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Resumo

OBJETIVO: estudar as alteragdes histoquimicas relacionadas &s glicosaminoglicanas da cérvice uferina da rata albina,
apos ministragdo local de hialuronidase no final da prenhez. METODOS: dez ratas com teste de prenhez positivo foram
distribuidas aleatoriamente em dois grupos, numericamente iguais. O Grupo Confrole (Gc foi constituido pelas ratas
que receberam 1 ml de dgua destilada, dose Unica, no 18° dia da prenhez, sob anesfesia, minisirado na cérvice
uterina. O Grupo Experimental (Gex) constou de ratas que receberam, sob as mesmas condicdes do Ge, 0,02 mL de
hialuronidase, diluido em 0,98 ml de dgua destilada (total de 1 ml). No 20° dia de prenhez, as ratas foram novamente
anestesiadas e submetidas & disseccéo, preparando-se a cérvice uterina para estudo histoquimico com coloragéo de
alcian blue e seus bloqueios (pH=0,5, pH=2,5, metilacdo e saponificagdo). RESULTADOS: verificou-se na lémina
propria no Ge, reagdo fortemente positiva [+3) e, no Gex, reagdo negativa, na coloragdo de alcian blue no pH=0,5.
Em pH=2,5 a coloragdo também se apresentou forfemente positiva (+4) no Ge e fracamente positiva (+1) no Gex.
Apbs metilagdo, tanto o Ge quanto o Gex mostraram reagdo negativa apds coloragdo de alcian blue no pH=2,5.
Com a reagdo de metilagdo seguida de saponificagéo e na digestdo enzimdtica em lamina, a coloragdo da lémina
propria se mostrou negativa em ambos os grupos. CONCLUSOES: ha uma nitida predominancia de glicosaminoglicanas
sulfatadas no Ge em relagdo ao Gex e uma ténue quantidade de glicosaminoglicanas carboxiladas identificadas no
Gex. As modificagdes evidenciadas na matriz extracelular sugerem que a hicluronidase injefada localmente na cérvix
uferina promoveu alteragdes bioquimicas compativeis com maturagdo cervical.

Abstract

PURPOSE: fo study the histochemical changes related to the uterine cervix glycosaminoglycan of the albino female rat,
after local ministration of hyaluronidases at the end of pregnancy. METHODS: ten female rats with positive pregnancy
tests were randomly distributed in two numerically equal groups. The control group (Cg) was built up with rats that
received a single dose of 1 ml of distilled water in the uterine cervix, under anesthesia, at the 18" pregnancy day. In
the experimental group (Exg), the rats received 0.02 mL of hyaluronidase, diluted in 0.98 mlL of distilled water (1 mlL
as a tofal), under the same conditions as the Cg. At the 20" pregnancy day, the rats were anesthetized once again
and submitted to dissection, and the cervix prepared for histochemical study with alcian blue dye and its blockades
(pH=0.5, pH=2.5, methylation and saponification). RESULTS: strongly positive reaction in the lamina propria (+3) has
been seen in the Cg, and negative reaction in the Exg, with pH=0.5 alcian blue staining. With pH=2.5, staining has
also been strongly positive (+4] in the Cg, and weakly positive (+1] in the Exg slide. After methylation, both groups
have shown negative reaction, with pH=2.5 alcian blue staining. The lamina propria staining became negative after
methylation in both groups, followed by saponification and enzymatic digestion on slide. CONCLUSIONS: there is clear
predominance of sulphated glycosaminoglycans in the Cg as compared to the Exg and a small amount of identified
carboxylated glycosaminoglycans in the Exg. The changes evidenced in the extracellular matrix have suggested that the
hyaluronidase injected in the uterine cervix has promoted biochemical changes compatible with cervix maturation.
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Introducao

Os métodos para amadurecimento cervical podem ter
acOes mecinicas, como as lamindrias, método de Krause
e dilatadores higroscépicos; quimicas, que podem ser
representadas pelas prostaglandinas e andlogos e, mais
recentemente, a hialuronidase, que embora desde a década
de 1950, esteja disponivel para uso obstétrico em suas
primeiras apresentacdes, tem encontrado novo félego de
producio cientifica em meio 2 literatura internacional, a
partir dos anos 1990.

A hialuronidase é uma endoglicosidase que despo-
limeriza o dcido hialur6nico, presente na cérvix uterina,
em fragmentos de menor peso molecular. Injetando a
hialuronidase em colos de gestantes, observou-se redu-
¢do no tempo de trabalho de parto em primigrdavidas
e em multiparas'”.

No campo experimental, utilizou-se a aplicagdo
cervical de hialuronidase no termo na prenhez de ratas
e observou-se intensa colagendlise com diminui¢do das
fibras coldgenas, diferentes graus de destruicdo dos vasos
sanguineos e aumento do espago intersticial em comparagdo
com os grupos’. Usando ratas albinas prenhas, aplicando
dose proporcional a 20.000 unidades turbidimétricas
(UTR) em humanos, houve reducdo da quantidade de
fibras coldgenas e aumento do ndmero de eosinéfilos no
estroma cervical®.

Em revisdo editada pela base Cochrane’, concluiu-
se que a inje¢do cervical de hialuronidase parece ter um
efeito benéfico sobre 0o amadurecimento cervical.

Devem-se fazer algumas considera¢des sobre o
processo de amadurecimento cervical em humanos, que
parece ocorrer da mesma forma em ratas. A cérvice,
em pacientes ndo grdvidas, é uma estrutura fibrosa na
qual ocorrem grandes modificagbes durante a gestagio,
tornando-se complacente o bastante para a passagem do
feto no trabalho de parto.

Nos primeiros estudos sobre o processo de amadure-
cimento cervical, observou-se intensa colagendlise durante
o amadurecimento e dilatacao®®. Contudo, com a evolucio
dos estudos nesta drea e com as novas técnicas de avaliagio
dos componentes da matriz extracelular , chegou-se a um
consenso de que a colagendlise seria apenas a etapa final
na cascata de eventos que ocorre no colo, com intuito de
promover as altera¢Ges de sua estrutura que permitissem
um processo de parturi¢do adequado.

O processo de amadurecimento cervical, provavel-
mente, se inicia com a diminui¢dao dos receptores de
progesterona, e conseqiiente redu¢io de sua atividade
no segmento inferior do utero’. Em seguida, observou-
se decréscimo na concentragdao das glicosaminoglicanas
(GAGs) sulfatadas'®,da fibronectina'' e grande incremento
nas concentracdes de dcido hialurdnico®”!*1#1?_ resultando

em aumento da concentra¢ao de dgua na matriz extra-
celular e em desestabiliza¢do do arcabougo extracelular
que mantém a disposicio espacial das fibras de coldgeno.
Na etapa seguinte, a diminui¢fo da a¢do progesterdnica
e as elevadas concentra¢des de dcido hialurdnico levam
a ativagdo dos fibroblastos e macréfagos, aumentando a
produgdo de interleucina-8 (IL-8), interleucina-1f (IL-13)
e fator de necrose tumoral-ol (TNF-q)?!417,

A IL-1B e o TNF-a induzem a um aumento da
expressdao endotelial de moléculas de adesdo (endothelial
leukocyte adhesion molecule-; vascular cell adbesion molecule-1)
que podem ser produzidos por neutréfilos, mondcitos e
linfécitos'®. Enquanto isso a quimiotaxia, a migra¢do e
a degranulacdo dos neutréfilos sio provocadas pelas al-
tas concentracoes de IL-8 na matriz extracelular'"'?. As
proteases, liberadas apds a degranulagio dos neutréfilos
encontram fibras coldgenas j& desestabilizadas e susceptiveis
a sua agdo proteolitica. Ocorre, neste ponto, uma intensa
colagendlise. Tal evento, associado ao grande acimulo de
dgua, devido ao poder hidrofilico do dcido hialurdnico,
culmina por desestruturar a matriz extracelular, ultimando
o amadurecimento cervical.

Diante do exposto, podemos observar que o dcido
hialurénico parece desempenhar um importante papel
no processo de maturagdo cervical. Vimos também que
o uso da hialuronidase, uma enzima que despolimeriza
o0 4cido hialur6nico, vem ganhando cada vez mais espago
como um dos métodos de amadurecimento artificial
do colo®?!. Para podermos compreender melhor este
paradoxo, devemos entender como realmente atua a hia-
luronidase e como se comportam as GAGs, no processo
de maturagdo cervical.

Diante destas davidas, sentimo-nos estimulados a
desenvolver este estudo, que tem como objetivo estudar
as alteragBes histoquimicas relacionadas as GAGs da
cérvice uterina da rata albina, apds a ministracdo local
de hialuronidase no final da prenhez.

Métodos

Apés a aprovacio do projeto pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Sdo Paulo, foram utilizadas ratas
albinas (Rattus norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia),
com idade de 90 dias, virgens, pesando aproximadamen-
te 200 g, da linhagem EPM — Wistar. Dez ratas foram
distribuidas aleatoriamente em dois grupos, cada grupo
constituido por cinco animais e submetidos a experimen-
tagdo. Com doses tnicas por via intracervical no 18° dia da
prenhez, o Gc foi ministrado com 1 mL de dgua destilada
e o Gex foi ministrado com 0,02 mL de hialuronidase
(Hyalozima®), diluido em 0,98 mL de dgua destilada. A
dose preconizada na rata foi proporcional a estabelecida
para humanos, equivalente a 20.000 UTR”.
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No 20° dia da prenhez, as ratas foram sacrificadas e
ap6s cuidadosa observagdo dos 6rgdos pélvicos, e em par-
ticular, dos cornos uterinos com os conceptos, procedeu-se
a dissecagdo e retirada da cérvice uterina. As pegas foram
imediatamente mergulhadas em solug¢do de formol tam-
ponado a 10% para fixagdo, na qual permaneceram por
24 horas.

Para histoquimica da cérvice uterina da rata, usamos
o corante alcian blue, que constitui um dos melhores
métodos histoquimicos para a demonstra¢io das GAGs™.
As GAGs coram-se em azul pelo alcian blue, sendo que
as com radicais carboxilados (como o 4dcido hialurénico) o
fazem somente em pH=2,5, enquanto que os sulfatados
sdo corados em pH=2,5 e 0,5%. Portanto, na reacdo em
pH=0,5 somente as GAGs sulfatadas se coram em azul,
enquanto que na reagdo em pH=2,5 tanto as GAGs sul-
fatadas quanto as carboxiladas se coram em azul.

O processo de metilagdo foi realizado tratando-se as
lAminas em 4lcool metilico, contendo 0,4 mL de 4cido
cloridrico concentrado para cada mL de dcido metili-
co, durante trés horas, aquecido a 60°C. Em seguida,
o preparado foi submetido a colora¢do de alcian blue,
pH=2,5%". A metilacio impede a coloracdo tanto das
GAGs sulfatadas quanto das carboxiladas a rea¢do de
alcian blue no pH=2,5.

Ap6s a metilagdo, foi feita a técnica de saponifica-
¢do, lavando as ldminas em 4lcool absoluto e apo, com
dlcool a 80%, em seguida, expondo-as a uma solu¢do de
hidréxido de potdssio a 1% em dlcool 80%. Por fim, o
preparado foi exposto novamente, a coloracdo de alcian
blue, pH=2,5%!. Nesta reacdo s6 sdo coradas em azul as
GAGs carboxiladas, pois as estruturas que apresentam

reagdes positivas a coloracdo de alcian blue tornam-
se negativas, a mesma coloragdo, ap6s a metilacdo, e
voltam a ser positivas apds a saponificacio, quando as
rea¢des se devem a radicais carboxilados (como o dcido
hialurénico), permanecendo negativos quando se devem
a radicais sulfatados®’.

Com a finalidade de melhor representar a intensidade
das reagdes histoquimicas, langamos mdo da avaliag¢do
subjetiva (+1 a +4) indicando a variagdo da reagdo, e o
simbolo (-) para a sua negatividade.

Resultados

Observou-se na ldmina prépria, reacio fortemente
positiva (3 +) com alcian blue; pH=0,5 no Gc e negativa
no Gex, como ilustra a Figura 1.

Na ldmina prépria observou-se, coloragio fortemente
positiva alcian blue em pH=2,5 (+4) no Gc e reagio fra-
camente positiva (1+) no Gex, como ilustra a Figura 2.

Pode-se observar a negatividade da rea¢io de meti-
lagdo, seguida de reacdo de alcian blue com pH=2,5, no
Gc e Gex, como ilustra a Figura 3.

As reacgoes de metila¢do e saponificagio seguidas da
reacdo de alcian blue com pH=2,5, no Gc e Gex foram
negativas como demonstra a Figura 4.

Para se ter uma visdo objetiva de conjunto dos re-
sultados, organizou-se a Tabela 1 na qual registramos
os resultados da detecg@o e caracteriza¢do das GAGs na
cérvice uterina no Ge e Gex.

A intensidade das coloragbes na reagdo de alcian blue
e de seus bloqueios foi semelhante em todos os individuos
estudados.

Figura 1 - Coloracdo na l&amina prépria do colo da rata perfencente ao Grupo Controle (A) e ao Grupo Experimental (B), na reacédo de alcian blue,
pH=0,5. Note na lémina prépria (*) a coloragéo forlemente positiva no Grupo Controle (A) e negativa no Grupo Experimental (B)
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Figura 2 - Coloragdo na lémina prépria do colo da rata pertencente ao
Grupo Controle [A] e ao Grupo Experimental (B), na reagdo de alcian
blue, pH=2,5. Note na l&mina prépria (*) a coloragdo fortemente posifiva
no Grupo Confrole (A) e fracamente positiva no Grupo Experimental (B)

Figura 3 - Coloracdo na lamina prépria do colo da rata pertencente ao
Grupo Confrole [A) e ao Grupo Experimental (B), na metilagdo seguida da
reacdo de alcian blue, pH=2,5. Note na lémina prépria (*) a coloragéo
negativa fanto no Grupo Controle (A) como no Grupo Experimental (B)

Tabela 1 - Reacdes histoquimicas de alcian blue e seus respectivos bloqueios, na cérvice uterina de ratas no final da prenhez, nos Grupos Experimental e Controle

Grupos Alcian blve pH=0,5 Alcian blve pH=2,5 Metilaciio+ Alcian Blue 2,5  Metilaciio+Saponificacio+Alcian blue 2,5

Controle 3+ 4+ negafivo negativo

Experimental (-) T+ negativo negativo
Discussio amadurecidos. Esta situagdo foi bem demonstrada quan-

A matriz extracelular no colo (MEC) imaturo pos-
sui alta propor¢io de GAGs sulfatadas em relagio as
GAGs carboxiladas, ao contririo do que ocorre em colos

do se realizou a colora¢do de alcian blue no pH=0,5 e
observou-se uma grande quantidade de GAGs sulfatadas
no Gc, na qual ndo foi injetada hialuronidase, o que ca-
racteriza, portanto, um colo imaturo. Jd no Gex, no qual

Rev Bras Ginecol Obstet. 2008; 30(7):328-34
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Figura 4 - Coloragdo na lamina propria do colo da rata perfencente ao Grupo Controle (A] e ao Grupo Experimental (B), na mefilagéo e saponificagdo,
seguida da reagdo de alcian blue, pH=2,5. Note na lamina prépria (*) a coloragdo negativa fanto no Grupo Controle (A) como no Grupo Experimental (B)

houve inje¢do de hialuronidase, a rea¢do foi negativa.
Neste grupo, foi documentada uma baixa concentra¢io
de GAGs sulfatadas na MEC, evento que costuma ser
observado em colos amadurecidos.

Parece que as altas concentracdes de GAGs sulfatadas
podem ser uma defesa contra o processo de amadureci-
mento cervical. Em um trabalho”, foi demonstrado que,
em gestantes em trabalho de parto prematuro inibido, os
niveis de sulfato de condroitina se apresentavam elevados,
em comparagao com gestantes no periodo pré-termo e
no termo. Foi observado também que seu uso exégeno
inibiu a atividade da hialuronidase endégena no muco
endocervical, impedindo a despolimerizagdo do dcido
hialurénico, e evitando, portanto, o inicio da cascata de
eventos catabélicos na MEC.

Na colorag¢io de alcian blue no pH=2,5, na qual tan-
to as GAGs sulfatadas como as carboxiladas sdo coradas
em azul, foi observada, também, colora¢do fortemente
positiva no Ge. Este fato provavelmente se deve as altas
concentragdes das GAGs sulfatadas em colos uterinos
imaturos. Jd no Gex, no qual foi administrada hialu-
ronidase, esperava-se uma rea¢io negativa, refletindo a
acdo da hialuronidase sobre o hialuronato. Contudo, foi
observada coloragdo fracamente positiva. Este achado
pode ser explicado, pois a hialuronidase despolimeriza a
grande cadeia de dcido hialurdnico (que se encontra em
alta concentragdo na MEC de colos uterinos nas gesta-
¢Oes a termo) em moléculas de baixo peso molecular de
hialuronato. Portanto, ndo hd transformacio do dcido
hialurénico em outros produtos metabdlicos. Sendo assim,
no colo amadurecido, também hd uma alta concentragdo
de 4cido hialurénico, porém de baixo peso molecular®.

Observou-se um importante aumento na concentragao
de dcido hialurénico e da atividade da hialuronidase
enddgena e diminuic¢do significativa do peso molecular
do dcido hialurénico, no muco endocervical de gestantes,
no primeiro estdgio do trabalho de parto, em comparagdo
com gestantes no perfodo pré-termo e no termo®.

Atualmente, sabe-se que existem diferentes ativida-
des biol6gicas do dcido hialuronico, dependendo do seu
peso molecular. Foi observado que pequenos fragmentos
de 4cido hialurdnico (denominados de dcido hialurénico
de baixo peso molecular ou dcido hialurénico oligossa-
carideo) sdo capazes de induzir a produgdo de citocinas
pré-inflamatdrias e degradagio da MEC?”. Outros auto-
res mostraram que estas pequenas moléculas podem ter
também efeitos angiogénicos™, enquanto que o 4cido
hialurénico de alto peso molecular, ao contrdrio, pode
suprimir a atividade angiogénica, bem como a produ¢io
de citocinas pré-inflamatérias e colagenases™-32.

Dessa forma, podemos compreender o papel funda-
mental da hialuronidase no amadurecimento cervical,
pois ela inicia o processo inflamatério na MEC, quando
despolimeriza o dcido hialurénico de alto peso molecular,
uma molécula inerte, em dcido hialurdénico oligossacarideo,
que desempenha as importantes fungdes de produzir cito-
cinas e colagenases que sdo fundamentais para o processo
de amadurecimento cervical.

O processo de metilacao impede que tanto as GAGs
sulfatadas quanto as carboxiladas sejam passiveis de ser
coradas pelo alcian blue. A negatividade das reagdes, no
Gc e Gex, era o resultado esperado.

J4 a saponificagio, realizada ap6s o processo de me-
tilagdo, tem como objetivo indicar a presenca apenas das




GAGs carboxiladas no tecido estudado, pois sdo apenas
estas que se coram pelo alcian blue ap6s a realizagdo destes
dois bloqueios.

A negatividade da rea¢do no Gc jd era esperada. Como
ja citado anteriormente, no colo imaturo, a concentragdo
de GAGs carboxiladas é muito baixa, com um grande pre-
dominio das GAGs sulfatadas, evento bem documentado
na coloragdo de alcian blue no pH=0,5.

No Gex, a reagdo também foi negativa. Isto se deve,
muito provavelmente, a agdao da hialuronidase exégena que
foi aplicada neste grupo. O dcido hialur6nico oligossaca-
rideo, produto da despolimerizagdo do dcido hialurénico,
que deve estar em grande quantidade nestes colos entdo
amadurecidos, ndo foi passivel de ser demonstrado por
esta técnica.

Na realidade, este modelo experimental utilizado ndo
permitiu detectar o aumento das concentracoes do dcido
hialurénico que ocorre no periodo peripartal. Foi possivel
avaliar o que ocorre nos colos imaturos, representados pelo
G, e nos colos jd amadurecidos, ou seja, que jd sofreram
todos os eventos catabélicos na MEC, representados pelo
Gex. Os estudos que documentaram este aumento fisiolggico
das GAGs carboxiladas, jd citados anteriormente, foram
estudos observacionais, sem manipulagdo dos pacientes
ou dos animais estudados.

Dentre os achados, alguns parecem especialmente
relevantes. O primeiro deles é a quantidade das GAGs
sulfatadas, antes em abundincia em colos imaturos e
que ap6s a inje¢do de hialuronidase sofrem uma im-
portante diminui¢do. Este achado demonstram que
as GAGs sulfatadas podem realmente possuir um
papel protetor contra o amadurecimento cervical e,
conseqiientemente, a prematuridade. Acredita-se que
pesquisas e experimenta¢des futuras deverdo avaliar
melhor este importante papel das GAGs sulfatadas na
MEC cervical, e responder a alguns questionamentos:
A detecg¢@o de quantidades baixas de GAGs sulfatadas
no muco endocervical pode ser utilizada na prédtica
clinica como indicador de risco de prematuridade?
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Qual a quantidade normal destas GAGs no muco
endocervical durante a gestagdo? E ainda: O uso de
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produgdo de citocinas pré-inflamatérias e colagenases, que
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como método de amadurecimento cervical ainda € incerto,
pois a quantidade de dcido hialur6énico nesta populagao
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Conclusoes

Com o emprego desta metodologia, analisando as
rea¢des histoquimicas de alcian blue e seus bloqueios na
cérvice uterina da rata albina, concluiu-se que hd uma
nitida predominancia de GAGs sulfatadas no Gc e uma
ténue quantidade de GAGs no colo do tdtero que foi
tratado com hialuronidase.

Este estudo permitiu concluir que as modificacdes
evidenciadas na MEC suportam que a hialuronidase
injetada localmente promoveu altera¢des bioquimicas
compativeis com maturagdo cervical.
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