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Resumo: O estroma da cérvice e da vagina sdo compostos por uma matriz extracelular (MEC) abundante em fibras
colagenas e elasticas que, associadas a outros componentes, tém papel fundamental na sustentagao da gestagéo e no
parto, a fim impedir o trabalho de parto prematuro e prevenir o prolapso de 6rgédos pélvicos. As alteragdes na morfologia
pélvica feminina consequentes da senescéncia e da multiparidade impactam a remodelagéo dos tecidos, alterando sua
biomecanica. O presente estudo buscou avaliar evidéncias morfolégicas de alteragdes nas fibras colagenas e elasticas
presentes na cérvice e na vagina em camundongos fémeas primiparos e multiparos senescentes durante a prenhez a fim
de compreender bases para o estudo da fisiopatologia do prolapso de 6rgaos pélvicos (POP) e do parto prematuro. Como
resultados preliminares, este trabalho demonstrou as remodelagdes teciduais durante a prenhez de animais primiparos e
multiparos. Nossos achados sugerem que os tecidos da cérvice e da vagina de camundongos multiparos remodelam, mas
aparentemente ndo se recuperam totalmente das alteragbes apds sucessivas gestagdes, o que pode refletir em alteragdes
biomecanicas, predispondo o POP e o parto prematuro.
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Introdugao conhecidas como remodelagdo cervical, sendo um
O parto envolve processos bioldgicos de remodelagdo Processo dividido em quatro fases sobrepostas,
tecidual e alteracdo dos componentes de MEC, denominadas de: amolecimento  (fase 1),

ordenados e cuidadosamente cronometrados por meio de
eventos no colo do utero (cérvice) e na vagina que
culminam no nascimento do feto. Os processos de
remodelagdo, durante a gestacéo e o parto, refletem em
adaptagdes dramaticas do canal do parto e no assoalho
pélvico para permitir uma distensdo acentuada, seguida
de um rapido retorno a um estado pré-gestacional. No
entanto, numerosos estudos epidemioldgicos sugerem
que muitas mulheres n&o conseguem se recuperar
completamente desse evento. E, de fato, o trauma na
distensdo dos o6rgdos do canal do parto parece
desempenhar um papel importante na causa do prolapso
de 6rgéos pélvicos (POP) [1,2].

Em roedores, o canal de parto mole envolve a cérvice e a
vagina, que sdo compostas por colageno, fibras elasticas,
proteoglicanos, acido hialurénico, células musculares
lisas, nervos, fibroblastos e um revestimento de tecido
epitelial. Durante a prenhez, ocorrem alteragdes nas
propriedades biomecéanicas e na rigidez dos tecidos tal
como o amolecimento da cérvice, que aumenta sua
complacéncia, e a capacidade da vagina de se distender
e, ao mesmo tempo, manter-se resistente as forgas
exercidas [1,2]. As alteragdes na complacéncia, isto é, a
capacidade de estiramento sem sua ruptura, séo
facilitadas por mudangas na MEC - em humanos e em
modelos animais. Durante a prenhez, a estrutura rigida e
fechada da cérvice uterina sofre modificagdes extensas
para permitir o sucesso do parto [3]. Essas altera¢des séo

amadurecimento (fase 2), dilatacdo (fase 3) e reparo
pos-parto (fase 4), em que cada fase da remodelagéo é
orquestrada em um ambiente enddcrino Unico,
modificando a funcdo de células epiteliais, estromais,
imunes e endoteliais, bem como a composi¢cdo e
estrutura da MEC [4,5]. Na vagina, durante a prenhez, o
epitélio se altera significativamente, juntamente com ,a
organizagdo e a quantidade de fibras elasticas e
colagenas, por meio de respostas enddcrinas e variagdes
na expressao de genes que sintetizam a MEC. Alteragbes
nos arranjos das ligagbes cruzadas de colageno, na
densidade das fibras elasticas, e na quantidade de
compostos fibrilares sdo considerados responsaveis pela
remodelagédo da cérvice e da vagina [6,7]. Os efeitos da
multiparidade na composi¢cdo das fibras elasticas e
colagenas da MEC da cérvice e da vagina, e sua relagcéo
com o enfraquecimento do tecido envolvem processos
complexos e ainda poucos compreendidos [8]. A
deteccdo aprimorada dessas alteracbes durante a
remodelagdo tanto da cérvice como da vagina, na
gravidez, pode, portanto, facilitar a compreensdo da sua
fungéo biomecanica, bem como permitr o
desenvolvimento de novos diagnésticos e intervengdes
para o parto prematuro e o POP [9]. Utilizamos, neste
projeto, camundongos multiparos e senescentes
provenientes da matriz reprodutiva para a compreensao
da remodelagéo dos tecidos conjuntivos na fisiopatologia
da reproducdo. O camundongo pode fornecer bases para



compreensao dos eventos de remodelacdo da MEC de
mulheres durante a gestagdo, devido a semelhanga dos
processos, e vantagens tal como o curto tempo de
prenhez e a possibilidade de se obter modelos
geneticamente modificados , fornecendo detalhes sobre o
remodelamento tecidual. Portanto, esse trabalho teve por
objetivo a investigacdo das alteracdes histolégicas dos
compostos fibrilares presentes na cérvice e na vagina de
camundongos fémeas multiparas senescentes
comparados as primiparas jovens durante a primeira
gestacdo, a fim de fornecer bases para entender as
alteragcdes morfolégicas que podem justificar o parto
prematuro ou o POP [8,9].

Metodologia

1.Animais: Camundongos fémeas virgens C57BL/6J
jovens (trés meses de idade) com massa corporal de
25-30g e fémeas constituintes da matriz reprodutiva
(minimo 5 partos) com aproximadamente 8 meses de
idade, massa corporal de aproximadamente 40g. Os
camundongos foram mantidos a 25 + 2°C sob ciclo de 12
horas de luz e de escuro e tiveram livre acesso a comida
padrdo e a agua. As fémeas virgens jovens se
constituiram no grupo de primiparas enquanto as fémeas
de matrizes reprodutoras se constituiram no grupo de
multiparas senescentes. A oportunidade de acasalamento
foi providenciada a ambos os grupos e o dia, no qual o
“plug” vaginal foi encontrado, tornou-se o 1° dia da
gestacdo (D1). O nascimento foi esperado para o 19° dia.
A cérvice uterina e a vagina foram obtidas de ambos os
grupos, em animais ndo prenhes (D0), e no 6° dia (D6),
D12, D15 e D18 de prenhez.

Tabela 1: Grupos amostrais. Total de animais no projeto: 30 ;
camundongos fémeas e 10 machos para acasalamento (5 por

semestre). ML = microscopia de luz.

Grupos DO D6 D12 D15 D18

Primiparas 3 ML 3 ML 3 ML 3 ML 3 ML

Multiparas 3 ML 3ML 3ML 3ML 3 ML

2.Microscopia de luz: Amostras de cérvice uterina e de
vagina de fémeas primiparas e multiparas senescentes
foram fixadas por imersao em paraformaldeido 4% (Merck,
Darmstadt, Germany) em solugdo-tampao de fosfato
salino 0,1M (PBS, pH 7,4), durante 24h a 4°C. Em
seguida, foram desidratados em bateria de alcoois,
diafanizados em xilol e embebidos em parafina (Paraplast
Kit embedding, Sigma, St Louis, MO, EUA) a 58°C. Cortes
de 5 ym foram corados pelos métodos de Tricrémico de
Masson (Kiernan, 1999), Resorcina e Fucsina sem
oxidacdo e Sirius Red (Montes, 1996). Os materiais foram
documentados em fotomicroscopio Eclipse 800 (Nikon,
Japan), utilizando-se camera digital P6FL PRO (Optika,
Italia) e software OPTIKA PROVIEW.

3.Andlise morfométrica: As fotomicrografias
capturadas em objetivas de 2x para registro de todo o
lumen presente na cérvice e na vagina. O programa
Optika Proview vem sendo utilizado para mensurar os
lumens dos érgaos e determinar sua area em milimetros
quadrados. Essa quantificagdo esta em andamento e
serao apresentados aqui, resultados parciais.

Resultados e discussao

PRIMIPARAS

FIGURA 1: Fotomicrografias representativas da secgdo transversal da
cérvice de camundongos fémeas primiparas e multiparas, em D6 e D18,
coradas com Tricrébmico de Masson, na objetiva de 2x (A, B, C, D) de 40x,
(E, £ G, H). Epitélio (E). L&mina prépria (LP). Observe, em pequeno
aumento, o lumen da endocérvice indicada pela seta amarela, e a
exocérvice indicada pela seta verde em A. No maior aumento, veja no
detalhe, a remodelacao decorrente da gestagdo no tecido epitelial (E) que
reveste a endocérvice e a composi¢do fibrilar da ldmina prépria (LP)
formada essencialmente por tecido conjuntivo. Barra de escala D = 1000
um e H= 100 um.
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FIGURA 2: Fotomicrografias representativas da secgdo transversal da
vagina de camundongos fémeas primiparas e multiparas em D6 e D18,
coradas com Tricrébmico de Masson na objetiva de 2x (A, B, C, D) e 40x
(E, F G, H). Epitélio (E). Ldmina prépria (LP). Observe, no menor
aumento, a uretra lateralmente indicada pela seta vermelha em A, as
projecbes da parede vaginal, indicada pela seta preta, em dire¢do ao
lumen, em B. Observe, no maior aumento, a remodelagdo do tecido
epitelial (E) e a composicdo da lamina propria e seus componentes
fibrilares . Barra de escala D = 1000 um e H = 100 um.

Durante a prenhez, os tecidos da cérvice e da vagina se
alteram significativamente. Na cérvice, o D6 caracteriza-se
pelo inicio da fase de amolecimento, onde espera-se
encontrar um  epitélio estratificado secretor com pouca
diferenciagéo, um tecido conjuntivo mais compacto e com
pouca substancia fundamental formando o estroma, uma
maior organizacdo das fibras colagenas e elasticas na
I&mina propria, alinhadas longitudinalmente. Ja, no ultimo
dia da prenhez, em D18, a cérvice se encontra na fase de
amadurecimento, espera-se encontrar nessa fase um
epitélio secretor com grande diferenciagado celular, fibras



colagenas menos reticuladas, mais espessas e fibras na quantidade de fibras elasticas em relagdo as primiparas
elasticas curtas com pouca direcionalidade na lamina [7, 8, 9].

propria [9, 10, 11].

Em relagcdo a remodelagédo do tecido conjuntivo e epitelial
da vagina, espera-se encontrar no inicio da prenhez uma
parede espessa com um epitélio estratificado pouco
secretor, uma lamina prépria densa, com fibras colagenas
compactadas e fibras elasticas alinhadas. E ao final da
prenhez, em D18, espera-se encontrar um limen maior, um
epitélio mais estratificado e mais secretor, além da menor
compactagdo do tecido conjuntivo, aumento no teor de
fibras elasticas, e diminuigdo das ligagdes cruzadas entre as
fibras de colageno, corroborando a menor compactagéo
tecidual. llustramos aqui os resultados obtidos,
comparando-se D6 e D18, apenas. Os resultados
morfologicos obtidos através da coloragéo da cérvice com
Tricrébmico de Masson (Fig.1) demonstram as alteragbes no
tecido epitelial e na compactagdo e na organizagdo dos
componentes fibrilares. No inicio da prenhez, tanto em
cérvice de primiparas quanto de multiparas, observa-se
(Fig.1 A e E, C e G), um epitélio estratificado colunar pouco
secretor, e um tecido fibromuscular formado por conjuntivo
denso com fibras colagenas compactadas e fibras
musculares lisas, orientadas ao redor do Iumen da
endocérvice. Ja em D18 (Fig.1 B e D, F e H) nota-se um
epitélio bastante secretor, e logo abaixo um tecido
conjuntivo  frouxamente organizado, com um maior
espagamento entre as fibras colagenas. Os resultados
encontrados sdo compativeis com estudos sobre o processo
de amolecimento e amadurecimento da cérvice de
camundongos [10, 11], os quais indicam que tanto as
primiparas quanto as multiparas senescentes apresentam
remodelagéo tecidual durante a gestagéo.

Na Figura 2 observa-se os resultados das alteracdes
morfoldgicas na vagina, corada com Tricrdmico de Masson.
Visualiza-se tanto em primiparas quanto em multiparas em
D6, no menor (Fig.2 A, C) e maior aumento (Fig.2 E,G),
respectivamente, um IUumen central com proje¢cdes da
parede vaginal, o epitélio estratificado secretor, o tecido
conjuntivo com fibras colagenas compactadas e, logo abaixo
da mucosa uma camada de musculo liso. J&a em D18,
observa-se no menor (Fig.2 B e D) e no maior aumento
(Fig.2 F e H), o aparente aumento do lumen central da
vagina, das projegbes da mucosa, da fungédo secretora do
epitélio e da quantidade de células na estratificagcéo, além da
aparente descompactagdo do tecido conjuntivo e aumento
de substancia amorfa. Comparando-se as multiparas (Fig.2
C, D, G e H) as primiparas (Fig.2 A, B, E e F) no menor e no
maior aumento, observa-se uma aparente diminuicdo da
espessura total da parede da vagina e da camada de
musculo liso, além de ser possivel observar um epitélio
qualitativamente mais espesso. Nossos resultados prévios
corroboram com estudos realizados na parede vaginal de
ovelhas, os quais sugerem que na vagina de multiparas
ocorre uma diminuigdo da camada muscular abaixo da
l&mina propria e 0 aumento na espessura total do epitélio e

Observando os resultados da histoarquitetura obtidos
através da polarizagdo da cérvice, corada com Sirius Red,
nota-se, em D6, tanto em primiparas (Fig.3 A, B, E, F)
quanto em multiparas (Fig.3 C, D, G, H) fibras colagenas
de cores alaranjadas, compactadas e organizadas em
feixes ao redor do lumen. Ja, em D18 (Fig.3 B, F D H),
observa-se qualitativamente uma maior quantidade de
fibras espessas e mais espagadas.

Estudos histolégicos no tecido cervical encontraram
resultados similares na ultra estrutura do colageno, que
parte de arranjos de fibras maduras, alinhadas e finas ao
inicio da prenhez, para fibras mais espessas, curvas, com
menos liga¢des cruzadas entre si e em maior quantidade,
ao final da prenhez[8, 13]. Comparando as multiparas
(Fig.3 G, H) as primiparas (Fig. 3 E, F), observa-se
aparentemente um maior espessamento das fibras
coladgenas, tanto em D6 quanto em D18, em multiparas
quando comparadas as primiparas.

PRIMIPARAS

MULTIPARAS

FIGURA 3: Fotomicrografias representativas da secg¢éo transversal de
cérvice de camundongos primiparos (A, B, E e F) e multiparos (C, D,
G,e H) em D6 e D18, coradas com Sirius Red na objetiva de 20x,
polarizadas (E, F, G, H) e ndo polarizadas (A, B, C, D). Epitélio (E).
Lamina propria (LP). Observe a organizagéo e cor das fibras colagenas
sob polarizagdo). Barra de escala H = 200 um.

Observando os resultados da histoarquitetura da vagina
obtidos através do material corado com Sirius Red e



analisado sob luz polarizada, nota-se em D6, tanto em
primiparas (Fig 4.A, B, E, F) quanto em multiparas (Fig.4
C, D, G, H) fibras colagenas organizadas de modo
compacto. J& em D18, observa-se nos grupos fibras
coldgenas mais espessas, evidenciando uma maior
quantidade de substdncia amorfa. Em primiparas,
observa-se, em D6, fibras organizadas compactamente e
aparentemente de pequena espessura com disposi¢cao
reticular (Fig.4 E), ao contrario das multiparas (Fig.4 G).
Em D18, observa-se em multiparas (Fig.4 H) a menor
remodelagao das fibras, com disposicdo mais reticular do
que aqueles encontrados em primiparas (Fig.4 F).

Estudos histolégicos quantitativos da parede vaginal em
ovelhas multiparas e prenhes, sugerem que durante a

prenhez, ha a diminuicdo da quantidade de fibras
colagenas totais e o aumento de fibras elasticas em
animais prenhes[12, 15].

PRIMIPARAS

MULTIPARAS

FIGURA 4: Fotomicrografias representativas da secgdo transversal de
vagina de camundongos primiparos e multiparos em D6 e D18, coradas
com Sirius Red na objetiva de 20x ndo polarizadas, (A, B, C e D) e
polarizadas (E, F, G e H). Lamina propria (LP). Epitélio (E). Observe o
limen da vagina e a organizagdo das fibras colagenas. Barra de escala
H= 200 um

Analisando a histoarquitetura das fibras elasticas da
cérvice coradas com Fucsina-Resorcina, em primiparas, &
possivel observar, em D6, fibras elasticas presentes na
I&mina proépria e estroma, alinhadas em dire¢do ao lumen
(Fig.5 A e C). J4 em D18 (Fig.5 B), observa-se fibras
elasticas mais espacadas, localizadas predominantemente
na l|admina prépria e com uma menor espessura,
quantidade e orientagéo linear, tanto em primiparas quanto
em multiparas. Comparando multiparas e primiparas,

observa-se fibras mais espessas e em maior quantidade,
em multiparas em D6 e D18 (Fig. 5 C e D).

O achado é semelhante ao encontrado em estudos sobre
remodelagéo cervical em camundongos, que constataram
que as fibras elasticas durante a prenhez se encurtam, e
tornam-se mais grossas perdendo sua direcionalidade
comparado ao camundongo ndo prenhe. Tais fibras
desempenham um papel mecéanico de suporte de carga e
auxilio na recuperacdo tecidual, sendo assim, a maior
quantidade de fibras elasticas presentes na cérvice de
multiparas pode desempenhar um importante papel na
conformacao tecidual [11].

CERVICE VAGINA
A it E
T} B ;
()
&
2 B F
o
0
i
[ - E 2
C i G . :
£
O §
(] b Zz
2 N\
B
g i :
= D ‘ H S
: { \
o0
(] - Te b

5., 100um™ 100um
——

FIGURA 5: Fotomicrografias representativas da seccéo transversal de
cérvice (A, B, C e D) e vagina (E, F, G e H) de camundongos primiparos
e multiparos em D6 e D18 coradas com Fucsina-Resorcina de Weigert
sem oxidagdo na objetiva de 40x. Epitélio (E). Lamina propria (LP).
Observe as fibras elasticas coradas em roxo (setas pretasem A, D, G e
H) logo abaixo do epitélio. Nas fotomicrografias observe a organizagdo e
densidade das fibras elasticas, que aumentam qualitativamente na
cérvice e na vagina em multiparas quando comparadas as primiparas.
Barras de escala D e H =100 um.

Nas fotomicrografias das fibras elasticas da vagina (Fig.5
E, F, G e H) observa-se a histoarquitetura das fibras
coradas com Fucsina-Resorcina. E possivel analisar
qualitativamente no D6, fibras delgadas e espacadas,
alinhadas em dire¢cdo ao limen em primiparas (Fig.5 E)
e multiparas (Fig.5 G). No D18, nota-se um aumento na
espessura das fibras elasticas ,ao final da prenhez, em
multiparas e primiparas (Fig.5 F e H). Comparando
multiparas e primiparas, observa-se fibras mais
espessas € em maior quantidade em multiparas. Os



resultados foram semelhantes aos encontrados nos
estudos da parede vaginal de ovelhas, onde as fibras
elasticas eram mais espessas e em maior quantidade
em multiparos do que primiparos [15].

Tabela 2: Mensurag&o parcial do lumen da vagina e cérvice de
camundongos primiparos e multiparos (mm?)

Grupo Primipara Multipara % Aumento*
Vagina D6 0,38 0,75 97,77
D18 2,24 2,45 9,07
Cérvice D6 0,13 0,11 -15,4
D18 0,38 0,85 124

*porcentagem de aumento do Ilumen vaginal e cervical de
multiparas comparado a primiparas

Os resultados parciais da morfometria da vagina e da
cérvice foram baseados apenas no N1, sendo necessaria
ainda a quantificagdo dos outros 2 N 's. A quantificagdo
parcial das éareas do Iumen demonstraram que ha
remodelagao tecidual na vagina e na cérvice, onde a area
do lumen aumenta aproximadamente 6x do D6 ao D18 na
vagina em primiparas, e aproximadamente 3,2x em
multiparas. Ja na cérvice, o lumen tem sua area
aumentada em cerca de 3x em primiparas e 7,7x em
multiparas, entre o D6 e o D18. Tais dados sugerem que a
remodelagédo ocorreu, mas o retorno a morfologia similar
ao nuliparo parece ndo ocorrer na sua totalidade,
permanecendo uma diferenga de quase 97%, de area na
vagina entre os grupos D6, e 124% entre os grupos D18
da cérvice, comparando primiparas e multiparas. O
mesmo resultado foi encontrado em  estudos
morfométricos com ratos e ovelhas, onde o limen da
cérvice e vagina foi maior em multiparas do que
primiparas [11,13,14].

A diminuicdo em 15,5% da area do lumen da cérvice no
D6 em multiparas comparado a primiparas, pode ser
decorrente do aumento da quantidade e da espessura das
fibras elasticas, que auxiliam a manter a elasticidade do
tecido, entretanto, mais estudos s&o necessarios.

Em conjunto, os resultados da analise na histoarquitetura
da cérvice e da vagina, através microscopia de luz com
diferentes coloragdes, sugeriram que a multiparidade e a
prenhez modificam significativamente a organizagdo dos
componentes fibrilares da MEC. As alteracbes na
organizacdo dos componentes sa&o orquestradas
principalmente através da atuagao de hormdnios tais como
estrogeno, progesterona e relaxina, que influenciam a
expressdo de genes que alteram o sintese e deposicao
das fibras colagenas e elasticas, além da morfologia
epitelial [4, 8, 11, 16].

Na cérvice o amolecimento e amadurecimento cervical,
durante a prenhez, envolvem mudangas tais como a
maior hidratacdo do tecido, diminuicdo nas ligagdes
cruzadas, aumento da densidade e declinio da quantidade
de fibras colagenas no decorrer da prenhez que

juntamente com o aumento da densidade das fibras
elasticas, permitem que o tecido se distenda sem rasgar
durante o parto. Entretanto em multiparas, nossos
resultados e a literatura sugerem que as alteragbes na
disposicdo dos componentes fibrilares da MEC no
momento do parto podem resultar em um tecido com
propriedades fibrilares biomecanicamente distintas, que a
longo prazo podem favorecer o desenvolvimento de POP
e a ocorréncia do parto prematuro em multiparas [8, 11,
10].

Na vagina, o aparente aumento do limen e da espessura
das fibras elasticas, associadas a menor espessura da
parede e da reticulagdo das fibras colagenas conforme a
paridade, sugerem que o tecido n&o consegue se recuperar
na sua totalidade apds o parto, o que pode culminar no
enfraquecimento da parede e na perda da sustentacio
pélvica, como observado em estudos com ovelhas e
camundongos [7, 13, 12]. Tal estudo fornece evidéncias
para a compreensido das alteragdes teciduais que podem
ocorrer no canal de parto mole de mulheres multiparas, um
fator importante na génese do POP.

Conclusao

Com esse trabalho, demonstramos alteragées morfolégicas
na cérvice e na vagina durante a prenhez, e caracterizamos
as diferencas decorrentes da paridade, a qual se demonstra
como fator significativo para a remodelagdo tecidual na
cérvice e na vagina, o que deve ser considerado em
estudos clinicos do canal do parto que busquem estudar a
génese do POP e do parto prematuro.
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