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RESUMO

Uma dramatica mudanca na sinfise pubica de camundongos é observada
no final da prenhez. Recentemente demonstramos que estas mudancas na sinfise
pubica durante a prenhez, parto e pos-parto estdo diretamente associadas com
componentes da matriz extracelular principalmente colageno, fibras do sistema
elastico, proteoglicanos e glicosaminoglicanos.

A remodelagéo tecidual envolve um equilibrio dinamico entre proliferacéo
celular e morte celular programada assim como as alteragdes nos componentes
estruturais da matriz extracelular. Deste modo, € importante considerar estes dois
comportamentos celulares quando investigamos os mecanismos que regulam a
remodelagéo do tecido interpubico; durante o seu crescimento ao final da prenhez,
parto e subsequente involugdo no periodo pés-parto.

A proliferaggdo e a morte celular programada foram identificadas por
deteccdo imunohistoquimica, PCNA e TUNEL respectivamente os indices de
proliferacdo e morte celular foram determinados por analises morfométricas.

Os nossos resultados demonstraram que a proliferacéo celular foi intensa
durante o periodo de formagéo do ligamento, entre os D15 e D18 de prenhez.
Entretanto, no D19, dia do parto, ocorre uma queda abrupta dos indices de
proliferacéo. A partir do D19, o declinio dos niveis de proliferacédo continuaram até
o 5dpp.

As analises quantitativas de morte celular, mostraram resultados opostos
quando comparados com os indices de proliferacdo celular. Por exemplo, no D19,
inicia-se um declinio nos indices de proliferacdo celular. Realmente, neste dia sdo
encontrados os mais altos indices de morte celular. Quando nés observamos
simultaneamente proliferacdo e morte celular durante o inicio da prenhez a
renovacao do ciclo celular € claramente proliferativo, produzindo hiperplasia para
no final da prenhez o ciclo ser dirigido para morte celular programada.

Interessantemente, embora altos niveis de morte celular durante a
involugao pos-parto pode ser mostrada pelas células TUNEL positivas, ndo fomos

capazes de observar nucleos picnéticos. Nucleos picnodticos com uma razoavel

xvii



freqéncia deveriam ser observados nesta situacdo, aonde morte celular
programada ocorre em ailtos niveis. O processo de autofagia, uma variacao da
morte celular programada denominada apoptose foi discutida como um
mecanismo alternativo de eliminacéo celular na involugo do ligamento interpubico

no periodo pés-parto.

Palavra Chave: sinfise pubica; prenhez; proliferacio celular; morte celular:

remodelagao Tecidual
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ABSTRACT

Marked changes in mice pubic symphysis occurs by the end of pregnancy.
Recently, we demonstrated that these changes in the pubic symphysis during the
period under study are directly associated with extracellular matrix components
remodeling mainly collagen, elastic fibers system, proteoglycans and
glycosaminoglycans.

Tissue remodeling involves a dynamic balance between cell proliferation
and programmed cell death as well as changes in the extracellular matrix
components. Therefore, it is important to consider these both cellular behaviors
when investigating the mechanism that regulates the interpubic tissue remodeling:
growth during late pregnancy and partum ensuring involution during the
postpartum period.

Proliferating and programmed death cells were identified by
immunohistochemistry, PCNA and TUNEL detection, respectively, and the rates at
which these processes occurred were determined by morphometric analysis.

Our results demonstrated that cellular proliferation was intense during the
period of ligament formation, from D15 to D18, thereafter abruptly declining on
D19. From parturition (D19) onwards, an ever increasing decline in the cellular
proliferation levels could be observed.

The quantitative analyses of cellular death, showed opposite results when
compared to cellular proliferation. For example, on D19, has initiated the decrease
on the proliferative index. Likewise, on this day that occur one of the highest level
of cellular death. When we observed simultaneously proliferation and cellular
death, during the early pregnancy the cycle of cellular renovation is clearly
proliferative, producing hyperplasia for in the later pregnancy the cycle be directing
by programmed cellular death.

Interestingly, although the high levels of the cellular death during postpartum
involution could be show by the TUNEL positive cells, we were unable to observed
picnotic nucleus. We would expect to find picnotic nucleus with reasonable

frequency in this situation, where programmed cellular death occurs in a great

X1X



extension. The process of autophagy, a variation of classical apoptotic cellular
death was discussed as an alternative mechanism of the cell elimination in the

postpartum ligament involution.

Keywords: pubic symphysis; pregnancy: cell proliferation; cellular death: tissue

remodelation.
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Introducao

1. INTRODUGAO

1.1. Sinfise Pubica

As articulagdes ou juntas s&o unides funcionais que ocorrem entre todas as
partes rigidas do esqueleto, sejam ossos ou cartilagens. Elas permitem, nao
somente a unido entre essas estruturas, mas também a mobilidade entre essas
partes. As articulagbes variam em composicéo e disposigdo, porém, apresentam
aspectos estruturais e funcionais em comum, sendo classificadas em trés grandes
grupos, baseando-se no grau de movimento e natureza do elemento que se
interpbem as pecas que se articulam: fibrosas (sinartroses) ou imodveis,
cartilagineas (anfiartroses) ou com movimentos limitados, e sinoviais (diartroses)
ou de movimentos amplos (Gardner et al., 1988; Gray, 1988).

O termo sinfise, de origem grega, significa “crescendo junto”, sendo que tal
denominacgéo é bastante apropriada, quando se descreve a articulacdo que esta
localizada na confluéncia dos ossos pubicos (Gamble et al., 1986; Gray, 1988).

A sinfise pubica é um tipo de articulagdo ligeiramente movel em que os
0ssos pubicos s&o conectados por coxins de cartilagem hialina, que por sua vez
estdo unidos por um tecido fibroso denso, o qual se funde com a cartilagem
resultando numa estreita zona de transi¢do fibrocartilaginosa. Essa estrutura é
revestida dorsal e ventralmente por tecido conjuntivo denso que se continua com o
pericondrio das cartilagens. O conjunto confere grande estabilidade a articulacao,
entretanto, a separacéo dos ossos pélvicos de animais prenhes se faz necessario
para que os fetos passem pelo canal de parto (Talmage, 1947a-b; Hall, 1947: Ham
1972).

No decorrer da prenhez, principalmente no que diz respeito a articulacéo
interpubica, ocorrem alteracdes estruturais cuja magnitude varia
consideravelmente entre diferentes espécies animais (Basset et al., 1955; Crelin,
1969a; Crelin et al., 1969b; Ortega et al., 2001; Sherwood, 1994). A transformacao

dessa articulacdo em ligamento extensivel é caracterizada pela deposigdo de
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matriz extracelular, e expanséo e diferenciacao de populagées celulares do tecido
conjuntivo, durante a prenhez, ou experimentalmente, sob estimulo de horménios
estrogénicos e da relaxina (Sherwood, 1994). Nestas condi¢cdes os condrocitos e
fibroblastos da sinfise secretam quantidades crescentes de componentes da
matriz extracelular. O desenvolvimento do ligamento extensivel, durante os Ultimos
cinco dias que antecedem o parto, e a involugdo, nos cinco primeiros que o
sucedem, sao marcados por intensa remodelagdo dos componentes da matriz
extracelular (Talmage, 1947a-b; Hall, 1947; Frieden, & Hisaw, 1953; Storey, 1957;
Kroc et al. 1958; Schwabe et al., 1978; Wahl et al., 1977; Sherwood, 1994).

Estudos morfologicos e bioquimicos das transformacées que ocorrem na
sinfise pubica durante a prenhez de roedores ou em ensaios biologicos, sob o
estimulo combinado de horménios estrogénicos e da relaxina, mostraram que
neste periodo ocorre aumento da deposigdo de complexos macromoleculares na
matriz tais como: o coldgeno, os glicosaminoglicanos e enzimas envolvidas no
processo de remodelacdo (Manning et al., 1965; Chihal & Espey, 1973; Whal et
al., 1977, McDonald & Schwabe, 1982; Viell & Struck, 1987).

Surpreendentemente, sdo poucos os estudos sobre o comportamento de
populacdes celulares da sinfise pubica e de suas caracteristicas morfologicas e
histoquimicas. Em contrapartida, s&o varios os estudos para a caracterizagéo de
polipeptideos da familia da relaxina, os quais utilizam o grau de relaxacdo da
sinfise como pardmetro para quantificagdo, in sifu, das atividades desses
compostos (Steinetz et al., 1988; Ferraiolo et al., 1989: Billesbach & Schwabe,
1995, 1996).

O ligamento da sinfise pubica, de algumas espécies de roedores, apresenta
caracteristicas que o faz adequado ao estudo do metabolismo da matriz
extracelular durante a prenhez, se comparado aos outros 6rgdos do sistema
reprodutor. Dentre outras caracteristicas, o ligamento € um tecido relativamente
homogéneo no qual os fibroblastos s&o os principais tipos celulares e o colageno
representa cerca de 70% do peso seco, enquanto o Utero apresenta

histoarquitetura complexa, na qual o musculo € o principal componente e, a
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deposicao de matriz extracelular ocorre de modo gradual durante a prenhez (Wahl
etal. 1977).

O emprego de tragadores radioativos, in vitro, demonstrou que fibroblastos
do ligamento interpubico expressam grande nimero de receptores para relaxina 2,
enquanto os condrocitos dos coxins cartilaginosos praticamente ndo expressam o
referido receptor (McMurty et al, 1980; Yan et al., 1992). A expansao de
populagdes de células in vitro, sob a influéncia daquele potente mitogeno, é
indicativa de que ocorre o aumento do nimero de fibroblastos no ligamento em
formac&o, concomitantemente ao aumento da sintese de matriz extracelular que
resulta em um ligamento plastico capaz de suportar e se amoldar ao estresse do
parto (McMurty et al., 1980).

Portanto, estudos que venham enfocar o comportamento de condrdcitos e
fibroblastos, durante as extensas transformacgdes pelas quais passam a sinfise
pubica, podem contribuir para o conhecimento de aspectos da modulagdo celular
no tecido conjuntivo.

Quanto & multiplicagdo de tipos celulares (condrdcitos e fibroblastos) ao
longo da prenhez do camundongo, ha evidéncias que a proliferacdo celular
contribui para dilatacdo do ligamento interpubico conforme sugerem Linck et al.
(1975). Paralelamente, tem sido notado que, a cascata de eventos bioquimicos
que levam ao amolecimento da cérvice uterina contribui para a morte celular
programada neste compartimento. Neste ambiente, reconhecidamente o
mecanismo de morte celular programada esta sob controle hormonal (Lepert,
1998).

Levando em consideragéo: a capacidade indutora de mitoses, apresentada
por hormonios liberados durante a prenhez, particularmente da relaxina e as
transformagdes da histoarquitetura do tecido interpubico, propde-se o presente
trabalho com o objetivo principal de conhecer os aspectos que dizem respeito a
proliferacao celular e morte celular programada na sinfise pubica do camundongo,
durante a prenhez, parto e pos-parto. O desenvolvimento do trabalho esta apoiado

na caracterizacao imunohistoquimica da expressdo da proteina nuclear PCNA e
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deteccao de fragmentagdo do DNA in situ para estudar a proliferacdo celular e

morte celular programada, respectivamente.

1.2. Ciclo Celular

Varios tecidos de organismos pluricelulares contém células com capacidade
de proliferar produzindo células filhas, quer seja durante o desenvolvimento, quer
seja para repor células perdidas.

Para se dividir, uma célula somatica eucarionte deve duplicar corretamente
todo seu conteudo genético (fase de sintese de DNA ou fase S) e, posteriormente.
distribuir seus componentes igualmente entre as duas células-filha (fase de mitose
ou fase M). Esse processo define as duas principais fases do ciclo. No entanto, a
maioria das células necessita de mais tempo para crescer e duplicar seu contetido
protéico e organelas do que para replicar seu DNA e se dividir. Assim, para
permitir mais tempo para crescer, a fase S e a fase M est&o intercaladas por dois
intervalos, com fungées n&o menos importantes, caracterizados por intensa
atividade transcricional e de sintese protéica. Na fase G1, que precede a fase S,
ocorre a sintese das proteinas envolvidas com a maquinaria de duplicacdo de
DNA, e a fase G2, que antecede a mitose, ocorre a sintese das proteinas
relacionadas com o processo de divisdo. Portanto, o ciclo celular de células
eucarionte € tradicionalmente dividido em 4 fases: G1, S, G2 e M. As fases G1, S
e G2 juntas sdo chamadas de interfase (Alberts et al., 2002; Lewin, 2001,
Cruchten & Van den Broeck, 2002).

As fases “gap” s@o muito mais importantes do que simples espacos de
tempo que permitem o crescimento celular. Elas também dao tempo para que a
célula monitore o ambiente interno e externo, assegurando que as condicdes sao
favoraveis para que a célula entre na fase S e M. A fase G1 é especialmente
importante nesse aspecto. Se as condicbes externas sdo desfavoraveis, por
exemplo, as ceélulas tém um retardo no progresso para G1 e podem entrar em um

estado especializado de arraste chamado de Gy, no qual pode permanecer por
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dias, semanas ou anos antes de se duplicar. Além disso, muitas células
permanecem em Gg até que elas ou o organismo morram (Carvalho et al., 2001).
Se as condigOes extracelulares sao favoraveis e os sinais para crescer e se dividir
estao presentes, as células em G1 ou Gp progridem para um ponto de
comprometimento proximo ao final de G1 chamado START (em levedura) ou
ponto de restricado (em mamiferos). Apds passarem por este ponto, as células
estdo comprometidas a replicar seu DNA, mesmo que sinais extracelulares,
responsaveis por estimular o crescimento celular e a divisdo celular, sejam
removidos (Alberts et al., 2002; Lewin, 2001).

Uma vez que a célula tenha tomado a decisdo de proceder sobre o START,
0s outros eventos seguird@o ordenadamente como resultado da rota do ciclo
celular. A progresséo ordenada dentro do ciclo celular € garantida por uma
diversidade de proteinas, sendo as moléculas centrais desse processo
pertencentes a familia das ciclinas, que recebem este nome por estarem
presentes durante o ciclo celular, e a familia das quinases dependentes de ciclina
(cdk), um grupo de serina/treonina quinases citoplasmaticas. Dentre as cdks,
pode-se citar a cdk1, cdk2, cdk4 e cdk6 e, dentre as ciclinas, as mais importantes
e mais bem caracterizadas s&o as ciclinas A, B, D e E. Acredita-se que essas
proteinas funcionem somente na forma de complexos, ou seja, a subunidade
catalitica desse complexo, a cdk, s6 exercera seu papel quando associada ao seu
par regulatorio, a ciclina. Quando complexos ciclina:cdk estdo presentes em
concentragbes suficientemente altas, certos pontos de checagem sdo passados e
a célula entre na fase seguinte do ciclo celular (Alberts et al., 2001: Carvalho et al_,
2001; Mangone & Federico, 2003). O ciclo celular pode ser controlado mudando a
concentracéo e a atividade desses complexos. O blogueio desses complexos
pode parar o ciclo celular e ent&o induzir a apoptose (Cruchten & Van den Broeck,
2002).

Em células de vertebrados, a formagdo do complexo ciclinaD:cdk4/6 (no
inicio da fase G1) comanda a passagem pelo chamado ponto de restricdo (PR), o
primeiro momento critico apds o qual a célula progride para uma nova etapa do

ciclo celular. A existéncia de R serve como um marca-passo que evita que a célula
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progrida no ciclo até que o restante da maquinaria celular necessaria esteja pronta
(Carvalho et al., 2001). Dessa forma, a ciclina D, na forma de complexo com a
cdk4 ou cdk6 parece crucial para a progressao até a metade da fase G1:; a ciclina
E, como subunidade regulatéria de cdk2, parece ser responsavel pela transicdo de
G1-S; a ciclina A:cdk2 governa a progressao na fase S e a ciclina E associada a
cdc2, a transicdo G2-M. A atividade desses complexos ciclina:cdk parece ser, por
sua vez, também regulada por reacdo de fosforilagdo ou de defosforilagdo. Sao
exemplos a ciclina H:ckd7, também chamada de quinase ativadora de cdk ou CAK
(cdk Activator Kinase) que fosforila a ciclina D:cdk4/6, e a defosforilacao da ciclina
B:cdc2 na fase G2, concluida pela fosfatase cdc25, permitindo a transicdo para M
(Alberts et al., 2002; Mangone & Federico, 2003).

Paralelamente, os reguladores negativos do ciclo celular, tais como o p53 e
o pRB (membros da familia da proteina retinoblastoma), sdo também regulados
por reacoes de fosforilagéo e defosforilacdo. Os pRb na sua forma hipofosforilada,
agem como inibidores de proliferacdo, mantendo acopladas proteinas necessarias
para a progressao no ciclo celular (Alberts et al., 2002; Mangone & Federico,
2003).

Para que o conteudo genético da célula replique corretamente, €
fundamental a existéncia de um balanco entre estimulos positivos e negativos,
coordenando a progressdo dentro do ciclo celular (Alberts et al., 2002). A parada
ou abortamento do ciclo celular ja em andamento sdo observados fisiologicamente
quando ocorre uma falha na replicaggdgo do DNA, durante a morte celular
programada, ou a senescéncia. Esse controle negativo € exercido, principalmente,
pelos inibidores de quinase-dependente de ciclina, também conhecidos como
CKls. Essas proteinas que inibem a atividade quinase dos complexos ciclina:cdk,
pertencem a duas familias: INK4 e CIP/KIP. As CKls exercem, provavelmente, o
papel de efetores finais de outros inibidores de proliferagéao mais conhecidos como
o proprio p53 e o fator transformador de crescimento (TGFB) (Mangone &
Federico, 2003).
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1.2.1. Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular - PCNA

Diversas estratégias tém sido adotadas para caracterizar as etapas do ciclo
celular. Recentemente, Leblond & El-Alfy (1998) através do emprego do método
de Feulgen e da colorag@o pelo fluorocromo Hoechst 33258 e de analises ao
microscopio de luz e eletrénico, dividiram o ciclo celular em 11 estagios, sendo 4
da mitose e 7 da interfase. Porém a interpretacéo de resultados obtidos a partir de
métodos subjetivos deve levar em consideracao este aspecto inerente ao método,
assim como a contagem de mitoses e a impregnacgao das regiées organizadoras
de nucléolos pela prata (AgNORs) que, séo os métodos mais conhecidos de
avaliacao da proliferagao celular. Em contrapartida, a deteccao imunohistoquimica
de proteinas expressas durante determinadas etapas do ciclo celular {ciclinas),
assim como a incorporacao de precursor de DNA (bromodeoxiuridina e timedina
tritiada) associadas a citometria de fluxo permitem caracterizar etapas do ciclo
celular, particularmente a fase S, com grande fidelidade e objetividade (Yu & Filipe
1993, Elias 1996).

O emprego de anticorpos poli e monoclonais anti-ciclinas tem-se mostrado
como uma estratégia das mais rapidas e sensiveis para identificacdo e
quantificacdo da proliferacdo efou morte celular, por meio de métodos
imunoquimicos. Dentre estas ciclinas algumas tem expressao temporal limitada, a
exemplo dos antigenos como o MIB-1 e KI-67, presente no nucleo de células em
fase G1, S e G2, possuindo vida media de apenas 20 minutos (Elias 1996).
Entretanto hé& ressalvas no que diz respeito a identificacdo temporal de
determinados marcadores de proliferacdo celular, a exemplo do KI-67, cuja
expressao pode ser menor em células com caréncia nutricional, como aquelas
encontradas proximas aos centros de necrose em tumores, apesar destas estarem
em fase S ou G2 (Yu et a/.,1995).

Se por um lado € sabido que as ciclinas do tipo D ndo so estéo limitadas a
fase G1 como também s&o essenciais para a progressdo desta do ciclo celular
(Sherr,1993), reconhece-se também que a ciclina D1 ndo é essencial para o

desenvolvimento de muitos tecidos e 6rgaos de murinos, porém ela forma um
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complexo especifico com o receptor de estrogeno em células que proliferam e se
diferenciam durante a prenhez, a exemplo do epitélio da glandula mamaria
(Neuman et al , 1997).

Por outro lado é sabido que nas fases Gy € G1 do ciclo celular, o PCNA é
minimamente expresso, vindo a aumentar ao final da fase G1 e ao longo da fase
S, havendo um rapido decréscimo na fase G2 e M; sabe-se também que a
utilizacdo do PCNA para a quantificagdo de proliferagdo em tumores humanos
devido a uma meia-vida longa (24hs) deve-se ser realizada com cautela devido ao
seu envolvimento no processo de reparacado do DNA (Kurki et al., 1988, Takamoto
et al.1998).

No que diz respeito a selecdo de marcadores para estudos de remodelacdo
dos tecidos onde a proliferacao € acelerada, a detecgdo de ciclinas tem mostrado
boa correlacdo com o PCNA, o qual, além de ser expresso no periodo que
compreende a da fase S do ciclo celular, e possuir uma meia vida maior que de
outras ciclinas (a exemplo da MIB-I, de somente 20 min e rapidamente
catabolizado) (Takamoto et al. 1998).

O emprego de técnicas imunoquimicas para o reconhecimento de proteinas
expressas especificamente na fase de duplicacdo do DNA, durante o ciclo de
proliferacao celular, se tornou método consagrado no estudo de aspectos que
dizem respeito a proliferacdo celular. Os anticorpos monoclonais que se ligam &
proteina nuclear PCNA [Proliferating Cell Nuclear Antigen (molécula de 36 kDa,
altamente conservada filogeneticamente e que atua como co-fator da DNA-
polimerase 5, expressa na fase S, do ciclo de proliferagdo celular)], se
converteram em sondas amplamente utilizadas em ensaios imunoquimicos para a
rapida identificacdo de células blasticas, transformadas ou tumorais, em fase
proliferativa (Tan et al., 1987; Kurki, et al., 1988; Yu & Filip, 1993; Yu et al., 1995).

Os anticorpos anti-PCNA detectam um antigeno de proliferacdo celular
(PCNA) nos nucleos das células que replicam seu DNA. O antigeno é uma
proteina nuclear auxiliar, ndo-histona, com peso molecular de 36KDa e que possui
um papel critico na replicacgo do DNA e consequentemente na proliferacio

celular. A associacdo do PCNA com a DNA polimerase delta ird determinar o
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comprimento da fita de DNA formada durante o processo de replicacdo (Kurki et
al., 1988).

1.3. Morte Celular Programada

A morte celular programada é o principal componente do desenvolvimento
normal e patoldégico, podendo ocorrer de vérias formas, tais como apoptose,
autofagia e outros (Guimaraes, et al., 2003). A identificacdo da maneira da morte
celular em cada circunstancia € importante para o conhecimento dos mecanismos
envolvidos, assim como para a utilizacdo de estratégias de intervencdo no
processo de morte celular.

Varios programas de morte celular foram demonstrados em uma variedade
de linhagens celulares ou cultura de células isoladas, porém, pouco é conhecido
sobre a relacao entre estes diversos programas. Entretanto, uma associacdo entre
apoptose e autofagia tem sido mostrado na involugdo de vérios 6rgios de insetos
em metamorfose (Lockshin & Zakeri, 2002).

A detecgéo especifica de fragmentos de DNA degenerados in situ, tem sido
usada em uma grande variedade de tecidos para estudar morte celular
programada. A identificagdo da terminacao 3’ hidroxi de DNA degradados através
do emprego da Terminal deoxinucleotidil Transferase (TdT) pelo método de
TUNEL se constitui em estratégia de reconhecida especificidade na deteccdo dos
processos que levam aos diversos tipos de morte celular programada (Lepert,
1998).

1.3.1. Apoptose

O conceito essencial da apoptose é o resultado de um programa de
mudancas nucleares e citoplasmaticas, preciso e controlado geneticamente com

caracteristicas morfolégicas e bioquimicas definidas.



Introducao

A apoptose existe especialmente para que certas células em locais
definidos morram para que o desenvolvimento normal ocorra, por exemplo, os
espacos interdigitais, a regressdo dos ovarios, etc. Além da morte no decorrer do
desenvolvimento, a apoptose & essencial para a manutencdo da integridade
celular, através da eliminagdo de células infectadas ou com o DNA alterado que
nao pode ser reparado pelo mecanismo da excisdo ou ainda quando ocorre a
transcricédo de gene inapropriadamente.

A apoptose € um tipo distinto de morte celular observado em células Unicas
usualmente circundadas por células vizinhas saudaveis. Esse processo de morte
celular € essencial para o desenvolvimento e manutencdo de organismos
multicelulares. Muitas células eucariontes que morrem e sdo removidas de um
modo programado passam por uma série de mudancas bioquimicas e
morfol6gicas surpreendentemente estereotipicas caracterizada por diminuicio do
volume celular, formac&o de bolhas na membrana plasmatica, manutenco da
integridade das organelas, condensacédo e fragmentagdo de DNA, seguido de
remog&o ordenada por fagocitose (Leist & Jaatteld, 2001: Guimardes e Linden,
2004).

A apoptose € designada especificamente para células desintegradas de
uma maneira ordenada, evitando o espalhamento dos componentes sollveis da
célula pelo tecido, uma vez que é mantida a barreira funcional da membrana
plasmatica. N&o obstante, existem mudangas sutis nesta membrana levando as
celulas vizinhas a envolver as células mortas. Assim, as células predestinadas séao
degradadas dentro de limites de uma vesicula — o fagolisossomo — de uma outra
célula saudavel Para facilitar tal envolvimento, as células apoptéticas reduzem
seu volume. Essas células bombeiam ions para fora e contraem seu citoesqueleto,
reorganizando-o e formando um tipo de gaiola ao redor do nucleo. Uma reducdo
geral do volume celular é frequentemente acompanhada por picnose nuclear. As
células podem também destacar parte de seu citoplasma, o qual muitas vezes
inclui organelas celulares efou fragmentos altamente condensados do nucleo
envolvido por membrana plasmética intacta. Estes corpos apoptéticos sdo, na

maioria, englobados por células vizinhas e em particular por macréfagos. Os
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macréfagos reconhecem os fragmentos celulares apoptéticos pela sua expresséao
de fosfatidilserina do lado de fora da membrana plasmatica. Qutro mecanismo de
fagocitose € mediado por receptores de vitronectina ou certos carboidratos
(Zamzami & Kromer, 1999; Leist & Jaattela, 2001; Cruchten & Van den Broeck,
2002).

As células em apoptose também ativam enzimas cataboliticas que auxiliam
a digestao de componentes celulares criticos no interior da célula. Dentre essas
hidrolases esta incluida uma classe de enzimas especificas denominadas
caspases, alem de enzimas que digerem DNA (Dnase); ambas participam, direta
ou indiretamente na picnose nuclear. Na sua forma mais classica, apoptose é
observada quase que exclusivamente quando caspases, em particular caspase-3,
sao ativadas (Zamzami & Kromer, 1999; Leist & Jaattela, 2001; Marsden et al,
2002; Okada & Mak, 2004).

1.3.2. Autofagia

A morte celular programada denominada autofagia difere morfologicamente
da apoptose pela presenga de vacuolos autofagicos os quais s&o usados pela
célula que esta morrendo para se autodestruir.

Estudos recentes tém indicado uma relagéo entre ativacdo de caspases e
autofagia indicando uma associagdo entre estes dois modos de morte celular
programada.

O blogueio da apoptose mediada por caspases nd3o impede que a célula
morra mas que desenvolva um outro mecanismo de morte que ativa o
compartimento lisossomal autofagico (Xue et al. 1999; Uchiyama, 2001).

A autofagia aparentemente é o processo de morte celular escolhido pela
celula quando ha um impedimento fisico para a retirada dos corpos apoptdticos,
por exemplo matriz extracelular abundante como ocorre na cartilagem
hipertréfica.

O processo de autofagia que ocorre na cartilagem hipertrofica foi descrito e

denominado condroptose por Roach e col., 2004. Esse processo de morte celular
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apresenta varias caracteristicas morfolégicas comuns com as da apoptose
classica. Porem, embora tenha envolvimento com as caspases nao apresenta
corpos apoptéticos e, deste modo n&o apresenta caracteristicas que a apresentem
as celulas fagocitarias. Além disso, as células fagocitarias ficam a uma
consideravel distancia separadas por uma extensa matriz da célula que esta
morrendo. O processo classico da apoptose em uma situacdo como esta levaria a
célula a sofrer uma necrose secundaria instalando um processo inflamatério ndo
desejado pelo organismo. Assim, a autofagia consiste em uma vantagem crucial

para o tecido que tem as suas células eliminadas sem danos para a vizinhanca.

1.4. Proliferagao e morte celular

A homeostasia nos tecidos € dependente de um perfeito equilibrio entre
proliferagcdo e morte celular, o que auxilia no controle do numero de células e
tamanho do tecido. O equilibrio entre sinais positivos e negativos determina a
deciséo entre vida ou morte. Um desequilibrio pode resultar em doencas
relacionadas com apoptose ou crescimento celular (Hengartner, 2000; Vermeulen
et al., 2003). Assim, é possivel sugerir uma ligacédo direta entre ciclo celular e
apoptose, uma vez que existe um numero de caracteristicas morfolégicas
similares entre mitose e apoptose. Dentre essas caracteristicas observa-se o
“‘desligamento” do substrato, rolamento celular, diminuicdo do volume celular e
condensagcao da cromatina (€ claro que existem diferengcas importantes e
determinantes, como o nivel de DNA que estd fragmentado nas células
apoptoticas e segregado durante a mitose).

Diferentes componentes, comuns a apoptose e ciclo celular tém sido
identificados e promovem uma segunda razao para a ligacao entre ciclo celular e
apoptose. Observa-se um papel duplo de algumas proteinas: c-Myc, p53, pRb,
Ras, PKA (proteina quinase A), PKC, Bcl-2, NF«B, CDK, ciclinas e CKIl. Apds
estimulacdo, estas proteinas podem induzir proliferacdo celular, arraste do ciclo
celular ou morte celular; os diferentes caminhos dependem de diferentes variaveis

(como tipo celular, microambiente celular e genético). Além disso, a extensdo do
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dano no DNA e o nivel de diferentes proteinas contribuem para o processo de
decisdo entre vida ou morte. A decisdo entre proliferacdo ou morte celular é
controlada por mais de um sinal e esta necessariamente ligada a uma resposta
celular propria. Assim, pode-se imaginar consequéncias catastréficas para a célula
quando elementos chaves da regulagdo do ciclo celular efou morte celular ndo
estdo coordenados. O entendimento da ligacdo entre ciclo celular e morte celular
pode ser muito importante no conhecimento de condigdes patolégicas, inclusive no
sentido de se identificar novas estratégias terapéuticas (Vermeulen et al., 2003).
Observa-se na apoptose que o DNA nuclear extraido das células
apoptoticas esta freqientemente degradado em um padrdo internucleossomal.
Isto & a clivagem do DNA durante a apoptose ocorre em sitios entre
nucleossomos. Os nucleossomos sao estruturas contendo proteina que ocorrem
na cromatina em intervalos de =~ 200 pares de bases. Entretanto, a fragmentacao
do DNA parece ser uma consequéncia secundaria e ndo uma causa especifica da
apoptose. Contudo, a detec¢do de fragmentacdo de DNA e a presenca de
extremidades de filamento simples de DNA (single-strand DNA ends) continua
sendo um ensaio usado em muitos estudos para detectar células apoptaoticas,
particularmente em tecidos vivos. Assim, a interpretacao disso em ensaio in situ
de fragmentacdo de DNA, como TUNEL, deve ser avaliado cuidadosamente junto

com aspecto morfoldgico de células apoptéticas. (Collins et al. 1997).
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2. OBJETIVOS

Considerando as caracteristicas biologicas do processo de transformacao
gradual da sinfise pubica em um ligamento extensivel durante a prenhez, ndo
somente as custas de modificacdes no metabolismo de componentes da matriz
extracelular, mas também das populagbes de condrécitos e fibroblastos, é
razoavel pressupor que tanto a proliferacdo quanto a morte celular programada
devam representar papeis importantes neste processo. A deteccdo de eventos
relacionados as variacbes numéricas de populagdes celulares podera ser obtida
com a aplicagédo de meétodos imunohistoquimicos que permitam a localizacao
espaco-temporal dessas modificagbes nas diferentes regides da sinfise ou

ligamento pubico.

Neste sentido, o presente trabalho tem como objetivos:

1 — Determinar por método imunohistoquimico as células em proliferagdo

celular e em morte celular programada.

2 — Determinar por analise morfométrica os indices de proliferacdo e morte
celular programada na sinfise pubica total e separadamente nos tecidos que a

compde: cartilagem hialina, fibrocartilagem e ligamento.

3 — Comparar os indices obtidos de proliferacdo e morte celular para
determinar a dinamica celular envolvida no processo de remodelagéo tecidual que

ocorre na sinfise pubica durante a formag&o e involugéo do canal do parto.

Através dos resultados obtidos, pretendemos também contribuir para a
compreensao dos processos de remodelagdo de tecido conjuntivo trazendo
subsidios para outras e novas perguntas sobre a caracterizagao e participacdo
dos tipos celulares presentes na sinfise pubica, nos diferentes grupos

experimentais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos Mus musculus 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 constantes) e expostos a luz por um periodo digrio de 12 horas (7:00 - 19:00

h). Os animais tiveram acesso ad /ibitum a agua e ragéo comercial.

3.2. Acasalamento

Os camundongos Swiss fémeas virgens foram colocados juntos aos
machos de mesma linhagem e observado, a cada manh3, o tamp&o vaginal. Para
estimar o estagio de prenhez foi considerado como o primeiro dia, o dia em que o
tampao vaginal for encontrado (D1). As coletas dos tecidos interpubicos foram
feitas a partir do 12° dia da prenhez (D12) até o 5° dia pés-parto (5dpp) [3 animais
por grupo para cada experimento: D12, D15, D17, D18, D19 (dia do parto), 3dpp e
>dpp].

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

3.3. Procedimento Cirargico

No momento da coleta, as fémeas foram mantidas sob dose de anestésico
1:1 de Cloridrato de Xylazina (Virbaxyl 2%) e Ketamina (Francotar) na dose de
0,15 ml/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. Apos laparotomia, as por¢cdes mediais dos ossos pubicos com sinfises ou

.._.
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ligamentos interpubicos foram removidos e processados de acordo com o método
de estudo a ser empregado.

As sinfises ou ligamentos foram fixados nos procedimentos gue se seguem.

3.4. Método Histoquimico

3.4.1. Método Indireto da Imunoperoxidase Acoplada a Streptoavidina-
Biotina — PCNA

Os fragmentos de tecido foram fixados em solugcdo contendo
Paraformaldeido 4% dissolvido em Tampao Fosfato 0,1M de pH 72 e
posteriormente foram embebidos em parafina.

Seccdes da sinfise pubica (7um), obtidas sobre |aminas silanizadas. foram
desparafinizadas e hidratadas. Em seguida, os cortes receberam tratamento
prévio em solug&do Tamp&o Citrato de Sodio 0,01 M de pH 6.0, afim de recuperar a
antigenicidade das moléculas. Esta etapa foi realizada em forno microondas
domestico (Modelo NN 7809-BH; Panasonic do Brasil Ltda., Brasil), empregando-
se a poténcia maxima durante 2 ciclos de trés minutos, interrompidos por intervalo
de igual duracao.

Decorrido este procedimento, os cortes foram lavados em solugao tampao
TRIS-HCI salino (TS: NaCl 0,15M, TRIS-HCI 0,05M de pH 7,6) durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Na seqUéncia, os cortes receberam tratamento prévio
com peroxido de hidrogénio 0,3% em TS de pH 7,6 durante 30 minutos a
temperatura ambiente, foram entdo novamente lavados em TS de pH 7,6 durante
10 minutos e em seguida feito o blogueio dos sitios inespecificos em Soro normal
de cabra 3% e albumina de soro bovino (BSA)1% dissolvidos em tampao TS de
pH 7.6, durante 30 minutos a temperatura ambiente, em camara Umida. Logo apoés
foi feita a aplicagéo do anticorpo primario monoclonal anti-proteina nuclear-PCNA
humana (Monoclonal Mouse, anti-human, PC10, Anti-proliferating cell antigen -
Dako, Glostrup - Denmark) na propor¢do de 1:100 em tampao TS de pH 7.6
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contendo 1,0% de soro normal de cabra e 1.0% de (BSA), e incubados durante
uma noite em camara umida, a temperatura de 4 °C.

Decorrido este periodo os cortes foram novamente lavados em tampao TS
de pH 7.6, em duas etapas de 15 minutos cada & temperatura ambiente. Logo
apos, foi aplicado o anticorpo secundario (anti-imunoglobulinas de camundongo e
coelho), obtidos em cabra, conjugado & biotina (Biotinylated anti-rabbit and anti-
mouse immunoglobulins- LSAB 2 Kit, DAKO Corporation, Carpinteria, CA, USA),
durante 45 minutos & temperatura ambiente, em camara Umida. Foram novamente
lavados em tamp&o TS de pH 7,6 em duas etapas de 15 minutos cada uma a
temperatura ambiente e colocados no conjugado marcador streptoavidina-
peroxidase (Streptoavidin-peroxidase- L SAB 2 Kit, DAKO Corporation, Carpinteria,
CA, USA) durante 45 minutos & temperatura ambiente, em camara Umida. Foram
novamente lavados em tamp&o TS de pH 7,6 em duas etapas de 15 minutos e
posteriormente revelados com solugdo reveladora da peroxidase, recentemente
preparada, contendo: 0,05% de Tetra-hidroclorato de 3,3'-Diaminobenzidina (DAB,
Sigma Company, St Louis, USA) e 0,03% de H,0, em TS pH 7,6 6 e adicionada
de niquel. As laminas foram lavadas em agua destilada, contracoradas pelo verde
de metila, desidratadas e montadas em meio sintético.

3.4.2 — Método de TUNEL para a Detecgao de Morte Celular

Fragmentos de DNA foram detectados através do método de TUNEL
usando o kit comercial “In Situ Cell Death Detection — POD” (Roche Molecular
Biochemicals, Germany) a fim de identificar a presenca de morte celular
programada.

Os fragmentos de tecido foram fixados em solugdo contendo
Paraformaldeido 4% dissolvido em Tampéao Fosfato 0,1M de pH 7,2 por 12 horas
a temperatura ambiente (Gavrieli et al., 1992).

Seccdes da sinfise pubica (7um), obtidas sobre Iaminas silanizadas,
foram desparafinizadas e hidratadas. Em seguida, os cortes foram lavados em

PBS (50 mM fosfato de sddio, pH 7.4, 200 mM NaCl) por 5 minutos a temperatura
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ambiente. Na sequéncia, os cortes receberam tratamento prévio com solugdo de
proteinase K (Oncor Protein Digesting Enzyme) (20 ug/mL em PBS), aplicada
durante 15 minutos em camara Umida a 37° C e lavados rapidamente em PBS (50
mM fosfato de sodio, pH 7.4, 200 mM NaCl). Em seguida, os cortes receberam
tratamento com peroxido de hidrogénio (H>0,) & 0,3% diluido em metanol por 10
minutos a temperatura ambiente a fim de bloquear a atividade da peroxidase
endégena. Foram entdo novamente lavados em PBS e na sequéncia foram
incubados em uma solugdo de permeabilizacdo (0,1% Triton X-100 diluido em
solugdo de citrato de sodio 0,1%) por 2 minutos em gelo (4°C). Apds. os cortes
foram lavados em PBS e incubados com mistura para a reagdo contendo a enzima
TdT (diluido 1:2 em tampao de diluigdo para TUNEL) e dUTP por 1 hora em
camara umida a 37°C. A incorporagdo da fluoresceina foi detectada através do
anticorpo anti-fluoresceina conjugado & peroxidase (POD). As laminas foram
lavadas em PBS e a peroxidase foi visualizada através da soluc&o reveladora da
peroxidase, recentemente preparada, contendo: 0,05% de Tetra-hidroclorato de
3,3'-Diaminobenzidina (DAB, Sigma Company, St Louis, USA) e 0,03% de H,0,
em TS pH 7,6 adicionada de niquel.

As laminas foram lavadas em agua destilada, contracoradas pelo verde de
metila, desidratadas e montadas em meio sintético.

Os mesmos procedimentos foram feitos em cortes de gléandulas mamarias
(controle positivo). Controles negativos foram preparados com a substituicdo da
enzima TdT por agua destilada.

3.5. Analise Quantitativa

As células PCNA e TUNEL positiva foram identificadas através da presenca
da imunoreatividade nuclear. A analise de imagem foi feita utilizando o programa
Image Pro-Plus 4.1.0.1 (Media Cybemetics, Silver Spring, MD). As imagens foram
obtidas e gravadas com uma camera de video colorida Sony ExwaveHAM (Sony
Electronics Inc., ParkRidge, NJ) acoplada a um microscépio Nikon Eclipse E800. O

indice percentual de proliferacdo celular e morte celular foi obtido através da
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contagem minima de 100 células de diferentes regides da sinfise pubica no
aumento de 400 X.

3.6. Analise Estatistica

Os dados apresentados tiveram suas médias e erros-padrées calculados. A
analise estatistica foi realizada através do Teste de Kruskal-Wallis seguido do
Teste de Mann-Whitney. Valores de P< 0.05 foram considerados estatisticamente

significante (Fowler & Cohen, 1990).
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Proliferation and cell death in mice pubic symphysis during pregnancy,
partum and postpartum.
AM. Veridiano, E.A, Garcia, M.C. Pinheiro, O.M.S Toledo and P.P. Joazeiro

ABSTRACT

Marked changes in mice pubic symphysis occurs by the end of pregnancy.
Recently, we demonstrated that these changes in the pubic symphysis during the
period under study are directly associated with extracellular matrix components
remodeling mainly collagen, elastic fibers system, proteoglycans and hyaluronic
acid.

Tissue remodeling involves a dynamic balance between cell proliferation
and programmed cell death as well as changes in the extracellular matrix
components. Therefore, it is important to consider these both cellular behaviors
when investigating the mechanism that regulates the interpubic tissue remodeling;
growth during late pregnancy and partum ensuring involution during the
postpartum period.

Proliferating and programmed death cells were identified by
immunohistochemistry, PCNA (proliferating cell nuclear antigen) and TUNEL
detection, respectively, and the rates at which these processes occurred were
determined by morphometric analysis.

Our results demonstrated that cellular proliferation was intense during the
period of ligament formation, from D15 to D18, thereafter abruptly declining on
D19. From parturition (D19) onwards, an ever increasing decline in the cellular
proliferation levels could be observed.

The quantitative analyses of cellular death, showed opposite results when
compared to cellular proliferation. For example, on D19, has initiated the decrease
on the proliferative index. Likewise, on this day that occur one of the highest level
of cellular death. When we observed simultaneously proliferation and cellular
death, during the early pregnancy the cycle of cellular renovation is clearly
proliferative, producing hyperplasia for in the later pregnancy the cycle be directing

by programmed cellular death.
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Interestingly, although the high levels of the cellular death during postpartum
involution could be show by the TUNEL positive cells, we were unable to observed
picnotic nucleus. We would expect to find picnotic nucleus with reasonable
frequency in this situation where programmed cellular death occurs in a great
extension. The process of autophagy, a variation of classical apoptotic cellular
death was discussed as an alternative mechanism of the cell elimination in the

postpartum ligament involution.

Keywords: pubic symphysis; pregnancy; cell proliferation: cellular death; tissue

remodelation.
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INTRODUCTION

The symphysis pubic is a joint located at the confluence of the pubic bones.
This joint is formed by an interpubic fibrocartilaginous tissue placed between thin
layers of hyaline cartilage that coat the two pubic bones. This situation observed in
virgin and non-pregnant mice undergoes radical transformations during late
pregnancy, partum and post-partum.

Histologically, it comprises the growth of an interpubic ligament and swiftly
and pronounced swelling of this tissue during the last two days of pregnancy to a
rapid and safe delivery of the fetuses at term. After the delivery, a new
reorganization of the interpubic tissue occurs, resulting in an involution of the
ligament and a growing of the fibrocartilaginous tissue.

Are involved in this extense tecidual remodelation knowing changes in the
extracellular matrix components [1, 2, 3, 4 and 5].

Tissual remodeling also involves a dynamic balance between cell
proliferation and programmed cell death. Therefore, it is important to consider
these both cellular behaviors when investigating the mechanism that regulates the
interpubic tissue growth during late pregnancy and partum ensuring involution
during the postpartum period. Some of the molecules involved in cell proliferation
and programmed death are under hormonal influence, mainly estrogen,
progesterone and relaxin [6 and 7]. All three hormones contribute to the increase in
the cervical cell number during late pregnancy in rats by promoting cell proliferation
and inhibiting apoptosis [8 and 9].

One of the various roles of the programmed cell death in all animals is the
forming and delecting structures [10]. There are abroad range of styles of
programmed cell death mentioned in the literature [11, 12 and 13]. However, a very
common and best understood cellular death is the apoptosis, which morphological
features were first described 30 years ago [14 and 15] In classical apoptosis, a set
of morphological changes such as: detachment of cells from their surrounding, cell
shrinkage of the cytoplasm with relative conservation of the organelles, nucleus

with condensation of chromatin and fragmentation of the cell into the fragments

24



Proliferation and cell death in mice pubic symphysis during pregnancy, partum and postpartum

called apoptotic bodies. The apoptotic bodies persist for hours or even longer
before being eliminated by phagocytosis. A striking feature that occurs in early all
cases of apoptosis is the activation of an endonuclease that cleaves DNA in
nucleosomal units. These DNA fragments can be stained immunohistochemistry
and localized in situ [18].

Cell death with apoptotic morphology can be triggered by various stimuli.
These stimuli engage an evolutionarily conserved intracellular machinery of
execution, which depends on the caspases (cysteine-aspartate) enzymes [17].

The cell death is need by the organism to get rid of cells that are no longer
need by the body, due to various reasons. This essential mechanism for
maintaining the tissue and cellular integrity could not permit an inflammatory
response that usually cause tissue swelling and damage. In such way, to avoid
releasing noxious cellular components -that will provoke an inflammatory
response- the cells that are dying need to be engulfed by professional
(macrophages) or amateur (neighboring cells) phagocytes that adquires
phagocytotic ability [18].

So, intercommunication between phagocytic cells and dying cells are
required. In certain localizations of the body, physical barriers such as testis-blood
or brain-blood prevents the involvement of macrophages. Also tissues where the
cells are embedded in an extense extracellular matrix as cartilage or ligament, the
physical contact between the cells and/or the instructions for phagocytic cells, how
it can die without disturbing the neighboring environment, is interrupted. An
alternative mechanism, different of the secondary necrosis may be crucial of
eliminating cellular remnants in such situations. Chondroptosis is a variant of
apoptotic cell death in hypertrophic and articular chondrocytes in vivo proposed by
Roach [19].

The interpubic tissue is a connective tissue with an extense extracellular
matrix that undergoing a series of rapid morphological changes during mice late
pregnancy, partum and postpartum, resulting in an extensive tissue reorganization.
During this recrganization, a fibrocartilage is replaced by a ligament. This ligament

growth until the parturition, following by an involution during the postpartum period.
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As there is little knowledge concerning the behavior spatial and temporal of
the pubic symphysis cells, this study was undertaken to determine the cellular
proliferation and death in mice pubic symphysis during pregnancy, partum and
postpartum periods. The proliferative activity was determined by the expression of
the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and the cellular death by DNA

fragmentation as assessed by TUNEL.
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MATERIAL AND METHODS
Tissue collection

Adult female virgin Swiss mice (approximately 90 days old, weighing from
25 to 30g) from Center of Animal Care at UNICAMP, SP, Brazil, were used.
Animals were maintained in a controlled environment (25 + 2°C; exposed to a daily
light cycle of 12 h) and had free access to rodent dry pellets and water. 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 (3 animals per
group) between the 12" day and the 19" day of pregnancy (D12, D15, D17, D18,
D19) and during 3 and 5 post-partum days (3dpp and 5dpp). The 19" day was
considered the day of the delivery. Sic virgin mice in estrus were chosen as the
control group. Estrus was determined by vaginal smears [20]. Animal experiments
were conducted in accordance with the Guide for Care and Use of Laboratory
Animals, issued by NIH/USA.

The whole pubic symphyses were excised, dissected and adherent
adiposity, muscles, fascias and bones removed, being immediately fixed in 4%
paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer for 24 hours at 4°C. The samples were
dehydrated, embedded in paraffin and transversely cut into 5um serial sections.
These sections were mounted on glass slides with poly-L-lysine solution 0,1% in
water (Sigma, St. Louis, MO) and then dried for 24 hours at 37°C. All steps were

followed in a humid chamber.
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Immunohistochemistry

Proliferating cell nuclear antigen - PCNA

Sections from different stages of pregnancy, partum and post-partum were
stained for PCNA. The deparaffinized sections were treated with 3% H,0, in
distilled water for 10 min to block endogenous peroxidase activity, washed in PBS
and exposed to normal serum for 20 min. Excess serum were gently blotted off and
sections were incubated overnight at 4°C, with the primary mouse anti-PCNA
antibody (1/500) (Dako, Glostrup - Denmark). After washing with PBS they were
incubated with diluted biotinylated secondary antibody for 30 min, followed by
incubation with Vectastain ABC-AP reagent as recommended in the Kit
instructions. The sections were rinsed with 0.05M Tris-HCI buffer and peroxidase
activity was visualized with 0.05% (v/v) diaminobenzidine tetrahydrochoride (DAB —
Sigma, St Louis, MO, USA) at pH 7.4 in 0.05M Tris-HCI buffer plus 0.03% (v/v)
hydrogen peroxidase and nickel chloride for obtein a grey-black stain. The sections
were rinsed in distilled water, couterstained with methyl green, dehydrated and
mounted with Entelan. Negative controls were performed with the exclusion of

primary antibody.
TUNEL analysis

DNA strand breaks were detected by the terminal deoxunucleotidyl
transferase (TdT)-mediated dUTP nick end-labelling assay (TUNEL) using a
commercial kit (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche Molecular Biochemicals.
Germany). Briefly, deparaffinized sections were pretreated with proteinase K (20
ug/ml) in 10 mM Tris/HCI pH 7.6, for 15 min at 37°C, and the washed in
phosphate-buffered saline (PBS) solution. The sections were treated with 3% H»0»
in distilled water for 10 min to block endogenous peroxidase activity, washed in
PBS and incubated in permeabilisation solution (0,1% Triton X-100 in 0.1% sodium
citrate) for 2 min on ice (4°C) . After that, the sections were washed in PBS and
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incubated whit a reaction mixture containing TdT (1:2 dilution in TUNEL dilution
buffer) and fluorescein-labelled deoxyuridinetriphosphate (dUTP) for 1 hour, in
humidified chamber, at 37°C. Incorporated fluorescein was detected by an anti-
fluorescein-antibody conjugated with horse-radish peroxidase (POD). The slides
were washed with PBS and peroxidase activity was visualized with 0.05% (v/v)
diaminobenzidine tetrahydrochoride (DAB — Sigma, St. Louis, MO, USA) at pH 7.4
in 0.05M Tris-HCI buffer plus 0.03% (v/v) hydrogen peroxidase alkaline
phosphatase substrate solution (Sigma Chemical CO, St Louis, USA). TUNEL-
positive cells were identified by the presence of grey-black reactivity. TUNEL
dilution buffer was used to replace TdT enzyme for negative control. Sections
treated with DNase (5 ng/ml DNAse type 1; Sigma Chemical Co, St Louis, USA)
was used as positive controls. All the slides were counterstained and mounted as

referred above.

Quantitative analysis

PCNA and TUNEL positive cells were identified by the presence of nuclear
immunoreactivity. The slides were analysed using the Image Pro-Plus 4.1.0.1
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD). An index of cell proliferation or cell death
were assed as a percentage of positive cells obtained by counting a minimun of
100 positive and negative cells, per slide within the different regions of the pubic
symphysis under x400 magnification. The data presented are the means and their
standard deviations. The statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis
test followed by Mann-Whitney test. Values of P< 0.05 were regarded as

statistically significant.
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RESULTS

Immunohistochemistry evaluation of proliferating cell nuclear antigen

(PCNA) and cell death during pregnancy

Our immunohistochemical and morphometrical analysis showed the spatial
and temporal pattern of both proliferating cell nuclear antigen (PCNA) expression
and the DNA fragmentation assessed by the TUNEL, in the hyaline cartilage caps,
fibrocartilage disk that compose the pubic symphysis of female and early pregnant
mouse, and also in the interpubic ligament of pregnant animals. During mice
pregnancy the fibrocartilage disck forming the central portion of this joint in virgin
animals is displaced by a ligament. After parturition, the ligament takes place again
to a fibrocartilage zone. These analyses demonstrated the occurrence proliferation

and cell death in chondrocytes and fibroblastic cells of symphysis.

Morphometric analysis of cell proliferation in the hyaline cartilage,

fibrocartilage and interpubic ligament

Figures 1a, b and c contain representative photomicrographs that
demonstrate the proliferation of symphyseal cells of virgin animal and during
throughout mice pregnancy and post partum.

The results of morphometric analysis of the cartilaginous cells proliferation
rates on the whole pregnancy and postpartum are shown in figure 3. On D15
(28,8%), D17 (37,5%) of pregnancy the mean PCNA was higher than virgin
(17,5%), and early pregnancy, until. D12 (17,4%) it dropped about 15% on D18
(22,6%) and throughout late pregnancy remaining at similar level observed in virgin
and early pregnancy.

The fibrocartilaginous tissue present in the virgin joint and enlarging pubic
symphysis showed a discreet increase of proliferation rates on D12 and D15
(Figure 4). In contrast to the early pregnancy, when the interpubic fibrocartilage go
back at the time that the gap rapidly closes, from the 3™ to 5" days post partum, it
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was demonstrated a pronounced increase in the PCNA expression to 37.1% and
34,9% respectively.

During the interpubic ligament development, by the D15 to D18, the cell
proliferation rates increase almost twice reaching 58% at D18 (Figure 5) when the
gap is close to reach the maximal length. By the D19 there was a significant
decline in the rate of cell proliferation (24,4%) in this cellular compartment.
However, following post partum PCNA-positive rate was reduced on days 3dpp
and was drastically reduced at 5dpp (6,8%) in the remaining cells at the middle of

the joint.

Morphometric analysis of cell death in the hyaline cartilage,

fibrocartilage and interpubic ligament

Figures 2a, b and c contains representative photomicrographs that
demonstrate the TUNEL-positive symphyseal cells of virgin animal and during
throughout mice pregnancy and post partum.

The analyse of the TUNEL-positive rates during pregnancy, in hyaline
cartilaginous tissue showed a discreet increase of apoptosis starting with D12 until
D17 (23,1%) in comparison with virgin (Figure 3). However on the D18 there was a
decrease of those rates and they remained dropping until post partum reaching
12% on the 5dpp.

In fibrocartilage, the results were similar in virgin and D12, with evidence of
apoptosis especially on D15 (Figure 4). Different from the D15, post partum
TUNEL-positive rates showed that when the interpubic gap is starting to close, the
rate of apoptosis goes down as well, simultaneous when interpubic fibrocartilage
go back. This was evident as a pronounced decrease of TUNEL-positive rates on

the 3dpp and Sdpp.

Morphometric analysis of TUNEL-positive ceil during the interpubic ligament
development, demonstrate that until the D18 (15,8%) there was no significant rate
in comparison with D15 and D17 (Figure 5). On D19 (day of birth), it was observed
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a high increase of cell death that reach 48,9% of the cells. During late pregnancy
the involution of the birth canal, is followed by a decreased of cell death. On the
3dpp pointing 33,3% and on the S5dpp 13,8%, still higher levels are observed in late

pregnancy.

Analysis of the PCNA- and TUNEL positive ratios in the mouse pubic

symphysis of virgin, pregnant and postpartum

The temporal and spatial PCNA- and TUNEL positive ratios in the whole
joint of virgin, pregnant and post partum mouse are summarized in the Table | and
Figure 6.

In the pubic symphysis of virgin mouse there are a balance between the
rates of proliferation and cell death equally distributed among hyaline cartilage and
fibrocartilaginous tissues. At early pregnancy (D12), the PCNA positive ratios
decrease in the chondrogenic pad and tended to increase in the fibrocartilage, at
the same time that TUNEL-positive ratios increased in the hyaline cartilage and
tended to decrease statistically in the fibrocartilage.

At late pregnancy, when the fibrocartilage of the pregnant mice is (gradually)
replaced by ligament between the pubic bones, the PCNA-positive ratios was
maintained in the cartilaginous pad and increased almost linearly in the ligament
from D15 to D18 when the highest level is reached, so it decreased markedly on
D19 and it remained lower than on 3™ and 5™ days post partum ligament and rise
statistically significant in the neo-fibrocartiage. The TUNEL positive ratios
remained low throughout the D15 to D18 on the ligament, increased markedly on
D19. The TUNEL-positive rations decreased on the 3dpp and 5dpp and were
statistically significantly lower than those of the late pregnancy. There were also
statistically significant differences between PCNA- and TUNEL positive ratios in the
whole joint of postpartum. The lowest ratios of TUNEL-positive cells, however,

were found in the neo-fibrocartilage on 3dpp and 5dpp.
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DISCUSSION

During pregnancy, the pubic symphysis undergoes a series of programmed
morphological changes resulting in extensive tissue reorganization which enables
safe passage of the fetus during birth. In rodents, the response of the pubic
symphysis to hormonal alterations involves a sequential process of growth,
differentiation and regression in distinct regions of the pubic symphysis tissues, at
different time periods.

In order to understand the cellular dynamics involved in the remodeling of
the pubic symphysis tissues during pregnancy, partum and postpartum we have
analyzed the expression of the proliferation marker PCNA and the distribution of
the programmed cell death activity.

It is known that tissue homeostasis is achieved through a balance between
cell proliferation and death. These events are finely regulated by complex and
intermingled mechanisms. Some of the molecules involved in the regulation of the
cellular proliferation and cell death are influenced by steroid hormones, particularly
susceptible to estradiol, progesterone and relaxin action [6, 21 and 22].

The effect of both pregnancy and relaxin in the histology of the female
reproductive tract is already known for a long period [1, 28, 24, 25 and 26]. More
specifically, in pubic symphysis Linck et al. [27] suggested that the proliferation of
the condroblasts and fibroblast during pregnancy contributed to the increase of the
ligament length.

The main interpubic tissue forming the central portion of the pubic
symphysis is a fibrocartilage in virgin, non-pregnant and D12 pregnant mice.
Beginning on D15, it develops into a ligament which remains until the end of
pregnancy. After delivery, more specifically from 3dpp to 5dpp, the ligament is
reduced, being appear once more a fibrocartilage. All these morphological changes
are again under the influence of steroid hormones and relaxin [28, 29 and 30].

Our results demonstrated that cellular proliferation was intense during the
period of ligament formation, from D15 to D18, thereafter abruptly declining on D19
(Figure 6). In addition, the analyses of the tissues individually (hyaline cartilage,

el
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fibrocartilage, and ligament) showed that TUNEL positive cells and PCNA were
detected on all tissues. Nevertheless, both the highest and lowest indexes of
proliferation and cellular death were observed in the interpubic tissues
(fibrocartilage or ligament) (Figure 4 and 5), showing that these tissues are
especially responsible for the dramatic changes that occur in the pubic symphysis
during the period under study.

On D18, it is known that an increase of hyaluronic acid and versican are
responsible for the interpubic tissue hydration [31 and 32]. The local hydration of
the ligament increases the tissue volume, consequentially resulting in the decrease
of the absolute number of the cells present in the space reference. However, in
spite of this decrease in cellular density, it is exactly on D18 that the highest levels
of PCNA occur.

From parturition (D19) onwards, an ever increasing decline in the cellular
proliferation levels could be observed. Nevertheless, the interpubic ligament still
undergoes tissue lengthening, growing from 2.4 mm at D18 to 3 mm at parturition
[4].

Important morphological transformations are observed on D18 and D19,
amongst which are found the separation of the collagen fibers and fibrils and an
increase in their interfibrilar spaces. In recent studies conducted at our laboratories
concerning the architecture of the collagen fibers in the pubic symphysis of
pregnant mice, the spiral design — known as “crimp” — of these fibers was observed
to untwist during the ‘“relaxation” process on D19. This untwist process was
demonstrated through the measurement of the crimp angle and length. Being that,
on parturition, these fibers had their shortest angle and longest length [4],
indicating the fullest extent of “crimp” untwist.

in addition, further studies concerning the transformations suffered by the
extracellular matrix during pregnancy — under the scope of proteoglycan and
glycosaminoglycan activities, have demonstrated an increase in the interfibrilar
spaces during D18 to be a consequence of the higher levels of versican, hyaluronic
acid and water [3]. Hyaluronic acid, in particular had its highest concentration on

D18, being that parturition marks the beginning of the decrease in its levels [32].
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Hyaluronic acid, may be added, is a polymer especially involved in the process of
water attraction in the interpubic ligament [1 and 31].

It is well-known that tissue growth can occur either by the deposition of the
extracellular matrix or an increase in the number of tissue cells, if not by both.
However, under such evidence, we believe that the increase in the ligament length
observed in the last hours preceding parturition to be a direct result of the untwist
of the “crimp” spiral of the collagen fibers; and not a result of either cellular
proliferation or extracellular matrix synthesis [1, 4, 8 and 33].

The increased of the PCNA-antigen in the mice interpubic tissue during
pregnancy (represented graphically in this study) can be directly associated to the
increase In the relaxin hormone levels. Relaxin is shown to have its peak on D18,
followed by a decrease following parturition. [8 and 34]. Results from other studies
indicate relaxin as a natural mitotic agent [22]. In this manner, it is further believed
that relaxin may also be an influencing agent of the cellular proliferation of the
mouse pubic symphysis.

Hence, a positive correlation could be seen between the presence of PCNA
expressing cells found in this study of the mouse pubic symphysis, and the
morphological parameters quantified by Steinetz et al [35]. These results can be
said to offer support to the idea that cellular proliferation is sprung in early
pregnancy, occurring with greater frequency during the development of the
interpubic ligament, and to be only reduced after parturition.

When we observed simultaneously proliferation and cellular death, our
results resembling that observed in the uterine cervix [36]. During the early
pregnancy the cycle of cellular renovation is clearly proliferative, producing
hyperplasia for in the later pregnancy the cycle be directing by programmed
cellular death.

The quantitative analyses of cellular death, showed opposite results when
compared to cellular proliferation. For example, on D19, has initiated the decrease
on the proliferative index. Likewise, on this day that occur one of the highest level

of cellular death.
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The phenomenon of cellular death was observed in the interpubic tissue
until the 5dpp. On this period of time, this tissue already presents the
morphological characteristics of the fibrocartilage.

At the moment of the involution of the canal of the partum we observed
another tissue remodelation with the determination to reproduce the existent
interpubic tissue before the pregnancy that is the replacement of the fibrocartilage
in the place of the ligament.

Interestingly, although the high levels of the cellular death during postpartum
involution could be show by the TUNEL positive cells, we was unable to observed
picnotic nucleus at the light microscopy or even chromatin condensation and/or the
formation of apoptotic bodies at transmission electronic microscope that should be
noted in ours previously ultrastructural studies of the pubic symphysis [5]. The
apoptotic bodies persist for hours or even longer before being eliminated by
phagocytosis. Therefore we would expect to find apoptotic bodies with reasonable
frequency in situations where apoptosis is known to occur in a great extension as it
was observed in the developing periodontal ligament [37].

However, if a large number of cells died simultaneously - as the case of the
period of involution of the pubic ligament - the phagocytic system becomes
overwhelmed. Also, there is not neighboring cells to phagocytosed the apoptotic
remnants as it was observe during the developing periodontal ligament where it
was not excluded the possibility that some apoptotic cells observed derive from
other—perhaps non-fibroblastic—cells of the developing periodontium [37].
Another problem is the fact that the phagocyte cell, for example the macrophages,
can not get the dying cell because they are embedded in an extensive extracellular
matrix - as the case of ligament - The cells in these situations would suffer
inevitably a process of necrosis, unless these cells had developed an alternative
mechanism of destruction without the requirement of phagocytosis.

A variety of cell types, including neuronal cells [38 and 39], B-cells,
myocardiocytes [40] and chondrocytes [41 and 42] are examples of the cells in

which a variation of classical apoptotic has been documented.
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The process of autophagy, as a mechanism of cellular death, has been
described in chondrocytes of the hypertrophic region of growth plate cartilage [43].
Also in process of tecidual remodeling the autophagy has been recognized as a
regular mechanism of cellular death [44]. In retinal tissue, autophagy and apoptosis
share an intracellular signaling pathway [44].

Therefore, we suggested that the cell death that participles in interpubic
ligament remodeling during the postpartum period is one of the alternative

mechanisms of cell elimination of a wide spectrum of physiological cell death [45].
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FIGURE LEGEND

Figure 1: Immunostaining with PCNA showing proliferation of symphyseal
cells of virgin cartilage (a) in the interpubic ligament during pregnancy D18 (b) and
in the fibrocartilage 3dpp. A dark staining of nuclei can be see in the chondrocytes

and fibroblastic like cells (arrows) in each compartment. Scale bar = 50 um

Figure 2: TUNEL staining showing cell death symphyseal of virgin cartilage
(a) in the interpubic ligament during pregnancy D19 (b) and in the fibrocartilage
3dpp. A dark staining of nuclei can be see in the chondrocytes and fibroblastic like

cells (arrows) in each compartment. Scale bar = 50 um

Figure 3: PCNA and TUNEL positive ratios of the hyaline cartilage
chondrocytes on the whole pregnancy and postpartum. Asterisk showing statistic

significant differences by Kruskal-Wallis test.

Figure 4: PCNA and TUNEL positive ratios of the fibrocartilage cells on the
whole pregnancy and postpartum. Asterisk showing statistic significant differences
by Kruskal-Wallis test.

Figure 5: PCNA and TUNEL positive ratios in the fibroblastic like cells of the
interpubic ligament on the whole pregnancy and postpartum. Asterisk showing

statistic significant differences by Kruskal-Wallis test.

Figure 6: The temporal and spatial PCNA and TUNEL positive ratios in the
whole pubic symphysis during pregnant, partum and post partum. All points are

means + SE from at lest 3 mice.



Proliferation and cell death in mice pubic symphysis during pregnancy, partum and postpartum

FIGURE 1

43



Proliferation and cell death in mice pubic symphysis during pregnancy, partum and postpartum

B

FIGURE 2

44




Proliferation and cell death in mice pubic symphysis during pregnancy, partum and postpartum

Hyaline Cartilage mPCNA
m TUNEL |

Immunopositive Cells (%)

Virgin D D5 DT D#B D®© 3dpp Sdpp
Days of Pregnancy

Figure 3

‘ Fibrocartilage m PCNA
= TUNEL

40

30 | a

25
20 -
15
10 4

Immunopositive Cells (%)

D4

Virgin

DB 3dpp

Days of pregnancy

Figure 4

45



Proliferation and cell death in mice pubic symphysis during pregnancy, partum and postpartum

Interpubic Ligament m PCNA I
m TUNEL
70 oo - : e ) " ki .
<} I |
2 604 |
& H
S 50 |
o .,, i
8 0 |
&
2 20 |
E i
E 10 I
0 - T : . : R
(33 o DB Dwe 3dpp Sdpp
Days of Pregnancy
Figure 5
—_ - —-& - —PCNA +
—8—TUNEL +
50 |- S _ ;
-~ Q_
b — i s )
% 45 e \‘\ -/‘_\..
& 40 —% & e \
g | Ve i ‘:’
e i 2 _‘
a o \ \
E 30 ‘ .;! - \\
E 25 / ki . \. s
E L Jf \Q i i m‘ -~
G s _ SO . S ——
% # s /‘_,.——--‘—————__ oy 7 \\\ oy
I B S _S— e
o
@ $ . Ca
5 =
0 ; . - . : . . T
Virgin be DB DT D8 Do 3dpp Sdpp
Days of Pregnancy
Figure 6

46



Proliferation and cell death in mice pubic symphysis during pregnancy, partum and postpartum

TABLE |
Pubic Symphysis Tissues
Hyaline Cartilage Fibrocartilage Interpubic Ligament
Proliferation Death  Proliferation Death Proliferation Death
Virgin 17,76 17,66 16,56 16,67 - -
(0,513) (0,822) -
D12 17,36 19,86 21,25 17,46 - -
(0,050) (0,046) -
D15 28,81 21,54 22,34 25,9 30,14 14,38
(0,050) (0,050) (0,050)
D17 35,19 23,07 - - 4176 13,9
(0,050) ) - (0,050)
D18 22.31 16,34 - - 57,95 15,77
{0,050) - - (0,050)
D19 15,69 14,17 - - 24,39 48,98
(0,376) - (0,050)
3dpp 16,06 15,8 37,08 8,51 23,14 33,33
(1,000) (0,050) (0,050)
5dpp 14,18 12,02 34 86 8,88 6,85 13,81
(0,178) (0,050) (0,050)

Positive rations of TUNEL and PCNA.

Statistical analysis was performed by Mann-Whitney test. Change in ratios were significant

when p= 0,050.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que:

1- Os mecanismos de proliferacdo e morte celular estdo envolvidos no
processo de formagcdo do canal do parto no final da prenhez e na sua

involugao durante o inicio do periodo poés-parto;

2- O principal tecido envolvido na remodelagédo necesséria para a formacgéo do
canal do parto e sua involugcdo apds o nascimento do feto é o tecido

interpubico;
3- O aumento adicional de 0,6mm do ligamento no (D19) & atribuido ao
“crimp” do colageno e nao a proliferagédo celular ou aumento de sintese de

componentes da matriz extracelular;

4- Autofagia € o provavel mecanismo de morte celular envolvido na involugdo

do ligamento no periodo pds-parto.
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