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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar as diferencas existentes na sinfise pubica de camundongos e ratos fémeas, gravidas
e ndo gravidas, descrevendo as alteragdes morfoldgicas ocorridas na articulacdo com a finalidade de entender os
movimentos apresentados pela articulacdo ao longo da gestacdo. Para tal, as sinfises foram coletadas de camundongos
fémeas gravidas no 6°, 12° e 18° dias de gestagdo, e nas ratas com 18 dias de gestagdo. Foram fixadas em paraformoldeido
e a seguir descalcificadas em solu¢ao de Morse. Na sequéncia, as pecas foram incluidas em parafina. Cortes de 7
micrometros foram realizados e corados em Picrosirius e Resorcina-Fucsina. A coloragdo com Picrosirius evidenciou em
camundongos fémeas virgens a presenca de fibras grossas de colageno diferente dos outros grupos de camundongos, os
quais apresentaram fibras finas. A analise de fibras eldsticas mostrou que, com o decorrer da gestagao, estas aumentam
em espessura e numero. Em ratas com 18 dias de gestagdo foi observado o aparecimento de tecido conjuntivo fibroso
no disco de cartilagem hialina, aumentando assim, o espa¢o inter-pubico e modificando a estrutura de sincondrose
encontrada nos animais virgens. Observou-se também aumento no didmetro e quantidade de fibras elasticas em relagdo
as ratas virgens. Podemos concluir que a articulagdo de camundongos fémeas gravidas passam por transformacoes
estruturais qualitativas e quantitativas ao longo da gravidez. Em ratas prenhas, além do aumento de fibras elasticas e
da distancia entre os ossos do quadril, a articulagdo diferenciou-se pelo aparecimento de tecido conjuntivo fibroso para
facilitar o parto.

Palavras-chave: Camundongos. Ratos. Fibras. Sinfise ptbica. Gravidez.

Abstract

The objective of this study was to assess the existing differences in the pubic symphysis of female rats and mice, pregnant
and non pregnant, describing the morphological alterations occurred in the joint and understanding the movements
shown during pregnancy. The pubic symphysis were collected from female pregnant mice on the 6th, 12th and 18th
days of pregnancy, and from rats with 18 days of pregnancy. They were fixed in paraformoldehyde and following
decalcificated with Morse’s solution. The samples were then, included in paraffin. Seven micrometers slices were made
and stained with Picrosirius and Resorcin-Fuchsin. The Picrosirius staining had shown, in virgin female mice, the
presence of thick collagen fibers different from the other groups of mice, which presented thin fibers. The analysis of
elastic fibers showed that, with the progress of pregnancy there is an increase in their thickness and number. In rats with
18 days of pregnancy, an appearance of fibrous conjunctive tissue on the hyaline cartilage disc was observed, enlarging
the inter-pubic space and modifying the synchondrosis structure found in the virgin animals. It was also observed an
increase in diameter and amount of elastic fibers comparing to virgin rats. We conclude that the pregnant female mice’s
joint undergoes transformations in structure, quality and amount during the pregnancy. In pregnant rats, besides the
increase of elastic fibers and the distance between the hip’s bone, the joint had differred by the appearance of fibrous
conjunctive tissue, thus making the birth easier.
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Introducao

Um parto satisfatorio requer varias mudancas em
toda a pelve feminina, em particular da sinfise ptbi-
ca, a qual sofre algumas modificagdes estruturais ao
longo da gravidez'.

Os ossos do quadril, direito e esquerdo, unem-se
no plano mediano e formam a articulagdo anterior do
cingulo pélvico, a sinfise pubica. E uma unido direta
das faces sinfisiais pela fibrocartilagem do disco in-
terpubico. Cada uma dessas faces é revestida por uma
fina lamina de cartilagem hialina, unida firmemente
a0 0sso por uma série de processos que se adaptam
exatamente as depressodes correspondentes da superfi-
cie Ossea. Essas faces cartilagineas opostas sao ligadas
por uma lamina intermédia de fibrocartilagem, cuja
espessura varia nos diferentes individuos®*. Os ossos
e ligamentos pélvicos tornam-se gradativamente mais
moveis a partir da décima ou décima segunda semana
de gestacio, e estas alteragdes, que facilitam a passa-
gem do feto no momento do parto, sdo decorrentes da
acdo de hormonios sexuais, destacando-se a relaxina
e a progesterona®’.

A sinfise pubica de ratos, porcos-da-india e camun-
dongos, machos e fémeas, foi estudada por meio de
microscopia de polarizagdo. Em ratos adultos (ma-
chos e fémeas) a sinfise pubica contém um centro de
cartilagem hialina cercado por fibrocartilagem, sendo
melhor classificada como uma sincondrose. Em fé-
meas virgens de porcos-da-india e camundongos, a
sinfise ptbica ¢ formada por fibrocartilagem; consti-
tuindo-se em uma sinfise verdadeira. Camundongos
machos tem uma estrutura da sinfise semelhante as
camundongas virgens, enquanto porcos-da-india ma-
chos (assim como os ratos) possuem uma juntura de
cartilagem hialina®.

As modificagdes morfoldgicas e estruturais que so-
fre a pelve durante a gravidez tém como principal fa-
tor envolvido a acdo de hormonios, destacando-se a

relaxina e o estrogeno. A dilatagao da sinfise pubica
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se inicia com uma degradagao parcial da cartilagem
hialina e ossos pubicos, associado ao crescimento do
ligamento; isso permite o aumento do espago de 0,2
mm para 0,6 mm entre os ossos do quadril, observado
entre os dias 1 e 16 da gravidez’.

Outro fator observado ao longo da gravidez, foi
uma intensa multiplicagdo celular em todo o ligamen-
to pubico, promovendo assim uma dilatacao deste®.
A principal fonte de relaxina é o corpo liteo na gra-
videz, mas também é encontrada em outros tecidos
como testiculos e ovarios. A principal acao da relaxi-
na ocorre na gravidez, direcionando a biosintese de
colageno em orgaos alvo, facilitando a remodelagem
de tecidos conjuntivos conectivos®'’.

Um estudo realizado com ratas nao gravidas ova-
riectomizadas demonstrou que a administragdo de
relaxina reduziu o teor total de colageno, mas nao
teve efeito na solubilidade ou composicao deste. De-
monstrou ainda que a relaxina tem um potente efeito
na quantidade de coldgeno na sinfise pubica de ratas,
sugerindo que as mudangas na matriz extracelular
da sinfise pubica, induzidas pela relaxina, podem ser
importantes nas modificagdes que esse tecido passa
durante a gravidez'"'%

O relaxamento dos ligamentos pélvicos nas trés pri-
meiras semanas de gestagdo de porcos jovens esta cor-
relacionado com elevados niveis de relaxina, estrégeno
e progesterona no sangue. Os estudos demonstram que
a relaxina possui maior participacdo nas modificagoes
do colo do utero e no relaxamento pélvico. A fungio
do estrogeno e progesterona é pouco compreendida®.

Em camundongos, a sinfise ptibica passa por trans-
formagdes radicais durante a gravidez, comegando
com 0,2 mm de largura e atingindo cerca de 3 mm ao
final da gravidez e, duas semanas apds o parto, o espa-
¢o ja esta fechado'". Do décimo sexto dia em diante
existe um acréscimo de mais de 2 mm nessa abertura,
e é explicado, em certo grau, por mudangas significati-
vas notadas em diferentes compartimentos da matriz

extracelular. Entre essas mudangas estd a degradagio e



remodelagem do colageno>'*". Estas modificagcdes do
colageno podem ser causadas pela relaxina que estimu-
la a expressdo da enzima colagenase'®".

Quando se consideram alteracdes do espectro e ar-
quitetura das fibras da matriz extracelular que supor-
tam as forgas exercidas na jungao pubica de camun-
dongos, referéncia ¢ normalmente feita na orientagao
paralela apresentada pelas fibras, especialmente na
linha de tensao da articulagdo. Apenas em situagdes
ocasionais, a resisténcia a essas forcas ¢ devida a perda
do arranjo espiral das fibras colagenas®-**.

Dentre as alteragdes na matriz extracelular, ocorre
degradagdo e remodelagdo do colageno devido a agao
de proteases, especialmente metaloproteases, e ao au-
mento de polissacarideos hidratados, permitindo as-
sim a flexibilidade do tecido®.

Estudos utilizando a relaxina em roedores machos
e fémeas ndo gravidas, revelaram inumeras agdes te-
rapéuticas em tecidos nio relacionados diretamente
com a reproduc¢ao animal. A relaxina é importante na
reducédo de fibrose do coragdo, pulmao, figado, apre-
sentando também agédo vasodilatadora e diminuindo
a ocorréncia de isquemia. O conhecimento das a¢des
fisiologicas e terapéuticas da relaxina relacionado
com a recente identificacdo dos seus receptores ce-
lulares sustentara os inumeros estudos relacionados
com este polipeptideo, especialmente os da industria
farmacéutica®.

Em virtude de todas essas modificagdes que ocor-
rem na sinfise pubica, ratos e camundongos sdo
modelos classicos para se avaliar o tecido conectivo
entre os 0ssos pubicos, sendo possivel a avaliagdo do
sistema de fibras colagenas e elasticas existentes e
que participam na fisiologia da articulagdo, seja na
gravidez ou nao.

O objetivo desse estudo foi avaliar as diferengas
existentes na sinfise pubica de camundongos e ratos
fémeas, em diferentes estagios de gestagdo e nao gra-
vidas, descrevendo as alteragdes morfologicas ocor-

ridas na articulacdo.
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Material e Método

Foram utilizados 24 camundongos Swiss e 12 ratos
Wistar, ambos do sexo feminino do Biotério Central
da Unifal-MG e de acordo com os principios éticos
de utilizacio animal da Comissido de Etica da Unifal-
-MG, protocolo n° 78/2006. Os camundongos foram
distribuidos em quatro grupos, contendo cada um
seis animais, da seguinte maneira: Grupo 1 - animais
virgens; Grupo 2 - animais com seis dias de gestagdo;
Grupo 3 - animais com 12 dias de gestagdo; Grupo
4 - animais com 18 dias de gestagdo. As ratas foram
distribuidas em dois grupos contendo cada um seis
animais da seguinte maneira: Grupo 1 - animais vir-
gens e Grupo 4 - animais com 18 dia de gestagao.

Para o acasalamento, trés fémaeas foram colocadas
com um macho por uma noite. Pela manha, para ve-
rificar a ocorréncia de acasalamento, observou-se nos
camundongos fémeas a existéncia de um “plug vagi-
nal”. E nos ratos fémeas, por meio de esfregaco, a pre-
senca de espermatozoides na vagina. Confirmado o
acasalamento, os animais foram separados em caixas
e se tomou como o 1°dia de gesta¢ao aquele em que
foi verificado a ocorréncia de acasalamento.

O procedimento cirurgico para a retirada da sin-
tise pubica foi realizado com o animal devidamente
anestesiado com cloridrato de quetamina (Ketalar?
[Pfizer Brasil] - 50 mg/ml) e cloridrato de xilazina
(Rompum? [Bayer Brasil] - 2 g/100ml), 1:1, na dose de
0,25 ml/100g de peso. Ap6s ser removida, a amostra
foi fixada em paraformaldeido por 24 horas e, em se-
guida, transferida para alcool 70%, onde permaneceu
por mais 24 horas, e entdo se iniciou a descalcificagao.
As sinfises foram descalcificadas em solugdo de acido
férmico e citrato de sédio 20% na propor¢ao de 1:1
(solugao de Morse), trocada diariamente, por aproxi-
madamente 30 dias, até observar-se descalcificacio,
confirmada por reacdes bioquimicas que demostra-
vam a auséncia de matéria inorgénica. Apés a descal-

cificagao, as pecas foram desidratadas e incluidas em
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blocos de parafina. Posteriormente foram realizados
cortes transversais em relacao ao longo eixo da arti-
culagdo, semi-seriados, com sete micrometros de es-
pessura. Foram utilizados as coloragdes em Resorcina
e fucsina, para visualizagdo de fibras elasticas; e colo-
racao em Picrosirius, para visualizar fibras colagenas.
As laminas foram analisadas por microscopia de luz
convencional e de polariza¢ao para as laminas cora-
das com Picrosirius.

Para a analise de morfometria, foi utilizado o pro-
grama Imaje ], onde foram tomadas medidas de com-
primento e largura em trés por¢des de cada sinfise
pl’lbica, uma no ter¢o anterior, uma no terco médio
e outra no terco posterior. A partir das trés medidas
tomadas foi realizado o teste T de Student, comparan-
do-se todos os grupos com os animais virgens, optan-

do-se por nivel de significancia de 5% (0,05).

Resultados

A microscopia de polarizacao mostrou os diferentes
padroes estruturais do colageno. Em camundongos fé-
meas virgens, foi observada uma coloragao vermelho-
-alaranjada que indica a presenca de fibras mais espes-
sas de colageno, padrao este que pode ser visto em toda
a articulagdo (Figura 1). Quando coradas com Resor-
cina-Fucsina, o padrdo se mostra com fibras elasticas
bem delgadas, provavelmente oxitalanicas e, aparente-
mente pouco numerosas (Figuras 2 e 3).

Em camundongos fémeas com seis dias de gestagdo,
observou-se um padrao muito semelhante ao das vir-
gens com fibras coldgenas mais espessas, indicando
que ndo ocorreram alteragdes significativas. O mes-
mo pode ser observado quanto as fibras elasticas.

No grupo de camundongos fémeas no 12° dia de
gestacdo, pode ser observada uma mudanga no pa-
drao de fibras colagenas onde estas se apresentam
com coloracdo esverdeada, indicando fibras mais
delgadas e mostrando um processo de remodelagdo
para favorecer o parto. Os animais deste grupo apre-

sentaram um aparente aumento do nimero de fibras
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1,5 mm

Figura 1 - Fotomicroscopia da sinfise ptibica de camun-
donga com 18 dias de gestagdo, mostrando a
estrutura de fibrocartilagem da sinfise (seta
verde). Picrosirius sob luz polarizada

Figura 2 - Fotomicroscopia evidenciando fibras eldsticas
em corte de rata virgem, mostrando poucas fi-
bras elasticas e, as existentes, sdo de pequeno
calibre (setas). Resorcina

elasticas e de diferentes padrdes, desde as fibras mais
delgadas até as mais espessas.

Nos animais com 18 dias de gestagdo, sob luz pola-
rizada, as fibras verdes, mais finas, puderam ser vistas
com maior intensidade préximas a extremidade dos os-
sos (Figura 4). Observou-se também a existéncia de um
maior numero de fibras eldsticas oxitalanicas em varios
graus de espessura, destacando-se as de maior calibre.

Nas ratas virgens, o padrao foi diferente. Observou-
-se cartilagem hialina, diferente da fibrocartilagem

encontrada nos camundongos fémeas virgens, indi-
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500 pm

Figura 3 - Fotomicrografia mostrando fibras eldsticas
da sinfise pubica de uma rata virgem com
poucas fibras e, as existentes, com pequeno
calibre (setas). Resorcina

400um

Figura 4 - Fotomicroscopia da sinfise pubica de camun-
dongas com 18 dias de gestagdo, observando
uma remodelagem do colageno, evidencian-
do fibras mais finas (coradas em verde). Pi-
crosirius sob luz polarizada

cando outro tipo de articulagdo. Quando feita a pola-
rizagdo, houve o predominio de uma coloragao esver-
deada, indicando a presenca de fibras colagenas mais
delgadas, com menor diametro, ou outro tipo de cola-
geno predominante em cartilagem hialina (Figura 5).

Nos animais com 18 dias de gestagdo foi observado
o aparecimento de tecido conjuntivo fibroso no disco
de cartilagem hialina, dividindo-o em duas por¢oes
que se mantiveram fixas nas extremidades 6sseas da
articulagdo aumentando assim, o espaco inter-pubico

(Figura 6). Observou-se também grande niimero de

Figura 5 - Fotomicroscopia evidenciando a presenca de
fibras colagenas, observando-se uma sinfise
pubica de rata virgem; a articulacdo se apre-
senta mais como uma sincondrose (estrela

amarela)

Figura 6 - Fotomicroscopia evidenciando a presenca
de fibras colagenas em sinfise ptbica de rata
com 18 dias de gestacdo, obeservando-se a
deposigdo de fibrocartilagem entre os ossos
pubicos (seta amarela). Picrosirius sob luz
polarizada

tibras elasticas, com diferentes didmetros e em maior
quantidade em relagdo as ratas virgens (Figuras 7 e 8).

A anilise morfométrica demonstrou que ao longo
de toda a gestagdo de camundongos ocorreu um au-
mento adaptativo da distancia entre os ossos pubicos.
No grupo de camundongos virgens, o valor médio
do comprimento da sinfise pubica foi de 218,49 pum.
Naquelas com seis dias de gestagdo, a média de com-

primento foi de 239,93 um, mostrando um aumen-
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Figura 7 - Fotomicroscopia evidenciando fibras elas-
ticas em um corte de sinfise ptbica de rata
com 18 dias de gestagdo, mostrando fibras de
varios calibres, destacando-se as mais espes-
sas (setas)

to estatisticamente significativo, quando comparado
com o grupo anterior. Nas camundongos fémeas com
12 dias de gestagdo, o valor médio foi de 685,79 pm,
mostrando também uma significativa diferen¢a na
largura da articulagdo quando comparado com os
animais virgens (Tabela 1). Aos 18 dias de gestagdo,
a média do valor do comprimento foi de 741,61 pm,
demonstrando que houve um consideravel aumento
da sinfise pubica neste periodo de prenhez. Em ratas
virgens, o valor da média do comprimento da articu-
lagao foi de 626,22 pm, enquanto que o valor da mé-
dia do grupo de ratas com 18 dias de gestagdo, foi de
1301,51 um (Tabela 2). Estes valores sdo estatistica-
mente diferentes, indicando que houve um aumento

do comprimento da articulagao.

Discussao

O parto, em varias espécies, requer drasticas trans-
formacgdes na pelve materna, favorecendo assim a pas-
sagem do feto* e, a0 mesmo tempo, assegurando a
integridade anatomica da pelve. Esse aumento da arti-
culagio pode ser explicado pela remodelagem de fibras
de coldgeno juntamente com a invasdo do tecido por
moléculas de agua, que sdo atraidas pelas proteoglica-

nas e glicosaminoglicanas recentemente depositadas,
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Figura 8 - Fotomicrografia mostrando fibras elasticas
em um corte de sinfise pubica de rata com 18
dias de gestagdo, mostrando fibras de vérios
calibres, destacando-se as mais calibrosas
(setas)

permitindo suficiente aumento do comprimento dessa
articula¢do, de acordo com os estudos de Samuel, Co-
ghlan e Bateman'' e Wahl, Blandau e Page'®.

Observadas sob luz polarizada, as sinfises pubicas
de camundongos com seis dias de gestagao apresen-
taram uma estrutura muito semelhante aos animais
virgens, com uma sinfise propriamente dita, poden-
do-se notar fibrocartilagem na articulagdo com uma
coloragao vermelho-alaranjada em toda a superficie
analisada, indicando a presenca de fibras mais espes-
sas de colageno, no caso colageno do tipo I.

Ja o grupo de camundongos fémeas com 12 dias
de gestagdo apresentou visiveis diferencas morfo-
logicas com diferengas no padrao de coloragao do
colageno, mostrando mais fibras finas (coradas em
verde) que grossas (como na virgem), diferente do
que foi observado por Pinheiro et al.”*, o qual cons-
tataram que, aos 12 dias de gestagdo, podem ser
observadas apenas pequenas diferencas no disco
tibrocartilagineo quando comparado com animais
virgens. As diferencgas notadas podem ser explica-
das pela remodelagem das fibras de coldgeno, que é
um dos mecanismos responsaveis pelo preparo da
articulagdo para o parto, tornando-se mais intenso

a medida que evolui a gestagao.
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Tabela 1 - Comparagio entre as médias das larguras da sinfise pubica de camundongos
fémeas virgens (CV) com camundongos fémeas de seis dias de gestagao (C6)
e também de camundongos fémeas virgens comparadas com camundongos
fémeas de 12 dias de gestagdo (C12) - Alfenas - 2009

Valores CvxC6 CVxCl12 Desvio Padrao
Variancia
Fe 4,82 2,14
Fa 6,39 0,00
Te 26,74 16,59
Ta 1,86 0,00

Tabela 2 - Comparac¢io entre as médias das larguras da
sinfise pubica de ratas virgens (RV) e ratas com
18 dias de gestacdo (R18) - Alfenas — 2009

Valores RVxR18
Variancia
Fe 1,994
Fa 9,604
Te 11,1972
Ta 2,306
DP 477,50

DP - desvio padrao

A coloragao em Picrosirius para visualizar fibras de
colageno baseia-se na utilizagdo do Sirius Red, que é
um corante vermelho escuro fortemente acido de mo-
lécula alongada. Apds a coloragdo com Sirius Red, a
adi¢ao de grande quantidade de moléculas alongadas
do corante, dispostas paralelamente as moléculas do
colageno que, além de se apresentarem fortemente
birrefringentes, assumem cores variaveis, desde o ver-
de até o vermelho. A intensidade da birrefringéncia e
a cor apresentada dependem do tamanho e grau de
compactagdo das estruturas contendo colageno®.

A analise de fibras eldsticas pela coloragdo com
Resorcina-Fucsina evidenciou, em camundongos
fémeas virgens, a presenca de fibras elasticas muito
delgadas, sendo possivelmente fibras oxitalanicas,
fato que também foi observado em todos os outros

animais em periodo gestacional. Porém, a partir do

12° dia de gestagdo, acompanhando a remodelagem
e degradacdo do colageno, foi observada a presenca
de fibras elasticas mais espessas, além das oxitalani-
cas, que se tornam mais frequentes e mais numero-
sas em animais com 18 dias, ocorrendo maior pro-
dugio e deposi¢do de elastina nas fibras oxitalani-
cas ja presentes na fibrocartilagem, observada nos
animais virgens. Esses achados estao de acordo com
Moraes et al.®, que também observaram esta degra-
dagdo e remodelagem do colageno na sinfise ptubica
em camundongos fémeas gestantes. Isto auxiliaria a
estabilizar as forgas atuantes da gravidez, permitin-
do maior mobilidade a articula¢éo.

Quanto ao aumento da distincia da articulagdo, ob-
servou-se diferencas estatisticas em todos os grupos
quando comparados com o grupo de camundongos
fémeas virgens. Estas diferencas ja sdo observadas nas
fases iniciais da gesta¢ao, indicando que o processo de
remodelacdo articular se d4 de forma lenta, constante
e gradativa. Estes resultados sao discordantes daque-
les obtidos por Pinheiro et al.”’, os quais obtiveram di-
ferencas somente ap6s 12 dias de gestagao. Os animais
com 12 e 18 dias de gestagdo, apresentaram resultados
mais significativos, o que indica que a expansdo da
articulagdo torna-se mais visivel a partir do 12° dia de
gestacdo, aumentando de forma mais acelerada até o
tinal da gravidez, o que também pdde ser confirmado

por Pinheiro et al.”.
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Quanto aos grupos das ratas, observa-se claramente
a modificagao estrutural da articulagdo. Nas virgens,
apresenta-se como uma sincondrose, fato que tam-
bém foi verificado por Ortega et al.’, onde se pode
observar um centro de cartilagem hialina, diferente
da estrutura de sinfise como a encontrada nas ca-
mundongos fémeas virgens. Este padrdao modificou-
-se drasticamente nas ratas prenhas, ocorrendo o apa-
recimento de tecido conjuntivo fibroso no centro da
cartilagem, dividido-a em duas porg¢des limitadas as
extremidades dsseas da articulacio.

Estatisticamente, a sinfise (“sincondrose”) de ratas
com 18 dias de gravidez mostrou-se com maior compri-
mento que a de ratas virgens. Na colora¢do com Resorci-
na-Fucsina, as fibras elasticas, que se apresentaram mais
grossas (fibras elasticas propriamente ditas) e em maior
numero, foram visualizadas nas ratas prenhas, indican-
do a remodelagdo da matriz extracelular, permitindo a
deposicdo de elastina nas fibras finas, ou oxitalanicas.

Estes achados indicam que houve uma diferenciagio da
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