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RESUMO

O tecido interpubico no camundongoc @ conhecido pelas répidas
adaptacbes sofridas devide as novas demandas impostas durante a prenhez,
pario e pos-parto. U desenvolvimento de um ligamento interplbico & explicado
ern parte pelas modificagbes observadas na hidratac3o desie tecido, assim
como, pela presencga de Acido Hialurénico (AH). O presente estudo focou-se na
presenca do AH na sinfise plbica, uma vez que pouco se sabe a respeito do sau
papel durante as medificagbes sofridas neste periodo. A localizacdo e
guantificacdo do AM, por meio de uma sonda especifica para AH, foi feita em
amostras de sinfises plbicas de camundongos virgens, com 12 a 18 dias de
prenhez, no dia do pario (D19) e durante o 3° e 5° dia pds-parto. A andlise
quantitativa flucrometrica indicou um aumento gradual no AH do iecido
interpubico durante a prenhez, seguido de uma diminuicao ja presente no dia do
parto. A analise histoquimica demonstrou a presenca de AH na matriz
extracelular deste iecido assim como dentro das células. Baseado nestes
resultados, pudemos demonstrar a provavel participacdo do AH em trés
processos. Quando encontrado na matriz extracelular, o AH contribui para 2
formacéc de uma estrutura flexivel, de consisténcia rigida, que val permitir a
passagem do feto pelo canal de parto. Ao passc que, quando encontrado
infracelularmente, 0 AH contribui em dois processos distintos: até o 18° dia de
prenhez, o AH parlicipa nos processos de proliferacdo celular, através de
possiveis interagbes com moléculas e estruturas importantes neste processo. O
AH talvez também contribua para a proliferacdo através da formacdo de uma
zona hidratada ac redor das células facilitando o destacamento das mesmas de
seu substrato. Finalmente, apbs o parto e até o 5° dia pés-parto o AH contribui
para a manutengac do fendtipc miofibroblastico destas células ajudando no

processo de involugdo sofrido pelo tecido interpubico no pés-parto.

Palavra Chave: acido hialurbnico; sinfise pubica; histoquimica; sonda biotinilada

para AH
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ABSTRACT

The interpubic tissue in mice is known to rapidly adapt itself to the all new
demands imposed during pregnancy, partum and post-partum. The development
of an interpubic ligament may be explained, in part, due to the modifications
observed In the hydration of this tissue, as well as, the presence of hyaluronan
(HA). The present study focuses on the presence of HA in the pubic symphysis,
since still very little is known of its role during the modifications suffered through
this period. The localization and quantification of HA using a HA-probe were
studied in samples of mice pubic symphyses from virgin, 12 o 18" days of
pregnancy, the day of delivery (D19) and during 3 and 5 days post-parium. The
quantitative fluorimetric analysis indicated a gradual increase of HA in the
interpubic fissue throughout pregnancy, being followed by a decrease already
present on the day of the delivery. In addition, the histochemical analysis
demonstrated the presence of HA in the extraceliular matrix of the tissue as weil
as within its cells. Based on these resulls, it can be shown that HA may
participate in three processes during pregnancy, parium and post-partum. While
found in the exiracellular matrix, HA contributes in the formation of a flexible
structure, yet of rigid consistency, that allows the passage of the embryo for the
birth canal. Whereas, while found infraceliular, HA contributes in two distinct
orocesses: until the 18" day of pregnancy, HA participates in the process of
celiular proliferation through its possible interaction with mitotic cells. HA may
also contribute to cellular proliferation through the formation of a hydrated zone

from parturition as weli as the 5" day post-partum HA confributes o the
maintenance of the myofibroblastic phenotype of these cells, aiding in the

process of involution suffered by the interpubic tissue following parturition.

Keywords: hyaluronan; pubic symphysis; histochemisiry; HA-biotinylated probe
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introducisn

1. INTRODUCAD

-1 Aspectos morfolégicos e estruturais da sinfise pabica e sua remodelacao

A pelve € uma estrutura formada pelos ossos: imoninato, sacro e coccix e
pelas arliculacbes e ligamentos que a mantém. Esta estrutura serve como um
suporte para a coluna vertebral (nos bipedes) e para promover a articulacac com
0SS membros inferiores.

Nas fémeas, o didmetro interno da pelve esta diretamente relacionado com
o parto, uma vez gue sua largura limita o tamanho méaximo do feio compativel com
o parto normal (Vixetal, 1971, Gamble et al., 1988; Ortega et al., 2001).

Durante a prenhez, a pelve dos mamiferos passa por modificacdes com ¢
intuitc de proporcionar um partc normal. Esse processo esta sob confrole
oda a pelve,
incluindo a sinfise pabica (Sherwood, 1994).

A sinfise pubica & uma articulacdo ligeiramente modvel localizada na
confluéncia dos dois 0ssos pubicos. O termo sinfise tem origem grega e significa
‘crescendo junto”. Em algumas espécies de mamiferos, quando a maturidade do
esqueletc e alingida, os ossos pubicos ficam unidos por um  disco
fibrocartilaginoso  comprimido entre coxins de cartilagem hialina & toda a
articulacdo é recoberta dorsal e ventraimente, bem como nas regies cranial e
caudal, por um pericondrio tipico (Ruth, 1932; Crelin et al., 1855, Gamble et al..
1986; Oriega et al., 2001). O conjunto das estruturas de naturerg cartilaginosa
proporciona estabilidade & articulacdo, neutralizando os estresses resultantes da
compressao e do estiramento, e permitindo apenas movimentos minimos duranie

a maioria das atividades fisicas (Gamble et al., 1986).

A estrutura da sinfise pubica nos mamfferos varia entre as especies, sexos
& passa por varios graus de adaptagdes durante a prenhez (Basset et al., 1955;
Crelin, 1969a; Crelin et al., 1969b; Ortega et al., 2001). Em ratos & cobaias
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infroducio

machos, por exemplo, 08 08s0s pubicos s&o revestidos por uma fina camada de
cartilagem hialina que se encontram (Crelin et al., 1957; Ortega et al, 2001). Em
fémeas jovens e férteis de cobaias e camundongos (fémeas e machos) 0% CsS80s
pubicos s&o tambem cobertos por fina camada de cartilagem hialina. Porém, estas
duas camadas que recobrem cada urm dos 0ssos plubicos unem-se agora por meio
de um disco de fibrocartilagem (Hall, 1947; Horn, 1980; Kroc et al., 1958; Ruth,
1936, Talmage 1947a-b). Em morcegos machos, por outro lado, as extremidades
dos 08508 estd0 separadas apenas 1mm umas das outras e sao revestidas por
cartiiagem hialina hipertréfica que continua com uma lamina compacta de
fibrocartilagem no centro da articulagdo (Creiin, 1989z Crelin et al. 1869¢).
Entretanto, nas fémeas adultas, essas extremidades estdo interconectadas DOor UM
ligamento interpubico. Durante a prenhez esse ligamenic sofre um pegueno
aumento. Este aumento do ligamento interpibico durante a prenhez néo e
observado em ratos {Ortega et al., 2001). Porém, em camundongos e cobaias
féemeas, ele aparece no meio da articulacdo (Crelin, 1968b; Hail, 1947, Horn, 18960;
Ruth, 1937) a fim de permitir a passagem dos fetos pelo canal de parto.

Estudos histolégicos e morfométricos da sinfise pubica de camundongos
mosiraram que, duranie a prenhez, a cartilagem articular & as axiremidades dos
ossos pubicos, s80 parcialmente absorvidas e que o escasso tecido corjuntivo
interpubico, observado nos animais virgens, sofre modificacbes que permitem a
separacao dos 0ss0s pélvicos para a passagem dos fetos no momento do pario.
imediatamente, apds a parturicio, inicia-se a reaproximacaoc dos 0ssos pélvicos e,
por volta da segunda semana, o espaco existente entre eles se fechs guase que
totaimente (Gardner, 1936; Hall, 1947; Steinetz et al., 1957, Storey, 1857; Hom,
1960).

Por volta de 1920, ensaios hormonais, com diferentes modelos animais,
para analisar as modificacdes merfolégicas da cintura pélvica e determinacao dos
agentes envolvidos nestas modificacBes, durante a prenhez, levaram & descoberia
da relaxina. Desde entdo, ficou evidente que combinagbes de estrogeno,

progesterona e relaxing, requeridos para o relaxaments da sinfise, desempenham
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introducdo

papel central nas mudancas quimicas, fisioldgicas e morfoldgicas do disco
interpubico, cérvix, utero e gléndulas mamarias [para revis@o, consultar Sherwood,
(1994} Os receplores de relaxina observados em camundongos virgens
ooforectomizados foram localizados nas células do ligamento interpibico estando
ausentes nos coxins cartilaginosos e nos ossos pubicos (Yang et al, 1992).
Recentemente, demonstrou-se que ndo hé expansdo da sinfise de camundongos
féemeas que sofreram delegdo (knockout) do gene da relaxing, embora os
individucs sejam férteis e produzam ninhadas sadias (Zhao et al., 1999-2600).

Esta articulagdo em camundongos e cobaias s8o modelos classicos para o
estudo de tecidos conjuntivos e as transformacgfes induzidas nestes tecidos por
horménios (Sherwood, 1824).

O aumenic do tecido conjuntive interpibico, no camundongo, tem sido
explicado em parte pelas significativas modificages observadas em diferentes
componentes da matriz extracelular, tais como: a degradacdo do coldgeno ou &
remodelagao das fibras induzida por metaloproteinases; aumento da hidratacéo
induzida por maior sintese de macromoléculas, a exemplo do &cido hialurénico
{AH), ao invés de modificagbes dos tipos de colageno sintetizados durante 2
prenhez (Weiss et al., 1979; Viell et al., 1987; Zhao &t al 2600, Pinheiro et ai,
2003; Moraes et al., 2003; Pinheiro et al, 2004).

Estes aspecios mostram que o ligamento interpubico € uma estrutura
dinamica com uma grande capacidade de adaptar-se as demandas fisiologicas
variadas. O acumuic de agua pode contribuir para a extensibilidade do ligamento
interpubico que ocorre no final da prenhez e, consequentemente o acumulo de
acido hialurdnico facilitaria os processos de remodelacdo pés-parto, tendo em
vista sua participaco na otimizacdc dos processos de reparacido dos tecidos
conjuntivos (Kikuchi et al., 1996; Frank et al., 1999) e seu reconhecidc papel come
o principal componente da matriz extracelular com capacidade de reter agua
(Hascall et al., 1997; Boraldi et al., 2003).
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introducio

1.2. Caracteristicas gerais do fecido conjuntivo

s e g g e, g e o

COMpoNgrieg s&d

s oy g o e i

Complexos macromoeleculares relativamente estaveis formados por moléculas de
diversas naturezas complem a MEC. Estas substancias sBo produzidas pelas
células modulando a estrutura, fisiclogia e biomecanica dos tecidos (Hay,1991;
Carvatho et al., 2001).

Os principais componentes da MEC podem ser basicamente divididos em 3
tipos: os fibrilares, cs ndo fibrilares e as microfibrilas. Representando os fibrilares
temaos o0s colagenos fibrilares e as fibras do sistema elastico. Quanto aos nio
fibrilares temos o0s glicosaminoglicanos, proteoglicancs e glicoproteinas néo
colagénicas (Carvalho et al |, 2001).

As diferencas nos aranjos e nas quantidades dos componentes da MEC e
ainda as diferentes interagbes destes componentes entre si e com as células sao
adaptacdes dinamicas as demandas funcionais de cada tecido (Kielty et al., 1982;
Mourgo et al., 1979),

Um balanco dinamico entre sintese e degradacdc dos componentes da
MEC deve ser mantido para gue ndo haja interferéncia na histoarquitetura e
fisiologia dos tecidos.

O termo colagenc refere-se a uma familia de glicoproteinas aliamente
caracteristica encontrada quase que exclusivamente na matriz extracelular, sendo
responsavel por cerca de 1/3 da massa de proieina total em vertebrados e que
estdo também presenies, com algumas variacBes, em todos os invertebrados
{Brown et al., 1995). Detalhes da constituicio, distribuicdo e organizacio estrutural
do colageno podem ser encontrados em algumas revisdes cléssicas (Montes et
at.. 1984; Van Der Rest et al., 1991; Brown et al., 1995 Olsen, 1995; Scott, 1995,
Kadler et al., 1996, Alberts et al., 2002).

O sistema elastico, nos mamiferos adultos, é composte por trés tipos de

fibras: oxitalanicas, elauninicas e elasticas propriamente ditas ou maduras
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infroducio

(Fullmer et al., 1958, Gawlik ,1985; Montes. 1996). Suas fibras s&o essenciais na
manutencio das propriedades elasticas da matriz e t&m sido descritas na matriz
deformar repetidamente & reversivelmente como bexiga (Koo et al.. 1998), utero
(Starcher et al, 1985, Leppert et al., 1891), sinfise pibica (Morass et al., 2003)
alem de outros.

Os protecglicanos compreendem um grupo distinto de macromoléculas
hidrossotuveis, tendo um papel estrutural e metabdlico na MEC (lozzo, 1998-99;
Culav et al, 1999). Imporiantes funcbes como suporte mecanico, adesdo,
proliferacao e migracéo celular, fibrilogénese e organizacdo tecidual tém sido
atribuidas a estas moleculas (Hakkinen st al, 1983; lozze, 1998). Estudos
recentes tém demonstradc a inferacdo dos protecglicancs com  cutros
constituintes da MEC como o é&cido hialurdnico, coldgeno e eiasting {Birk et al,
1994). Detalhes da bivssintese, composigéo bioquimica, distribuicdo e funclo dos
protecglicanos e glicosaminoglicanos nos diferentes tecidos e drgdos podem ser
encontrados em algumas revisGes classicas: Montes et al., 1988: Heinegard et al_,
1989; Jackson et al, 1981; Hardingham et al., 1992; Yanagishita, 1993: Yogel,

1994, lozzo et al., 1996; lozzo, 1998-99.

1.3. Caracteristicas gerais do tecido interpibico

O ligamento interpubico € constituido por um tecido conjuntivo homogéneo

aos estimuios hormonais (Wah! et al., 1977).

Bioquimicamente foi demonstrado que a sinfise pubica e os componentes
de sua MEC s&o fundamentaimente sintetizados e secretados pelos fibroblastos
que a compdem. A matriz & constituida principalmente por égua (60 a 70%), sendo
gue o colageno contribui com 30 % do peso seco da fibrocartilagem.

Aproximadamente 85% do colageno € do tipo | e 15% do tipo I, havende uma
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pequena quantidade de colageno do tipo V (Samuel et al, 1996). No que diz
respeito aos glicosaminoglicanos foi identificado o dcido hialurénico e, dentre os
sulfatados, o condroitin sulfatc como principal componente, seguido de dermatam
sulfato e de uma fracgo ndo identificada (Viell et al., 1987). Do ponto de vista
morfoldgico, a sinfise pubica € composta por uma trama fibrilar de colageno,
densamente empacotada, que circunda os fibroblasios, na qual se encontra pouca
substancia fundamental (Hall. 1947. Storey, 1957. Pinheiro, 1998y Os
componentes do sistema elastico restringem-se a pequenos feixes de microfibrilas
localizadas, principalmente, na fibrocartilagem e na cartilagem hialina {Moraes,

2001).

Em camundongos fémeas, por volta do 12° dia de prenhez inicia-se o
afastamento dos 0ss0s pubicos, e consequentemente o inicio do desenvolvimento
do ligamenio interpubico (Figura - 1), Esse ligamento encontra-se totaimente
desenvolvido no 15° dia de prenhez (Figura - 2). A partir do 15° dia de prenhez até
0 19° dia, ¢ dia do parto, ocorre maior crescimento do ligamento que chega a
atingir aproximadamente 3mm de comprimento (Pinheiro et al., 2004).

Nas estapas finais do processo de afastamento dos 0ssos pubicos, inicia-se
o relaxamentoc do ligamenio interpUbico, resultante da dissociagdo dos
componentes da matriz extracelular (MEC) desse tecido conjuntivo {Hall, 1947;
Talmage, 1947a-b; Hisaw et al., 1950; Perl et al, 1950: Frieden et al., 1953;
Steinetz et al., 1957, Storey, 1957; Cullen et al., 1960; Wah! et al., 1977, Schwabe
et al., 1978).

L.ogo apos o parto, © ligamento interpubico sofre uma rapida involugio para
o restabelecimento da forma e funcdo da sinfise plbica. Para tanto & necessario
que haja a reaproximagdo dos 0ss0s pubicos, fazendo com que a sinfise volte 2
ter as dimensbes e aparéncia semelhantes as de um animal virgem {Hall, 1947:
Steinetz et al., 1957, Storey, 1957; Horn, 1960).
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Figura 1 - Corte longitudinal da sinfise pubica de camundongo com 12 dias de
prenhez. Nota-se as exiremidades dos ossos pdbicos (os), cartilagem hialina (ch)
e fibrocartilagem (fc). Aumento 100X, Tricrémio de Masson.

Figura 2 — Corte longitudinal da sinfise pubica de camundonge com 15 dias de
prenhez. Nota-se as extremidades dos ossos plbicos (os), cartilagem hialina (ch)
e ligamento interplbico (lig). Aumento 100X, Tricromio de Masson.
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A agua € um componente tecidual da sinfise pubica que também sofre

grandes alferacfes durante a prenhez. Seu conte(do aumenta aproximadamente

20%, sendo o provavel responsave! pelo aumento do peso total do tecido (Zhao et
al., 2000}

Estudcs t8m demonstrado que a relaxing, em conjunic com outras
substancias, influencia a homeostase dos fluidos corpdreos. Experimentaimente
demonstrou-se que ratos prénhes possuem niveis mais altos de relaxina circulante
sendo que esta provoca um estimulo para ingesto de agua (Sunn et al., 2002).
Esse acréscimo na quantidade de agua € seguido pelo aumento no contelido de
acido hialurdnico {Zhao et al, 2000). De acordo com Viel & Struck {1987}, a
principal mudanca no metabolismo de glicosaminoglicancs da sinfise pibica de
camundongos, apds fralamento com relaxina, € um aumenio significante no

contetdo de acido hisiurdnico.

1.4. Acido Hialurénico

1.4.1 Historico

Em 1934, Karl Mever e John Palmer, trabalhando no laboratéric de
bioquimica do departamento de oftalmologia da Universidade de Columbia,
descreveram um novo polissacaridec isolado do humor vitreo de boi (Meyer et al.,
1834). Este polissacarideo continha &cido urdnico e hexosamina. Fles nomearam
o polissacarideo de acido hialurnico {AH). O AH primeiramente foi isolado na
forma de acido mas em condigdes fisiolégicas se comperta como um sal. O termo
hyaluronan foi introduzidoc em 1986 para ficar em conformidade com 3
nomenclatura internacionai de polissacarideos (Laurent, 2002).

Nas decadas seguintes Karl Mever e outros isolaram o AH de diversos
locais como pele, liquido sinovial, cordao umbilical, etc. Em 1950 a estrutura
quimica deste composto foi completamente elucidada por Karl Meyer e associados
{Laurent, 2002).
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1.4.2. Principais caracteristicas

Este glicosaminoglicano € um polimero linear de altc pesc molecular,
carregado negativamente e formado por unidades dissacaridicas repetitivas de

acido glucurdnico e N-acetil-D-glucosamina (Figura — 3).

CHs

Figura 3 - Representagéo da estrutura quimica do dissacarideo que compde a
molécula de acido hialurénico. A esquerda a molécula de 4cido glucurdnio 8 1-3 e

a direita a N-acetiiglucosamina § 1-4. (modificado de Hascall et al., 1997).

Distinglie-se dos outros glicosaminoglicanos pela auséncia de ligagtes
covalentes a peptideos e inexisténcia de grupamentos sulfato (Laurent et al.,
1886; Lee et al., 2000; Day et al., 2001; Tammi et al, 2001). Em condi¢des
fisiologicas normais o AH consiste de 2.000 -~ 25.000 dissacarideos, os
polissacarideos formados tem massa molecular relativa variando de 10° a 107 Da,
sendo ¢ tamanho aproximado do polimero de 2-25 um (Toole, 2004). Apesar de
seus variados tamanhos este glicosaminoglicano é normaimente encontrado com
alto peso molecular apesar de existir também na forma de pequenos fragmentos
ou oligossacarideos (Kakehi et al., 2003). Encontra-se presente virtualmente em
todos os fluidos bioldgicos (Laurent et ai., 1986; Camenish et al, 2000)
apresentando-se em altas conceniragdes em alguns tecidos como pele,

articulactes e cornea (Kakehi et al., 2003).
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1.4.3. Sintese e degradacéo

O AH diferencia-se dos demais glicosaminoglicanos por néo se ligar
covatentemente a um “core” protéico e formar os chamados proteoglicanos.
macromoléculas, os proteoglicanocs, tém a estrutura protéica sintetizada no reticulo
endoplasmatico rugosc e o adicionamento do componente acucar
(glicosaminoglicano) feito no complexo de golgi; sendo, a seguir, secretados por
vias semelhantes a das glicoproteinas (Kakehi et al., 2003; Toole, 2004). Por sua
vez, 0 AH & sintetizado por uma familia de glicosil transferases, proteinas
transmembrana mullipasso, que se enconiram associadas & membrana
plasmatica de mamiferos (Mian, 1986; Klewes et al., 1993). A primeira dascricéo
de uma destas enzimas foi feita por Philipson & Schwartz em 1984. Até hoje foram
descritas trés isoformas da enzima Acido Hialurdnico Sintase (HASY HAS1, HASZ
e HAS3 e apesar de existirem 3 genes distintos para estas enzimas, as
caracteristicas e esirutura apresentadas peios seus produtos s&o muito parecidas
(Figura — 4) (Spicer et al., 1998a).

Os genes destas trés enzimas encontram-se em diferentes cromossomos
tanto nos humanos (HAS1 no cromossomo 19q13.3-13.4; HAS2 no cromossomo
8g24.12 e HASS no cromossomo 16¢22.1) como em camundongos {Has1 no
cromossome 17; HasZ no cromossomo 15 e Has2 no cromossomao 8) (Spicer et
al., 1997). Quanto & nomenclatura estabeleceu-se gue os genes para as Acido
Hialurdnico Sintase de humanos serdc denominados HASA , HASZ & HAS3, e que
os genes ortdlogos de camundongos, receberdo a denominacgdo Has!, Has? e
Has3. Repetindo-se @ mesma regra para as enzimas (Spicer et al._ 1988b).

Ao estudar embrides de camundongos Spicer & McDonald {(1998a)
observaram a ocorréncia da expressac das trés enzimas de forma temporal.
Dados sugerem que HAS1 e HAS2 sintetizam acido hialurdnico de alio pesoc
molecular @ HAS3, enzima mais ativa e catalitica, produz aigumas cadeias

menores deste composto (ltanc et al., 1999a).
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Figura 4 — Esquema representativo dos tamanhos das cadeias de AH sintetizados
pelas diferentes Acide Hialurdnico Sintases (HAS). Quando comparadas as taxas
de sintese de AH das enzimas HAS1, HASZ e HAS3 nota-se que HAS1 apresenta
baixo nivel de sintese. A HAS3 & a mais ativa das trés enzimas, porém sintetiza
um AH de menor peso molecular do que o das outras duas enzimas (modificado
de Spicer et al., 1998b;.

Demonstrou-se que ratos knockout para HasZ morrem ainda guando
embrides com graves defeitos no sistema cardiovascular e escassez de matriz
extracelular. Por outro lado knockout para Hasi e Has3 sio viaveis e férieis
(Camenish et al., 20C0).

Conforme vai sendo sintetizado, o AH, é translocado através da membrana
plasmatica para a superficie celular ou para a matriz exiraceluiar (Figura — 4
modificado de Spicer et al., 1998b) (Weigel et al., 1997; Tammi et al., 2002).

i1
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Varios fatores podem regular a sintese de AH. e ainda as Acido Hialurdnico

Sintases podem ser reguladas diferencialmente umas das outras, sendc gue um

2002).

O AH tem um exiraordinério furnover nos tecidos dos veriebrados. Cinco
gramas sao renovados diariamente e na corenie sanguinea sua meia vida é de
dois a cinco minutos {Laurent et al., 1986 e 1992} A degradacdo é feita por sus
clivagem por meio de enzimas denominadas hialuronidases. Estas clivagens
ocorrem passc a passo diminuindo o tamanho do polimero de forma gradativa
(Stern, 2004). Em humanos existermn seis genses para hialuronidase; os quais
codificam enzimas com diferentes propriedades ¢ localizactes celulares (Csoka et
al., 2001). O processo de degradac@o pode também ser controlado por meic de
inibidores das hialuronidases, porém ainda poucc sabemos a respeitc dos

mesmos (Stern, 2004).

1.4.4. Hizladerinas

Proteinas com & capacidade de se ligar ao AH s3c denominadas
inas. £sias proteinas podem se 2
superficie celular ou ainda intracelularmente (Figura — 5). A forma mais comum de
ligacdo desias proteinas ac AH € por meio de um conjunio de aminoacidos
basicos denominados modulo de ligacio.

Por meio das hialaderinas ¢ AH influencia o comportamento celular tendo
grande importancia em processos como adesdo, migracdo e diferenciacio (Lesley

et al., 2000).

0O CD44 (Cluster of Differentiation 44) (Figura — 8) representa a molécula
que melhor caracteriza a ativacdo de sinalizacc intracelular em resposta ao 3cido

hialurdnico.
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Calular f Extracehsar

?

Figura 5 — Classificacdo segundo a localizacdo das principais hialaderinas

descritas {modificado de Turley et al.,1999).

Este receptor celular de AH estd envolvido em seu catabolismo bem como
na interagdo do AH com a invasao tumoral e metastase e ainda interage com
varias oufras moiéculas como colageno, fibronectina, condroitim sulfato, entre
outras. (Camenisch et al., 2000).

i3



Infrocducan

-

Frogimal 4

Dominio Transmembrana
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Figura 6 — Esquema dos principais dominios do receptor CD44. Notar a regigo
distal (que apresenta a regido homobioga & proteina de ligacéo), proximal (e sua
regiao aonde pode ocorrer a expressio alternativa dos exons), fransmembrana e

citoplasmatica (modificado de Knudson et al.,1899).

1.4.5. Fungodes

O AH tem reconhecidas caracteristicas hidrodindmicas, especialmente em
relagdo a viscosidade e retengdo de agua. Tem também importante papel na
homeostase e integridade biomecanica dos tecidos (Balazs et al., 1989).

As trés fungbes basicas atribuidas ao acido hialurénico sdo: expansao do
espacgo extracelular, ligando sais e agua; interacéo com moléculas exiracelulares
para formar compostos da matriz extracelular; ativacdo de vias de sinalizacio
intracelulares por meio de receptores de superficie celular que o reconhecem
(Laurent et al,, 1992). Atualmente as atividades bicloégicas do acide hialurénico
tém sido relacionadas com o seu peso molecular. Estudos t&ém demonstrado que o
tamanho das cadeias do polissacarideo pode determinar a sua funcio biociogica.
{Camenisch et al., 2000).
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Acredita-se gue cadeias de &cido hialurdnico maiores do que 10° Da estac

envoividas na manuiencac da sstrutura e na viscosidade do tecido {(Laurent &t al|

celular e metastase {lianc et al., 1998b), e na adesdo célula-matriz extraceiutar
(Zimmermam et al., 2002). Enguanto que cadeias de acido hialurénico menores do
que 10° Da ou oligbmeros de AH estdo snvolvidas com processos de angiogénese
(West et al., 1885; Lees et al., 1995) e inflamacao (Camenisch et al.. 2000).

Sabe-se também que a producdo de AH durante g proliferacao celular é
muito alta (Laurent et al, 1986, Laurent et al., 1992). Estudos demonstram a
participac@o do polissacarides durante ¢ processo mitdtico (Brecht et al., 1988;
Laurent et al., 1892; Evanko et al, 199%9a) Além de seu papel na mairiz
extracelular, evidéncias crescentes apontam para a presenca de AH no citoplasma
e nuclec das células em diversos tecidos. Estudos recentes demonstraram a
existéncia de proteinas intracelulares importantes na regulacdo do ciclo celular e
na transcriggc de genes que se ligam ac AH (Evanko et al, 1999b). Algumas
proteinas intraceluiares recentemente identificadas s&c RHAMM, P32, cdc37 e
IHABP4 (Huang et al., 2000; Hascall et al.. 2004). Estes novos achados apontam
para um possivel papel do AH intracelular e das proteinas ligadas a ele no
comportamento celular (Figura—7).
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Figura 7 — Modelo das possiveis localizagdes e fungbes do AH intracelular por
meic das interagbes com hialaderinas conhecidas (Evanko et al.,2001).

1.5. Consideracdes finais

A sinfise plbica de camundongos tem se mostrade um excelente modelo
biolégico no estudo da remodelacéo do tecido conjuntivo e no metabolismo dos
componentes da MEC.

Apesar de existirem consideraveis informages histolégicas e bioguimicas a
respeitc da matriz extracelular da sinfise pibica de camundongos (Weiss et al.,
1979; Viell et al., 1987; Zhao et al., 2000; Pinheiro et al., 2003; Moraes et al., 2003;
Pinheiro et al, 2004} poucc & conhecido sobre o envolvimento do acido
hialurbnico na rapida e dramética transformacéo que ocorre no tecido interpubico

durante a prenhez.
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2. OBJETIVOS

Considerando as caracteristicas bioldgicas do processe de transformacaoc
gradgual da sinfise pubica em um ligamento extensivel ndo somente as custas de
modificacbes no metabolismo de colagenc e do arranjo destes componenies da
matriz extracelular, mas também do acamulo de 3gus e glicosaminoglicanos, é
razoavel pressupor que a deposigie do acido hialurbnico durante a prenhez, deva
representar um papel importante na formacéo do canal de parto. A exploracio de
aspectos relacionados a sintese e deposicio de AH permitirad evidenciar seu papel

no ligamento interpabico durante a prenhez, paric e pds-parto.

Neste sentido. o presente trabalho tem como obietivos:

1 — Identificar, por método histoquimice, a localizacdo e possiveis variactes de
distribuigBo do acido hialurdnico nos pericdos gue envolvem a evolugdo e
involugae do ligamento interpubico durante g Gltima semana de prenhez e pds-

parto.

2 - Quantificar por método fluorométrico o acido hialurdnico tanto durante a
evolugdo do ligamento interpubico, gue se forma na Ultima semana da prenhez.

quanto na sua involugdc no periodo pds-parto.

3 - Avaliar o papel do &cido hislurénico e sua participacdo na formacéo e

Este estudo, por meio dos resultados obtidos, pretende também contribuir
para a compreensac dos processos de remodelacdo de tecido conjuntivo e trazer
subsidios para outras e novas guestbes acerca da caracterizacdo e exata

participacac e possivels interacbes dos componentes da matriz extracelular.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.4 - Animais.

Neste estudo foram utilizades camundongos Mus muscuius da linhagem
Swiss (CEMIB/UNICAMP), de ambos os sexos, de cerca de 3 a 5 meses de idade,
separados em gaiolas, mantidas em um ambiente de temperatura controlada (25
2 °C) e expostos a luz por um periodo didrio de 12 horas (7:00 - 19:00 h). Os

animais tiveram acesso ad fibifum a agua e ragdo comercial.

3.2 — Hcasaiamento.

Os camundongos Swiss fémeas virgens foram colocados juntos aos
machos de mesma linhagem e observado, 2 cada manhi, o tampio vaginal. Para
estimar o estagio de prenhez foi considerado como ¢ primeiro dia, o dia em que o
tampé&o vaginal for encontrado (D1). As coletas dos tecidos interplbicos foram
feitas a partir do 12° dia da prenhez (D12) até ¢ 5° dia pds-parto {5dpp) [3 animais
por grupo para cada experimento: D12, D15, D17, D18, D19, 3dop e 5dpp].

Camundongos fémeas virgens na fase de estro foram utilizadas como
controle, sendo o estagio do ciclo estral determinado por meio de esfregaco
vaginal (Shorr, 1941).

3.3 — Procedimento Cirtrgico.

No momentc da coleta, as fémeas foram mantidas sob dose de anestésico
1.1 de Cloridrate de Xylazina (Virbaxyl 2%) e Ketamina (Francotar) na dose de
0,15 mi/100g de peso corporal por via intramuscular {(de acordo com o
protocolo numero 315/1 da CEEA/IB, UNICAMP) e sacrificadas entre as 11:00 e
12:00 horas. Apds laparotomia, as porcdes mediais dos 0ssos plbicos com
sinfises ou ligamentos interplbicos foram removides e processados de acordo

com ¢ método de estude a ser empregado.
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As sinfises ou ligamentos foram fixados nos procedimentos que se segusm.
3.4 ~ Deteccdo Histoguimica do Acido Hialurdnico.

A deiecg&o histoquimica do Acido hialurdnico (AH) foi realizada com a
utiizacdo da sonda para AH biotinilada produzida na Disciplina de Biologia
Motecular da Universidade Federal de SZo Paulc, UNIFESP/EPM, g partir da
proteina de ligacdo da regifo de ligacdo a0 Acido hialurdnico do agrecam, extraida
de cartilagem nasal de boi e acoplada a bicting (EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin
Pierce Chemical Co., Rockford, iL, USA).

Os fragmentos de tecido foram fixados em solucdo contendo formaling
acida a 10% e etanol 70% e posteriormente foram embebidos em parafina (Lin ef

al., 1997, Stair et al,, 2002).

Secgles de tecido interpUbico (7um), obtidas sobre léminas silanizadas,
foram desparafinizadas, hidratadas e lavadas em PBS por 5 minutos. Em seguida,
os cortes receberam {ratamento prévio com perdxido de hidrogénio 0,3% em PBS,
durante 30 minutos & temperatura ambiente; foram entdo novamente lavados em
PBS durante 10 minutos e, em seguida, feito o blogueio dos sitics inespecificos
em FPBS BSA 1% por 10 minutos. Logo apds, foi feita a aplicacdo da sonda
biotinilada para AH diluida em PBS + BSA 1% na proporgdo de 1:150 por 1 hora a
4°C.

Decorrido este periodo, os cortes foram novamente lavados em PBS
durante 10 minutos e colocados no conjugado marcador streptavidina-peroxidase
{Streptavidin-peroxidase- LSAB 2 Kit, DAKC Corporation, Carpinteria, CA, USA)
durante 1 hora a temperatura ambiente, em cémara (mida. Foram novamente
lavados em PBS durante 5 minutos e posteriormente revelados com soiucéo
reveialora 43 peroxiase, recentemente preparada, conten
hidroclorato de 3,3-Diaminobenzidina (DAB, Sigma Company, St Louis, USA) e
0,03% de HoOp em TS pH 7.6, e foram lavadas em &gua destilada e montadas.
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As amostras foram analisadas ao microscopio de luz e suas imagens
gravadas com uma camera de video colorida Sony ExwaveHAM (Sony Electronics
inc., ParkRidge, NJ) acoplada a um microscépio Nikon Eclipse E800.

Como controle negativo, algumas i&minas foram tratadas com 40U de
hialuronidase (Sfreptomyces hyalurolyticus), por 2 horas a 37°C, previamente a

incubacio com a sonda.

3.5~ Analise de Imagem.

A analise de imagem foi feita utilizando o programa Image Pro-Plus 4.1.0.1
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD). As imagens foram obtidas e gravadas com
uma camera de video colorida Sony ExwaveHAM (Sony Electronics Ing,
ParkRidge, NJ) acoplada a um microscopic Nikon Eclipse E800. O ricroscopio foi
ajustado de maneira adequada para iluminacdc de Koehler; uma imagem de
referéncia de um campo vazio foi obtida e utilizada para correcdo de variaches na
iluminagac e o sistema de medigdo foi calibrado com uma lamina de referéncia
antes da obtencio de qualquer medida (Varayoud et al., 2001).

As densidades oOpticas (DO) das imagens obtidas foram analisadas por
meio da convers@oc das imagens para uma escala de cinza de oito bits , o nivel de
cinza foi calibrado sendo o funde da 1&mina do preparade histolégico considerado
como zero . A densidade Optica foi medida por meio de uma média, sendo igual &
soma da intensidade de cinza de cada pixel dividido pelo nimero de pixels
medidos (Varayoud et ai., 20071).

3.6 — Quantificacao do AH

QO AH foi gquaniificado por meic de um método fluorométrico {Figura — 8)
desenvoivido na Disciplina de Biologia Moiecular da Universidade Federal de Sao
Paulo — Escola Paulista de Medicina (Martins et al., 2003).

As amosiras de tecido interpibico foram cortadas em pequenos fragmentos

e. em seguida, mergulhadas em acetona para remocdo de residuos de lipidios.
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Apds um pericdo de 12 horas a acetona fol trocada, e passadas mais 12 horas
removida. A seguir, as amostras foram colocadas na estufa por 1 hora a 50°C para
obtencéo do “pd cetdnico” . Apds pesado, adicionou-se maxatase aoc “po cetdnico”
{protease alcaling; Biocon do Brasi Industria Lida — RJ Brasil) 4 mg/ml em tampé&o
Tris-HCI 0,05M pH 8,0 acrescida de NalCl 1M (na proporgéo de 200 ul de enzima
para cada 100 mg de po seco). A mistura foi incubada a 80°C por 24 horas e apds
este periodo a2 maxatase fol inativada por aguecimento durarte 20 minutos a
100°C. Apds o resfriamentc as amostras foram centrifugadas e o sobrenadants
retirado.

A placa de ELISA, previamente adsorvida com proteina de ligacc para
AH, foram adicionados 100 ul/poco de soluco padréo de AH de corddo umbilical
humano (Sigma Chemical, Co — St Louis, Mo, USA) em vérias concentracdes (0 a
500 ugfl) diluidas no tampéo de ensaio Tris-HCI 0,05M pH 7,75 mais BSA 1%
(albumina bovina sérica; Amersham Life Science Lid - Buckinghamshire,
inglaterra), além das amostras obtidas dos lecidos {scobrenadante) diluidas no
mesmo tampéc de ensaio (1:500), em ftriplicatas. Apds incubacgic por 8hs, 4°C, a
placa foi lavada com tampéo de lavagem (Tris-HCI 0,05M pH 7.75) por irés vezes,
seguida da adicao da sonda biotinilada {1mg/mi) diluida 1:10.000 em tampéo de
ensaio. A placa foi agitada por 2 horas e, em seguida, lavada seis vezes com 0
tampao de lavagem. Apds lavagem foram adicionados & placa 100 ulfpogo de
solucho de estreptavidina marcada com eurdpio (Wallac — Turku, Finland) diluida
1:10.000 em tamp&o de ensaio. Agitou-se por meia hora e, a seguir, lavou-se com
tampéo de lavagem por seis vezes. Por fim, com o obietivo de soltar o surdpio
ligado a estreptavidina adicionou-se uma solucéo de “enhancement’ (Perkin-Eimer
Life Sciences — Wailac Oy — Turku, Finland), 200 pi/poco, agitou-se por 5 minutos
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Material e Métodos

Proteina de Ligacis

Hialigdnico

Proteina de Ligacio - Biotina

vidina - Eurdplo

Eurdpio Livre

Figura 8 — Esquema representativo do ensaio fluorométrico para guantificacéo de
AH. Placas de ELISA foram revestidas com a proteina de ligacac ac AH.
Posteriormente, amostras contendo quantidades desconhecidas deste composto
foram incubadas com proteina de ligagdo associada & biotina e streptavidina
associada ao eurdpio. Apos clivagem, a fluorescéncia emitida pelo eurdpio livre foi
lida em um fiuorimetro obtendo-se a quantidade de AH de cada amostra
{modificado de Martins, 2002).

22




Alividades Relacionadas & Tese

4. ATVIDADES RELACIONADAS A TESE

4.1 — Artigo relacionado 3 tese

4.1.1 - GARCIA E A, VERIDIAND A M., MARTINS JRM., NADER
HB., JOAZEIRC P.P., TOLEDO O.M.S {2005) Hyaluronan involvement in
the changes of mice interpublc tissue during pregnancy, partum and post-

parfum.

4.2 - Artigo néo relacionado a tese (ndo anexado)

4.2.17 - JOAQUIM, A, GALHARDO, M., GARCIA, E.A, TOLEDO,
OM.S., MORA, OA, FIGUEROBA, S.R. (2005) The effect of hormone
replacement on temporomandibular joint of rats. Journal of Dental
Research. Submetido {n° 05-0053).

4.3 - Resumos publicados em anais de congressos {ndo anexado)

4.31 - International Association of Dental Research Symposium
2004, Honolulu — Hawaii. The Effect of Hormone Replacement on the Tmj
of Rats. FIGUEROBA, SR, MORA O.A., CORREA O.MT.. JOAQUIM,
ALV, GALHARDO M., GARCIAEA

4.3.2 - Xl Congresso da Sociedade Brasileira de Biclogia Celular e
IX Congresse da Sociedade lbercamericana de Biologia Ceiular 2004,
Campinas - $&0 Paulo. Hyaluronan in the pubic symphysis of virgin and
pregnant mouse. GARCIA, E. A, PINHEIRQ, M.C., COLLETA, H. H. M,
D., VERIDIANG, AM., MORA, O.A . JOAZEIRC, P.P., TOLEDO, O.M.

]
ed




Alividades Relacionadss a Tese

4.3.3 - Xll Congresso da Sociedade Brasileira de Biologia Celular e
IX Congresso da Sociedade Ibercamericana de Biologia Celular 2004,
Campinas - 580 Paulo. The proliferation and cell death of pubic symphysis
of mouse during pregnancy. VERIDIANO, A M., GARCIA, E. A, ROSA,
R.G., PINHEIRG, M.C., MORA, O A, TOLEDDO, OM., JOAZEIRO, PP

4.3.4 - Xil Congresso da Sociedade Brasileira de Biologia Celular
IX Congresso da Sociedade Ibercamericana de Biclogia Celular 2004,
Campinas - S&o Paulo. The role of metalioproteinases during pregnancy
of the mouse. ROSA, R.G., GARCIA E. A, VERIDIANO, A M., TOYAMA,
0., JOAZEIRG PP

4.3.% - Xl Encontro Nacional SBPN 2004, Campinas — S0 Paulo.
Cell and extraceilular rearrangement of mouse pubic symphysis during
pregnancy. ROSA, R.G., GARCIA E A VERIDIANG, AM., JOAZEIRO,
P.P.

4.3.6 — International Symposium on Extracellular Matrix 2004,
Angra dos Reis - Ric de Janeiro. Metabolism of glycosaminoglycans in the
mouse pubic symphysis during pregnancy. GARCIA, E.A, MARTINS,
J.RM., VERIDIANG, AM., JOAZEIRO, PP, DIETRICH, C.P., NADER,
H.B., TOLEDO, O.M.S.




HA involvement in the changes of mice interpubic tissue during pregnancy, partum and post-parturm

Hyaluronan invoivement in the changes of mice interpubic tissue during
pregnancy, partum and post-partum.
Garcia EA, Veridiano AM, Martins JRM, Nader HB, Joazeiro PP and Toledo OMS

ABSTRACT

The interpubic lissue in mice is known to rapidly adapt itself to the all new
demands imposed during pregnancy, partum and posi-partum. The development of
an interpubic ligament may be explained, in part, due to the modifications observed
in the hydration of this tissue, as well as, the presence of hyaluronan (HA). The
present study focuses on the presence of HA in the pubic symphysis, since still
very little is knowr of its role during the modifications suffered through this period.
The localization and guantification of HA using & HA-probe were studied in
samples of mice pubic symphyses from virgin, 12" to 18" days of pregnancy, the
day of delivery {53“19} and during 3 and 5 days post-parium. The quaﬂt tative

throughout pregnancy, being followed by a decrease aiready present on the day of
the delivery. In addition, the histochemical analysis demonstrated the presence of
HA in the extracellular matrix of the tissue as well as within its cells. Rased on
these results, it can be shown that HA may participate in three processes during
pregnancy, partum and post-partum. While found in the exiraceliuiar matrix, HA
contributes in the formation of a flexible structure, yet of rigid consistency, that
allows the passage of the embryo for the birth canal. Whersas, while found
intraceliular, HA contributes in two distinct processes: until the 18" day of
pregnancy, HA parlicipates in the process of cellular proliferation through its
possible interaction with milotic cells. HA may also contribute to celiular
prolfiferation through the formation of a hydrated zone around the cells facilitating
the cellular detachment of the substratum. Finally, from parturition as well as the 5
day post-partum HA contributes to the maintenance of the myofibroblastic
phenotype of these cells, aiding in the process of involution suffered oy the
interpubic tissue following parturition

Keywords: hyaluronan; pubic symphysis; histochemistry; HA-Dictinylated probe
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INTRODUCTION

During mice pregnancy, the articular cartilage and the extremities of the
pubic bones are partially absorbed leading to modifications in the scarce interpubic
connective tissue observed in virgin animals. These changes allow the separation
of the pelvic bones, pemmitting an enlargement of the birth channel during
parturition io enable safe delivery of the young (Hall 1947, Storey 1957, Homn
1960).

Such changes are initiated by the formation of g fibrous interpubic igament
and the rapid and pronounced swelling of this ligament, producing a flaccid
structure. This process continuously enlarges the pubic symphysis up to the date
preceding parturition and is directly related to a rearangement and increased
synthesis of the extraceliular matrix of this tissue. (Storey 1957, Viell and Struck
1987, Samuel et al. 1896, Zhao et al. 2000, Ortega et al. 2001.).

In recent papers, we reported an exiensive remodeling of the interpubic

tissue involving the cells and different components of exracel
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racellular matrix.
Micfibroblasts, for example, are the only cells which are present in the extension of
mice pubic figament during late pregnancy, delivery, and post-partum {Moraes et.

al., 2004).

it was also demonstrated that the increase of the symphyseal gap from its
original 0.15 mm in virgin animals to 2.4 mm in partum is a process where new
arrangements of collagen (Pinheiro et al., 2004) and elastic fibers (Moraes et. al.,
2003), as well as other different types of proteoglycans, are invoived (Pinheiro et.
al., 2005).

Ancther exiracellular matrix component which is also involved in the
transformations undertaken by the interpubic symphysis is Hyaluronan (HA). This
molecule is a linear glycosaminoglycan formed of repeating disaccharides of D-
glucuronic acid and N-acetylglucosamine (Lee & Spicer 2000). Several functions
have been assigned 1o HA, among them the stabilization of the extracellular matrix,
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regulation of the cellular activities due 1o its interactions with cell surface receptor
proteins (Lesley et al 2000). More recently, the intraceliular presence of HA has
also been related to the maintenance of the myofibroblastic phenotvoe of cells
(Jenkins et al,, 2004}, as well as the formation of a facilitated environment for the
cellular division (Hascall et al., 2004). Finally, other studies have shown that HA,

L
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rigration {Tocle, 2001},

in addition, the increase of the interpubic connective tissue in mice has
aiready been partly explained as a consequence of modifications observed both in
the amount of HA and water found in this tissue {Zhao et al., 2000}, Indeed, this
molecule is noted for its great capacity in holding water, probably participating in

the great increase of the water content in the interpubic ligament during pregnancy.

During pregnancy, this tissue must suffer the drastic changes of swelling in
order to provide a sufficiently wide osseous birth canal for safe delivery of the
young, while still ensuring anatomical integrity of the pelvic griddie. The increase of
water within the interpubic tissue is crucial for the development of a flexible
structure during pregnancy. This flexible characteristic of the ligament is critical
during the last days of pregnancy, where the ligament is continuously subject to

both tensional and compressive forces.

Even though the participation of HA in this process is almost certain, the
evolution of HA during each of the gradual modifications involved in the

transformation of the interpubic fibrocartilage into a flaccid ligament, and back, is

still poorly known.
in particuiar, it is believed that HA piays a crucial role in the rapid sweliing of
the interpubic ligament into a flaccid structure. Being thus very interesting to

understand the changes in molecule concentration and localization, which places

HA as z key player in this process.
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MATERIALS AND METHODS

Tissue collection

Adult female virgin Swiss mice (approximately S0 days old, weighing from

Aoy pmerd Iy emrime candth mrdifimiadlie senpmdeedloosd $iovied Svmaen P b
25 {0 30 gy were housed in Cages wilh artficially controlled light from 08:00 o
*

dry pellets and water ad libitum. Mating opportunity was provided caging the
females overnight with breeding males. The vaginal “plug” was checked each
morning. When the vaginal “plug” was founded, this day was considered the first
day of pregnancy (D1).

Pubic Symphyses were obtained from pregnant animals (6 animals per
group) between the 12 day and the 19" day of pregnancy (D12, D15, D17, D18
and D19) and during 3 and § post-partum days (3dpp and 5dpp). The 19" day was
cansidered the day of the delivery. Six virgin mice in estrus were chosen as the
conirol group. Estrus was determined by vaginal smears (Shorr, 1841). All animai
experiments were conducted in accordance with the Guide for Care and Use of
Laboratory Animals, issued by NIH/USA.

The Pubic Symphyses obiained were excised, dissected and adherent
adiposity, muscles, fascias and bones removed. being immediately submerged in

an appropriate fixative.

Histochemical analysis

Detection of HA was achieved using the HA-binding region probe (HA-
probe) using a technigue previously described (Soto-Suazo st al., 2002).

Specimens (3 animals per group). were fixed in a mixture of acid-
formaldehyde-ethanol (Lin et al., 1997; Stair et al., 2002 for 8 hours at 4°C. The
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samples were dehydrated, embedded in paraffin and longitudinally cut into 7um
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0.1 % in water (Sigma, 8t Louis, MO) and then dried for 24 hours at 37° ¢, All
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steps were followed in a humid chamber and special care was taken to avoid the
drying of the sections during the procedures.

All sections were treated with 0.23% HO; in PBS (phosphate buffered saline)
for 30 minutes at room temperature, 1o inhibit the endogenous peroxidase activity.
The block of non-specific sites was made incubating the sections with 1% BSA in
PBS for 10 minutes. in sequence, serial sections were subjected to a biotinylated
probe, consisting of the link protein-ike domain of the aggrecan profein core
diluted 1:150 in BSA/PBS 1% for 1 hour at 4°C.

Then, the seclions were washed thoroughly with PBS, followed by
incubation  with  Streptavidin—horseradish peroxidase complex (Streptavidin-
peroxidase- LSAB 2 Kit, DAKO Corporation, Carpinteria, CA, USA) for 1 hour at
room temperature. After rinsing the sections with 0.05 M Tris/HC! buffer,
peroxidase activity was visualized with a mixture of 0.05% diaminobenzidine
tetrahydrochioride (DAB, Sigma Company. St Louis, USA) at pH 7.4 and 0.03%
hydrogen peroxidase.

The sections were analyzed with a Nikon Eclipse E800 light microscope. For
negative controls, some slides were ftreated with 40U of hyaluronidase
(Streptomyces hyalurolyticus), for 2 hours at 37°C, before incubation with the HA-
orobe.

Measurement of HA by Image analysis

The samples were analyzed by a Nikon Eclipse E800 light microscope.
Their images were recorded with a Sony ExwaveHAM color video camera {Sony
Electronics Inc., Park Ridge, NJj attached to the microscope using a Plan Fluor
10X objective (N.A= 0.30). The staining measurement was done through a

computer analysis using the Image Pro-Plus 4.1.0.1 software (Media Cybernetics,
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Sitver Spring, MD). An automated standard sequence operation was created using
the Auto-Pro macro language in order o measure the optical density {OD). In this
automated analysis process, images of stained slides were converted to an eight-
bit gray scale. The operator would also calibrate the gray level, regarding the
influence of background staining of the histological slide as zero. The optical
density was measured as an average gray. being equal to the sum of the gray
intensity of each pixel divided by the number of pixels measured (Varayoud et al.,
20013,

Ouantification of HA

HA was guantified through a fluorescence-based assay method (Martins et
al., 2003).

The interpubic tissue samples were cut in small fragments and later dived in
acetone for removal of lipids residues. After a period of 12 hours, the acetone was
changed and after another 12 hours, removed. In sequence, the samples were
placed in a hot chamber for 1 hour at 50°C. After, added maxatase (alkaline
protease; Biocon of Brazil industria Lida - Rio de Janeiro, Brazil) 4 mg/mi in Tris-
HCH 0,05M pH 8,0 buffer, increased of NaCl 1M {in the ratio of 200 ul of enzyme for
each 100 mg of dry tissue). The mixture was incubated at 80°C for 24 hours. The
maxatase was inactivated by heating during 20 minutes at 100°C,

HA assay was performed as previously described. Briefly, 100 uliwell of
standard solutiont of HA of human umbilical cord (Sigma Chemical Co - St. Louis,
Mo, USA) in some concentrations (0 to 500 ug/l, diluted in assay buffer) of HA from
human umbilical cord (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), and HA from
interpubic tissue (unknown concentration) diluted 1:500 in assay buffer were
applied, in triplicate, to the ELISA plate coated with HA-binding protein (HA probe).
Plates were incubated for 12 hours, 4°C, and then washed three times with
washing buffer. Afterwards, 100 ul of biotinylated probe {(1mg/ml) diluted in assay
buffer, were added 1o each well. Then, plates were shaken 2 hours and washed six
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times with washing buffer. Follows, 100uliwell of suropium-labeled streptavidin
(Wallac - Turku, Finland), diluted 1:10,000 in biocking buffer were added to the
plate and incubated during 30 minutes. Finally, plates were washed six times to
remove the unbound streptavidin, and 200! of enhancement solution (Perkin-
Elmer Life Seiences - Wallac Oy - Turku, Finland) were sdded. Affer 10 minutes
shaking, the reieased fluorescence was measured in a fime-rescivaed fluoromster
and the data (counts/s) were processed automatically in the MultiCalc software

orogram from Perkin—-Eimer Life Sciences, Wallac Oy (Martins et al., 2003).

Lad
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RESULTS

HA histochemical analysis

Samples collected from the pubic symphysis were placed through =
histochemical analysis to detect the presence of HA. Through use of a softwars
analysis (Image Pro-Plus 4.1.0.1 — Media Cybernetics, Silver Spring, MD) the optic
density of each sample was obtained, being then submitied to a Bonferroni
statistics test of muilipie comparisons. The results from this analysis can be found
on Table 1. In short, the presence of HA was observed in the interpubic tissue of
virgin animals, D12, D15, D17, D18, and D18 pregnant animals, as well as in 3dpp
and 5dpp animais (respectively, 3 and 5 days post-partum).

in addition, figures 1A through 1H show a representation of the images
obtained from the interpubic tissue which contain stains indicating the presence of
HA. While Table 2 presents a statistical summary of the optic density vaiues
obtained from thess samples.

From the results obtained, it can be noticed that the HA stains present g
graduat increase from pregnancy up to the iast day preceding parturition (D18).
Whereas, beginning at parturition (D198), a gradual decrease can be noticed in

these markings.

in virgin animals, it was only possible to observe a slight extraceliular matrix
stain in the interpubic fissue (Figure 1A). Being that the optic density values
obtained from these samples were significantly different from those cbtained from
ail other samples. Finally, it was also noticed that the samples which presented the
least difference when compared to virgin animals were found 5 days following

parturition (5dpp).

in the D12 samples, a more defined HA staining can already be seen

{(Figure 1B). In addition, only D18 and D19 samples present a statistically

significant difference in their oplic densities from those of the D12 tissues,
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Surprisingly, the D15 and D17 images present siains both in the
exitracellular matrix as well as within the tissue cells. In addition, the extraceliular
matrix stains are apparently disorganized when compared to the sampies from
virgin, D12, and D15 animals. Furthermore, the intracellular HA stains found in
figures 1C and 1D are not only evident, but these clearly outline both tissue cells
and cellular nuclel. Finally, the Bonferroni test indicates a significant differerce

from these sample densities only in comparison 1o the 5dpp samples.

Meanwhile, the greatest exiraceliular matrix stain density may be observed
on D18, preceding parturition (Figure 1E), followed by the parturition samples from
D19, which present a slight decrease in their extracellular matrix density (Figure
1K) In both these samples, the exiraceliular markings present an increased
disorganization; while the intracellular stains found in both the cyioplasm and
nucleus still remain evident. Table 1, once again presents a significant difference
between these sample densities and the D12 tissue, as well as in comparison to

those samples preceding parturition — 3dpp and 5dpp.

On the third day foliowing parturition {3dpp), the extracellular matrix stains
begin 10 become iess evident, being even less present than the D12 samples, The
same occurs to the S5dpp samples, with an even slighter exiraceliular matrix
staining. However, even under the slighter staining found during this period,

evidence of intracellular HA can still be found (Figures 1G and 1H).

Finally, Table 2 indicates a higher standard deviation from the mean of
sampie density on D12, D15, D17, and the post-partum period - 3dpp and 5dpp.
Whereas virgin, D18, and D19 samples, present a very small deviation in the mean
of sample density. Such resuits indicate that during these periods (virgin and D18
to D19) the animals studied presented interpubic tissues with a2 very similar and
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Quantification of AH

A fluorescence-based assay (Martins ef. al, 2003}, previously described,
was used for the quantification of HA in the pubic symphysis during the pregnancy,

parturition, and post-partum. These results can be seen on Graph 1.

The results oblained indicated 1.2 ug/mg of dry weight of HA in the
interpubic tissue of the virgin samples. This amount increases gradually, being
equal to 2.4 ug/mg of dry weight of HA on D12, being followed by 3.7 ug/img and
7.7 ug/mg of dry weight on D15 and D17, respectively. The greatest amount of HA,
however, can be found on D18, being 14.6 ug/mg of dry weight.

Following parturition (D19} a small reduction in the HA concentration can be
seen. The D19 sampies, for example, presents 12.4 ug/mg of dry weight of HA.
The 3 dpp sampies also present reduced concentrations of 8.2 ug/mg of dry weight
of HA. Nevertheless, the greatest decrease in HA is seen on the fifth day post-

partum. The 5 dpp samples reach a concentration of 2.2 ug/mg of dry weight.

Even though the Sdpp samples present 2 HA concentration 60% greater

than that found on virgin animals, both these periods present concentrations
relatively small when in comparison to the 14.6 ug/mg of dry weight peak of D18,

The virgin samplies contain only 8% of the HA found on D18, while the 5dpp
samples present 15% of this peak concentration.
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DISCUSSION

it is well-known that the pubic symphysis plays an important role in the
transformation suffered by the sexuai organs during pregnancy. In some species, a
succassiul parturition greatly depends on these hormonally reguiated adaptations,
determined mainly by the size of the embryo and the mother's pelvis. (Steinetz et
al., 1957, Steinelz et al, 1865, Sherwood, 1994, Berkovitz, 2000). For this reason,

=
:
}
}

the pubic symphiysis i8 (oday a classic model of study, |
guinea pigs, of the hormonally-induced transformation taking part in the connective
tissue (Steinetz et al., 1957, Steinetz et al., 1965; Sherwood, 1984).

Similar to the behavior observed in the uterine cervix, the interpubic tissue
cells and the components of iis extracellular matrix have to adapt guickly to the
new functional demands to which they are imposed by pregnancy and parturition.
in sequence, this tissue must then be guickly restored fo its original composition
and function during the period of involution that shortly follows from the last day
preceding parturition (D18} (Storey 1957 Crelin, 196%a-b; Weiss, 1991 Zhao et
al., 1999; Zhao et al., 2000; Moraes et al., 2004). Throughout these changes, the
extracellular matrix undergoes deep modifications such as the remodeling of its
collagenous and elastic fibers (Moraes et al., 2003; Pinheiro et al., 2004), suffering
changes in the metabolism of protecglycans and glycosaminoglycans, together
with an increase in its water concentration (Storey, 1957; Weiss, 1991; Zhao et al |
1999; Zhao et al., 2000, Moraes et al., 2004).

The proteoglycan and glycosaminoglycan molecules are in part responsible
for the biomechanical properties of the connective tissues (Culav et al, 1999
Kaneko et al, 2001). These macromolecules are involved in the fibrilogenesis being
responsible, among other factors, in determining the diameter of the coliagenous
fibrils, as weil as the maintaining the hydratation of the tissue (Neame et al., 2000;
Grande-Allen et al,, 2004; Grabbe et al. 2004).

Presently, little is known regarding the role played by hyaluronan (HA) in the
transformation undertaken by the pubic symphysis during pregnancy, partum and

post-partum. Nevertheless, the increase of the interpubic connective tissue in mice,
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has been partly explained as a conseguence of modifications observed both in the
amount of HA and water found in this tissue {(Zhao et al., 2000; Sunn et al., 2002).

indeed HA has an intimate relation to water. after all it exhibits notable
hydrodynamic characleristics — especially in relation {o its viscosity and its ability in
retaining back water. For this reason, an important role has been placed upon this
molecule during the homeostasis and biomechanical integrity of tissues in which it
is present, such as the interpubic sumphysis (Balazs et al., 1985, Toole, 2004).

In order to follow the presence of HA in the interpubic fissue throughout the
changes present in pregnancy, partum and post-parium, its amount was guantified
through use of the fluorimetric method (flucrescence-based assay). The results
obtained demonstrated a gradual increase in its amount beginning at pregnancy

and ending together with parturition. As a result, on the last day of pregnancy

ey

[18), the amount of AH found in the interpubic tissue was ten times greater than
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ty. this increase is retained on D18

{together with parturition) gradually decreasing the amourt of HA during the
following five days. As of the fifth day post-partum, the leveis of HA are already
very close, vet still slightly greater, from those found in the interpubic tissue of
virgin animals (table 1). Nevertheless, morphologically, the histoarchitecture of the
tissue is very similar to its structure in the virgin animai (Pinheirc et al., 2004).
Together with these changes, the relaxation of the interpubic tissue is
initiated two days before parturition (D17). Earlier experiments have shown a

the crimp angle resulting in an untwisting of the fiber. Furthermore, an increase in
the inter-fiber spaces was also reported (Pinheiro et al., 2004). Such spaces are
typically filled by water and hydrophilic macromolecules of the extracellular matrix,
such as proteoglycans and glvcosaminogliycans.

As a resuit, more water is attracted towards the pubic symphysis. Indeed,
recent studies have indicated a water increase of approximately 20% throughout
the period of pregnancy {Zhao et al., 2000},

However, the attraction of water into the extraceliular matrix can be directly

related 1o the presence of high levels of relaxin in the interpubic tissue during these
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last two days of pregnancy. Studies have also shown that relaxin is responsible for
influencing the homeostasis of corporeal fluids. Experimentally, it was
demonstraiec that rats during pregnancy have higher levels of circulating relaxin,
with a peak being observed on D18 (Crelin et al., 1955; Crelin et al., 1857). Others
are being shown, in truth, that high levels of relaxin do stimuiate water ingestion by
action of the relaxin on subfomical neurons (Sunn et al., 2002).

This process of water atiraction during the last days of pregnancy indicates
the importance of the presence of HA in the interpubic tissue. This macromolecule
is respensible for holding back, within the extraceliular matrix, the necessary water
molecules for the interpubic symphysis relaxation. is presence (together with
versican) in the interstices of the collagen fibrils is responsible for retaining water
within the very structure of these fibrils. In turn, weakling their tensile forces by
probably preventing the bundling of its fibers or promoting their dispersion, leading
towards the “relaxation” of the interpubic ligament.

in addition fo its biomechanical role together with the intraceliular matrix, HA
is also invoived in cell signaling and proliferation. Not only is this macromolecule
found within the extracellular matrix, but ifs presence can aiso be noted
periceilular, and intracellular within the cytoplasm of proliferating cells and
surrounding the celiular nucleus, close to chromosomes prior to mitosis (Evanko
and Wight, 199%a-b).

Consequently, due to localization of the intraceliular HA in prophase celis
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and aisc {o its co-locali
has been attributed to the intracellular HA the formation of a facilitated environment
for the celiular division (Hascall et al., 2004). Other studies have shown that HA,
while creating a hydrated zone around the cell, facilitates the detachment of the
cell from its substratum- a necessary step for the processes of mitosis and celiular
migration (Toole, 2001).

During pregnancy, prior to the relaxation of the tissue, the interpubic
ligament undergoes a tissular growth. However, it is already known that tissues
grow by either the deposition of the extraceliular matrix or an increase of the

number of the cells itself or by a combination of both.
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Mevertheless, the histochemical anaiysis for the localization of ihe
extraceliular HA in the pubic symphysis, provided evidences of the component both
in the extracellular matrix as well as within the tissue cells, found in the cytoplasm
and nucleus.

in addition, evidence of the presence of HA in the exiracellular matrix was
discrete in both virgins animals as well as pregnant animals from D12 (Fig. 1A and
1B). From this day onward, the evidence of the exiracellular HA had a gradua
increase until the eighteenth day of pregnancy (018). However, beginning on D15,
evidences of intracellular HA could also be seen. Its intraceliular presence was
he 5" day post-partum (Fig 1 C-H).

Evidences from our laboratory (yet not publishaed) about celiular proliferation
indicate a cellular proliferation peak in the interpubic tissue during D17 and D18 of
pregnancy, which in turn coincides with the infracellular presence of HA found in
the present study. Such resuits suggests that the intraceliular HA founded in these
two days participates in the process of cellular proliferation.

Yeat, from days D19 to 5dpp it is siill possible to notice intraceliular staining
of HA through the histochemical analysis. Furthermore, in the days following
parturition there is a reduction in the length of the interpubic ligament joined by a
low cellular profiferation (based on finding still not published by our labaoratory).

However, the intracellular presence of HA during this period may be
attributed to the endocytosis of extracellular HA for its degradation within the cell.
The degradation process of HA occurs through its interaction with the CD44
receptor, promoting its endocytosis and posterior degradation by hyaluronidases
{Underhili, 1992, Stem, 2004). As previously shown, beginning with pariurition
(D18) there is & significant reduction in the amount of HA in the interpubic tissue,
Being that in the third day post-parium iis levels are close to those observed on
(D17}, while on the fifth day post-partum it is reduced to ievels close to those of

D12

.

For these reasons, it is believed that the intracellular HA does participate in
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necessary degradation from the exiraceliular matrix.

During the last week of pregnancy and in post-partum, the cells of the
interpubic ligament particularly fibroblasts, acquire structural characteristics of
myofibroblasts. The high presence of this component during pregnancy and
postparium has been attributed as & necessary factor for the closing of the
pregnancy and the post-partum nas bes
closing of he pregnancy canal after birth (Morass et al. 2004).

in addition, there s evidence that when myofibroblast is differentiated. it has
a reduced capacily for the degradation of HA, which in turn allows its accumuiation
within the cell. Conseqguently, the accumulated HA within these cells contribuies for
the maintenance of their myofibroblastic phenotype (Jenkins et al., 2004). For this
reason, it is believed that perhaps the delay found in he reduction of the HA
amount in the interpubic ligament following birth (3dpp) helps maintain the
myofibroblastic phenotype of its celis. After all, these myofibroblasts must keep
together the pelvis bones in the pubic joint, which helps in the closing of the birth
canal after delivery.

Therefore, our biochemical and morphological results, together with our
research in literature, shows the involvement of HA in mice pubic symphysis during
pregnancy, partum and post-partum in three distinct processes: 1) In the formation
of a structure of rigid consistency, but flexible, that allows the passage of the
embryo for the childbirth canal: 2) Participating in the process of cellular
profiferation, through possible interactions with intracellular components of mitotic
ceils and also through the formation of a hydrated zone around the cells, facilitating
its detachment of the substratum, and 3) In the maintenance of myofibroblastic
phenotype of these cells, aiding in the process of involution suffered by the
interpubic lissue following parturition.
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FIGURE LEGEND

Figure 1A-H: Photomicrographs of longitudinal sections of mice pubic
sympnysis stained with a biotinylated probe for HA in virgin (Fig.1A - Virgin),
pregnant (Fig. 1B - 12D; Fig.1C - 18D; Fig.1D - 17D and Fig.1E - 18D), parturition
{Fig.1F - 19D} and postpartum (Fig.1G - 3dpp and Fig.1H - 5dpp) animals.

Arrows! intraceliviar stain for HA Bars: Fig. 1A = 30 ym; Fig. 1B—H = 10 um.

GRAPH LEGEND

Graph 1: Concentration of HA in the interpubic tissue of virgin, D12, D15, D17,
D18, D19, 3dpp and 5dpp animails.
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TABLE

Table 1: Results obtained from the statistical comparison analysis of the

interpubic tissue optic density.

Virgin | D12 | D15 | D17 | D18 | D19 | 3dpp
Y ) = e

Virgin |
D12 |
D15
D17
D18
D18

3dpp
Sdpp | (00

(0.05)

-For this analysis the Bonferroni multiple comparison statistics test was used.
-The values found above represent the statistical ¢ obtained.

-The value between parentheses, represent the statistical significance of their
respective { values. Statistically significant results contained p< 0.01.

Table 2: Analysis of the interpubic tissue optic density (obtained with a
biotinylated probe for HA) found in virgin, D12, D15, D17, 018, D19, 3dpp and
5dpp animals.

Virgin D12 D18 D17 D18 D19 3dpp Sdpp

Optical Density Mean 24 482 554 561 751 740 4338 29.6

Median 24 469 548 569 751 743 4386 29.0

Std. Deviation 0.1 106 98 93 10 1.0 8.5 1.6
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HaA

uofmy of Dry Tissue

Virgin Dz x5 o7 18 D18 3dop Sdop
Days of Pregnancy

GRAPH 1
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5 - CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos podemos concluir gue:

Houve um grande aumento na guantidade de 3cido hiaiurénico duranie a
prenhez & uma rapida diminuicdo na gquantidade deste composio no pos-

parto.

No 18° dia de prenhez (D18) temos a maior quantidade de acido hialurdnico

observada. Cerca de 10 vezes a encontrada em animais virgens.

No 19° dia de prenhez (D19), dia do pario, inicia-se s diminuicdo na
quantidade de acido hialurdnico.

No 5° dia apds o parto (5dpp) & quantidade de acido hialurénico ne tecido

interpubico ainda ndo retorna & enconirada em animais virgens.

O acido hialurdnico encontra-se distribuido por toda a matriz extracelular do
2w oo, o e i e rmy g, e p g By oo g,
b & i
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O aumenic na quantidade de acido hialurdnico durante a prenhez esta

relacionado a maior hidrataglo do tecido interplbico neste periodo.

A grande quantidade de acido hialurdnico permite a2 formacéo de uma
estrutura de consisténcia rigida porém flexivel que vai permitir a passagem

do feto pelo canal de parto.

cide hialurdnico

(i

Por meio de associagbes com demais moléculas o




Conclusdes

assim como 0 acido hialurbnico depositado ao redor das células do tecido

interpubice facilite o destacamento das mesmas de seu substrato.

9. O acido hialurdnico intracelular, observado no terceiro e quinto dia apés o
partc (3dpp e Sdpp respectivamente) deve atuar na manutengéo do fendtipo
micfibroblastico de células que participam do processo de involucio do tecido

interpubico no pds-parto.

Estudos futuros a respeito das enzimas de sintese e degradacao, dos
receptores para AH e as possiveis interacbes entre estas moléculas, deverio ser
feitos para um melhor entendimento do papel do AH no tecido interpubico

durante a prenhez, parto e pés-parto.
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