou endotélio vascular) esta representada no GRAF. 2. Para a proteina Musashi-1, houve
alto percentual de amostras imunocoradas em glandulas e estroma (93,8%) e moderada
marcacdo no endotélio (50%). Em relagdo ao marcador celular Oct-4, a expressdo foi
bastante alta em glandulas (93,8%), moderada no estroma (75%) e intermediaria no
endotélio vascular (46,2%). A proteina c-kit teve alta expressdo no epitélio glandular

(81,3%), intermediaria no estroma (43,8%) e baixa no endotélio vascular (6,7%).
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GRAFICO 2 — Percentual de amostras que expressaram as proteinas Musashi-1,
Oct-4 e c-kit nos compartimentos tissulares endometriais (epitélio glandular,

estroma e endotélio vascular).

Na analise individualizada por grupos para a Musashi-1 (controle X eutopico X
lesdo), houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,021) para alto percentual de
amostras com marcacdo endotelial nos tecidos de paciente com endometriose (TAB. 1).
Em relacdo ao Oct-4 e a proteina c-kit, a analise por grupos nédo identificou diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05, TAB. 1).
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TABELA 1
Proporcéo de amostras que expressaram as proteinas Musashi-1, Oct-4 e c-kit
nos compartimentos tissulares endometriais (epitélio glandular, estroma e endotélio
vascular) nos trés grupos estudados: controle, endométrio

eutdpico de paciente com endometriose e lesdo endometridtica

Grupo Controle Eutdpico Lesao

Musashi-1

Epitélio glandular 4/4 5/6 6/6

Estroma 4/4 5/6 6/6

Endotélio vascular* 0/4 4/5 3/5
Oct-4

Epitélio glandular 4/4 6/6 5/6

Estroma 4/4 4/6 4/6

Endotélio vascular 3/4 214 1/5
c-kit

Epitélio glandular 4/4 4/6 5/6

Estroma 1/4 3/6 3/6

Endotélio vascular 0/4 1/5 0/6

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

5.2 Analise quantitativa de imunocoloracéo para a proteina Musashi-1

A andlise de imunocoloracdo em relacdo a 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 glandula. A avaliacdo por microscopia Optica da
proteina Musashi-1 esta representada na FIG. 10-A. Algumas laminas apresentaram padrao
de imunomarcacdo com grupamentos celulares apresentando diferentes intensidades de
coloracgéo (FIG. 10-B).
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FIGURA 10 — Microscopia com aumento de 200 X para imunolocaliza¢cdo do marcador
Musashi-1.

(A) Endométrio de paciente saudavel com fraca intensidade de coloragdo em glandula e estroma. (B)
Endométrio eutdpico de paciente com endometriose com coloracdo moderada a intensa. A seta vermelha (—)
aponta para um endotélio com células coradas e a seta azul (—) aponta para um padrdo de marcacdo em
grupamentos celulares (nichos). (C e D) Leses endometridticas com intensa imunocoloragdo. A seta preta
(—) aponta para o limite de transi¢do entre a lesdo endometriética e o tecido sadio. (E) Controle positivo. (F)
Controle negativo.
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Na andlise global da proteina Musashi-1 para todas as amostras envolvidas no
estudo, o percentual de imonucoloracgéo foi moderado, o que representa que 50 a 81% das
células endometriais foram coradas. A intensidade de marcacdo para a Musashi-1 foi
intermediaria, com mediana de 1,5 (escala 0 a 3). Como resultante, o IRS global foi
indicativo de padrdo de coloragdo intermedidria e ndo apresentou diferenca entre os
compartimentos glandular e estroma (GRAF. 3).

Musashi-1
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GRAFICO 3 — Comparagdo entre os IRS glandular e estromal da

proteina Musashi-1 de todas as amostras analisadas.

Na comparagéo entre grupos, o grupo lesdo apresentou padrdo de imunomarcacéo
para a proteina Musashi-1 no epitélio glandular aparentemente maior que o dos grupos
controle e eutdpico, mas essa diferenca ndo teve significancia estatistica. Também néo
houve diferenca quando avaliados o estroma e o tecido endometrial como um todo (GRAF.
4). A avaliagdo do percentual e da intensidade de imunomarcacdo e do IRS para a
Musashi-1 ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, tanto na

analise do tecido endometrial glandular e estromal individualizada quanto em conjunto.
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GRAFICO 4 - IRS da proteina Musashi-1 por grupos

(controle, eutdpico e lesdo).
(A) IRS total, (B) IRS do epitélio glandular e (C) IRS estromal.
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5.3 Andlise quantitativa de imunocoloracéo para o Oct-4

A avaliacdo por microscopia Optica da IHQ para o marcador Oct-4 esta

representada na FIG. 11.

FIGURA 11 — Microscopia com aumento de 200 X para a imunolocalizagdo do marcador
Oct-4.

(A) Endométrio de paciente saudavel com intensa marcagdo em glandula e estroma. (B) Endométrio eutépico
de paciente com endometriose com coloragdo intensa. A seta vermelha (—) aponta para um endotélio com
células coradas. (C e D) Lesbes endometri6ticas com intensa e moderada imunocoloragdo. A seta preta (—)
aponta para o limite de transi¢cdo entre a lesdo endometriética e o tecido sadio. (E) Controle positivo. (F)
Controle negativo.
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Na analise global das amostras estudadas para o Oct-4, houve elevado percentual de
células coradas (mediana 3,25 — mais de 80%) e alta intensidade de marcacéo (mediana 2,5
— entre moderada e forte). Assim, a mediana do IRS foi consideravelmente alta para todas
as analises — mediana do IRS geral 7,25. Na analise comparativa entre o IRS glandular e
estromal para o Oct-4 de todas as amostras incluidas em conjunto, ndo se verificou
diferenca significativa (GRAF. 5).
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GRAFICO 5 — Comparacdo entre os IRS glandular e estromal da

proteina Oct-4 para o global de amostras.

Na comparacdo entre 0s 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, ndo evidenciaram diferencas estatisticamente significativas. Os IRS para o Oct-4

na analise individualizada e em grupos estdo representados no GRAF. 6.
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GRAFICO 6 - IRS do Oct-4 por grupos (controle, eutdpico e les&o).
(A) IRS total, (B) IRS do epitélio glandular e (C) IRS estromal.
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5.4 Andlise quantitativa da imunocoloracéo para a proteina c-kit

A IHQ para a proteina c-kit esta representada na FIG. 12-A. Algumas laminas

apresentaram padrdo de imunomarcacao por grupamentos celulares (FIG. 12-B).
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FIGURA 12 — Microscopia com aumento de 200 X para imunolocaliza¢cdo do marcador c-
Kit.

(A) Endométrio de paciente saudavel com fraca intensidade de coloragdo em glandula e minimo em estroma.
(B) Endométrio eutdpico de paciente com endometriose com coloracdo moderada a intensa. A seta vermelha
(—) aponta para um endotélio com células coradas. (C e D) Lesdes endometridticas com intensa
imunocoloracéo. A seta preta (—) aponta para o limite de transicdo entre a lesdo endometridtica e o tecido
sadio e a seta azul (—) aponta para um padrdo de marcagdo em grupamentos celulares (nichos). (E) Controle
positivo. (F) Controle negativo.



o1

Em uma anélise global das amostras estudadas para a proteina c-kit, houve um
percentual intermediério (entre 10% e 50%) de celulas coradas e predominio de marcagéao
fraca a moderada. Assim, a mediana do IRS para c-kit foi 2,5. A avaliagdo comparativa
entre os compartimentos endometriais glandular e estromal para a proteina c-kit a partir
dos IRS demonstrou maior expressdo dessa proteina no compartimento epitelial (GRAF.
7).

c-kit

H Glandula
¥ Estroma

Glandula Estroma

Localizacdo endometrial

GRAFICO 7 — Comparagéo entre os IRS glandular e estromal da proteina

c-kit de todas as amostras analisadas.

A diferenca entre o IRS glandular e estromal foi estatisticamente significativa (teste de
Wilcoxon, p<0,05).

Na comparacdo entre 0s grupos, o IRS para a proteina c-kit no estroma foi mais alto
no endométrio eutdpico que nos grupos controle e lesdo (p<0,05). Entretanto, no
compartimento glandular e no endométrio como um todo, ndo se constatou diferenca
estatisticamente significativa. Os IRS glandular, estromal e em conjunto estdo

representados no GRAF. 8.
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GRAFICO 8 - IRS da proteina c-kit por grupos

(controle, eutdpico e lesdo).
(A) IRS total, (B) IRS do epitélio glandular e (C) IRS estromal.
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6 DISCUSSAO

6.1 Expressdo de Musashi-1 no endométrio

Até 0 momento, apenas o estudo de Gotte et al. (2008) pesquisou a expressdo de
Musashi-1 em células endometriais: endométrio saudavel, implantes endometriais
ectopicos e carcinoma endometrial. Nesse estudo, a proteina Musashi-1 apresentou padréo
de expressdo celular citoplasmético e nuclear, assim como evidenciado no presente
trabalho. A localizacdo celular encontrada para a proteina Musashi-1 justifica seu perfil
conhecido de proteina citoplasmatica ligada ao RNA.

Em relagdo a expressdo 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 lesdes endometridticas em relacdo aos outros grupos
(controle e eutdpico) poderia sugerir possivel correlacdo entre CTPs e o0 processo de
neoangiogénese, que é frequente nos implantes endometriéticos. Gotte et al. (2008) nao
avaliaram o compartimento vascular, mas a expressdo de Musashi no estroma de lesdes
endometriodticas foi significativamente maior (cinco vezes) quando comparado ao
endométrio normal.

Outra caracteristica interessante encontrada neste estudo em relacdo ao padrdo de
distribuicdo de células coradas para a proteina Musashi-1 foi mais intensidade de coloragdo
por grupamentos. Na pesquisa de Gotte et al., 2008 também foram identificados varios
padrdes de imunomarcacdo, células isoladas e em grupos, tanto no epitélio glandular
quanto no estroma endometrial. Esses grupamentos celulares com mais intensidade de
marcagdo poderiam corresponder a nichos de CTPs.

Em relacdo a avaliacdo global de todas as amostras de tecido endometrial para a
proteina Musashi-1, o percentual e a intensidade de imunomarcacdo foram muito elevados
para uma proteina candidata a marcador de CTPs endometriais. A expressdo 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).



54

6.2 Expressdo de Oct-4 no endométrio

O padréo celular de expressdao do Oct-4 foi predominantemente nuclear (96,7%),
correspondendendo a sua funcdo de fator de transcri¢do. O Oct-4 expressou-se em todos 0s
compartimentos tissulares endometriais e na maioria das amostras esteve expresso em
glandulas e estroma, 93,5 e 75%, respectivamente, e em quase metade das amostras foi
visto no endotélio vascular (46,1%). A presente investigacdo ndo identificou diferenca
estatisticamente significativa na expressdao de Oct-4 nos compartimentos endometriais
entre os grupos estudados.

Em relacdo ao global de amostras, tanto o percentual (> 80%) e a intensidade (entre
moderada e forte) de imunomarcacédo para o Oct-4 quanto o IRS (7,25) foram muito acima
do esperado para um conhecido marcador de CTPs. A comparacdo da expressao do Oct-4
no global ou por grupos nos compartimentos tissulares endometriais ndo detectou
diferencas.

Em relacdo aos dados da literatura acerca do Oct-4 em tecidos endometriais, estudo
preliminar de Matthai et al. (2006) demonstrou que o0 RNA mensageiro do Oct-4 esta
presente em 100% das amostras de endométrio, mas na IHQ o padrdo de expressdo foi
variavel. Sbracia et al. (2007) compararam a expressdo do fator de transcricdo Oct-4 no
endométrio eutdpico e lesdes endometridticas em estagio grave. Houve expressdo do Oct-4
em cerca de 40% das células epiteliais de lesdes ovarianas e peritoneais contra menos de
1% no endométrio eutdpico 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 latea. J& a IHQ as amostras positivas foram 67% na fase folicular e 58% na fase
latea. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi constatada entre as fases
folicular e latea, sugerindo que a expressao do Oct-4 ndo esta envolvida ou € modulada por

mudancas hormonais induzidas pelo ciclo menstrual (BENTZ et al., 2010).
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6.3 Expressao de c-kit no endometrio

Na anélise do padréo de expressdo celular da proteina c-kit a localizagéo celular foi
transmembrana e citoplasmatica, ndo sendo a mesma identificada no nucleo. Esses
resultados se justificam pela fungéo conhecida da c-kit de receptor transmembrana tirosina-
cinase.

A expressdo da proteina c-kit por compartimentos tissulares endometriais foi
predominantemente glandular, mas também foi encontrada no estroma e, raramente, no
endotélio vascular. A expressdo desse marcador por grupos (controle versus eutdpico
versus lesdo) em relacdo aos compartimentos endometriais foi similar. Algumas amostras,
assim como para a proteina Musashi-1, apresentaram padrdo de expressao por grupamentos
(nichos). A expressao da proteina c-kit no estroma endometrial foi maior no endométrio
eutopico de pacientes portadoras de endometriose que no endométrio saudavel e na lesdo
endometridtica. Isso poderia reforcar a hipotese de que células endometriais
indiferenciadas refluidas durante o periodo menstrual, em mulheres com alto percentual de
CTPs endometriais, poderia ser a origem para lesdes endometridticas.

Dados disponiveis na literatura em relacdo a c-kit e ao tecido endometrial séo
bastante conflitantes. O primeiro estudo publicado acerca da expressao da proteina c-kit no
endométrio normal falhou em demonstrar a sua presenca tanto em glandulas quanto no
estroma (LAMMIE et al., 1994). J4 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 expressdo citoplasmatica e
transmembrana. Posteriormente, Cho et al. (2004) avaliaram a expressdo de c-kit no
endométrio da mulheres em diferentes periodos de vida, desde fetal até a atrofia senil. Eles
realcaram que essa proteina esta fracamente expressa no estroma e nas glandulas basais do
endométrio humano nas vérias fases de vida (CHO et al., 2004).

Na endometriose, a proteina c-kit foi avaliada por Osuga et al. (2000). Eles
dosaram as concentracbes de FCT por PCR no fluido peritoneal coletado por
videolaparoscopia de pacientes com e sem endometriose e ressaltaram que nas pacientes
com endometriose a concentracdo de FCT ¢é significativamente maior. Essas foram
evidéncias preliminares lancadas sobre o possivel envolvimento de CTPs na patogénense
da endometriose.

Sabe-se que a superexpressdo da proteina c-kit associa-se a ativacdo ou inativagao

de mutacGes dominantes que podem estar relacionadas a0 comportamento agressivo de
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doengas benignas e malignas, assim como poderia ocorrer na endometriose. Com isso,
Uzan et al. compararam a expressao de c-kit no endométrio eutopico de pacientes com e
sem endometriose, com lesdes endometridticas peritoneais, ovarianas e colorretais. Os
autores apuraram gue essa proteina esta mais expressa em células glandulares endometriais
eutdpicas de pacientes com endometriose que no endométrio saudavel. A expressao foi
significativamente maior na endometriose colorretal comparada a doenca ovariana e
peritoneal. Nenhuma expressdo de c-kit foi detectada em células endometriais estromais,
tanto eutopicas quanto ectopicas. As conclusdes desse grupo revelaram que a maior
expressdo de c-kit na endometriose profunda sinaliza o envolvimento de CTPs na
patogénese da endometriose e que isso poderia ter implicacOes terapéuticas como a
utilizacdo de drogas com acdo por inibicdo competitiva em receptores tirosina-cinase
(UZAN et al., 2005). Em 2007, Sbracia et al. também referiram expressdo maior de c-kit
(cerca de 40%) em células epiteliais de lesdes endometridticas ovarianas e peritoneais que

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

6.4 Consideracdes finais

Os trés marcadores avaliados apresentaram padrdo de expressdo celular
concordante com suas funcBes moleculares e localizagBes ja descritas na literatura:
Musashi-1 — citoplasméatico e nuclear; Oct-4 — nuclear; c-kit — transmembrana e
citoplasmatico.

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 proporcao de
imunocoloracdo entre epitélio glandular e estroma endometrial foi similar para a Musashi-
1 e o0 Oct-4, mas para a proteina c-kit a marcacao foi predominantemente epitelial. Houve
percentual mais alto de amostras que apresentaram marcacao no endotélio para Musashi-1
de implantes endometridticos que nas amostras de endométrio eutdpico de pacientes com e
sem endometriose. No estroma de tecido endometrial eutdpico de pacientes com
endometriose, a proteina c-Kit esteve mais expressa que no endometrio saudavel ou em
implantes ectopicos. Todavia, 0 nimero de amostras incluidas no presente estudo foi
relativamente reduzido, o que limitou o poder estatistico das comparac@es entre grupos.
Portanto, é possivel que a reproducdo do mesmo estudo com maior série de pacientes possa

revelar outras diferencas ndo identificadas.
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Para todas as moléculas avaliadas, o percentual e a intensidade de imunocoloragdo
foram muito acima do esperado para moléculas consideradas marcadores de células
indiferenciadas, mas esses resultados sdo respaldados pela literatura conflitante. Isso
ressalta que a Musashi-1, o Oct-4 e a c-kit sdo moléculas pouco especificas para a
identificacdo de CTPs e, possivelmente, estdo expressas em células que ndo sdo da
linhagem de CTPs. Com isso, no futuro, novas moléculas com mais especificidade para

células indiferenciadas e com validacdo por outros ensaios necessitam ser identificadas.
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7 CONCLUSOES

Os padrdes celulares dos marcadores avaliados foram os seguintes: para a proteina
Musashi-1 citoplasmético e nuclear, para 0 Oct-4 predominantemente nuclear e
para a proteina c-kit citoplasmatico e transmembrana. Em algumas amostras
analisadas para a proteina Musashi-1 e c-kit, houve padrdo de distribuicdo por
grupamentos celulares no epitélio glandular e estromal, que podem corresponder a
nichos de supostas CTPs endometriais tanto em tecidos eutdpicos e quanto
ectopicos.

Elevado percentual de células apresentou imunomarcacao para Musashi-1, Oct-4 e
c-kit em todos os compartimentos tissulares endometriais avaliados. Muitas dessas
células imunocoradas podem corresponder as CTPs endometriais, mas é possivel
que esses anticorpos ndo sejam suficientemente especificos e podem ter
identificado muitas células com algum grau de diferenciacao.

A intensidade e o percentual de imunomarcacdo para os marcadores Musashi-1,
Oct-4 e c-kit apresentou poucas diferencas na analise por grupos: para a Musashi-1,
alto percentual de amostras com imunomarcagdo endotelial em pacientes com
endometriose e para c-kit alta imunorreatividade no endométrio eutdpico de
pacientes doentes.

Os resultados do presente estudo confirmam possivel envolvimento de supostas
CTPs endometriais na fisiopatologia da endometriose, uma vez que as células
coradas com os marcadores de indiferenciagdo estiveram presentes em igual ou
mais alto percentual nos tecidos de paciente com endometriose. A maior marcagédo
para a proteina Musashi-1 no compartimento endotelial vascular dos implantes
endometridticos pode estar relacionado ao processo de neoangiogénese da
endometriose, assim como o alto percentual de expressdo de c-kit no endométrio
eutopico de pacientes doentes pode reforcar a participacdo de CTPs refluidas na

origem dos implantes endometriais ectopicos.
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