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RESUMO

SOARES, Leila Cristina. Composi¢do da matriz extracelular do ligamento cardinal de
mulheres na pds-menopausa com e sem prolapso uterino, 2011. 45f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas. Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

O prolapso uterino tem sua incidéncia aumentada na pés-menopausa. O objetivo
deste estudo é identificar as alteragBes na matriz extracelular do ligamento cardinal
associadas a menopausa e ao prolapso uterino. Ligamento cardinal de trés diferentes
grupos de mulheres, pré-menopausa, prolapso uterino e pds-menopausa, foram
identificados e biopsiados durante 58 histerectomias abdominais ou vaginais. As amostras
foram processadas por métodos bioquimicos para caracterizacdo e quantificacdo de
glicosaminoglicanos sulfatados e colageno. As concentracBes relativas de
glicosaminoglicanos foram obtidas por eletroforese. Procedimentos histologicos foram
feitos para identificar fibras elasticas (Weigert), distribuicdo de colageno (Picro Sirius) e
decorin (imunohistoquimica). Nossos resultados mostraram aumento na concentracao de
GAG de 72,2%, reducdo na concentracdo de colageno de 37% e diminuicdo de 22% de
fibras elésticas no grupo de prolapso uterino quando comparado ao grupo da pos-
menopausa (p<0,05, p<0,04 e p<0,05 respectivamente). As concentracBes relativas de
glicosaminoglicanos sulfatados para condroitin sulfato, heparan sulfato e dermatan sulfato
ndo mostraram diferencas entre os trés grupos. A organizacdo do colageno foi similar
entre os trés grupos e a marcacdo do decorin pareceu estar diminuida no grupo de prolapso
uterino. Nossos resultados indicam alteracdes no metabolismo do tecido conjuntivo. O
ligamento cardinal da mulher na pds-menopausa possui uma matriz extracelular mais
densa. Esta alteragdo n&o ocorre na mulher com prolapso uterino.

Palavras-chave: Colageno. Decorin. Fibras elasticas. Glicosaminoglicanos. Prolapso
uterino.



ABSTRACT

Uterine prolapse has increase of incidence after menopause. The aim of this study was
to identify the changes in extracellular matrix of cardinal ligaments associated to menopause
and uterine prolapse. Cardinal ligament of 3 different groups (pre-menopause, menopause and
uterine prolapse) are identified and biopsied during 58 women’s abdominal or vaginal
hysterectomy. Biopsy specimens were assessed by biochemical methods to characterize and
quantify sulfated glycosaminoglycans and collagen. Relative concentrations of GAG were
obtained by electrophoresis. Histological procedures are made to identify elastic fibers
(Weigert) collagen distribution (Picro sirius) and decorin (immunohistochemistry). Our
results showed increase in GAG concentration 72.2% in uterine prolapse group compared to
menopause group (p<0.05). Collagen concentration was 37% lower in uterine prolapse group
compared to menopause group (p<0.04). Relative concentration of GAG: heparan sulfate,
chondroitin sulfate and dermatan sulfate showed no differences among three groups. Elastic
fibers showed a significant reduction of approximately 22% uterine prolapse group compared
to menopause group (p<0.05). Collagen organization was similar in three groups and the
staining pattern of decorin seemed to be decreased in uterine prolapse group. Our results
indicate changes in connective tissue metabolism. Cardinal ligament in postmenopausal
women has a denser extracellular matrix. This change is not observed in women with uterine
prolapse.

Key words: Collagen. Decorin. Elastic fibers. Glycosaminoglycans. Uterine prolapse.
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INTRODUCAO

O prolapso uterino € uma condicdo comum que afeta a qualidade de vida da mulher
particularmente ap06s a menopausa [1]. De todos os fatores de risco para aquisicdo desta
patologia, a paridade mostra a mais forte associagao [2].

Apesar de o parto cesariana ndo proteger completamente o assoalho pélvico dos
efeitos adversos da gravidez, € universalmente aceito que o parto vaginal tenha um impacto
deletério ao desenvolvimento de prolapso de orgaos pélvicos nas mulheres. Na maioria dos
casos, isto s6 ocorrera décadas apos o parto, indicando que outros fatores estdo envolvidos
[3].

Estes fatores podem ser genéticos, obesidade, doencas pulmonares obstrutivas
crénicas, desnutricdo, atividades fisicas associadas com aumento do indice de massa corporea,
tabagismo, constipacdo e cirurgias pélvicas [4, 5].

A alta incidéncia de distopias na pés-menopausa sugere que o hipoestrogenismo seja
um importante fator causal, ja& que a perda da funcdo gonadal na mulher produz diversas
modifica¢cBes no trato urogenital. Segundo o Pelvic Organ Support Study (POSST), para cada
década de vida ocorre um aumento de risco de 10% para aquisi¢cdo de prolapso uterino [5, 6].

Os oOrgéos peélvicos sdo mantidos por interagdes complexas entre tecidos conjuntivos,
musculos e 0ssos pélvicos que estdo sujeitos constantemente a traumas e stress. A estabilidade
mecanica do trato urogenital depende de fibras colagenas intactas que suportem a uretra, a
bexiga e os 6rgdos pélvicos [5].

O tecido conjuntivo retroperitonial tem a fungdo de sustentar as visceras pélvicas. As
condensac0es ligamentares de tecido conjuntivo estabilizam a vagina em trés diferentes niveis
descritos por DeLancey. No nivel I, os ligamentos uterossacros e cardinais suspendem o colo
uterino e terco superior da vagina. No nivel Il, o terco médio da vagina € mantido na sua
posicdo normal pela insercéo lateral da fascia endopélvica no arco tendineo da fascia pélvica.
No nivel 111, ocorre fuséo do terco inferior da vagina com o corpo perineal [7].

Enquanto alguns autores fazem distingdo entre o ligamento uterossacro e o ligamento
cardinal, outros se referem a um complexo cardinal-uterossacro. Lateralmente a sua fuséo
proximal a cervix e a cupula vaginal, os dois ligamentos seguem diferentes direcbes em

relacdo a parede peélvica [8].
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O papel dos ligamentos cardinais na manutencdo da estética pélvica foi demonstrado
de maneira definitiva com os experimentos de Mengert, 1936, nos quais houve comprovacao,
atraves da seccdo dos ligamentos cardinais e uterossacros de cadaveres, de que forneciam o
principal suporte uterino de tecido conjuntivo [9].

Em 1996, houve padronizacdo da terminologia dos prolapsos dos 6rgdos pélvicos
femininos. Neste sistema, descri¢des anatdbmicas de locais especificos na vagina substituem os
termos tradicionais como cistocele, retocele e enterocele. Esta classificacdo usa seis pontos na
vagina (dois no compartimento anterior, medio e posterior) definidos em relagdo ao himen e
trés outras medidas no exame quantitativo que incluem o hiato vaginal, corpo do perineo e o
comprimento total da vagina. Apds as medidas local-especificas, sdo designados estagios de

acordo com a porcao mais baixa do prolapso (Figura 1)[10].

Figura 1 — Prolapso genital com eversdo completa.

A qualidade dos ligamentos depende dos constituintes do tecido conjuntivo, com

diferentes combinagGes de colageno, fibras elasticas, proteoglicanos e glicoproteinas
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formando a matriz extracelular (MEC). A relacdo entre as fibras e suas matrizes é importante
para determinar as propriedades dos tecidos [11, 12].

As células estdo constantemente se remodelando e se adaptando as necessidades de
desenvolvimento, sintetizando novos componentes de MEC e degradando o0s antigos.
Dependendo do tipo de 6rgdo ha uma consideravel diferenca na composi¢do da MEC e em
sua complacéncia [13].

O fibroblasto é o maior componente tecidual do ligamento cardinal, que é formado
principalmente de colageno (70-80%), o que fornece forca ténsil a esta estrutura. Os
fibroblastos tém importante papel na sintese de colageno, fibras elésticas e outros
componentes da MEC [1, 14].

Dez diferentes tipos de colageno foram identificados e classificados, mas a relacdo
entre estrutura e acdo fisioldgica ndo é totalmente conhecida [15]. A maior parte do peso seco
dos ligamentos consiste em colageno tipo I, mas pequenas quantidades de tipos IlI, IV e VI
também estdo presentes. A funcdo de cada ligamento depende de apropriados tipos e
metabolismo de seus colagenos [14].

O colageno tipo | é abundante na pele, nos ligamentos, nos tendGes e nos 0Ssos,
correspondendo a 80-90% do total de colagenos. O tipo Il tem a mesma distribuicdo do tipo
I, com taxas diferentes. Este tipo parece contribuir para uma maior propriedade eléstica dos
tecidos [15].

O colageno é degradado por uma familia de enzimas conhecidas como matriz
metaloproteinases (MMP) [5]. Acredita-se que a MMP seja o principal mediador da
degradacdo da MEC e iniciador do remodelamento dos tecidos. Além disso, esse grupo de
enzimas desempenha também um importante papel em processos fisiolégicos como
desenvolvimento embrionario, morfogénese, desenvolvimento pdés-natal e processos
patoldgicos [16].

Traumas ou patologias podem levar a respostas alteradas no tecido conjuntivo,
produzindo modificacbes na MEC. Alteragdes na sintese do colageno e em seus tipos sdo
relatadas em algumas patologias como hérnia inguinal, prolapso genital e incontinéncia
urinaria de stress [14].

Os glicosaminoglicanos (GAG) sdo heteropolissacarideos com carga idnica negativa

possuindo grupamento carboxila e sulfato em sua cadeia. Interagem com varios componentes
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matriciais e estdo envolvidos na regulagdo da sintese protéica, diferenciacdo celular, adeséo,
migracao celular e regulacdo do fluxo de &gua no tecido conjuntivo [17, 18].

Os principais grupos de GAG sao heparan sulfato, queratan sulfato, condroitin sulfato,
dermatan sulfato e acido hialurdnico [12].

O é&cido hialurbnico é essencial na homeostasia da agua, motilidade da célula,
morfogénese e embriogénese e modulacéo do processo inflamatério [13].

Existem evidéncias de que o condroitin sulfato e o dermatan sulfato, que representam
a maioria dos GAG dos ligamentos, tenham espectro de atividade similar exercendo
importante papel na regulacdo da cicatrizacao [19, 20].

Os GAG raramente sdo encontrados em sua forma isolada, apresentando-se na maioria
das vezes na forma de proteoglicanos, unidos a uma cadeia proteica [19].

Os proteoglicanos desempenham um importante papel na integridade da matriz
extracelular, interagindo com colageno e outros componentes. Além disso, suas cargas
altamente negativas atraem &gua reduzindo a friccdo das fibras coldgenas e aumentando a
resisténcia tecidual. Atribui-se também a eles a regulacéo das atividades celulares [21].

O decorin é um proteoglicano contendo uma cadeia simples de dermatan sulfato.
Diversas observacdes demonstram a importancia do decorin na organizacdo da MEC. Sua
deficiéncia leva a formas irregulares de fibras colagenas e enfraquecimento do tecido
conjuntivo [19, 22].

A regulacdo da fibrilogénese do colageno por decorin € atribuida as suas propriedades
de ligacdo ao colageno tipo I. A ligacdo do decorin regula a cinética da fibrilogénese do
colageno além do didmetro e da distancia entre as fibrilas [23].

Durante o curso da gravidez, o Utero sofre modificacdes importantes. O miométrio
exibe grande crescimento e modificacdes fenotipicas que, acredita-se que sejam moduladas
por influéncias mecanicas e hormonais. Como a gravidez prossegue sob influéncia de altos
niveis de progesterona, a tensdo mecanica induz o crescimento e remodelamento miometrial.
O estiramento mecéanico regula a expressdo de componentes da MEC [24].

Aspectos particulares da gravidez diminuirdo o risco de trauma que pode ocorrer
durante o parto [2].

Poucos estudos investigaram o metabolismo dos proteoglicanos no reparo de

ligamentos. Durante o processo de reparo, foram observados aumento de condroitin
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sulfato/dermatan sulfato e proteoglicanos. Apds dois anos de injaria, o tecido apresenta
apenas 50% da forga ténsil e postula-se que isso seja devido principalmente a persisténcia de
irregularidades na organizacéo fibrilar do colageno [25].

As fibras elasticas desempenham um papel crucial na integridade estrutural e na
funcdo de diversos orgdos e sdo formadas por fibrotibulos envolvendo uma por¢do central
amorfa, constituida pela elastina. No processo de montagem das fibras elasticas, os
precursores da elastina (tropoelastina) sdo depositados em microfibrilas alinhadas de modo
ordenado e envoltas pela enzima lysil oxidase para formar a elastina madura [26].

Anormalidades na homeostasia da elastina tém sido implicadas na fisiopatologia do
prolapso uterino. Experimentos in vitro com fibroblastos do ligamento cardinal indicam que
as atividades celulares relacionadas a sintese de elastina estdo comprometidas em casos de
prolapso uterino [27]. No entanto, ndo hé relatos de quantificacdo e andlise estrutural de fibras
eléasticas do ligamento cardinal nessa doenga.

O mecanismo preciso que leva ao prolapso uterino ainda é pouco conhecido.
Anormalidades na estrutura do tecido ou em seus mecanismos de reparo podem ser fatores
predisponentes [14]. VariacOes individuais na qualidade do ligamento e nos constituintes do

assoalho pélvico sdo apontados como essenciais no desenvolvimento desta patologia [28].
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1. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é identificar as alteracbes na MEC do ligamento cardinal

associadas a pds-menopausa e ao prolapso uterino.
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2. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética do Hospital Universitario Pedro Ernesto
em 12 de junho de 2008, conforme resolucdo n° 196 sobre pesquisa envolvendo seres
humanos, com o n° 1731-CEP/HUPE (ANEXO 1).

Foi desenvolvido no laboratério de matriz extracelular da Faculdade de Ciéncias

Médicas Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

2.1 Aquisicao do ligamento cardinal

Foram obtidas amostras de ligamento cardinal de 57 mulheres submetidas a
histerectomia total abdominal ou vaginal por diferentes motivos: leiomioma, massas anexiais,
prolapso uterino.

Durante a cirurgia, os ligamentos uterossacros e cardinais foram identificados
visualmente e o clampeamento foi feito sob visdo direta de cada ligamento.Apos a retirada da
peca foi realizada uma bidpsia de 1 cm no ligamento cardinal, bilateralmente a sua insercédo
cervical.

O ligamento foi fixado em acetona e dissecado retirando-se tecido adiposo e vasos

presentes.

) TR Ureter

\n

SACRAL SECTION

Cardinal ligament
INTERMEDIATE SECTION

Ureter

CERVICAL SECTION

Figura 2 - Esquema de localizagao do ligamento cardinal retirado de Vu, 2010.



Figura 3 — Identificagdo do ligamento cardinal durante histerectomia abdominal.

o N

Figura 4 — Identificacdo do ligamento cardinal durante a histerectomia vaginal.

17
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As amostras foram separadas em diferentes grupos (Tabela 1):
- Grupo 1 - Controle: Mulheres na pré-menopausa sem prolapso uterino — 20 amostras, com
idades variando entre 33 e 49 anos (média de 44,63 anos). Paridade = 2-6 (média=3,12).
- Grupo 2 - Mulheres na pds-menopausa sem prolapso uterino. Neste grupo foram incluidas
apenas mulheres com mais de dois anos de amenorréia — 18 amostras, com idades variando de
50 a 84 anos (média de 62,94 anos). Paridade 2-6 (média=2,76).
- Grupo 3 - Mulheres com prolapso uterino a partir do estagio IV (Tabela 2) — 19 amostras,

com idades variando de 55 a 81 anos (media de 69,94 anos). Paridade 2-5 (média=3,46).

Dados demogréficos

Caracteristicas Pré-menopausa Pds-menopausa Prolapso uterino
N 20 19 18

Idade (anos) 33-49 50-84 55-81

Paridade 2-6 2-6 2-5

Tabela 1 — Numero de amostras, idade e paridade para cada grupo.
Os critérios de exclusdo foram nuliparidade, ultima menstruacdo ha menos de dois
anos (para o grupo de pds-menopausa), uso de terapia de reposicdo estrogénica, presenca de

prolapso uterino estagios I, 1l e 11l e patologias malignas com disseminagdo para paramétrio.

Estagio de prolapso dos 6rgaos pélvicos

Estagio 0 Né&o é demontrado prolapso.
Estagio | A parte mais distal do prolapso estad a 1 cm acima do nivel do himen.
Estagio Il A parte mais distal do prolapso esta a menos de 1 cm proximal ao

plano do himen.

Estagio Il A parte mais distal do prolapso esta a mais de 1 cm abaixo do plano do
himen mas ndo mais de 2 cm a menos que o comprimento total da
vagina.

Estagio IV Eversdo completa ou quase completa da vagina

Tabela 2 — Estagio de prolapso dos 6rgéos pelvicos — extraido de Bump, 1996.
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Todas as pacientes que participaram deste estudo assinaram consentimento livre e
esclarecido (ANEXO 2).

2.2 Preparacdo do material

As amostras foram delipidadas em solucdo cloroférmio/ metanol (2:1, v/v) por 24
horas, realizando-se dois banhos de delipidacéo.
O material foi secado em estufa a 60° e realizada a pesagem em balanca analitica para

obtencdo do peso seco total da amostra.

2.3 Analise da concentracéo do colageno

A anélise da concentracdo do colageno total foi determinada pela dosagem do
aminoacido hidroxiprolina segundo o método colorimétrico de Bergman e Loxley (1963)
[29], onde as amostras de tecido delipidado e seco sdo submetidas a hidrolise acida em HCL
6N por 18 horas a 118°. Apds neutralizacdo, a dosagem de hidroxiprolina foi realizada e as
amostras lidas em espectrofotdometro a 550 nm. O resultado foi expresso em microgramas de
hidroxiprolina por miligrama de tecido seco.

2.4 Analise da concentracdo de GAG

2.4.1 Extracao e purificacdo

As amostras de tecido delipidado e seco foram digeridas com uma protease de amplo
espectro (papaina bicristalizada) em tampéo acetato 100mM, pH 5, contendo cisteina 5mM e
EDTA 5mM, por 24 horas a 60°C. Apoés centrifugacdo, cloreto de cetilpiridinio (CPC) foi
adicionado ao sobrenadante para precipitar os GAG. As amostras foram centrifugadas e o
complexo CPC-GAG no pellet foi dissociado com NaCl 2M. Os GAG foram precipitados ao
se adicionar 2 volumes de etanol absoluto as amostras, que foram entdo mantidas por 24 horas
a 4°C. Apds uma série de centrifugacdo e lavagem dos pellets, obteve-se a preparacéo final de
GAG total, utilizada nas andlises subsequentes.
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2.4.2 Concentracdo tissular de GAG totais

A quantificacdo bioquimica de GAG totais foi feita por dosagem de &cido hexurénico.
Foi utilizada uma modificacdo do método do carbazol [30] em que as amostras purificadas de
GAG foram inicialmente tratadas com H,SO, a 100°C. A solucdo de carbazol foi entdo,
adicionada as amostras que foram lidas a 525 nm. A concentracdo de GAG foi expressa em

microgramas de &cido hexurénico por miligrama de tecido seco.

2.4.3 Andlise da composicdo do GAG

A quantidade relativa de GAG sulfatados (condroitin sulfato, dermatan sulfato e
heparan sulfato) serd determinada por eletroforese ) foi determinada por eletroforese em gel
de agarose 0,5% (Sigma, St. Louis, EUA) em tampéo de 1,3 diaminopropano 50mM, pH 9,0
[31]. A corrida foi feita a 120 V por hora e, em seguida, o gel foi fixado em brometo de
trimetilaméneo, corado em azul de toluidina 0,1% e a propor¢cdo dos GAG sulfatados foi
determinada pela densitometria das bandas medidas através de programa Scion image, versdo
4.0.2 (Scion Corp., Frederick, Maryland).

2.5 Procedimentos histoldgicos

As amostras foram imediatamente fixadas por imersdo em formalina 10% preparado
em tampao fosfato salino (PBS), em um periodo minimo de 24 horas.

O material foi submetido as técnicas histologicas de rotina, realizando banhos crescentes
de etanol para desidratacdo do tecido, em seguida o espécime foi clarificado com banhos de
xilol e embebido em parafina. De cada bloco de parafina foram preparadas 15 laminas.

Foram feitos cortes histolégicos com 5 um espessura e corados através das técnicas
histoldgicas utilizando as colora¢es de Hematoxilina & Eosina para verificar a integridade
dos tecidos, Resorcina Fucsina de Weigert com prévia oxidacao para evidenciar as fibras do
sistema elastico e Picro-sirius red para analise da matriz conjuntiva. Ainda cortes da mesma

espessura foram dispostos em laminas silanizadas para as técnicas de imunohistoquimica.
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Foram analisadas cinco laminas por paciente com dez campos por ldamina para a
técnica de Weigert e trés laminas por paciente com cinco campos por I[&mina para Picro-sirius.

Para Decorin foram analisadas trés laminas por paciente com cinco campos por lamina.

2.6 Imunohistoquimica

Para analise do proteoglicano decorin foi utilizada a técnica de imunohistoquimica
utilizando o anticorpo Policlonal Anti-Decorin Goat pAb 1:100 (Calbiochem cat n° PC673) e
anticorpo secundario Rabbit Anti goat 1:200 (Zymed 61-1640).
Os cortes foram desparafinados por trés banhos sucessivos de xilol de 5 minutos cada,
em seguida foram realizados banhos decrescentes de etanol (alcool absoluto, &lcool 90%,
alcool 80% e alcool 70%) por trés minutos cada e, posteriormente, lavados em agua destilada
por 1 minuto e, em seguida, com tampéo fosfato salino (PBS) por 10 minutos. As laminas
foram retiradas do PBS e colocadas no inibidor de peroxidase enddgena por 10 minutos. Os
cortes foram novamente lavados com trés banhos de PBS e posteriormente foi realizado
bloqueio para sitios inespecificos utilizando solugdo de soro de cabra (histostastain — Pluss
Kits Zymed 2nd generation LAB-SA detection system- reagent A).

O anticorpo primario (Policlonal Anti-Decorin Goat pAb) foi incubado overnight a 4°.
Em seguida foram feitos trés banhos de PBS de 2 minutos cada. Os cortes foram, entéo,
incubados com o anticorpo secundario (Rabbit Anti goat) por 20 minutos em temperatura
ambiente em camera Uumida. Apos lavagem com PBS (trés banhos de 2 minutos cada) os
cortes foram incubados com HRP- Streptavidin (histostastain — Pluss Kits Zymed 2nd
generation LAB-SA detection system- reagent C) por 10 minutos e novamente lavados com
PBS (trés banhos de 2 minutos cada).

Foram realizados controles negativos pela substituindo o anticorpo primario por PBS e
positivos usando fragmentos de tecido (pele) que apresentam o0s antigenos pesquisados. A
revelagdo foi feita com solucdo de 3,3, diamino-benzidina tetrahidrocloridro (DAB) (Zymed
Laboratorios, numero do catalogo 002014 Carlsbad, CA, E.U.A.) a 0,1% em H202, lavados em
agua destilada, desidratado em uma serie crescente de etanol, diafanizados em xilol e montados

com Ethelan.
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2.7 Analise de imagem e avaliacdo morfologica

Todos os cortes de tecido utilizados para microscopia de luz foram fotografados sob as
mesmas condi¢fes e com uma resolucdo de 2040 X 1536 pixels, com uma camera digital
(Olympus DP70, Téquio, Japdo) diretamente acoplado ao microscépio (Olympus BX51,

Toquio, Japao).

2.7.1 Picro Sirius

Foram atribuidos scores de 1 (predominantemente vermelho/laranja/amarelo), 2
(quantidades aproximadamente iguais de amarelo/ vermelho/ laranja e verde) e 3
(predominantemente verde) atribuidas aos campos observados e foi calculada a média para

cada grupo.

2.7.2 Estereologia

As andlises estereoldgicas foram analisadas em imagens capturadas com objetiva de
600 X para fibras do sistema elastico.

A versdo software ImageJ 1,43 (NIH, Bethesda, E.U.A.), carregado com o seu proprio
plugin grid_.class (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/), foi usado para gerar uma grade
contendo 200 pontos, o que foi sobreposto as fotomicrografias digitais. A fracdo de volume
das fibras do sistema elastico foi determinada pela contagem de pontos e expressa por
percentagem do espaco de referéncia.

Foram analisadas cinco laminas por paciente com 10 campos por lamina para a técnica

de Weigert.

2.8 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste ANOVA seguido pelo pos-

teste de Bonferroni para comparagéo dos pares.
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3 RESULTADOS

Foram comparados 0s grupos de menopausa e prolapso uterino para assegurar que
teriam médias de idades semelhantes. Para isso, utilizou-se o teste T que evidenciou ndo haver

diferenca entre as médias de idade entre os dois grupos.

Meédias de idade

Média e desvio-padrao

Pré-menopausa 44,63 + 3,87
Prolapso uterino 69,94 + 7,72
Pds-menopausa 62,94 + 11,17

Tabela 3 — Médias de idade: Teste T entre grupos de pds-menopausa e prolapso

uterino ndo mostrou diferenca, revelando tratar-se de grupos homogéneos quanto a idade.

Também foram comparadas as médias de paridade pelo teste de ANOVA e também

ndo houve diferenca entre os trés grupos.

Médias de paridade

Média e desvio-padréo

Pré-menopausa 3,12+1,31
Prolapso uterino 3,46 +£1,26
Pds-menopausa 2,76 +1,23

Tabela 4 — As médias de paridade pelo ANOVA ndo mostrou diferenca entre os trés grupos,

revelando tratar-se de grupos homogéneos quanto a paridade.
3.1 Colageno

A quantificagdo media de colageno (Tabela 3) para o grupo de mulheres na pre-

menopausa foi de 77,37 + 29,18 pg de hidroxiprolina/mg de tecido seco. Para o grupo de
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mulheres na pds-menopausa sem prolapso uterino, a quantificacdo foi de 104,03 + 34,85 ug
de hidroxiprolina/mg de tecido seco. Para o grupo de prolapso uterino, a quantificagdo media
foi de 65,52 + 23,33 pg de hidroxiprolina/mg de tecido seco. Houve diferenca entre os trés
grupos (ANOVA p< 0,001).

Nossos resultados mostraram, em relacdo ao contetdo de colageno, que houve aumento
de cerca de 34,5% nas mulheres na pds-menopausa sem prolapso uterino em relacdo as
mulheres na pré-menopausa (p<0,05). Ndo houve diferenca entre os ligaments das mulheres
com prolapso uterino em relacdo a pré-menopausa. No ligamento das mulheres com prolapso
uterino houve reducdo de cerca de 37% em relacdo as do mesmo periodo sem prolapso

uterino (grupo da pés-menopausa (p<0,05).

Colégeno
Meédia e desvio-
padrdo
Pré-menopausa 77,37 £ 29,18
Prolapso uterino 65,52 + 23,33
Pds-menopausa 104,03 + 34,85*

Tabela 5 — Quantificacdo média de colageno expressa em g de hidroxiprolina/mg de tecido
seco. A analise pela ANOVA (p<0,05) e pelo teste de Bonferroni (p<0,05) mostrou diferenca
significativa entre o grupo de pos-menopausa em relacdo aos grupos de pré-menopausa e
prolapso uterino. O grupo de prolapso uterino apresentou reducdo de cerca de 37% em relacdo

a0 grupo pdés-menopausa.

3.2 GAG

A concentracdo de GAG (Tabela 4) foi, em média de 1,17 + 0,44ug de acido
hexurénico/ mg de tecido seco para o grupo da pré-menopausa. Para o grupo da pds-
menopausa, a concentracdo de GAG foi, em media, de 0,76 + 0,51pg de &cido hexurénico/
mg de tecido seco. Para o grupo de prolapso uterino, a concentracdo de GAG foi, em média,

de 1,31 £ 0,59ug de acido hexurénico/ mg de tecido seco.
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Houve diferenca entre os trés grupos (ANOVA p<0,01), com diminuicdo de cerca de
35,4% de GAG no grupo da pds-menopausa em relacdo ao grupo da pré-menopausa (p<0,05).
No grupo de prolapso uterino, houve aumento de cerca de 72% do GAG total em relacdo ao

grupo da pds-menopausa (p<0,05).

GAG
Média e desvio-
padrdo
Pré-menopausa 1,17+0,44
Prolapso uterino 1,31 +£0,59
Pds-menopausa 0,76 + 0,51*

Tabela 6 — Quantificacdo média de GAG. Resultados expressos em g de &cido hexurdnico/ mg
de tecido seco. A analise pela ANOVA (p<0,01) e pelo teste de Bonferroni (p<0,05) mostrou
diferenca significativa entre os grupos de pds-menopausa em relacdo aos grupos de pré-
menopausa e prolapso uterino.O grupo de prolapso uterino apresentou concentragdo 72% maior
em relacdo ao grupo da pos-menopausa.

A analise qualitativa dos GAG nao demonstrou diferenca entre os 3 grupos tanto para
condroitin sulfato (29,29 + 13,67 %vs. 40,10 £ 21,90 % vs. 41,04 + 16,93 %, p>0,05),
dermatan sulfato (62,19 + 16,93 % vs. 51,48 + 17,07 % vs. 48,85 = 13,21 %, p>0,05) e
heparan sulfato (11,7 + 542 % vs. 8,26 + 4,67 % vs. 11,28 + 6,92%, p>0,05),
respectivamente para menacme, prolapso uterino e pés-menopausa (Tabela 5).

Como é tipico dos ligamentos, houve predominio do dermatan sulfato em todos os

grupos, especialmente nos grupos de pré-menopausa e prolapso uterino.
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CS DS HS
(média e desvio- (média e desvio- (média e desvio-
padréo) padréo) padréo)
Pré- 29,29 + 13,67 62,19 £ 16,93 11,7 £ 5,42
menopausa
Prolapso 40,10 + 21,90 51,48 + 17,07 8,26 £ 4,67
uterino
Pds- 41,04 + 16,93 48,85 + 13,21 11,28 £ 6,92
menopausa

Tabela 7 — Comparacdo entre GAG sulfatados. Resultados expressos em porcentagem. A

analise pelo ANOVA ndo demonstrou diferenca entre os trés grupos (pré-menopausa,

prolapso uterino e pds-menopausa) para condroitin sulfato (CS), dermatan sulfato (DS) e

heparan sulfato (HS).

3.3 Fibras eléasticas

No grupo da pds-menopausa observou-se maior quantidade de fibras elasticas pela

coloracdo de Weigert (Figura 5).

A quantificacdo entre os trés grupos mostrou que a média de fibras elasticas foi de

13,87% para o grupo de pré-menopausa, de 13,94 % para o grupo de prolapso uterino e de

18,08% para o grupo de pds-menopausa (p<0,05) (Tabela 6).

Nossos resultados mostraram haver uma reducao de cerca de 22% de fibras elasticas em

no grupo de prolapso uterino em relacdo ao grupo da p6s-menopausa (p<0,05).

Houve aumento de cerca de 30% de fibras elasticas no grupo da pds-menopausa quando

comparadas ao grupo de pré-menopausa (p<0,05).
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FIBRAS ELATICAS

Média e desvio-

padréo
Pré-menopausa 13,87 + 3,6
Prolapso uterino 13,94 + 2,43
Pds-menopausa 18,08 + 2,57*

Tabela 8 — Quantificacdo das fibras elasticas. Resultados expressos em porcentagem. A analise
pela ANOVA (p<0,05) e pelo teste de Bonferroni (p<0,05) mostrou diferenca significativa entre
0S grupos pos-menopausa em relacdo aos grupos da pré-menopausa e prolapso uterino. Houve

reducao no grupo prolapso em relagcdo ao grupo pds-menopausa de aproximadamente 22%.

3.4 Matriz conjuntiva

Ap0s atribuicdo dos scores foi calculada a média para cada grupo. O score 1 indica um
colageno mais organizado e o 3 o colageno mais degradado (Figura 6).

Para o grupo da pré-menopausa a média foi de 1,39 + 0,29, para o grupo do prolapso
uterino a média foi de 1,37 £ 0,47 e para o0 grupo da pds-menopausa a média foi de 1,2 + 0,17.
N&o houve diferenca entre os trés grupos (ANOVA, p>0,05). (Tabela 7)

Picro sirius
Média e desvio-
padrdo
Pré-menopausa 1,39 £ 0,29

Prolapso uterino 1,37 + 0,47

Pds-menopausa 1,2+0,17

Tabela 9 — Picro Sirius — média de scores. 1- vermelho/laranja/ amarelo; 2 — quantidades
iguais de amarelo/ vermelho/ laranja e verde e 3 — predominantemente verde — A analise pelo

ANOVA nao demonstrou diferenca entre as médias dos 3 grupos (p>0,05).
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3.5 Anti-decorin

Apesar de ndo ter havido quantificacdo, a marcacdo com anti-decorin evidenciou uma

aparente diminuicdo no grupo de prolapso uterino em relacdo aos outros grupos (Figura 6).
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Figura 5 — Fotomicrografias do ligamento cardinal mostrando a distribuicéo das fibras elasticas.
A - pre-menopausa. B- prolapso uterino. C — pds-menopausa - fibras elasticas coradas em roxo.

Observa-se uma maior tortuosidade das fibras no grupo de pds-menopausa. Coloracéo: Weigert

— Aumento: 600x.
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Figura 6 — Fotomicrografias do ligamento cardinal mostrando a distribuicdo das fibras
colagenas. A - pré-menopausa. B- prolapso uterino. C — po6s-menopausa. Predominio da

coloragé@o vermelha nos trés grupos. Coloracéo: Picro Sirius red— Aumento: 100x.
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Figura 7 — Fotomicrografia do ligamento cardinal mostrando, através da marcacdo por
imunohistoquimica, a distribuicdo de decorin— A —menacme, B- prolapso uterino e C — p0s-
menopausa. Aumento: 200x. A marcacdo foi aparentemente menor no grupo do prolapso
uterino.
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4 DISCUSSAO

Os principais fatores que determinam o prolapso uterino sdo a paridade e o
hipoestrogenismo. Menos de 1% dos casos ocorrem em mulheres nuliparas e um parto
aumenta em quatro vezes as chances de ocorréncia de prolapso [2].

As modificacdes impostas pela gravidez levam a alteragdes na composi¢do da MEC
dos tecidos envolvidos, dentre eles, o ligamento cardinal, aumentando sua flexibilidade e
reduzindo sua forca ténsil. A injuria tecidual associada a gestacdo e ao parto tem acéo direta
no metabolismo da MEC no tecido conjuntivo e muscular. Dependendo do stress aplicado ao
tecido, os padrdes da matriz extracelular podem variar.

Os niveis de expressdo de colageno tipos | e 11l sdo correlacionados com mudancas
gestacionais nas taxas de estrogénio e progesterona, sugerindo regulacdo hormonal de ambos
0s genes. Shynlova et al. [24] demonstraram aumento da expressao de todos os genes da
matriz extracelular no miométrio sob a influéncia de altos niveis de progesterona que ocorrem
durante a gravidez, com perfis temporais diferentes para cada componente: diminuicdo dos
colagenos tipos | e 111 e aumento da laminina, colageno tipo IV e fibronectina proximo ao
termo.

A regeneracdo efetiva de ligamentos requer ndo apenas a producdo de moléculas da
MEC. Essa producdo deve ter uma composic¢do apropriada para a regulacdo de fungdes que
irdo resultar no reparo final.

Nosso trabalho mostrou que o ligamento cardinal das mulheres com prolapso genital
possuia menor contetido de colageno em relacdo as mulheres na pds-menopausa, com reducdo
de cerca de 37%.

O contetdo de colageno diminuido pode ser explicado pela degradacdo aumentada nos
casos de prolapso uterino, devido a desregulacdo do seu metabolismo.

A influéncia do estrogénio no tecido conjuntivo pode ser dependente da regulacdo do
metabolismo do colageno. O estrogénio ndo somente estimula a biossintese fibrilar do
coldgeno como também aumenta a sintese, secrecdo e atividade da MMP, que pode degradar
numerosos componentes do tecido conjuntivo, incluindo o préprio colageno [32].

Os baixos niveis de estrogénio da pds-menopausa resultariam entdo, em um ligamento

com maior conteudo de colageno, pela menor degradacdo neste periodo. Isso ocorreria no
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envelhecimento normal, como observado no trabalho de Cox et al. [33], que mostrou
diminuicdo de matriz metaloproteinases (MMP2 e MMP9) no epitélio vaginal em ratas
ooforectomizadas. Nos tecidos de suporte de mulheres com prolapso uterino, foi observado
menor contetdo de colageno quando comparados aos mesmos tecidos de tecidos de mulheres
sem a mesma condicdo. O trabalho de Chen et al. [34] demonstrou que, em parede vaginal de
mulheres com prolapso uterino, ocorria aumento da MMP1. Edwall et al. [35] observaram
aumento nas concentracfes de procolageno | e principalmente de procolageno Il em
mulheres com prolapso uterino, sugerindo um aumento no catabolismo do colageno nessa
condicgéo.

Corroborando estes achados, Takano et al. [28], estudando paramétrio e cUpula
vaginal, observaram ndo haver diferenca na composicdo do coladgeno entre mulheres com
prolapso uterino na pré e pds-menopausa e que ambas apresentavam apenas reducdo do
conteudo total de colageno em relagdo as mulheres na pds-menopausa sem prolapso uterino.

Na p6s-menopausa 0s niveis de estrogénio diminuem e, com isso, ocorre diminuigao
na degradacao de colageno. No prolapso uterino esta degradagdo continuaria a ocorrer e isso
poderia ser resultante de um aumento dos receptores de estrogénio presentes no ligamento
tornando-o mais sensivel aos baixos niveis circulantes de estrogénio. Alguns trabalhos
mostraram aumento de receptores de estrogénio em ligamentos em casos de prolapso uterino,
porém os resultados sdo conflitantes. Lang et al. [36] evidenciaram correlagdo positiva entre
receptores de estrogénio de ligamento cardinal de mulheres com prolapso uterino e nimero de
anos de pds-menopausa. Ewies et al. [37] evidenciaram aumento da expressdo de receptores
de estrogénio o, progesterona e androgénio em ligamento cardinal de mulheres com prolapso
uterino. Porém, o trabalho de Bai et al. [39] em ligamento uterossacro demonstrou diminuicdo
dos receptores de estrogénio em mulheres com prolapso uterino.

Os receptores de estrogénio aumentados nos tecidos de prolapso uterino poderiam ser
responsaveis pelo maior catabolismo do colageno nesta patologia, levando a um ligamento
com menor firmeza, quando comparado aos de mulheres na pos-menopausa.

Assim como o conteldo de colageno, a sua relacdo I/I1l parece estar alterada no
prolapso uterino.

Gabriel et al. [39] ndo observaram diferencas na expressdo de colageno tipo | em

ligamento uterossacro, porém evidenciaram aumento da expressdo de colageno tipo Il na
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presenca de prolapso uterino, sugerindo que a expressdo aumentada deste tipo seja
caracteristica tipica do tecido conjuntivo de pacientes com prolapso. Este aumento no
prolapso uterino também foi evidenciado por Ewies et al. [14] que observaram também,
aumento de colageno tipo I e reducdo de colageno tipo 111 no ligamento cardinal de mulheres
na pds-menopausa.

Na avaliacdo da matriz conjuntiva, nossos resultados ndo evidenciaram diferengas na
organizacdo do colageno entre os trés grupos.

Os danos ao tecido conjuntivo produzem uma série de respostas coordenadas que
envolvem infiltracdo de células inflamatdrias e producdo de uma matriz extracelular rica em
colageno [25].

Os achados do prolapso uterino sdo semelhantes ao processo de remodelamento
inicial, onde ocorre aumento da producdo de colageno tipo I, formando uma matriz
provisoria mais frouxa, que seré posteriormente substituida por colageno tipo | [40].

Como o colégeno tipo | € o principal determinante da forca ténsil do tecido conjuntivo
e 0 aumento no colageno tipo Il parece diminuir a forca mecénica por diminui¢do do
tamanho da fibra [41], o maior conteldo de colageno tipo Ill nos tecidos de sustentacdo
poderia ser um fator determinante para a ocorréncia do prolapso uterino.

A degeneracdo cronica tecidual envolve remodelamento da MEC e aumento da
secrecdo de proteoglicanos que séo perpetuados durante a fibrose. A migracao de fibroblastos
é essencial para o aparecimento de tecido de granulacdo e a continuacdo do processo de cura
[42].

Nossos resultados em relagdo ao GAG mostraram haver um aumento significativo de
72% da concentracdo de GAG em ligamento de mulheres com prolapso uterino em relacéo ao
grupo da pds-menopausa, o que seria explicado pela maior secrecdo de proteoglicanos durante
0 processo de reparo ap6s as modificacdes impostas pela gestacdo. Este balanco proteolitico
positivo em favor do acumulo de GAG pode ser o responsavel pela diminuicdo de
complacéncia do tecido. Estes resultados foram consistentes com o trabalho de Feldner et al.
[19], que demonstraram que mulheres com incontinéncia urinaria e prolapso uterino possuiam
maior quantidade de GAG no tecido periuretral.

Existem evidéncias de alteracdo da composicdo da MEC de acordo com o status

hormonal. O estrogénio tem papel importante no aumento de GAG nos tecidos.
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Cabral et al. [43] observaram reducdo do contetdo de GAG na bexiga de ratas
ooforectomizadas e de Deus et al. [44], além de observarem esta reducdo, observaram
também reducdo na proporcdo de éacido hialurbnico, com recuperacdo para Vvalores
semelhantes aos nao castrados com a terapia de reposi¢do hormonal.

A acdo do estrogénio no metabolismo dos GAG foi bem documentada por Maroclo et
al. [45], que observaram padrdo bifésico de excrecdo urinaria de GAG no ciclo menstrual
normal concluindo que estas variacdes eram moduladas por ac¢do do estrogénio.

Em relacdo aos GAG sulfatados, nossos resultados ndo evidenciaram diferenca entre
os trés grupos, tanto para condroitin sulfato, dermatan sulfato bem como heparan sulfato,
porém, como é caracteristico dos ligamentos, 0 GAG predominante foi o dermatan sulfato.

O trabalho de Feldner et al. [12] demonstrou menor quantidade de GAG sulfatados no
tecido periuretral de mulheres na pds-menopausa, assim como nossos resultados no ligamento
cardinal, porém com maior quantidade de dermatan e condroitin sulfato em mulheres com
prolapso uterino.

O processo de envelhecimento natural leva a modificacdes da MEC que resultam em
um ligamento rico em colageno e pobre em GAG.

Durante a vida reprodutiva, a relacdo entre formacdo e degradacdo de colageno
permanece estavel. Com o envelhecimento, a degradacdo apresenta-se diminuida. Com isso, a
concentracdo de coldgeno aumenta apds a menopausa em diversos tecidos e suas fibras
aumentam em diametro. Esse processo ocorre em associacdo a diminuicdo de GAG e da
origem a um tecido aumentado em resisténcia, porém diminuido em elasticidade.

No prolapso uterino estas modificagfes ndo ocorrem. As alteracGes, neste caso, sugerem
um processo de remodelamento incompleto, onde ocorre reducdo do conteudo total de
colageno, observada no nosso trabalho, provavelmente por aumento de expressdo das MMP.
Este colageno seria principalmente constituido de colageno tipo Ill, semelhante ao que ocorre
na matriz provisoria, contribuindo ainda mais para um tecido com menor tensdo. Associado a
isso, 0 aumento de GAG observado no nosso trabalho também é semelhante ao que ocorre no
processo inicial de remodelamento e contribuiria para um tecido menos firme.

Ao contrario de outros Orgdos adultos, o turnover das fibras elasticas parece ser

continuo no trato reprodutivo feminino. O efeito do envelhecimento neste processo néo é bem
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conhecido. A inabilidade em reparar ou sintetizar novas fibras elésticas pode levar ao
prolapso uterino em algumas mulheres [46].

Nossos resultados mostraram haver uma reducéo significativa de fibras elasticas em
mulheres com prolapso uterino em relagdo as idosas.

Recentes evidéncias em ratos sugerem que a falta de fibras elasticas no tecido
conjuntivo desempenha um importante papel na patogénese do prolapso uterino [3].
Wieslander et al. [47] observaram que a recuperacdo da parede vaginal ap0s gravidez e parto
requer um aumento na sintese de fibras elasticas para compensar a atividade elastolitica do
pos-parto.

Klutke et al. [50] demonstraram significante reducdo de elastina em bidpsias de
ligamentos uterossacros de mulheres com prolapso uterino. Chen et al. [48] demonstraram
que genes envolvidos no metabolismo da elastina eram expressos diferentemente no tecido
vaginal de mulheres com IUE. Drewes et al. [46] sugeriram que mutagdes no gene que
codifica a lysil oxidase like 1, cujo substrato é a elastina, provocariam inabilidade em reparar
ou sintetizar novas fibras elasticas, o que poderia ocasionar o prolapso uterino.

Apesar de ndo ter havido quantificacdo, foi observada uma aparente diminuicdo na
marcacgdo do decorin no grupo do prolapso uterino em relagcdo aos outros dois grupos, 0 que
pode indicar um tecido enfraquecido.

O papel do decorin na organizacdo do coladgeno e nas propriedades dos tecidos é bem
documentado através de estudos em ratos Knockout (gerados com gene deficiente para
decorin). O fenotipo desses ratos se assemelha aos defeitos cutaneos observados na sindrome
de Ehlers Danhos, uma desordem de tecido conjuntivo caracterizada por hiperextensibilidade
da pele, hipermobilidade cuténea e fragilidade tecidual [49].

O ligamento cardinal de mulheres na pds-menopausa é quantitativamente semelhante ao
do grupo de pré-menopausa, entretanto, o prolapso uterino é raro neste periodo da vida. A
ocorréncia de prolapso poderia ser explicada tanto por uma alteragdo qualitativa do colageno
deste ligamento, como também pelo comprometimento da MEC também de outros tecidos de
sustentacdo como fascias e musculatura do assoalho pélvico, o que ndo ocorreria no
menacme.

Slieker-ten Hove et al. [50] demonstraram que as contragdes musculares diminuem

com o envelhecimento. Weemhoff et al. [51] demonstraram que o envelhecimento resulta em
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reducdo da forca de contracdo e aumento do didmetro do hiato genital, o que favoreceria a
ocorréncia de prolapso em caso de enfraquecimento dos outros elementos de suspensédo e
contencao do Utero. Moalli et al. [52] evidenciaram reducdo na quantidade de colageno | no
arco tendineo associada a menopausa. O enrijecimento do ligamento poderia compensar o
enfraquecimento do assoalho pélvico e da fascia de contencdo. Em caso de ligamentos
enfraquecidos, estas alteracOes poderiam favorecer o aparecimento de prolapso uterino.

O hipoestrogenismo leva a modificacdes da matriz extracelular que nao estdo presentes
nos ligamentos das mulheres com prolapso uterino. Nossas avaliacbes mostraram que
alteracbes com o envelhecimento incluem aumento do colageno e das fibras elésticas e
diminuicdo dos GAG. Porém, ndo somente as quantidades, mas a organizacao e a distribuicéo
dos diversos componentes como tipos de colageno e receptores tém seu papel no
desenvolvimento desta patologia.

A etiologia do prolapso uterino é complexa e tem origem multifatorial, ndo sendo
possivel explica-la por analises isoladas. No nosso estudo analisamos unicamente o ligamento
cardinal. No suporte dos 6rgéos pélvicos, estdo envolvidas outras estruturas como musculos e
fascias. Além disso, a matriz extracelular sintetiza uma enorme variedade de componentes,
que agirdo em funcGes especificas. O trauma do parto e a extensdo da injuria tecidual
decorrente dele podem ser o fator desencadeante do processo que culminard no prolapso

uterino.
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5 CONCLUSOES

Nossos resultados demonstram alteracdo no metabolismo do tecido conjuntivo de
mulheres com prolapso uterino.

A matriz extracelular do ligamento cardinal das mulheres na pés-menopausa € mais
densa, caracterizada por aumento de colageno, reducdo de glicosaminoglicanos e aumento de
fibras elasticas em relacdo ao ligamento de mulheres na pré-menopausa. Estas caracteristicas
conferem maior firmeza a este ligamento.

Esta alteracdo ndo é observada em ligamento cardinal de mulheres com prolapso
uterino, que apresentam quantidades semelhantes as de ligamentos na pré-menopausa,
caracterizados por baixas concentracdes de colageno e fibras elasticas e altas concentracGes de

glicosaminoglicanos, o que torna este ligamento mais frouxo.
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ANEXO 2 — Consentimento informado
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CONSENTIMENTO INFORMADO

Prezada senhora,
Como ¢ de seu conhecimento, a senhora vai ser submetida a uma cirurgia de retirada do utero.
Durante este tipo de cirurgia se retira parte de um ligamento juntamente com o Gtero, o
ligamento cardinal. Este ligamento é freqlientemente desprezado, isto é, jogado fora.
Eventualmente esta parte de ligamento pode ser enviada ao Departamento de Anatomia
Patologica, onde é utilizada para estudos de rotina e arquivamento.
NoOs estamos realizando um estudo sobre a composicdo bioquimica do ligamento cardinal,
com o objetivo de identificar as alteracdes na MEC do ligamento cardinal associadas a pos-
menopausa e ao prolapso uterino. Sua relevancia baseia-se na importancia comprovada do
ligamento cardinal na estatica pélvica. Gostariamos de solicitar, portanto, que a sra. tenha a
gentileza de nos autorizar a estudar o ligamento cardinal que sera extraido durante a sua
cirurgia.
E importante ressaltar que esta extracdo de parte do ligamento ja é parte rotineira da cirurgia
de histerectomia e, portanto, ndo alterara o resultado operatorio.
Eu, , declaro
estar ciente do que foi exposto acima e autorizo a utilizacdo para fins cientificos do fragmento
de ligamento cardinal que serd extraido durante a cirurgia (histerectomia) a que vou ser
submetida.
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