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INTRODUÇÃO 

As mucinas são glicoproteínas de alto peso molecular que provêm de uma 

camada protetora na superfície epitelial; elas estão envolvidas na interação célula-

célula, sinalização celular e no processo de metastatização (1). Na família das mucinas, 

encontramos uma classe fortemente glicosilada chamada MUC1 transmembrana a qual 

é expressa na superfície apical das células epiteliais do trato reprodutivo e do 

trofectoderma do blastocisto (2). As células que tem alta expressão de MUC1 são 

refratárias a implatação do blastocisto, enquanto que a remocao da MUC1 permite a 

implantação (3). Devido ao seu alto grau de glicosilação, essa proteína fornece 

lubrificação, evita a desidratação e oferece proteção contra a proteólise (4). Sua função 

na atividade antiadesiva tem sido sugerida como uma barreira de proteção, impedindo o 

sucesso na implantação do embrião num certo número de espécies animais (5). Quando 

a implantação embrionária é realizada in vitro, existem alguns estudos que sugerem que 

o blastocisto humano produz os fatores que induzem a remoção local da MUC1 para 

facilitar a implantação do epitélio em monocamadas do útero (2).  

Quando a implantação do blastocisto não ocorre dentro da cavidade uterina, 

adequadamente, há o desenvolvimento de uma gestação ectópica, onde o local mais 

frequente é a tuba uterina; a espécie humana é a única que desenvolve espontaneamente 

a gravidez ectópica (6). Essas duas características, a singularidade dos seres humanos 

em desenvolver gravidez ectópica nas tubas uterinas e a atividade anti-adesiva da 

proteína MUC1 na tuba uterina, levou o nosso grupo a questionar se existia uma relação 

entre a diminuição da expressão da MUC1 no epitélio tubário humano e o 

desenvolvimento da gravidez ectópica. Em 2008, o nosso grupo verificou que a 

expressão da MUC1 estava diminuída na tuba uterina de mulheres com gravidez 

ectópica tubária, quando eram comparadas com tubas normais (7). Al-Azemi e 
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colaboradores verificaram que essa diminuição de expressão da MUC1 também ocorria, 

quando outros anticorpos específicos contra MUC1 (BC2 e 214D4) eram utilizados (8).  

Nas próximas seções, será revisada a fisiopatologia da gravidez ectópica, a 

estrutura e a função da MUC1 em diferentes tecidos e alguns dos anticorpos existentes 

para identificar os diferentes segmentos da MUC1.  
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REVISÃO DA LITERATURA 

Gravidez Ectópica 

A gravidez ectópica, ou extra-uterina, é definida como a implantação do 

blastocisto em qualquer lugar diferente da cavidade uterina. Essa condição constitui 

cerca de 1 por cento à 2 por cento das gravidezes no Estados Unidos (9). Com o advento 

do radioimunoensaio, mais sensível e específico para a subunidade β  da Gonodotrofina 

Coriônica Humana (β-hCG), combinado com ultra-sonografia transvaginal de alta 

resolução, a gravidez ectópica hoje raramente é tão fatal como no passado. No entanto, 

a gravidez ectópica continua a ser uma importante causa de morbidade e mortalidade 

nos Estados Unidos (10). No Brasil, os dados não estão registrados adequadamente, 

mas, a incidência de gravidez ectópica na Emergência do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre é de 8%, dados obtidos a partir de outro projeto do nosso grupo, que está em 

andamento (Inexscreen – 11-0113). 
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Classificação 

 

Quase 95% dos implantes de gravidezes ectópicas aconteceram na trompa de 

Falópio(11). As gravidezes ectópicas bilaterais são raras, e sua prevalência estimada é 

de 1 em cada 200 mil gestações (12). Os demais locais de implantação da gravidez 

ectópica podem ser vistos na Figura 1. 

 

Figura 1. Locais mais frequêntes das gestações ectópicas. Obtido de Schorge et al (13). 
 

Epidemiologia 

De acordo com o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC), no ano de 

1995, a taxa de gravidez ectópica aumentou nos Estados Unidos quase quatro vezes, de 

4,5 por mil gestações em 1970 para 19,1 por mil gestações em 1992. Essa taxa é 

semelhante às recentes estimativas da Kaiser Permanente do Norte da Califórnia, de 

20,7 por mil gestações em 1997-2000 (14). Em 2013, Stulberg et al relataram que a taxa 

de gravidez ectópica em três Estados dos Estados Unidos, onde os pacientes utilizaram 
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o Medicaid, foi ao redor de 2%. Esses autores concluem que as taxas de gravidez 

ectópica relatadas no setor privado são subestimadas. {Stulberg, 2013 593 /id}. 

Alguns fatores ajudam a explicar o aumento da incidência de gravidez ectópica 

como: A maior prevalência de doenças sexualmente transmissíveis, especialmente 

infecções por clamídia (15), as ferramentas de diagnóstico com uma sensibilidade 

melhorada, fator de infertilidade tubária, incluindo a restauração da permeabilidade 

tubária ou patologia tubárias documentadas (16), mulheres com gravidez tardia usando 

tecnologias de reprodução assistida, aumento do uso de dispositivo intra-uterino (DIU) 

e a laqueadura das tubas. Estes fatores juntos ou separados coraboram para a 

predisposição da gravidez ectópica com falha do método (17). 

 

Fatores de risco 

Considerações dos fatores de risco para a gravidez ectópica podem levar a um 

diagnóstico mais oportuno. Por exemplo, uma mulher com duas gravidezes ectópicas 

anteriores tem uma chance 10 vezes maior de ter outra (18). O fumo aumenta o risco de 

gravidez ectópica de três a quatro vezes em mulheres que fumam mais de um maço de 

cigarros por dia (19). Além disso, há evidências de estudos com animais, onde a trompa 

de Falópio é diretamente afetada pelo fumo (10;20). 

O uso de tecnologia de reprodução assistida tem uma incidência de 2,6% de 

gravidez ectópica (21). As taxas de gravidez ectópica são maiores nos casos em que 

houve transferência de embriões congelados, quando comparado com blastocistos não 

congelados (22). 

Em mulheres submetidas à fertilização in vitro, os principais fatores de risco para 

a gravidez ectópica são os fatores de infertilidade tubária e a hidrossalpinge (23;24) 
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As mulheres com idade entre 35 a 44 anos tem um risco três vezes maior de 

gravidez ectópica em comparação com aquelas com idade de 15 a 25 anos (25).  

Alguns métodos contraceptivos tendem a aumentar a incidência de gravidez 

ectópica. Por exemplo, em uma concepção com DIU é mais frequente ocorrer uma 

gravidez ectópica do que sem o DIU (26). O sistema de liberação intra-uterina com 

levonorgestrel (SIU-LNG) tem uma taxa cumulativa de gravidez em cinco anos de 0,5 

por 100 usuários, das quais metade eram ectópicas (27). 

O aborto induzido farmacologicamente, mas não o cirúrgico, quando não 

realizado por profissional capacidade em local com condições adequadas de higiene, ou 

fora do ambiente hospitalar, causa lesões maternas. Esse tipo de aborto está associado 

com um risco aumentado de gravidez ectópica (28;29). A profilaxia antibiótica no 

momento do aborto diminuiu em 42% o risco de infecção do trato genital superior (30), 

e talvez possa diminuir a incidência de gravidez ectópica. 

 

Fisiopatologia 

Do ponto de vista histopatológico, a falta de uma camada submucosa dentro da 

tuba de Falópio proporciona um acesso fácil para que o óvulo fertilizado possa penetrar 

através do epitélio e permite o implante no interior da parede muscular (10). À medida 

que a proliferação trofoblástica invade a camada muscular subjacente, ocorre uma 

hemorragia intersticial que pode ser extravasado para a cavidade peritoneal (10).  

A localização anatômica de uma gravidez tubária pode prever a extensão dos 

danos. Em estudo realizado por Senterman et al, foram analisadas amostras histológicas 

de 84 gestações ístmicas e ampulares. Os autores concluíram que metade das gestações 

ampulares foram intraluminal, e a ístmica foi preservada em 85%. Por outro lado, foram 
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encontrados gestações ístmicas intra e extraluminal com maior ruptura da parede tubária 

(31). 

 

Figura 2. Fotomicrografia da ruptura inicial da tuba uterina. Os vilos coriônicos (seta grossa) e a parede 
da tuba uterina (seta fina). Obtido de Schorge et al (13). 
 

A inflamação aguda da tuba de Falópio implica em danos tubários, o que 

predispõe para outras gravidezes ectópicas. A salpingite crônica e a salpingite ístmica 

nodosa também têm papéis importantes no desenvolvimento da gravidez ectópica (32). 

A inflamação recorrente por clamídia provoca a inflamação intraluminal e a deposição 

de fibrina com subsequente cicatrização tubária (33). A clamídia pode desencadear uma 

reação alérgica de hipersensibilidade tardia com cicatrizes, mesmo com os resultados de 

cultura negativos (34).  

Um dos fatores envolvido no transporte tubário de embriões é o receptor 

canabinóide (CB1), o efeito é mediado pelo sinal endocanabinóide, o qual poderá ter 

níveis afetados devido à crônica exposição à nicotina, levando a disfunção da tuba 

uterina (35). 

Mulheres que são submetidas a técnicas de reprodução assistida tem uma taxa de 

gravidez tubária maior, o que tem sido um enigma para os pesquisadores, porque a tuba 

de Falópio normalmente é ignorada. Revel et a. (36) procuraram estabelecer uma 

relação entre E-caderina, uma molécula de adesão, e os locais de implantação de 
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gravidez ectópica tubária. Eles demonstraram que a E-Caderina está fortemente 

expressa apenas em mulheres que se submeteram à fertilização in vitro, nos locais de 

implantação tubária do embrião. Isto sugere um fator biológico, ao invés de um fator 

mecânico para a causa das gravidezes ectópicas associadas à fertilização in vitro (36). 

 

MUCINA-1 

As mucinas são proteínas altamente glicosiladas que são expressas por células 

epiteliais de vários órgãos. Elas são classificadas em duas classes: as mucinas secretadas 

e as mucinas transmembranas (37). As mucinas formadoras de gel que são secretadas, 

as quais não tem o domínio transmembrana, incluem a MUC2, MUC5AC, MUC5B, 

MUC6, MUC7, MUC8 e MUC19. As mucinas ligadas a membrana, as quais possuem 

um único domínio e tem uma cauda citoplasmática altamente conservada, são 

compostas pelo grupo das mucinas MUC3A, MUC4, MUC12, MUC12, MUC13, 

MUC15, MUC16, MUC17, MUC20 e MUC1 (38). Essas mucinas que estão ligadas à 

membrana são postuladas como sensores do ambiente externo e podem transmitir sinais 

para a célula (37). Entre as mucinas, a MUC1 é melhor estudada. Ela tem um papel 

crucial na regulação de muitas propriedades celulares, incluindo a proliferação, 

apoptose, adesão e invasão celular (37). Essa proteína transmembrana tem um alto peso 

molecular (> 400kDa), com uma porção intracitoplasmática de 69 aminoácidos e uma 

grande porção extracelular composta por um grande número de sequências repetidas de 

peptídeos (tandem repeated sequence - consistindo de 20 aminoácidos), conforme 

demonstrado na Figura 3. 
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Ectodomínio (N-terminal) 

 

 

 

 

Domínio membrana (TM) 

Domínio citoplasmático C-terminal 

Figura 3. Estrutura da proteína e padrão normal de expressão da MUC1. O diagrama esquemático do 
tamanho e da estrutura do comprimento total da MUC1 relativa à membrana plasmática. As barras 
horizontais indicam a distância que a maioria das proteínas de superfície se extendem para dentro do 
espaço pericelular. Os três maiores domínios da MUC1 estão indicados na esquerda: o N-terminal, o 
domínio extracelular (ecto); um domínio único da membrana (TM); domínio citoplasmático C-terminal. 
Obtido de Brayman et al (60). 

 

Essa glicoproteína têm um alto conteúdo de carboidratos (mais de 50% do seu 

peso) e uma porção central rica em treonina/serina que serve como um scafold para a 

adição de oligossacarídeos (39). 

Como descrito anteriormente, uma característica comum dessa família é a 

presença de uma região repetitiva (VNTR- número variável de repetições em tandem) 

formada pelos aminoácidos serina (Ser, AGG) treonina (Thr, TGT), prolina (Pro, 

GGG), alanina (Ala, CGA) e glicina (Gly, CCG, CCT) (40). O VNTR é também 

conhecido como região prolina, treonina e serina, devido à alta proporção desses 

aminoácidos (41) . 

Em humanos, o gene da MUC1 codifica uma glicoproteína transmembrana tipo-I 

que é expressa na superfície apical dos epitélios simples, como a da glândula mamária, 
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pulmão, rim, estomagao, vesícula biliar, pacreas e trato reprodutor feminino (4). O gene 

da MUC1 está localizado no cromossomo 1 na região 1q21 e é formado por 6 íntrons e 

7 éxons que, dependendo do número variável de repetições em tandem localizado no 

segundo éxon, pode variar de 4 a 7 kb (42;43). Dentre os sítios de ligação para 

regulação de transcrição está o receptor de estrogênio NF-KB e o receptor de 

progesterona TNF-α (44).  

 

 

Figura 4. Representação esquemática da MUC1. Obtida de Horne et al (6) 
 

A proteína possui três isoformas que são geradas pelo splicing  alternativo da 

transcrição primária da MUC1: MUC1, MUC/Y e MUC1/SEC (45). A MUC1 é uma 

proteína com 200 a 500 kDa, a qual contêm o domínio VNTR, flanqueado por regiões 

pequenas contendo peptídeos repetidos, o domínio transmembrana e o citoplasmático 

(conforme Figura 3). A isoforma MUC1/Y não possui o domínio transmembrana e a 

MUC1-Y não possui a região repetitiva VNTR, a região transmembrana e o domínio 

citoplasmático. A MUC1/Y serve como apoio de ligação para a MUC1/SEC secretada, 

a qual contem arranjos de repetição em tandem, mas não tem o domínio transmembrana 

(45;46). Após a tradução, o núcleo da proteina MUC1 é modificado por uma extensa 
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glicosilação, particularmente dentro do domínio VNTR, o qual tem 5 sítios potenciais 

de O-glicosilação por repetição (três treoninas, e duas serinas) (47), enquanto que os 

aminoácidos de prolina formam uma extensa molécula, fazendo-a chegar bem acima da 

superfície da célula (40;43).  Logo após a tradução, a MUC1 sofre modificações 

proteolíticas, com a clivagem em 58 aminoácidos acima do domínio transmembrana, 

onde, as duas partes da mólecula permanecem unidas por forças não covalentes (43). 

A glicoproteína transmembrana é formada por uma cauda citoplasmática 

fosforilada com 72 aminoácidos com sítios sinalizadores, com uma região 

transmembrana hidrofóbica, por um domínio SEA (sea urchin sperm protein, 

Enterokinase and Agrin), todos altamente conservados (48).  

Como a presença de regiões de prolina, treonina e serina (PTS) está associada à 

sequência polipetídica e não a características bioquímicas da molécula, sua presença 

tornou-se um dos principais critérios utilizados pela Human Genome Organization / 

gene Nomenclature Committee para definir uma mucina (43). Com isso, foi possível 

isolar as modificações pós-tradução, traçar uma paralelo entre a glicoproteína e os genes 

e dessa forma definir criteriosamente uma mucina. Apesar disso, as características das 

mucinas de locos diferentes não são inteiramente compartilhadas, sugerindo que nesses 

casos deva ter havido uma evolução convergente das regiões PTS (41), conforme 

apresentado na figura 5 . 
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Figura 5. Como reconhecer uma mucina? As duas mucinas bem caracterizadas, MUC1 e MUC2, 
apresentam estruturas superficiais semelhantes das glicoproteínas, e também demonstram que essas 
moléculas, de fato, são muito diferentes (indicado pelo sistema de cores na figura). A MUC1 se torna o 
epítomo de  mucina ligada à membrana; A MUC2 representa a a mucina secretada que forma as camadas 
de muco. Obtido de Dekker et al. (41) 

 

MUC 1 estrutura - uma proteína com várias funções 

Inicialmente, as mucinas foram associadas à proteção e à lubrificação das 

superfícies epiteliais, depois pesquisadores começaram a realizar diversos estudos 

descrevendo as funções da MUC1 na renovação, diferenciação e integridade epitelial, 

bem como na , atividade ante-adesiva no desenvolvimento fetal e na carcinogênese (49). 

MUC1 é altamente expressa por diferentes célula tumorais e é frequentemente 

encontrada em uma distribuição não-polarizada ou mesmo em locais intracelulares, o 

que se associa a um mau prognóstico em pacientes com estes tumores (50). As funções 

variam de interações com os componentes da membrana do plasma das ações nas 

mictocôndrias, citoplama e núcleo. Outros trabalhos também tem indicado que o 

domínio citoplasmático (CD) da MUC1 ativa a transcrição de genes alvos, direta ou 

indiretamente (51;52).  
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A atividade anti-adesiva é demonstrada através da expressão da MUC1 em todos 

os níveis da tuba uterina, por todo o ciclo menstrual (6;53). Essa expressão é maior na 

tuba uterina do que no epitélio da cavidade endometrial, sugerindo um gradiente para 

impedir a implantação de uma gestação ectópica na tuba.  

Anticorpos para reconhecer MUC1 

Em 1998, Petrakou et al. analisaram 56 anticorpos contra MUC1 e publicaram 

os seus resultados (54).  

O anticorpo EPR1023 detecta todo o comprimento da MUC1 e a subunidade 

carbóxi-terminal de 20 kDa (56). A glicoforma reativa HMFG1 é uma precursora da 

glicoforma reativa 214D4 em células tronco embrionárias humanas e no epitélio uterino 

normal(57). 

 

Regulação da expressão da MUC1 

A expressão específica de cada tecido e a regulação da MUC1 foi demonstrada em 

camundongo transgênico (58). Na análise da região promotora proximal 1,6 kb, a 

supressão in vitro demonstrou que os elementos na região de 400 pb a 600 pb a 

montante do local de iniciação da transcrição são necessários para a atividade máxima 

do promotor, e os elementos  entre -60 pb e -150 pb são necessários para especificidade 

tecidual. Vários elementos reguladores da sequência da MUC1  flanqueadora 5' foram 

caracterizados funcionalmente conforme Figura 6. 
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Figura 6. Promoter proximal da MUC1. O promoter proximal humano da MUC1 de1.4 kb é suficiente 
para iniciar a expressão de acordo com o tipo de tecido no modelo de camundongo transgênico. Os 
elementos Cis demonstraram ser importantes para a regulação da MUC1, incluindo os sítios Sp1, o κB, o 
elemento de ligação STAT e E-MUC1 (E box). A localização de vários elementos de resposta potenciais 
para a progesterona (PRE) também esta demonstrada. Obtido de Brayman et al (60). 
 

 O interferon- γ (IFN)-γ aumenta a expressão da MUC1 em células epiteliais mamárias 

humanas através do transdutor de sinal e ativador de transcrição (STAT)-1α (59).  

A expressão da MUC1 é controlada por hormônios esteróides na mama e no útero. 

Vários elementos de resposta ao progesterona e ao estrogênio tem sido identificados na 

sequência promotora da MUC1 humana. A expressão da MUC1 no endométrio humano 

é maior na fase secretora (4).  

MUC1 no trato reprodutivo feminino 

MUC1 no trato genital feminino: O trato reprodutivo feminino é revestido por 

uma mucosa que ajuda a inibir a ação de agentes tóxicos e infecciosos, propiciando 

ambiente adequado para a implantação do embrião (60). O período no qual o útero 

permite a implantação do embrião é transitório e controlado pela ação de hormônios 

ovarianos (60). Atuando como uma das principais glicoproteínas da superficie do 

lúmem do endométrio, a MUC1 é geralmente comparada com uma barreira anti-adesiva 

entre as células da trofectoderma do embrião e as células luminais do epitélio uterino 

(42). Alguns estudos de expressão gênica da MUC1 endometrial nas fases do ciclo 
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uterino e estágios iniciais da gestação em vários mamíferos demonstraram que a 

expressão uterina difere entre as espécies. Estudos experimentais realizados por Aplin 

(5) revelaram a ausência ou redução da expressão de MUC1 durante a fase de 

implantação. Entretanto em humanos e coelhos (Oryctolagus cuniculus), relatou-se em 

um estudo em 2001, aumentos nos níveis da MUC1 por toda a superfície luminal 

uterina (5). Ainda foi observado em humanos e em coelhos que a taxa regulatória da 

progesterona foi elevada, sendo, associada com a expressão positiva da MUC1, ao passo 

que nos outros mamíferos estudados tal condição foi associada à ausência ou menores 

índices de expressão da glicoproteína (61-63). Esta hipótese da taxa regulatória da 

progesterona em relação a expessão positiva de MUC1 é coerente com a elevada taxa de 

embriões anormais e com a expressão reduzida da MUC1 descrita em estudos realizados 

com  mulheres com abortos espontâneos recorrentes (2;5). 

MUC1 na gravidez ectópica 

Os humanos, diferentes dos outros animais, são passíveis de ter uma gravidez 

ectópica tubária (6). Portanto, a não expressão da MUC1 pode ser um mecanismo que 

explicaria a presença da gravidez ectópica. Estudos anteriores de Savaris et al (7) e de 

Al-Alzemi et al (8) demonstraram que a glicosilação é diferente entre tubas de Falópio 

normais e tubas com gravidez ectópica. Ambos autores sugeriram que a redução na 

expressão da MUC1 no epitélio tubário poderia estar relacionada com a etiologia da 

gravidez tubária. Contudo, o primeiro trabalho, realizado por Savaris et al (7), conta 

com o viés de que apenas um anticorpo (VPM-654) foi utilizado. Da mesma forma, o 

segundo trabalho, realizado por Al-Alzemi et al (8) obteve alguns resultados com viés.  

Outro estudo de Refaat et al (65), têem mostrado que elevados níveis de MUC1 

poderão inibir a adesão célula-célula por alterações espaciais na configuração da 
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proteína porque a porção extracelular estende-se para além do raio de aderência de 

promoção de ligandos (65). 
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JUSTIFICATIVA 
A determinação da expressão da MUC1 poderá auxiliar a compreender os 

mecanismos envolvidos na etiologia da gravidez ectópica. A utilização dos diferentes 

anticorpos monoclonais ampliará a especificidade dos resultados. Além disso, a MUC1 

pode ser dosada no soro humano podendo ser, futuramente, um marcador para essa 

doença. 
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OBJETIVOS 
 

Determinar a expressão da mucina MUC1, utilizando quatro tipos de anticorpos 

monoclonais diferentes (HMFG1, 214D4, VPM654, EPR1023), no epitélio tubário de 

mulheres com gravidez ectópica. 

Identificar a localização da MUC1 na porção apical e intracelular com o anticorpo 

214D4. 
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Artigo em Inglês 
 

Structured Abstract: 

Objective: To compare the expression of 4 antibodies against MUC1 in Fallopian tubes 

with or without ectopic pregnancy. 

Design: Case-control study. 

Setting: Tertiary teaching hospital 

Patients: Patients with ectopic pregnancy (n=10) who underwent ectopic pregnancy and 

patients with normal Fallopian tubes (n=16) who were submitted to total hysterectomy 

due to benign conditions.  

Interventions: Immunohistochemical analysis of MUC1 was performed on tissue 

sections of ectopic pregnancy and normal tubes from paraffin embedded blocks, using 

214D4, EPR1023, HMFG1 and VPM654 antibodies against MUC1. 

Main Outcome Measure: Intensity of the staining with 3,3’-diaminobenzidine (DAB) 

using ImageJ software. 

Results: The mean intensity of MUC1 (mean±SD, or median[interquartile]) in mucosal 

of Fallopian tubes with ectopic pregnancy was increased for EPR1023 (23.73±13.63 vs. 

8.5±5.1 – P= 0.006), and reduced for VPM654 (13.7[13 to 16.2] vs. 22.5[19.5 to 29.7] – 

P=0.005) compared to normal tubes. 
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Conclusion: MUC1 expression is altered in tubes with ectopic pregnancy compared to 

normal tubes.  

Key Words: Ectopic Pregnancy; MUC1; EPR1023; VPM654; HMFG1 

Introduction 

MUC1 is a protein normally expressed on the apical surface of epithelial cells of 

mammary and salivary glands, esophagus, stomach, pancreas, bile ducts, respiratory and 

urogenital tract (1). In Fallopian tubes only MUC1 is expressed (2). The functions of 

MUC1 include lubrication, protection against pathogens and it has an anti-adhesive 

property (3, 4). Furthermore, the expression of MUC1 is constant in all levels of the 

Fallopian tube and throughout the menstrual cycle (5). The immunoreactivity of MUC1 

is higher in the oviduct than in the epithelium of the endometrial cavity, suggesting a 

gradient to prevent the implantation of an ectopic pregnancy in the oviduct. The 

mechanisms related to ectopic pregnancy in humans still remains to be elucidated. It has 

been proposed that a variety of sex steroid hormones, interleukins and glycoproteins are 

related to abnormal function of the Fallopian tubes that eventually leads to ectopic 

pregnancy (6, 7). Among these glycoproteins, MUC1 was first investigated by our 

group (8) and followed by others (9). In both studies, the investigators found that 

MUC1 expression is reduced, suggesting a reduced anti-adhesiveness activity in tubal 

epithelium. Al-Azemi et al. used 2 antibodies against the external domain of MUC1 

(BC2 and 214D4) and measured the protein expression in a semi-quantitative scale that 

is prone to subjectivity. In addition, these authors reported that the expression of the 

antibody 214D4 against MUC1 is only apical during the follicular phase of the 

menstrual cycle, and during the luteal phase, its localization is apical and intracellular, 

but details of these findings are scant (9). The cytoplasmic C-terminal domain of MUC1 

is a highly conserved region of MUC1 and it is involved in cell signaling through 
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various phosphorylation events (10). Due to variability in expression of these 

glycoforms, it is important to test markers within the cytoplasmic and external domain 

in a more sophisticated manner to confirm the results presented in the literature. A panel 

of different monoclonal antibodies against MUC1, such as VPM654, EPR1023, HMFG, 

and 214D4, would properly identify these differences, because they identify different 

domains of MUC1 (11). Therefore, the primary aim of this study was to compare the 

expression of MUC1 on the tubal epithelium of women with or without ectopic 

pregnancy in order to better understand the mechanisms involved in this condition. The 

secondary objective was to better identify the location of MUC1 in the apical and 

intracellular portion of the cells in 214D4 antibody. 

Material and methods 

For this case-control study, formalin fixed paraffin embedded tissues were obtained 

from the archives of the Pathology Service of Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

(HCPA), from 2010 and 2011. An experienced pathologist reviewed the slides and 

confirmed the diagnosis of ectopic pregnancy and normal tubes. Normal tubes were 

obtained from total hysterectomy specimens for benign conditions (leiomyoma and 

dysfunctional uterine bleeding). Cases with cancer and acute salpingitis were excluded. 

Ectopic pregnancies were obtained from surgical specimens. The pathology report from 

the surgical specimen related to the endometrium, i.e., proliferative, luteal or atrophic 

and data from clinical records determined the phase of the menstrual cycle.  

Immunohistochemistry 

Immunohistochemistry staining was performed using the primary antibody against 

MUC1 according to Table 1. The negative external controls were obtained by carrying 
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out immunostaining without the primary antibody. Known MUC1 positive specimens 

(breast tissue) were used as positive external controls. Stained sections were analyzed 

with an Olympus BX51 microscope (Olympus Optical Co., Tokyo, Japan) connected to 

a digital color camera/Q-Color 5 (Olympus). The slide was evaluated by using multiple 

digital pictures, one microscopic field=one picture. Images were obtained with a 4x or 

10x objective UPLanFI (resolution: 0.45µm), at a size of 2560x1920 pixels [resolution: 

1mm = 590 pixels (40x), 1512 pixels (100x)], under standard lighting conditions.  

The intracellular expression of antibody 214D4 was defined as any presence of 

immunostaining inside the epithelial cells of the oviduct, while the apical expression 

was considered when staining was solely found in the apical portion of epithelial cells. 

The whole specimen in slide was considered in the analysis.  

ImageJ 

Each slide was coded and blindly analyzed with the image analysis software ImageJ 

v.4.0.1 (available at http://rsbweb.nih.gov/ij/). The region of interest (ROI) consisted in 

a full cross section of the Fallopian tube including only the epithelial mucosal, i.e., the 

lumen. After selecting the ROI, the image was submitted to the analytical procedure 

named “color deconvolution” written as a “plugin” for ImageJ software, using a built-in 

vector for Hematoxylin and DAB (HDAB) staining (64). This plugin separates the 

image into 3 different panels through the process of “color deconvolution”: panel a) 

hematoxylin only, panel b) with diaminobenzidine (DAB), and panel c) background. 

The panel with hematoxylin only picture was selected and converted into a binary 

picture. From this binary picture, a “mask” was created to identify the ROI, and this file 

was saved in the ROI manager, inside the software. After that, the panel with DAB only 

was overlaying with the “mask” saved in the ROI manager. The DAB staining intensity 



 34 

and the total area were measured by the software, yielding the mean intensity of the 

DAB immunostaining from the ROI. When multiple pictures were taken from the same 

specimen, the average intensity of DAB was calculated. The final DAB intensity was 

calculated according to the formula: f = 255 – i, where f= final DAB intensity, i= mean 

DAB intensity obtained from the software. The mean DAB intensity varied from 0 

(white, no expression) to 255 (dark brown, highest expression).  

Ethics, sample size calculation and statistical analysis 

The ethics committee of HCPA, Comissão Científica e o Comitê de Ética em Pesquisa 

do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, approved the study (Number 10-0448). 

Because only paraffin blocks were used from the pathology archives, the IRB waived 

the written informed consent, but the authors of this study had to sign a statement to 

preserve the privacy of the patients, and all data were used exclusively for this present 

study. Sample size was calculated according to the formula described in the literature 

(13), using the following parameters: an alpha error=0.05, power=0.8, an estimate 

standard deviation of MUC1 of 11 (thus variance (s2)= 121) and a difference of ≥25 

points in a scale ranging from 0-255 (i.e. a difference of 10%). The variance was 

obtained from a pilot study with 9 normal tubes stained with EPR 1023 and using 

ImageJ. These figures yielded a sample size of, at least, 3 cases in each group. 

Increasing the difference to be identified between groups would reduce sample size, 

while the contrary would increase. 

GraphPad Prism version 5 for Macintosh (GraphPad Software, Inc., San Diego, 

California, USA) was used for statistical analysis, using unpaired Student’s t-test 

method to compare the expression of MUC1 (final DAB intensity) in tubal epithelium 

of both groups, if data had a Gaussian distribution, otherwise, it would be used non-
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parametric statistics. Additional statistical analysis with Pearson correlation was used to 

correlate age and MUC1 expression. 

Results 

Twenty-six samples were obtained (10 ectopic pregnancy; 16 controls). One control 

sample from the HMFG1 group was not possible to analyze due to technical problems. 

Characteristics of the samples are depicted in Table 2. Mean age between groups was 

significantly different. Pearson correlation analysis between age and MUC1 protein 

expression in controls was performed in order to identify a possible bias derived from 

this age difference. No significant difference was found (all P>0.05), as shown in Table 

3. 

MUC1 expression according to antibodies 

As shown in Figure 1, MUC1 expression with EPR1023 antibody in ectopic pregnancy 

was significantly higher compared to controls (23.7±13.6 vs. 8.5±5.1; values are in 

mean±SD from cases of ectopic pregnancy and controls, respectively). Contrary, 

VPM564 expression was decreased in epithelium of Fallopian tubes with ectopic 

pregnancy (P=0.005, Student’s t-test). No significant difference was found in immune 

expression of 214D4 and HMFG1 antibodies between cases of Fallopian tubes with or 

without ectopic pregnancy. MUC1 expression represented with HMFG1 was not 

reduced at the apical portion of the Fallopian tube mucosa in the presence of 

trophoblastic tissue. 

MUC1 localization with 214D4 antibodies according to the menstrual phase of the 

cycle 
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214D4 antibody against MUC1 has a variable and not consistent immunolocalization in 

the epithelial cells of the mucosa of tubes with ectopic pregnancy, or according to the 

phases of the menstrual (Table 4 and Figure 2).  

Discussion 

From the data presented herein, it is possible to verify that the expression of certain 

antibodies against MUC1 is altered in the presence of ectopic pregnancy.   

The MUC1 HMFG1 glycoform is a precursor to the 214D4 glycoform in the human 

uterine epithelial cell line (14). We were not able to identify any statistical difference of 

MUC 1 expression, using antibodies 214D4 and HMFG1, between Fallopian tubes with 

or without ectopic pregnancy. Actually, our results related to 214D4 antibody are 

different from those presented by Al-Azemi et al. (9). A possible explanation for this 

discrepancy could be related sample size. In Al-Azemi study, there is no mention of 

power analysis, and it seems that a study with a group with 3 or 4 cases is 

underpowered in a semi-quantitative outcome analysis. As it can be seen in the graph of 

Figure 1, 214D4 expression against MUC1 has great variability and using only 4 cases 

may lead to a false result. Another possibility is related to the semi-quantitative 

measurement of protein expression by immunohistochemistry, or what was considered 

as apical only, or intracellular. In their original paper from 2009, Al-Azemi et al 

reported that apical and intracellular expression of 214D4 were equally high (++) in 

luteal phase (9), but in 2012, the same group, published that the expression of 214D4 

had a 50% reduction in the intracellular domain, compared to the apical portion (15).  

As shown in Table 4, all samples had an apical expression of 214D4, which is in 

accordance to the results published by Refaat et al. (15).  
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EPR1023 and VPM654 

VPM5654 is an antibody against a non-specific external dominion of MUC1 and its 

expression is reduced in cases compared to controls (Figure 1). As expected, we were 

able to repeat our findings (8), but this time using a different DAB intensity 

quantification and different cases and controls. So far, we were not able to find any 

publication using this particular antibody. Different antibodies against MUC1 recognize 

different epitopes and these differences may be explain the etiology of the implantation 

of the ectopic ectopic implantation. Shyu et al using a different antibody against MUC1 

(clone VU4H5 and M2C5) demonstrated that trophoblastic invasion is restricted by the 

presence of MUC1 in placenta and decidua (16).  

Was not possible to explain the increased expression of EPR1023 in cases of ectopic 

pregnancy. It may be related to abnormalities in second messenger signals, but this new 

finding needs further investigation. 

This study has some positive aspects. The use of software ImageJ to quantify DAB 

intensity has been previously used by our group (17), it reduces bias and gives a 

consistent result. The only human factor related to this quantification was the selection 

of the image. This observation is in accordance to Helps et al, who used ImageJ for 

DAB expression in brain tissue (18). The ImageJ method was used, instead of other 

semi-quantitative methods, because  was not possible to obtain a low inter- and intra-

observer variability.  

Nevertheless, this study has some limitations that must be addressed. A potential 

confounder factor was the difference of age between groups. So far, there are no data 

supporting the fact that age has any influence on MUC1 expression, and we have shown 
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in Table 3 that such correlation is weak (i.e., ≤ 0.2) and not significant. However further 

studies are necessary to confirm this finding. Immunohistochemical analysis was the 

single method used to identify MUC1 expression.  

For negative external controls, a non-immune immunoglobulin of the same isotype and 

concentration as the primary monoclonal antibody was not used. This step would help 

to ensure that what appears to be specific staining was not caused by non-specific 

interactions of immunoglobulin molecules with the sample. Nonetheless, significant 

data presented herein have a negative expression. Furthermore, expression of MUC1 in 

Fallopian tubes has been confirmed by others authors (15).  Neither mRNA, nor western 

blot was used to confirm our results. If they were used, laser capture would be a better 

method to analyze the luminal epithelium. Using whole tissue may lead to potential 

bias, because the surrounding tissue may not represent properly the site of implantation 

in the Fallopian tubes. Nevertheless, data on MUC1 mRNA expression has been 

presented by others and confirm that MUC1 is reduced in oviducts with ectopic 

pregnancy (15). It would be important to address some mechanistic aspects in order to 

identify if MUC1 expression was abnormal previously implantation, or if the embryo 

would induce the abnormal expression of MUC1, however this type of experiment has 

ethical issues.  

In conclusion, this study revealed that some antibodies against MUC1 had their 

expression altered in tubes with ectopic pregnancy compared to normal tubes. The 

cytoplasmic domain of antibody EPR1023 has its immune expression increased, while 

the external domain of VPM654 is decreased. 214D4 expression has no variation in its 

localization according to the phase of the menstrual cycle. Further work is necessary to 
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determine if these alterations occur before embryo formation, or are consequences of 

the presence of the embryo. 
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Table 1. 

Primary antibody Manufacture Dilution 
MUC1 domain 

identified 

214D4 

Mouse monoclonal 

Technology, 

Stemcell, BC, CAN, 

The USA 

1:100 Identifies peptides 

in the ectodomain 

of MUC1 

EPR 1023 

Rabbit monoclonal 

Technology, 

Epitomics, CA, the 

USA 

1:100 Identifies amino 

acids throughout the 

length of MUC1 

and caboxi-terminal 

subunit 20 kDA 

HMFG1 

Mouse monoclonal 

 ab70475, Abcam 

Inc., Cambridge, 

MA, USA 

1:100 Identifies the 

peptide proline-

glutamic acid-

arginine-threonine 

in the protein 

ectodomain. 

VPM654 

mouse monoclonal 

VP-M654 Vector 

Laboratories Inc., 

Burlingame, CA, 

USA 

1:10 Identifies an 

external position of 

MUC1 
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Table 2. Characteristics of the sample.  

Characteristics Control (n=16) Ectopic Pregnancy (n=10) P value 

Age [median(range)] 45 (28 to 65) 29.5 (22 to 60) 0.001a 

Skin color – n(%)    

  White 12 8 

  Black 4 2 
0.6b 

Parity [median(range)] 1 (0 to 4) 1 (0 to 6) 0.6a 

Indication for surgery    

 Leiomyoma 10   

 Ovarian cyst 3   

 Endometriosis of ovary 1   

 Endometrial polyp 2   

 Ectopic pregnancy  10  

Phases of the menstrual cycle    

  Follicular 5   

  Luteal 5   

  Menopause 3   

  Not available  3   

ª Mann-Whitney  

b Fisher’s exact test 
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Table 3. Correlation between age of controls and DAB expression according to the 

antibody against MUC1. Analysis was performed with Pearson exact test, data had 

Gaussian distribution. 

Antibody Correlation (r) P 

214D4 0.08 0.3 

EPR1023 0.16 0.5 

HMFG1 0.2 0.4 

VPM654 0.2 0.3 

Table 4. Localization of 214D4 antibody in epithelial cells from mucosa of Fallopian 

tubes according to the phases of the menstrual cycle. Numbers represent individual 

cases. Any staining was considered as positive presence of 214D4.  

Control Ectopic pregnancy 

Cycle phase Apical apical  

cytoplasma 

Apical 

apical  

cytoplasma 

Follicular (n=5)  1 4   

Luteal (n=5) 1 4   

Menopause (n=3)  2 1   

Ectopic pregnancy (n=10)   3 7 

* No data were available in 3 samples from the control group. 
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Figure 1 – Representative pictures of immunostaining of 214D4, EPR1023, HMFG1 

and VPM654 in tubes with and without ectopic pregnancy are depicted in upper panel. 

Note that HMFG1 expression was present (black arrow) in the presence of trophoblastic 

tissue (arrow head). Bar scale represents 500µm. Individual values are represented in 

the graph. Statistical analysis was performed with Student’s t-test 
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Figure 2 Immunolocalization of 214D4 antibody against MUC1 at different times of 

the menstrual and at the presence of an ectopic pregnancy. Scale bars representam 

100µm 
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Artigo em Português  
Introdução 

MUC1 é uma proteína normalmente expressa na superfície apical de células epiteliais 

das glândulas mamárias, salivares, do esôfago, estômago, pâncreas, ductos biliares, do 

trato respiratório e urogenital (1). Na tuba de Falópio, somente a MUC1 é expressa (2). 

A MUC1 tem, entre outras funções, a de lubrificação, proteção contra agentes 

patogénos e que uma propriedade de anti-adesiva (3, 4). Além disso, a expressão da 

MUC1 é constante em todos os níveis da tuba de Falópio e ao longo do ciclo menstrual 

(5). A imuno-reatividade da MUC1 é mais elevada no epitélio da tuba de Falópio e 

menor no epitélio da cavidade endometrial, o que sugere um gradiente a impedir a 

implantação de uma gravidez ectópica na tuba. Os mecanismos relacionados com a 

gravidez ectópica em humanos ainda precisam ser elucidados. Foi proposto que uma 

variedade de hormônios sexuais, interleucinas e glicoproteínas estão relacionadas com 

função anormal das tubas de Falópio que leva a gravidez ectópica (6, 7). Entre essas 

glicoproteínas, a MUC1 foi primeiramente investigada pelo nosso grupo (8), sendo 

seguido por outros pesquisadores (9). Nesses estudos, os pesquisadores descobriram que 

a expressão da MUC1 está reduzida, sugerindo uma redução da atividade anti-aderente 

no epitélio das tubas. Al-Azemi et al., utilizou dois anticorpos contra o domínio externo 

da MUC1 (BC2 e 214D4), e quantificou a expressão dessas proteínas em uma escala 

semi-quantitativa, o que é propenso a subjetividade. Além disso, esses autores 

descreveram que a expressão do anticorpo 214D4 contra MUC1 é apenas apical durante 

a fase folicular do ciclo menstrual, e, durante a fase luteal, ela é apical e intracelular, 

mas os detalhes desses achados não foram relatados (9). O domínio C-terminal 

citoplasmático da MUC1 é uma região altamente conservada dessa mucina e é 
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envolvido na sinalização celular através de vários eventos de fosforilação (10). Devido à 

variabilidade da expressão dessas glicoformas, é importante testar diferentes 

marcadores, por exemplo, dentro do domínio citoplasmático e no domínio externo de 

uma maneira mais sofisticada para confirmar os resultados apresentados na literatura. 

Um painel de anticorpos monoclonais diferentes contra MUC1, tal como VPM654, 

EPR1023, HMFG, e 214D4, identificaria corretamente essas diferenças, pois diferentes 

domínios de MUC1 são identificados ao mesmo tempo (11). Portanto, o objetivo 

principal desse estudo foi comparar a expressão de MUC1 no epitélio das tubas uterinas 

de mulheres com e sem gravidez ectópica, a fim de melhor compreender os mecanismos 

envolvidos nesta doença. O objetivo secundário foi identificar melhor a localização da 

MUC1 na porção apical e intracelular das células, usando o anticorpo 214D4. 

Materiais e métodos 

Nesse estudo de caso-controle, os tecidos fixados em formalina e embebidos em 

parafina foram obtidos a partir dos arquivos do Serviço de Patologia do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA), nos casos entre 2010 e 2011. Um patologista 

experiente revisou as lâminas e confirmou o diagnóstico de gravidez ectópica e da 

normalidade das tubas de Falópio. As tubas de Falópio foram obtidas a partir de peças 

de histerectomia total para doenças benignas (leiomioma e sangramento uterino 

disfuncional). Casos com câncer e salpingite aguda foram excluídos. Os casos de 

gestações ectópicas foram obtidos a partir das peças cirúrgicas. O laudo da patologia 

com relação ao endométrio oriundo da peça cirúrgica, i.e, se o endométrio era 

proliferativo, secretor ou atrófico, juntamente com os dados clínicos obtidos do 

prontuário eletrônico, determinaram a fase do ciclo menstrual. 

Imuno-histoquímica 
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A coloração imuno-histoquímica foi realizada utilizando o anticorpo primário contra 

MUC1 de acordo com a Tabela 1. Os controles externos negativos foram obtidos 

através da realização de coloração sem o anticorpo primário. Amostras 

reconhecidamente positivas para MUC1 (tecido mamário) foram utilizadas como 

controles externos positivos. Os cortes corados foram analisados com um microscópio 

BX51 da Olympus (Olympus Optical Co., Tóquio, Japão) conectada a uma câmera 

digital a cores/Q-Color 5 (Olympus). A lâmina foi avaliada usando várias imagens 

digitais, um campo microscópico = uma imagem. As imagens foram obtidas com uma 

objetiva de 4x ou 10x  UPLanFI (resolução: 0,45), com uma resolução de tamanho de 

2560x1920 pixels [resolução: 1mm = 590 pixels (40x), 1512 pixels (100x)], sob 

condições padronizadas de iluminação. 

A expressão intracelular do anticorpo 214D4 foi definida como qualquer presença de 

coloração dentro das células epiteliais da tuba uterina, enquanto que a expressão apical 

foi considerada havia somente a coloração na porção apical da célula, sem a presença de 

coloração no interior das células epiteliais. Toda a amostra na lâmina foi considerada na 

análise. 

ImageJ 

Cada lâmina foi codificada e analisada cegamente através do software ImageJ v.4.0.1 

(disponível em http://rsbweb.nih.gov/ij/). A região de interesse (ROI) consistiu numa 

secção transversal total da tuba de Falópio, incluindo apenas o epitélio da mucosa 

luminal. Depois de selecionar a ROI, a imagem foi submetida ao procedimento de 

análise chamado “deconvolução da cor”, escrito como um “plugin” para o software 

ImageJ, usando um vetor interno para a coloração de Hematoxilina e DAB (HDAB) 

(12). Esse plugin separa a imagem em três painéis diferentes através do processo de 

“deconvolução da cor”: um painel de hematoxilina somente, painel b) com 
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diaminobenzidina (DAB), e painel c) de fundo. O painel com a imagem de hematoxilina 

apenas foi selecionado e convertido em uma imagem binária. A partir dessa imagem 

binária, uma “máscara” foi criada para identificar a ROI, e esse arquivo foi salvo no 

gerenciador de ROI, dentro do software. Depois disso, o painel com DAB foi 

sobrepondo com a “máscara” armazenada no gerenciador de ROI. A intensidade da 

coloração DAB e a área total foi medida pelo software, rendendo a intensidade média da 

imunocoloração DAB na ROI. Quando várias fotos foram tiradas a partir da mesma 

amostra, a média da intensidade do DAB foi calculada. A intensidade da média final do 

DAB foi calculada de acordo com a fórmula: f = 255 - i, onde f = intensidade DAB 

final, i = média intensidade DAB obtida a partir do software. A média da intensidade 

DAB varia de 0 (branco, sem expressão) a 255 (marrom escuro, a expressão mais alta). 

Ética, cálculo do tamanho da amostra e análise estatística 

O comitê de ética do HCPA, Comissão Científica e o Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, aprovou o estudo (número 10-0448). Pelo fato de 

serem usados somente blocos de parafina a partir dos arquivos do Serviço de Patologia, 

o comitê de Ética institucional dispensou o consentimento informado por escrito, mas os 

autores do estudo tiveram que assinar uma declaração para preservar a privacidade dos 

pacientes, e todos os dados foram usados exclusivamente para presente estudo. O 

tamanho da amostra foi calculada de acordo com a fórmula descrita na literatura (13), 

utilizando os seguintes parâmetros: um erro alfa = 0,05 poder = 0,8, um desvio padrão 

de estimado para MUC1 de 11 (variância (s2) = 121) e um diferença de ≥ 25 pontos em 

uma escala que varia entre 0-255 (isto é, uma diferença de 10%). A variância foi obtida 

a partir de um estudo piloto com 9 tubas normais corados com EPR1023 e usando 

ImageJ. Esses números rendeu um tamanho de amostra de, pelo menos, 3 casos em cada 
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grupo. O aumento da diferença a ser identificada entre os grupos iria reduzir o tamanho 

da amostra, enquanto o contrário iria aumentar. 

O software GraphPad Prism versão 5 para Macintosh (GraphPad Software, Inc., San 

Diego, California, EUA) foi utilizado para a análise estatística, sendo que o teste t 

Student não-pareado foi utilizado para comparar a expressão da MUC1 (intensidade 

DAB final) no epitélio das tubas de ambos os grupos, se os dados tivessem uma 

distribuição Gaussiana, caso contrário, seria utilizada estatística não-paramétrica. A 

análise estatística adicional com o teste de Pearson foi realizada para correlacionar idade 

e a expressão de MUC1. 

Resultados 

Vinte e seis amostras foram obtidas (10 casos de gravidez ectópica, 16 controles). Uma 

amostra do controle do grupo HMFG1 não foi possível analisar devido a problemas 

técnicos. As características das amostras estão apresentadas na Tabela 2. Como houve 

uma diferença estatisticamente significativa entre as médias das idades dos dois grupos, 

uma análise de correlação de Pearson entre a idade e a expressão da proteína MUC1 foi 

realizada entre os controles, a fim de identificar uma possível viés resultante da 

diferença de idade (Tabela 3), a qual não se demonstrou significativa (todos P> 0,05). 

Expressão de MUC1 de acordo com os anticorpos 

Como demonstrado na Figura 1, a expressão de MUC1 com o anticorpo EPR1023 nos 

casos de gravidez ectópica foi significativamente maior em comparação com os 

controles (23,7 ± 13,6 vs. 8,5 ± 5,1; P=0,006 – os valores representam a média ± desvio 

padrão dos casos de gravidez ectópica e dos controles, respectivamente). A expressão 

do VPM564 foi diminuída no epitélio das tubas com a gravidez ectópica (P = 0,005, 

teste t de Student). Nenhuma diferença significativa foi encontrada na expressão dos 

anticorpos 214D4 e HMFG1 entre casos de tubas com ou sem gravidez ectópica.  
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A expressão da MUC1 representada pelo anticorpo HMFG1 não foi reduzida na porção 

apical da mucosa da tuba de Falópio, na presença de tecido trofoblástico. 

Localização dos anticorpos 214D4 de acordo com a fase do ciclo menstrual 

A imunocoloração do anticorpo 214D4 contra MUC1 apresentou uma imunolocalização 

variável e não coerente no epitélio das tubas uterinas com gravidez ectópica, ou de 

acordo com as fases do ciclo menstrual (Tabela 4 e Figura 2). 

Discussão 

A partir dos dados aqui apresentados, verifica-se que a expressão de certos anticorpos 

contra diferentes epitopos de MUC1 tem a sua expressão alterada no epitélio da mucosa 

das tubas com gravidez ectópica. 

A glicoforma HMFG1 da MUC1 é precursora da glicoforma 214D4 na linha celular 

epitelial uterina humano (14). Não fomos capazes de identificar qualquer diferença 

estatística na expressão da MUC1, utilizando anticorpos 214D4 e HMFG1, ao comparar 

as tubas com ou sem gravidez ectópica. Na verdade, os resultados relacionados ao 

anticorpo 214D4 são diferentes daquelas apresentadas por Al-Azemi et al. (9). Uma 

possível explicação para esta discrepância pode estar relacionada com o n utilizado. No 

estudo de Al-Azemi, não há menção do cálculo do tamanho da amostra, e parece que 

um estudo com um n de 3 ou 4 dos casos não tem poder estatístico, usando uma análise 

com desfecho semi-quantitativo. Como pode ser visto no gráfico da Figura 1, a 

expressão do anticorpo 214D4 contra a MUC1 tem uma grande variabilidade e a 

utilização de apenas 4 casos pode levar a um resultado falso. Outra possibilidade está 

relacionada com a medição semi-quantitativa da expressão de proteínas por imuno-

histoquímica, ou os critérios para considerar o que é apenas apical, ou intracelular. Na 

sua publicação original de 2009, Al-Azemi et al. relataram que a expressão intracelular 

e apical de 214D4 estavam igualmente elevadas (+ +) na fase lútea (9), mas, em 2012, o 
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mesmo grupo, publicou que o anticorpo 214D4 tinha uma expressão 50% menor no 

domínio intracelular, em comparação com a porção apical (15). Como demonstrado na 

Tabela 4, todas as amostras apresentaram uma expressão apical de 214D4, o que está de 

acordo com os resultados publicados por Refaat et al (15). 

EPR1023 e VPM654 

VPM5654 é um anticorpo contra um domínio externo não-específico da MUC1 e a sua 

expressão é reduzida nos casos em comparação com os controles (Figura 1). Como 

esperado, repetimos os nossos resultados (8), mas desta vez usando uma quantificação 

diferente intensidade DAB e diferentes casos e controles. Até agora, não fomos capazes 

de encontrar qualquer publicação usando este anticorpo específico. A redução da 

expressão de MUC1 em trompas de Falópio podem explicar o implante ectópico. Essa 

diferenciação entre epitopos é corroborada pelo estudo de Shyu et al, os quais utilizando 

anticorpos diferentes contra MUC1 (clone VU4H5 e M2C5), demonstraram que a 

invasão trofoblástica é restringida pela presença de MUC1 na placenta e decídua (16).  

Não foi possível explicar o aumento da expressão de EPR1023 em casos de gravidez 

ectópica. Isso pode estar relacionado com anormalidade em mensageiros intracelulares, 

mas esse novo achado necessita de mais investigação. 

Esse estudo tem alguns aspectos positivos. O uso do software ImageJ para quantificar a 

intensidade de DAB foi usado anteriormente pelo nosso grupo (17), e esse método 

reduz o viés de aferição e oferece resultados coerentes e reproduzíveis. O único fator 

humano relacionado com esta quantificação está relacionado com a seleção da imagem. 

Essa observação está de acordo com os resultados apresentados por Help, o qual 

utilizou o ImageJ para quantificar a expressão do DAB no tecido cerebral (18). O 

método ImageJ foi utilizado, em vez de outros métodos semi-quantitativos, porque não 

foi possível obter uma baixa variabilidade intra- e inter-observador. 
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No entanto, este estudo tem algumas limitações que devem ser abordadas. Um fator de 

confusão causado foi a diferença de idade entre os grupos. Até o momento, não existem 

dados que suportam o fato da idade ter qualquer influência na expressão da MUC1. 

Como demonstrado na Tabela 3, essa correlação é fraca (ou seja, ≤ 0,2) e não é 

significativa. Porém mais estudos são necessários para confirmar esse achado. A análise 

imuno-histoquímica foi o único método utilizado para identificar a expressão de MUC1. 

Não foi utilizada uma imunoglobulina do mesmo isotipo tal como o anticorpo primário 

monoclonal, na mesma concentração, mas não-imune a MUC1 humana, como controle 

externo negativo. Esse passo poderia ajuda a garantir que o que parece ser a coloração 

específica não foi causada por interações não-específicas de moléculas de 

imunoglobulina com a amostra. No entanto, os dados aqui apresentados como 

significativos têm uma expressão negativa. Além disso, a expressão da MUC1 nas tubas 

de Falópio tem sido confirmada por outros autores (15). Não foram utilizadas outras 

técnicas como análise do  RNAm, nem Westernblot para confirmar os resultados. Se 

fossem utilizados, captura com laser seria o melhor método para analisar o epitélio 

luminal. Utilizar todo o tecido poderia levar a um potencial viés, pois o tecido 

circundante não pode representar adequadamente o local de implantação nas tubas de 

Falópio. No entanto, os dados sobre a expressão do RNAm da MUC1 já foram 

apresentados adequadamente por outros autores e confirmam que a MUC1 está reduzida 

em tubas uterinas com gravidez ectópica (15). Seria importante para identificar alguns 

aspectos mecanísticos, a fim de identificar se MUC1 expressão era anormal 

anteriormente a implantação do embrião, ou se o mesmo induziria a expressão anormal 

da proteína MUC1, no entanto esse tipo de experimento tem problemas éticos. 

Em conclusão, esse estudo demonstrou que alguns anticorpos contra MUC1 tem a sua 

expressão alterada nas tubas com gravidez ectópica, quando comparadas com os tubas 
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normais. O domínio citoplasmático de anticorpo EPR1023 tem a sua expressão 

imunológica aumentada, enquanto que o domínio externo de VPM654 está diminuída. 

A imunolocalização do anticorpo 214D4 não varia de acordo com a fase do ciclo 

menstrual. Outros estudos são necessários para determinar se estas alterações ocorrem 

antes da formação do embrião, ou são consequências da presença do embrião. 
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Table 1. 

Anticorpo primário Fábricas Diluição 
MUC1 domínio 

identificado 

214D4 

Monoclonal de 

camundongo 

Technology, 

Stemcell, BC, 

CAN, The USA 

1:100 Identifica peptídeos 

no ectodomínio de 

MUC1 

EPR 1023 

Monoclonal de 

coelho 

Technology, 

Epitomics, CA, the 

USA 

1:100 Identifica 

aminoácdios ao 

longo do 

comprimento de 

MUC1 e a 

subunidade carboxi-

terminal de 20 kDA 

HMFG1 

Monoclonal de 

camundongo 

 ab70475, Abcam 

Inc., Cambridge, 

MA, USA 

1:100 Identifica o 

peptídeo prolina-

acido glutâmico-

agenina-treonina no 

ectodomínio da 

proteína. 

VPM654 

Monoclonal de 

camundongo. 

VP-M654 Vector 

Laboratories Inc., 

Burlingame, CA, 

USA 

1:10 Identifica a posição 

externa de MUC1. 
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Tabela 2. Características da amostra.  

Características Controle (n=16) Gravidez Ectópica (n=10) P valor 

Idade [mediana(intervalo)] 45 (28 to 65) 29.5 (22 to 60) 0.001a 

Cor da pele – n(%)    

  Branco 12 8 

  Preto 4 2 
0.6b 

Paridade [mediana(intervalo)] 1 (0 to 4) 1 (0 to 6) 0.6a 

Indicação de cirurgia    

 Leiomioma 10   

 Cisto ovariano 3   

 Endometriose de ovário 1   

 Pólipo endometrial 2   

 Gravidez ectópica  10  

Fases do ciclo menstrual    

  Folicular 5   

  Luteal 5   

  Menopausa 3   

  Não disponível 3   

ª Mann-Whitney  

b Fisher’s exact test 
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Tabela 3. Correlação entre a idade dos controles e a expressão DAB de acordo com as 

anticorpos contra MUC1. A análise foi realizada com o teste exato de Pearson, os dados 

tinham distribuição gaussiana. 

Anticorpo Correlação (r) P 

214D4 0.08 0.3 

EPR1023 0.16 0.5 

HMFG1 0.2 0.4 

VPM654 0.2 0.3 

Tabela 4. Localização do anticorpo 214D4 nas células epiteliais da mucosa da tuba de 

Falópio de acordo com as fases do ciclo menstrual. Os números representam casos 

individuais. Foi considerada positiva qualquer coloração na presença de 214D4. 

Controle Gravidez Ectópica 

Fases do Ciclo apical apical  

citoplasma 

apical 

apical  

citoplasma 

Folicular (n=5)  1 4   

Luteal (n=5) 1 4   

Menopausa (n=3)  2 1   

Gravidez Ectópica (n=10)   3 7 

* Não haviam dados disponíveis em três amostras de um grupo de controle. 
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Figura 1 – Figura representativa de imunocoloração de  214D4, EPR1023, HMFG1e 

VPM654 nas tubas com e sem gravidez ectópica são representadas no painel superior. 

Note-se que a expressão de HMFG1 estava presente (seta preta), na presença de tecido 

trofoblástico (cabeça da seta). A barra da escala representa 500µm. Os valores 

individuais estão representados no gráfico. A análise estatística foi realizada com o teste 

T- Student. 
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Figura 2 Imunolocalização de anticorpos 214D4 contra MUC1 em diferentes 

momentos do ciclo menstrual e na presença de uma gravidez ectópica. Barras da escala 

representam 100µm. 

 

 

 

 



 63 

 

Anexo 
Confirmação da submissão para revista internacional 

 


