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RESUMO 

Os processos fisiológicos da gravidez e do parto impactam adaptações drásticas do canal do 

parto e do assoalho pélvico para permitir distensão acentuada seguida de retorno ao estado 

pré-gestacional. No entanto, numerosos estudos epidemiológicos sugerem que muitas 

mulheres não conseguem se recuperar completamente desse evento; de fato, o trauma da 

distensão dos órgãos do canal de parto parece desempenhar um papel importante na causa 

do prolapso de órgãos pélvicos (POP), caracterizado pelo descenso de um ou mais órgãos 

pélvicos, como a bexiga, o útero, o reto e o intestino delgado pelo canal vaginal. Durante a 

prenhez, o canal de parto se remodela para permitir um parto seguro. Nessa remodelação 

hormonalmente regulada, a sínfise púbica, uma junção fibrocartilaginosa, é uma das 

estruturas que passa por modificações, as quais resultam no afastamento dos ossos púbicos 

com a formação do ligamento interpúbico, o qual se conecta ao osso pela êntese, uma 

estrutura de transição com gradações e organização diferencial celular e dos componentes 

de MEC. Após o primeiro parto, o processo de retorno assegura a homeostase e a estabilidade 

mecânica dos tecidos pélvicos. Sucessivos partos impactam a recuperação da 

histoarquitetura articular. Contudo, são pouco conhecidos os efeitos da multiparidade e da 

idade nas células e na MEC da entese da sínfise púbica durante a prenhez e o retorno pós-

parto, o que pode auxiliar na compreensão da fisiopatologia do prolapso de órgãos pélvicos. 

Deste modo, o presente estudo buscou compreender e comparar as alterações da entese 

entre camundongos fêmeas primpíparas e multíparas senescentes durante a prenhez e o pós-

parto. Durante a prenhez e o pós-parto, camundongos C57BL6/6J primíparos e multíparos 

senescentes foram estudados a microscopia de luz convencional e polarizada, microscopia 

eletrônica de transmissão, imuno-histoquímica e PCR em tempo real. Foram caracterizadas 

alterações morfológicas e moleculares no que diz respeito à população celular, aos 

componentes da MEC, à imunolocalização e à expressão gênica de marcadores 

condrogênicos e osteogênicos na êntese de animais multíparos quando comparadas às 

enteses de animais primíparos. Apesar de não ocorrer a recuperação da cartilagem na 

articulação interpúbica nos animais multíparos senescentes, nossos resultados sugerem que 

a êntese contém células metabolicamente ativas durante a prenhez e o pós-parto, mas com 

perfil de expressão de marcadores condrogênicos e osteogênicos reduzidos em função da 

paridade e da idade. Assim, nosso estudo evidencia alterações na sínfise púbica de 

camundongos multíparos senescentes e tais alterações podem fornecer bases para 

compreender disfunções nos mecanismos biológicos capazes de remodelar o canal do parto, 

alterando consequentemente a estabilidade pélvica, um fator crítico para a compreensão da 

fisiopatologia do POP. 

Palavras-chave: Paridade, cartilagem, sínfise púbica, prenhez, condrogênese. 



ABSTRACT 

The physiological processes of pregnancy and childbirth impact drastic adaptations of the birth 

canal and pelvic floor to allow for marked distention followed by return to a pre-gestational 

state. However, numerous epidemiological studies suggest that many women fail to fully 

recover from this event. In fact, trauma from distention of the organs of the birth canal appears 

to play an important role in pelvic organ prolapse (POP), characterized by the descent of one 

or more pelvic organs, such as the bladder, uterus, rectum, and small intestine, through the 

vaginal canal. During of pregnancy, the birth canal remodeling for safe delivery. In this 

remodeling hormonally regulated, the pubic symphysis, a fibrocartilaginous junction, is the one 

of the structures that changes and results in the separation of pubic bones by the formation of 

an interpubic ligament whose connection to the bone in through the presence of the enthesis, 

a structure of transition formed with gradations and differential organization of cells and ECM 

components. After the first delivery, the recovery process ensures homeostasis and 

mechanical stability of the pelvic tissues. Successive deliveries impact the recovery of joint 

histoarchitecture. Nevertheless, are not well understood the effects of multiparity and age in 

the cells and extracellular matrix in enthesis of pubic symphysis during recovery postpartum 

and should be considered to better understand the factors thar lead to organ prolapse. Thus, 

this study sought understand and comparing enthesis changes between female mice 

multiparous senescent during pregnancy and postpartum. During pregnancy and postpartum, 

mice C57BL6/6J primiparous and multiparous senescent was examined by conventional and 

polarized light microscopy, transmission electron microscopy, immunohistochemistry, and 

PCR real time. Were characterized morphological and molecular changes in cell population, 

ECM components, as well as immunolocalization and gene expression of chondrogenic and 

osteogenic markers we in the enthesis of multiparous animals when compared to the entheses 

of primiparous animals. However, although there are changes and there is no return of 

cartilage in the interpubic joint in multiparous senescent animals, our results suggest that the 

enthesis is metabolically active during pregnancy and postpartum, but with but with a reduced 

expression profile of chondrogenic and osteogenic due to parity and age. Thus, our study 

evidence alterations in the pubic symphysis of senescent multiparous mice and such 

alterations may provide a basis for understanding dysfunctions in the biological mechanisms 

capable of remodeling the birth canal, consequently altering pelvic stability, a critical factor for 

understanding the pathophysiology of POP. 

 

Key words: Parity, cartilage, pubic symphysis, pregnancy, chondrogenesis.
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1.1 Prolapso de órgãos pélvicos 

Os processos fisiológicos da gravidez e do parto impactam adaptações drásticas do 

canal do parto e do assoalho pélvico para permitir distensão acentuada seguida de retorno ao 

estado pré-gestacional. No entanto, numerosos estudos epidemiológicos sugerem que muitas 

mulheres não conseguem se recuperar completamente desse evento; de fato, o trauma da 

distensão dos órgãos do canal de parto parece desempenhar um papel importante na causa 

do prolapso de órgãos pélvicos (POP) (Mant et al.,1997; Patel et al., 2006). 

O POP é uma patologia caracterizada pelo descenso de um ou mais compartimentos 

vaginais (parede anterior, parede posterior e parede apical) (Hendriz et al., 2002; Summers et 

al., 2006). Esse descenso é geralmente acompanhado pela fraqueza da fáscia endopélvica, 

o que pode resultar no prolapso de um ou mais órgãos pélvicos, como a bexiga, o útero, o 

reto e o intestino delgado pelo canal vaginal (Choi e Hong, 2014). Na população brasileira, um 

estudo com 377 mulheres com mais de 29 anos, mostrou a prevalência do POP em 67% delas 

(Araújo et al., 2009). Enquanto nos Estados Unidos, as mulheres apresentam 

aproximadamente 11,1% de risco ao longo da vida para submissão à cirurgia de correção de 

prolapso genital, sendo que até um terço das mesmas necessitarão de reintervenção cirúrgica 

(Tinelli et al., 2010). O POP pode ocorrer em qualquer idade, no entanto, entre as mulheres 

diagnosticadas, existe uma prevalência significativamente maior em mulheres com idade 

avançada (Frantz et al., 2010). 

Uma vez que o canal do parto está diretamente relacionado ao suporte aos órgãos 

pélvicos (DeLancey, 1994; Norton, 1993), propôs-se que danos a qualquer componente desse 

complexo mecanismo de suporte pode resultar em perda do suporte vaginal e 

consequentemente em POP. Esta proposição é largamente baseada em dados que sugerem 

que o parto é o maior fator de risco independente para o desenvolvimento de disfunções do 

assoalho pélvico (Carley et al., 1999; Jones, 2010). Lesões transitórias e de longa duração na 

vagina e seus tecidos de suporte foram documentadas após o parto, e a maioria das mulheres 

multíparas tem alguma evidência anatômica de disfunção no suporte pélvico (O'Boyle et al., 

2005; De Lancey et al.,2003; De Lancey et al., 2007). Outros fatores de risco sugeridos 

incluem menopausa, obesidade, idade, cirurgia prévia e predisposição genética (Gurel et al., 

1999; Lukacz et al., 2006, Jones et al., 2010; Stoffel et al., 2009).  

No que diz respeito à dilatação e ao relaxamento crônicos do canal de parto e dos 

ligamentos pélvicos, frequentemente associados ao número de partos (Thomas, 1980), não 

se conhecem, até o presente momento, os mecanismos pelos quais a prenhez, o parto e o 

envelhecimento levam ao enfraquecimento de órgãos pélvicos e estruturas suportes destes 

órgãos (Liu et al., 2007, Chen et al., 2004; Timmons et al., 2006). O suporte fisiológico da 

pelve é mantido pela integridade dos ligamentos. No entanto, ficou evidente que as deleções 
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experimentais de moléculas-chaves na fibrilogênese da elastina são capazes de induzir o 

POP em camundongos, de modo similar àquele observado em primatas (Drewes et al., 2007; 

Liu et al., 2004).   

Os camundongos com mutações no gene que codifica a Fibulina-5 (Fbln5-/-) 

apresentam numerosos sinais de elastinopatias, as quais incluem pele frouxa, pulmões 

enfisematosos e grandes vasos dilatados e tortuosos. É importante ressaltar que esses 

camundongos também demonstraram POP notavelmente semelhante àquele em primatas 

(isto é, a vagina e o colo do útero são descendentes e herniados através da musculatura do 

assoalho pélvico) (Drewes et al., 2007). A observação de POP em série na matriz reprodutiva 

de camundongos Fbln5-/- mostrou que esses animais progrediram ao POP grave em função 

da idade e paridade (Wieslander et al., 2009). Como em humanos, o aumento da paridade e 

da idade parece acelerar o processo da doença em modelos murinos. Portanto, as matrizes 

reprodutivas de camundongos parecem ser modelos para avaliar os efeitos do POP nas 

propriedades biomecânicas do canal do parto. 

 

1.2 O canal de parto e a sínfise púbica 

 Em mulheres, as modificações morfológicas do canal de parto e, particularmente na 

sínfise púbica, mostram-se discretas durante a gestação quando comparadas às encontradas 

em modelos animais. Entretanto, relatos de dores púbicas são frequentemente negligenciados 

durante o pós-parto (Becker et al., 2010). Estudos com emprego de técnicas de alta precisão, 

como a ressonância magnética, em mulheres primíparas, demonstram que, além das 

conhecidas lesões nos componentes do assoalho pélvico em indivíduos de grupos de risco, 

são observados fraturas e edemas de medula dos ossos púbicos, assim como rupturas 

capsulares ao longo de regiões posteriores e inferiores da sínfise, locais de intensa atuação 

das forças de tração (Brandon et al., 2011; Miller et al., 2011). 

 O conjunto de mecanismos para que haja expulsão do feto é complexo e envolve 

intensa remodelação tecidual das estruturas no canal de parto (Fischer et al., 2015). Esse 

remodelamento inclui longa fase preparatória de condicionamento que, posteriormente, é 

seguida por trabalho ativo (Buhimschi et al., 2009). A remodelação do tecido conjuntivo é 

necessária para a ocorrência facilitada do trabalho de parto e seu sucesso (Moro et al., 2012; 

Consonni et al., 2012). O canal de parto é composto por partes moles – segmento inferior do 

útero, cérvice, vagina e a região vulvo perineal – e duras – bacia óssea, na qual está localizada 

a sínfise púbica. Essas partes são conhecidas como trajeto mole e trajeto duro, 

respectivamente (Becker et al., 2010 e Abramowitch et al., 2009). 

 A sínfise púbica (SP) é a articulação entre os ossos púbicos e consiste em um disco 

fibrocartilaginoso localizado entre os coxins de cartilagem hialina que cobrem esses ossos 

nas suas extremidades mediais (Figura 1). Essa articulação possui, ao seu redor, tecido 
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conjuntivo denso correspondendo a uma camada superficial contínua ao periósteo (Joazeiro 

et al., 2014). Essa junção fibrocartilaginosa, além de fazer parte do conjunto de elementos do 

sistema musculoesquelético, oferece suporte aos órgãos pélvicos no papel de prover 

estabilidade e de auxiliar na neutralização das forças de compressão atuantes sobre a pelve 

durante a movimentação (Cunningham et al., 2007). A articulação destaca-se no seu papel 

ativo durante a prenhez de modelos animais − como camundongos e cobaias −, pois passa 

por drásticas modificações para a acomodação do canal do parto (Sherwood 1994; Becker et 

al., 2010). 

 

Figura 1. Representação esquemática da localização anatômica da sínfise púbica (SP) e da 

composição dos seus tecidos em camundongos. Em A, note os planos corporais em relação a 

localização da SP. Em B, na vista ventral, note a localização da SP em plano medial porção ventral do 

camundongo. Os tecidos que compõe a sínfise púbica estão representados na fotomicrografia: a 

fibrocartilagem (FC) entre os coxins de cartilagem hialina (CH). Sirius Red e Hematoxilina. Barra = 

40μm. Imagem criada em BioRender. 
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1.3 Canal de parto: da sínfise púbica ao ligamento interpúbico 

 Em camundongos, a SP passa por modificações preparatórias durante o período inicial 

da prenhez. Até o 12º dia de prenhez (D12), a histoarquitetura do disco fibrocartilaginoso 

interpúbico, entre a cartilagem hialina dos ossos púbicos, é semelhante ao animal nulíparo. 

No entanto, a articulação aumenta de 0,15 a 0,2 mm entre o dia 12 e 15, com o 

desenvolvimento do ligamento interpúbico (LIp), induzido pela relaxina e pelo estrogênio 

(Zhao et al.,1999 e 2000; Castelucci et al.,2018; Moro et al., 2012). Esse ligamento 

proporciona proteção ao canal de parto e permite a separação dos ossos púbicos resultando 

em uma gradual expansão de fibrocartilagem (Consonni et al., 2012; Joazeiro et al., 2014; 

Castelucci et al., 2018). Assim, durante a prenhez, a sínfise púbica passa por modificações 

fisiológicos graduais denominados fases de separação e de relaxamento. Após a primeira 

prenhez, ocorre a fase de recuperação (Figura 2). 

 

Figura 2. Representação esquemática das modificações fisiológicas graduais das fases de 

remodelação da sínfise púbica durante a prenhez e o pós-parto de camundongos. (Modificado de 

Joazeiro et al., 2014). Imagem criada em BioRender. 

 

 O ligamento interpúbico, formado entre o D12 e o D15 da prenhez, em camundongos, 

requer a expansão gradual do tecido conjuntivo denso com a presença de fibroblastos, os 

quais se proliferam para formar o ligamento (Rosa et al., 2012). No que diz respeito aos 

fenótipos celulares, durante a formação do ligamento interpúbico, ao longo da prenhez, Crelin 

(1969) destacou as modificações resultantes da expansão gradual dessa estrutura e sua 
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possível relação com as células condrocíticas da sínfise “liberando-se de suas lacunas” e 

adquirindo fenótipo semelhante ao de fibroblastos, como demonstrado ultraestruturalmente 

por Linck e colaboradores (1976). Os componentes da matriz extracelular (MEC) e as citocinas 

do tecido conjuntivo frouxo influenciam a diferenciação dos fibroblastos no ligamento 

interpúbico (Moraes et al., 2004). O fator de crescimento transformador beta (TGF-β) leva à 

transdiferenciação de fibroblastos em miofibroblastos, caracterizados como células grandes, 

contendo um retículo endoplasmático altamente desenvolvido e com a presença α-actina de 

músculo liso (α-SMA) (Tarbit et al., 2018 e Weiskirchen et al., 2019). Os miofibroblastos 

apresentam características tanto de fibroblastos como de fibras musculares lisas e podem ser 

observados durante o processo de cicatrização de feridas na pele, durante a fase de contração 

de ferida. Essas células no ligamento interpúbico podem auxiliar no processo de aproximação 

dos ossos pélvicos na articulação pubiana no pós-parto de camundongos (Moraes et al., 

2004). 

 Durante a formação do ligamento interpúbico ocorrem expressões reguladas espaço-

temporal de vimentina, α-SMA e de desmina no citoesqueleto do miofibroblasto (Moraes et 

al., 2004). A vimentina, apresenta a função de garantir a motilidade e a forma da célula, a α-

SMA tem como função auxiliar na contração muscular e a desmina, por sua vez, integra o 

filamento intermediário do tipo III à membrana plasmática (Tarbit et al., 2018). Estas células 

possuem reconhecida capacidade proliferativa (Veridiano et al., 2007) e são capazes de 

aumentar significativamente a geração de óxido nítrico por meio da expressão da enzima 

óxido nítrico sintase induzida nos momentos que antecedem o parto (D19), contribuindo 

eficientemente ao relaxamento do ligamento interpúbico e à acomodação do canal do parto 

(Moro et al., 2012). 

 A remodelação da sínfise e o relaxamento do ligamento interpúbico, durante a segunda 

metade da prenhez requerem o equilíbrio dinâmico, espaço-temporalmente regulado, entre a 

deposição e a degradação de MEC (Joazeiro et al., 2014). Se por um lado, o rearranjo e a 

deposição de fibras colágenas grossas e fibras elásticas neo-formadas (Moraes et al., 2003; 

Pinheiro et al., 2004 e Consonni et al., 2012) e o aumento das concentrações de ácido 

hialurônico de alto peso molecular e de proteoglicanos como versican (Pinheiro et al., 2004, 

Pinheiro et al., 2005, Garcia, et al., 2008 e Rosa et al., 2011) contribuem para o suporte 

biomecânico durante a expansão máxima do ligamento; por outro lado, as elevações dos 

níveis de expressões de enzimas como as metaloproteinases MMP-8 (entre o D12 e o D15), 

MMP-2 e -9 (entre o D15 e o D19), responsáveis por influenciar a ativação do TGF-β; 

catepsina B, inibidores teciduais de metaloproteases (TIMP-1 e -2), além da iNOS no D19 e 

da diminuição de ADAMTS (que degrada versican) desempenham papéis importantes na 

remodelação e no relaxamento do tecido interpúbico para a necessária acomodação do canal 
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de parto e o suporte às forças que atuam na articulação durante o parto (Rosa et al., 2011; 

Moro et al., 2012; Rosa et al., 2008 e Tarbit et al., 2012). 

 Após o primeiro parto, o tecido fibrocartilaginoso é restaurado, e a articulação 

interpúbica rapidamente se fecha, aproximando-se das dimensões de um animal não prenhe 

(Consonni et al., 2012 e Moraes et al., 2004), provavelmente devido à expressão tempo-

dependente de marcadores de linhagem condrocítica para recuperação com sucesso do 

tecido fibrocartilaginoso (Castelucci et al., 2018). Por sua vez, em camundongos multíparos 

senescentes, Consonni e colaboradores (2012) descreveram características celulares e 

extracelulares do ligamento interpúbico relacionadas a uma possível perda de capacidade de 

retorno tecidual no pós-parto, enquanto esse retorno é preservado no ligamento interpúbico 

de camundongos primíparos (Moraes et al., 2004), os quais não foram submetidos ao estresse 

fisiológico da reprodução e à deterioração associada à idade em nível celular (Konigsberg et 

al., 2007). Já em camundongos primíparos senescentes (380 dias de idade), um dia após o 

parto, há relato de redução na distância entre os ossos pubianos (Gardner, 1936), o que 

sugere que a sínfise púbica do camundongo primíparo senescente pode retornar aos aspectos 

similares do animal não prenhe, apesar da idade avançada. 

 

1.4 A êntese 

 Ao final da prenhez, a partir de D15, em camundongos primíparos, uma estrutura de 

transição com gradações e com organização diferencial celular e dos componentes de MEC 

denominada de êntese desenvolve-se conectando o LIp aos ossos da pelve (Castelucci et al., 

2018). As ênteses são estruturas essenciais e presentes ao longo do corpo, as quais permitem 

a transdução mecânica das forças promovendo a estabilidade aos ligamentos, aos tendões e 

às cápsulas articulares (Benjamin et al., 2004). Essa transdução mecânica é possível graças 

aos tecidos que compõe essa conexão robusta ao osso (Spalazzi et al., 2013). 

 As ênteses podem ser categorizadas de acordo com o tipo de tecido presente no local 

de fixação ao osso, podendo ser o tecido conjuntivo denso ou o fibrocartilaginoso (Lu e 

Thomopoulos 2013; Benjamin e Ralphs 2001; Benjamin et al., 2002). A êntese fibrosa é 

caracterizada pela presença de tecido conjuntivo denso que conecta o ligamento diretamente 

ao osso, enquanto a êntese fibrocartilaginosa apresenta zonas de transição de fibrocartilagem 

na interface ao osso (Benjamin et al., 2000). Entretanto, há poucos dados na literatura sobre 

a êntese fibrosa, uma vez que as lesões são mais comuns em ênteses fibrocartilaginosas 

(Apostolakos et al., 2014). 

 A êntese fibrocartilaginosa é marcada por gradações na estrutura e na composição da 

MEC, que dão origem às variações nas propriedades mecânicas através dessa interface 

(Dyment et al., 2015; Schwartz et al., 2012; Thomopoulos et al., 2010). Essas gradações 

podem ser observadas em cortes histológicos (Wopenka et al., 2009) e estão associadas às 
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propriedades mecânicas, nas quais o sítio de inserção suporta as tensões mecânicas e a 

transmissão da força ocorra facilmente de modo a evitar rupturas (Smith et al., 2013). A êntese 

fibrocartilaginosa pode ser caracterizada por quatro zonas, conforme mostra a Figura 3. 
 

 

Figura 3. Representação esquemática das quatro zonas que compõe a êntese fibrocartilaginosa. 

(Modificado de: Yang e Temenoff, 2009). 

 

 1) Tecido conjuntivo denso: composto por fibrilas de colágeno do tipo I 

alinhadas paralelamente, nas quais encontram-se os fibroblastos que se estendem até a 

fibrocartilagem não calcificada. Nesta zona há presença dos proteoglicanos decorin e biglican. 

 2) Fibrocartilagem não calcificada: formada por fibrocondrócitos entre feixes 

espessos de fibras colágenas não alinhados. Nesta zona, há predominância de colágeno tipo 

II e agrecan, permitindo a resistência à compressão. Colágenos dos tipos VI, IX, X, XI e XII 

também são encontrados, a fim de fortalecer a conexão de inserção óssea, reduzindo o 

estresse na interface óssea. A transição entre a fibrocartilagem não calcificada e a calcificada 

é demarcada pela linha de calcificação (tidemark) 

 3) Fibrocartilagem calcificada com tecido mineralizado: formada por 

condrócitos hipertróficos e colágeno do tipo X.  

 4) Osso: formado por osteoblastos, osteoclastos, osteócitos, cristais de fosfato 

de cálcio e fibras colágenas do tipo I mineralizadas. Nesta zona, há presença de interdigitação 

que fornece maior aderência entre a região de fibrocartilagem calcificada à interface óssea 

(Yang e Temenoff, 2009; Thomopoulos et al., 2013). 

 Alguns fatores biológicos são necessários para o desenvolvimento, a homeostase, a 

remodelação e o reparo tecidual da êntese de tendões de camundongos, como a expressão 
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dos genes RUNX-2, SOX-9, DCX, colágeno do tipo II (Col2a1) e do tipo X (Col10a1) 

(Thomopoulos et al., 2010). A expressão espaço-temporal desses genes muito se assemelha 

àquela encontrada no balanço da condrogênese e da osteogênese, como observada na 

ossificação endocondral (Bi et al., 1999; Hattori et al., 2010; Leung et al., 2011 Mackie et al., 

2011 e Bahney et al., 2015). O Runx-2 (Runt - related transcription factor 2), quando expresso, 

contribui na diferenciação e na proliferação de osteoblastos. Além disso, o Runx-2 é essencial 

para o crescimento endocondral e intramembranoso (Stein et al., 2004). Enquanto o Sox-9 

(SRY-Related High-Mobility Group Box 9) atua em etapas de diferenciação de condroblastos 

e na formação de cartilagem, além de reprimir a transcrição de fatores da diferenciação de 

osteoblastos (Zhou et al., 2006).  

 A expressão de Sox-9 e Runx-2 na êntese da articulação interpúbica coordena a 

diferenciação de células progenitoras osteocondrais, sendo o Sox-9 expresso em condrócitos 

proliferativos (Castelucci et al., 2018). Além disso, Sox-9 e Runx-2 regulam a expressão de 

Dcx (doublecortin), um gene expresso em condrócitos presentes na cartilagem articular, 

envolvido no comprometimento de linhagem celular condrocítica (Ge et al., 2014). Outros 

estudos igualmente mostraram que muitos genes estão envolvidos diretamente com o Sox-9 

durante a diferenciação dos condroblastos, incluindo aqueles que participam na codificação 

de proteínas da MEC, de proteínas de membrana, e de fatores de transcrição e moléculas de 

sinalização. O Sox-9 pode regular genes capazes de codificar proteínas presentes na MEC, 

como Col2a1 que é responsável por codificar colágeno do tipo II, importante para 

diferenciação dos condroblastos, específico para tecidos cartilaginosos (Stokes et al., 2001; 

Yasuda et al., 2017).  

 O gene Col1a1 (colágeno do tipo I) é responsável pela expressão de um tipo de 

colágeno fibrilar, necessário para que haja o processo de ossificação, permitindo a deposição 

mineral na êntese (Shohan et al., 2016). Já o gene Col10a1 (colágeno do tipo X) é expresso 

em condrócitos hipertróficos. Estudos indicam que Runx-2 está associado à ativação da 

expressão do colágeno tipo X, já que o Runx-2 é expresso na ossificação endocondral na 

diferenciação dos condrócitos (Zheng et al., 2003). 

  Diferentes fatores de transcrição estão envolvidos no processo de diferenciação dos 

condrócitos (Kozhemyakina et al., 2015). O Sox-9 está envolvido na diferenciação dos 

condrócitos por ativar marcadores de diferenciação e, na ausência do Sox-9, a condrogênese 

é inibida (Bi et al., 1999; Akiyama et al., 2002). No processo de ossificação endocondral, a 

ativação de Sox-9 pode levar a inibição de β-catenina ativando a sinalização de Runx-2 para 

diferenciação de condrócitos hipertróficos (Kozhemyakina et al., 2015) (Figura 4). 
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Figura 4. Fatores de transcrição expressos na via de sinalização durante a diferenciação de condrócitos 

e condrócitos hipertróficos no processo de condrogênese e ossificação endocondral (Modificado de: 

Kozhemyakina et al., 2015). 

 

 Ainda, na ossificação endocondral, a sinalização de Sonic Hedgehog (Shh) induz as 

células mesenquimais a se diferenciarem em células da linhagem condrocítica. Esses 

condrócitos passam, então, por fases de proliferação, de crescimento, de hipertrofia e, com a 

expressão de Runx-2, de apoptose, sendo suas lacunas substituídas por vasos sanguíneos, 

células osteoprogenitoras e osteoblastos (Yang et al., 2015; Berendsen et al., 2015). O 

processo de ossificação endocondral é finamente regulado por genes e por fatores de 

transcrição, como o Sox-9, que além de estar expresso em condrócitos proliferativos, induz a 

expressão do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), levando à invasão de vasos 

sanguíneos nas lacunas deixadas pelos condrócitos em apoptose (Berendsen et al., 2015). 

 Deste modo, a expressão e a localização de todos esses fatores, regulados espaço-

temporalmente, em cada zona da entese, leva às distintas expressões gênicas, o que resulta 

na formação de tecidos com gradações biomecânicas (Thomopoulos et al., 2010), as quais, 

sob constante estresse mecano-fisiológico, auxiliam na transferência de forças resultantes de 

cisalhamento na sínfise púbica e na manutenção estrutural e fisiológica dessa articulação 

(Castelucci et al., 2018). 

 

1.5 A remodelação tecidual e a multiparidade 

 A fibrocartilagem presente na sínfise possui características adequadas para resistir às 

forças de cisalhamento e permitir a correta abertura da articulação no final da prenhez. Com 
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o desenvolvimento do LIp, as fibras de colágeno passam a apresentar ondulação (crimps) e 

as fibras elásticas recém depositadas são alinhadas paralelamente ao eixo principal da 

articulação, seguindo a orientação das células semelhantes a fibroblastos. O LIp garante o 

relaxamento do canal de parto e, após o primeiro parto, esse ligamento sofre remodelação 

rápida e se recupera, retornando a sua estrutura fibrocartilaginosa similar ao animal não 

prenhe (Consonni et al., 2012; Joazeiro et al., 2014). 

 Durante a remodelação da sínfise púbica há um equilíbrio dinâmico entre a proliferação 

das células, a morte celular programada e as alterações nos componentes da MEC (Joazeiro 

et al., 2014). Em camundongos, tal remodelação decorre de alterações da MEC entre o 

equilíbrio da sua deposição e da sua degradação. As fibras colágenas, as fibras elásticas, o 

ácido hialurônico e os proteoglicanos são produzidos para contribuição da expansão e da 

flexibilidade do LIp. A modulação da degradação proteica na remodelação desse ligamento 

ocorre com a participação das enzimas colagenase, gelatinases, catepsinas e ADAMTS1 

protease e seus inibidores, como o inibidor tecidual de metaloproteases-1 (TIMP-1) e TIMP-

2, além da atividade de óxido nítrico sintetase (iNOS) (Rosa et al., 2012; Moraes et al., 2004; 

Castelucci et al., 2018).   

 O retorno da sínfise foi estudado até 40 dias pós-parto em camundongos primíparos, 

envolvendo a expressão de marcadores de cartilagem para o restabelecimento da 

fibrocartilagem e coxins de cartilagem hialina. Já em camundongos multíparos senescentes, 

as características celulares e extracelulares do LIp são relacionadas à perda de capacidade 

de retorno tecidual no pós-parto (Consonni et al., 2012), entretanto é desconhecida a 

expressão espaço-temporal de moléculas envolvidas no processo de condrogênese e de 

osteogênese na êntese, durante a remodelação tecidual na prenhez e no retorno pós-parto 

em camundongos multíparos e senescentes. Assim, sendo o envelhecimento um dos fatores 

para a menor adaptação dos tecidos às suas funções (Freemont et al., 2007) e que o parto é 

um dos fatores para o afastamento dos ossos púbicos para suportar a intensa força de tração 

(Schutz et al., 2009), se faz necessário o estudo da expressão gênica e da imunolocalização 

de Shh, Sox-9, Runx-2, DCX e Col2a1, envolvidos classicamente no processo de 

osteogênese e condrogênese, a fim de avaliar o balanço homeostático da entese na 

remodelação da sínfise púbica de camundongos.  

1.6 Modelo de estudo 

Amostras de tecidos maiores são frequentemente necessárias para realizar 

experimentos biomecânicos de forma adequada, sendo difícil a realização de estudos 

longitudinais em pacientes, assim como as questões éticas envolvendo a aquisição de 

amostras humanas. Por isso, os modelos animais oferecem a oportunidade de se testar 

hipóteses em um ambiente controlado (Abramowitch et al., 2009). 



31 
 

Os roedores são o modelo animal mais utilizado para pesquisa de POP e incontinência 

urinária (Abramowitch et al., 2009). Os camundongos animais têm um ciclo estral com duração 

entre 2 e 5 dias e prenhez de aproximadamente 19 dias, dependendo dos fatores ambientais 

(Champlin et al., 1973). Desta forma, esse modelo animal permite a avaliação de processos 

que normalmente levariam mais tempo em outras espécies. Além disso, os roedores 

senescentes sofrem uma diminuição na liberação de hormônios sexuais semelhantes às 

mulheres na menopausa. Sendo então mais esta uma vantagem para outros estudos de como 

a menopausa e os hormônios sexuais podem afetar as propriedades do assoalho pélvico 

(Abramowitch et al., 2009). 

O camundongo fêmea de matriz reprodutiva multípara senescente oferece a 

oportunidade de compreender a contribuição dos tecidos conjuntivo e muscular na 

fisiopatologia da reprodução. Embora o mecanismo possa não ser o mesmo que a progressão 

natural e o desenvolvimento de prolapso em mulheres, o roedor pode fornecer informações 

sobre o remodelamento tecidual, o qual pode contribuir para investigações associadas ao 

POP. As matrizes reprodutivas, como modelo animal de estudo, apresentam sinais de 

senescência reprodutiva (aproximadamente 8 meses de idade), após seis a oito partos 

sequenciais com declínio na fertilidade (Yeh et al., 2007). Portanto, esse modelo animal pode 

contribuir para pesquisas que investiguem as vias fisiopatológicas e moleculares da 

reprodução que permeiam as alterações do canal do parto em camundongos multíparos 

senescentes ou geneticamente modificados. Ainda, o estudo das alterações durante a 

prenhez e o pós-parto que ocorrem em órgãos e em estruturas no canal do parto duro de 

camundongos multíparos senescentes pode contribuir para futuras investigações 

relacionadas às modificações do canal de parto com o envelhecimento, fornecendo base para 

compreender disfunções dos mecanismos biológicos que modificam o sistema 

musculoesquelético e fornecer bases para compreensão do POP. 

Assim, considerando a prevalência do POP associado ao número de partos e à idade, 

bem como a caracterização de modelo animal como as matrizes reprodutivas, nesse trabalho 

buscamos compreender os efeitos da paridade e da idade na condrogênese e na osteogênese 

na e êntese da sínfise púbica em camundongos primíparos e multíparos senescentes durante 

a prenhez e o pós-parto. 
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2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Considerando o efeito significativo da remodelação tecidual da articulação interpúbica 

de camundongos C57BL6/6J durante a primeira prenhez e seu pós-parto, os quais levam a 

modificações na população das células e na MEC, o presente estudo teve como objetivo geral 

a avaliação dos efeitos da paridade e da idade na condrogênese e na osteogênese da êntese 

dessa articulação em camundongos durante o fim da prenhez e no pós-parto em animais 

primíparos e em multíparos senescentes durante a sexta prenhez.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Como objetivos específicos, este estudo visou a: 

 

2.2.1. Caracterização morfológica da população celular e da MEC na formação e no 

remodelamento da êntese na articulação interpúbica, por meio de microscopia de luz 

convencional e polarizada com as colorações de Tricrômico de Masson e Sirius Red, além de 

microscopia eletrônica de transmissão, para a análise ultraestrutural da êntese, em 

camundongos C57BL6/6J primíparos e multíparos senescentes (matrizes reprodutivas) no 12º 

dia de prenhez (D12, grupo controle) e de animais dos grupos que compreendem o final da 

prenhez (D15 e D18) e o pós-parto (3dpp e 21dpp).  

  

2.2.2. Avaliação da localização de marcadores de linhagem celular condrogênica e 

osteogênica, tais como, SOX-9, RUNX-2, DCX e COL2A1 na êntese da articulação interpúbica 

em camundongos C57BL6/6J primíparos e multíparos senescentes durante o final da prenhez 

e no pós-parto por imuno-histoquímica. 

 

2.2.3. Avaliação quantitativa da expressão de genes envolvidos no processo de condrogênese 

e de osteogênese (Shh, Sox-9, Runx-2, DCX, Col2a1 e Col10a1) na articulação interpúbica 

por PCR em tempo real. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS
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3.1 ANIMAIS E PROCEDIMENTOS CIRÚRGICOS 

  3.1.1 Animais 

Camundongos fêmeas virgens C57BL6/6J jovens de três meses de idade com massa 

corporal de 25-30g e fêmeas constituintes da matriz reprodutiva (6-8 partos) com 

aproximadamente 8-10 meses de idade, massa corporal de aproximadamente 50g, foram 

obtidas no Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) – UNICAMP. Os 

camundongos multíparos foram mantidos em repouso (40 dias) para que nenhuma influência 

de remodelação em curso após a prenhez tenha influência nos resultados. Os camundongos 

foram mantidos a 25 ± 2ºC sob ciclo de 12 horas de luz e escuro e tiveram livre acesso à 

comida padrão e à água. 

As fêmeas de matrizes reprodutivas se constituíram no grupo de multíparas 

senescentes, enquanto as virgens constituíram o grupo de primíparas. A oportunidade de 

acasalamento foi providenciada a ambos os grupos, nos quais as fêmeas foram manejadas 

junto aos machos todas as segundas-feiras ao final da tarde e os “plugs” vaginais foram 

observados pelas manhãs entre 7h e 8h, sendo que o dia no qual o “plug” vaginal foi 

encontrado tornou-se o 1º dia de prenhez (D1). O nascimento foi esperado para o 19º dia de 

prenhez (D19). As sínfises ou ligamentos interpúbicos foram obtidos: D12 (controle), D15, 

D18, 3dpp e 21dpp, de primíparas e de multíparas (Figura 5). 

 

Figura 5. Representação esquemática do desenho experimental para o acasalamento e determinação 

dos dias para análises de estudo em camundongos fêmeas C57BL6/6J, nulíparas e multíparas 

senescentes. Imagem criada em BioRender. 
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 Foram utilizadas amostras de tecidos de ambos os grupos de cada dia de prenhez 

(tabela 1) para as técnicas de Microscopia de Luz, imuno-histoquímica, Microscopia eletrônica 

de transmissão e PCR em tempo real (Figura 6). 

 

Figura 6. Representação esquemática das metodologias realizadas nos dias analisados para estudo 

em camundongos fêmeas C57BL6/6J, primíparas e multíparas senescentes. Imagem criada em 

BioRender. 

 

Tabela 1. Quantidade de animais utilizados em cada dia de estudo para realização das diferentes 

técnicas. Total de animais: 102 camundongos fêmeas. 

Técnicas 
Primíparas Multíparas 

D12 D15 D18 3dpp 21dpp D12 D15 D18 3dpp 21dpp 

Microscopia de luz e 
Imuno-histoquímica 

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

PCR em tempo real 6 3 3 3 6 6 3 3 3 6 

Microscopia Eletrônica 
de Transmissão 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

 

Os estudos foram conduzidos de acordo com “The Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals” (“National Academy of Science 1996”) e o projeto foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-IB/Unicamp), protocolo 5491-1. 
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3.1.2 Coleta de amostras teciduais 

Os animais foram anestesiados com Cloridrato de Ketamina 10%: 100-200mg/kg e 

Cloridrato de Xilazina 2%: 5-16mg/kg, em seguida, foram sacrificados entre 11h e 12h. Após 

laparotomia, as porções mediais dos ossos pubianos com as sínfises púbicas ou ligamentos 

interpúbicos foram dissecadas e submetidos ao processamento adequado para as técnicas 

especificadas a seguir. 

 

 3.2 MICROSCOPIA DE LUZ CONVENCIONAL E POLARIZADA 

 

Para os ensaios de microscopia de luz convencional e polarizada, as amostras de 

sínfises púbicas ou ligamentos interpúbicos das fêmeas primíparas e multíparas foram fixadas 

por imersão em paraformaldeído 4% (Merck, Darmstadt, Germany) em solução-tampão de 

fosfato salino 0,1M (PBS, pH 7,4), durante 48h a 4ºC. Em seguida, foram desidratadas em 

bateria de álcoois, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina (Paraplast Kit embedding, 

Sigma, St Louis, MO, EUA) a 58ºC. Os cortes de 5μm foram corados, respectivamente, pelos 

métodos de Tricrômico de Masson (Kiernan, 1999) e Sirus Red (Montes,1996). Os materiais 

foram documentados à microscopia de luz e polarizada em fotomicroscópio Eclipse 800 

(Nikon, Japão), utilizando-se câmera digital P6FL PRO (Optika, Itália). 

 

 

 3.3 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO 

  3.3.1 Processamento das amostras 

A fixação e o processamento para a microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

foram realizados da seguinte forma: inicialmente as amostras teciduais de sínfises púbicas ou 

de ligamentos interpúbicos das fêmeas primíparas e multíparas foram fixadas em solução de 

glutaraldeído 2,5%, recém diluído em tampão cacodilato (0,1M) e CaCl2 (3mM) por 5 min à 

temperatura ambiente seguido por 24h em gelo. Após esse tempo, as amostras foram lavadas 

3x de 5 min cada com tampão cacodilato (0,1M) e CaCl2 (3mM) em gelo. Após as lavagens, 

as amostras foram incubadas em tampão cacodilato (0,1M), CaCl2 (3mM), 0,5% de ácido 

tânico, por1h em gelo. Em seguida, foi realizada a pós-fixação com tetróxido de ósmio 1% em 

tampão cacodilato (0,1M) e CaCl2 (3mM) e 0,8% de ferrocianeto de potássio por 1h em gelo. 

Amostras foram então lavadas com água milliQ 5x, por 5 min cada, em gelo e contrastadas 

em bloc com acetato de uranila 2% aquoso (filtrado antes do uso) overnight em geladeira.  

No dia seguinte, as amostras foram lavadas com água milliQ 3x por 30 min cada em 

gelo e desidratadas em concentrações crescentes de etanol (20%, 50%, 70%, 80%, 90% e 2x 

100%), por 45 min cada. Foi realizada uma etapa adicional de etanol 100% à temperatura 
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ambiente (TA) por 45 min. Após as desidratações com etanol, foi realizada uma etapa 

adicional com etanol e acetona na proporção 1:1, seguida de duas etapas com acetona 100%, 

durante 45 min cada a TA. As amostras foram pré-embebidas em mistura de acetona e resina 

Epon 812 (Electron Microscope Science, Hatfield, PA) na proporção 3:1,1:1, 1:3 por 45 min 

cada. Em seguida, foram feitas três trocas de resina Epon pura de 1h em temperatura 

ambiente sob agitação, sendo a terceira overnight. No dia seguinte, foram feitas 2 trocas de 

resina Epon pura, sendo uma pela manhã e outra no final da tarde e os materiais biológicos 

foram então posicionados em moldes de silicone com resina pura, levados para estufa a 60°C 

por 72h para a polimerização completa. 

Para o estudo morfológico e análise das amostras, foram obtidos cortes semi-finos (1 

μm) corados a quente em solução de 0,5% de Azul de Toluidina (Kiernan, 1999). Em seguida, 

foram obtidos desse material cortes ultrafinos de 80nm em grades de cobre e contrastados 

com acetado de uranila e citrato de chumbo de Reynold’s por 20 e 10 min, respectivamente. 

Os cortes ultrafinos foram realizados no Laboratório de Microscopia Eletrônica (LME) no 

Instituto de Biologia da Unicamp, assim como as elétron-micrografias obtidas no Microscópio 

Eletrônico de Transmissão Tecnai G2 Spirit BioTWIN (FEI Company). 

 

3.3.1 Análises de morfometria 

 Para análise quantitativa das fibrilas de colágeno, campos aleatoriamente escolhidos 

na região da êntese foram registrados em aumento de 13000x para cada grupo. Os diâmetros 

de 120 fibrilas de colágeno aleatoriamente selecionadas de cada micrografia foram medidos, 

utilizando o programa Jiji ImageJ e um histograma foi obtido para cada grupo. O diâmetro 

médio da fibrila e o desvio padrão também foram calculados.  As análises estatísticas entre 

os grupos foram obtidas por One way ANOVA, seguido do teste de Kruskal-Wallis. 

 

 3.4 IMUNO-HISTOQUÍMICA 

As amostras de sínfises púbicas de fêmeas primíparas e multíparas foram coletadas e 

fixadas por imersão em paraformaldeído 4% (Merck, Darmstadt, Germany) em solução-

tampão de fosfato salino 0,1M (PBS, pH 7,4), durante 48h a 4ºC. Em seguida, foram 

desidratadas em bateria de álcoois, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina (Paraplast 

Kit embedding, Sigma, St Louis, MO, EUA) a 58ºC.  

Para realização dos ensaios de imuno-histoquímica, as lâminas star frost contendo os 

cortes de 5μm foram desparafinizadas em xilol e hidratadas em concentrações decrescentes 

de etanol, posteriormente foram incubadas em solução tampão citrato de sódio (pH 6,0 a 

0,01M), para recuperação antigênica em micro-ondas durante 10 min, seguidos por 30 
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minutos de resfriamento. As lâminas foram retiradas do tampão citrato e os cortes foram 

delimitados com a caneta hidrofóbica PAP PEN (Sigma) e em seguida foram depositados 

aproximadamente 50μL dos meios de incubação que se sucedem. 

O bloqueio da peroxidase endógena foi feito com 0,03% peróxido de hidrogênio (H2O2) 

em PBS 0,1M (pH 7,4) por 30 min, protegido de luz, à temperatura ambiente, seguido do 

bloqueio dos sítios inespecíficos com Blocking Buffer (1% albumina de soro bovino (BSA) em 

PBS 0,1M pH 7,4, Triton x-100 (0,02%) e glicina (50 mM)), por 30 min, protegido de luz, à 

temperatura ambiente. Após o bloqueio dos sítios inespecíficos, foram feitas 3 lavagens de 5 

min com Working Buffer (1 parte de Blocking Buffer em 4 partes de PBS 0,1 pH 7,4). Em 

seguida, foram feitas as diluições dos anticorpos primários (tabela 2), em Working Buffer com 

incubação overnight em câmera úmida à 4°C. 

 

Tabela 2. Anticorpos primários, com seus respectivos códigos e diluições utilizadas para o 

desenvolvimento da técnica de imuno-histoquímica. 

Anticorpo primário Marca Diluição 

Colágeno do tipo IIpoliclonal Invitrogen (PA5-85108) 1:100 

Doublecortin policlonal Invitrogen (PA5-80545) 1:100 

SOX-9 policlonal Invitrogen (PA5-81966) 1:100 

RUNX-2 policlonal Invitrogen (PA5-82787) 1:100 

 

No dia seguinte, foram feitas 3 lavagens de 5 min cada à temperatura ambiente com 

Working Buffer e diluição do anticorpo secundário (tabela 3) com a mesma solução de 

lavagem, com incubação por 1h, à temperatura ambiente, em câmara úmida protegida de luz. 

 

Tabela 3. Anticorpo secundário, com seu respectivo código e diluição utilizada para o desenvolvimento 

da técnica de imuno-histoquímica. 

Anticorpo secundário Marca Diluição 

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) Invitrogen (ab6721) 1:200 

 

Passado o tempo da reação do anticorpo secundário, foi feita uma lavagem Working 

Buffer de 5 min à temperatura ambiente, seguidas de 3 lavagens de 5 min cada com TBS 

0,1M (Tris-HCl 0,2M em salina 0,3M) pH 7,4 à temperatura ambiente, para posterior incubação 

com a solução reveladora peroxidase (Diaminobenzidina 0,04%, TBS 0,1M e H2O2) por 6 min 

à temperatura ambiente. 

As amostras foram lavadas 3x com água miliQ e foi feita a contracoloração com 

Hematoxilina de Harry’s (por 20s), seguido de lavagem de água de torneira, passando por 
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bateria de desidratação com concentrações crescentes de etanol, xilol, e montagem da lâmina 

em meio permanente (Entelan). Como controle negativo da reação, foi omitida a etapa de 

incubação do anticorpo primário. Os materiais foram documentados em fotomicroscópio 

Eclipse 800 (Nikon, Japan), utilizando-se câmera digital P6FL PRO (Optika, Itália). 

 

 3.5 QUANTIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA: PCR em tempo real 

  3.5.1 Desenho de Primers 

As sequências específicas de oligonucleotídeos para Shh, Sox-9, Runx-2, DCX, 

Col2a1, Col10a1 e 36B4 (gene normalizador) foram obtidas do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). Então os primers foram desenhados com o auxílio do 

“Primer – Blast”, verificados pelo BLASTn e, assim, a confecção desses primers foi solicitada 

à empresa IDT (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Sequências dos oligonucleotídeos Forward (F) e Reverse (R) obtidos no NCBI e utilizados 

na quantificação da expressão gênica de Mus musculus por meio da técnica PCR em tempo real. 

Gene Sequência de Primers Amplicon 
Sequência de 

Referência NCBI 

36B4 
F: 5’- GACCACCAAGACATACGGGG-3' 

R: 5'- AGTGTGCGATGCTCTGGTAG-3' 
196 NM_007927.3 

Shh 
F: 5’-CCCCTTTAGCCTACAAGCAGTTT-3’ 

R: 5’- TTCTTGTGATCTTCCCTTCATATCTG-3’ 
86 NM_009170.3 

Sox-9 
F: 5’-TTCAGATGCAGTGAGGAGCA-3’ 

R: 5’-TATCCACGGCACACACTT-3’ 
140 NM_011448.4 

Runx-2 
F: 5’- CCCAGCCACCTTTACCTACA-3’ 

R: 5’- TATGGAGTGCTGCTGGTCTG-3’ 
449 NM_001146038.2 

DCX 
F: 5’- CCAAGAATGTCAACCCCAAC-3’ 

R: 5’- TGTTCTCTCTGGCTTGAGCA-3’ 
104 NM_001110223.1 

Col2a1 
F: 5’- CATCGACATGTCAGCCTTTG-3’ 

R: 5’- CGGATGCTCTCAATCTGGTT-3’ 
158 NM_031163.3 

Col10a1 
F: 5’- GGCTACCTGGATCAGGCTTC-3’ 

R: 5’- ACTCAGAGGAGTAGAGGCCG-3’ 
95 NM_009925.4 

 

  3.5.2 Extração de RNA 

As sínfises e os ligamentos interpúbicos foram removidos e imediatamente transferidos 

para nitrogênio líquido e posteriormente armazenadas à -80ºC. O RNA total das amostras foi 

extraído e isolado utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen), seguindo o protocolo do 

fabricante com maceração de amostras em 1,0mL de Trizol nos eppendorfs, seguido por 

incubação de 5 min à temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 200μL de clorofórmio 
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(isento de RNAse) a cada amostra, seguido de agitação durante 15s e incubação durante 

3min à temperatura ambiente. Na sequência, o material foi centrifugado a 12000 G por 15 min 

a 4ºC. Após a centrifugação, a fase aquosa transparente foi removida cuidadosamente para 

evitar contaminação por proteínas ou DNA genômico. Em seguida, à fase aquosa 

transparente, foi adicionado 500μL de isopropanol e as amostras foram incubadas durante 10 

min a temperatura ambiente e, novamente, o material foi centrifugado a 12000 G durante 10 

min a 4ºC e detectada a formação de um pellet na parede do tubo. Após essa etapa, o 

sobrenadante foi removido e foi adicionado álcool etílico 70% a 4ºC, a solução resultante foi 

centrifugada a 7000 G por 5 min a 4ºC. Finalmente, o sobrenadante foi retirado e o pellet 

permaneceu durante 15 min exposto ao ar para secar. Em seguida, o material foi reidratado 

com 20μL de água DEPC (Diethyl pyrocarbonate). A avaliação da integridade das amostras 

RNA total foi obtida por meio da eletroforese em gel de agarose a 1% na cuba horizontal, com 

corrente contínua a 100V durante 20 min. Após a verificação da extração por meio do gel de 

agarose, o RNA total foi quantificado com auxílio do NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer) 

e as alíquotas dos materiais foram armazenadas a -80ºC. 

 

  3.5.3 Síntese de cDNA 

Para síntese de cDNA, foi utilizado o RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis 

Kit (Fermentas, Maryland, EUA) conforme as instruções do fabricante, descritas brevemente: 

Foi adicionado 1μg de RNA total a 1μL de primer oligo(dT) e o volume final do produto de 

reação foi completada até 12μL de água DEPC. Posteriormente, as amostras foram incubadas 

a 65ºC por 5 min no termociclador. Em seguida, as amostras foram retiradas do termociclador 

e incubadas por 50 segundos em gelo e então para cada reação, foram adicionados 8μL da 

mistura contendo: 4μL de 5x reaction buffer, 1μL de Ribolock Ribonuclease inhibitor (20u/μL), 

2μL de 10mM dNTP mix e 1μL de RevertAid H Minus M-MuLV RT (200 u/μL), completando o 

volume final da reação para 20μL. Em seguida, as amostras foram incubadas no termociclador 

(60 min a 42ºC e 5 min a 70ºC). As amostras foram quantificadas com auxílio do NanoDrop e 

armazenadas a -80ºC. 

Para verificar a integridade do cDNA recém-sintetizado, foi efetuada a reação em 

cadeira da polimerase (PCR) para o primer do gene normalizador (36B4). As alíquotas para 

reação PCR foram compostas por 4,5μL de Mix PCR (1x tampão Taq DNA polimerase, dNTP 

0,2mM, MgCl2 1,5mM), 1,25μL de DMSO, 2μL de cDNA, 2μL de primers F+R (10mM), 

0,125μL de Taq, 15,125μL de água DEPC. Em seguida, as amostras foram incubadas no 

termociclador de acordo com o programa (tabela 5). 
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Tabela 5. Programa de ciclagem de temperatura para PCR. 

Etapas Temperatura Tempo Ciclos 

Desnaturação 

Inicial 
95 ºC 5 min 1 

Desnaturação 95 ºC 1min 

30 Anelamento 57 ºC 1 min 

Extensão 72 ºC 30 s 

Extensão 

final 
72 ºC 10 min 1 

 4 ºC ∞  

A avaliação da reação da PCR foi feita por meio da eletroforese em gel de agarose a 

2%, adicionando-se loading dye 6x (Sinapse) para monitoramento da migração das bandas 

no gel em cuba horizontal, com corrente contínua a 100V durante 30min com ladder de 100pb. 

 

  3.4.4 PCR em tempo real 

Para cada reação foram utilizados 5μL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems), 2μL de cDNA (200ng/uL), 3,5 μL de água DEPC, 0,5 μL de primer F (3mM) 

e 0,5uL de primer R (3mM) no seguinte programa: etapa 1 (1 ciclo: 50ºC – 2min, 95ºC – 

10min), etapa 2 (45 ciclos: 95ºC – 15s, 60ºC – 1min). As reações de cada animal foram 

feitas em triplicata utilizando placa apropriada para o termociclador Applied Biosystems 

StepOne Plus, no Laboratório de Genômica e bioenergia (Genômica e Proteômica – 

LGE/DGMI/IB/UNICAMP). O gene normalizador (36B4) foi avaliado e padronizado 

previamente por Rosa et al., 2011. Os resultados foram normalizados usando os valores 

de Ct (threshold cycle) do gene 36B4 da mesma placa. Para quantificar a expressão 

gênica relativa, foi utilizado o modelo matemático 2-ΔΔCt, considerando o grupo D12 

como calibrador. Para validar os ensaios de PCR em tempo real, as curvas de eficiência 

e de dissociação foram confeccionadas previamente e ajustes de concentração de cDNA 

e primers foram efetuados previamente. A curva de eficiência foi calculada por meio da 

equação E = 10(-1/slope), com valores resultantes acima de 0,90 para todos os genes. 

  3.4.5 Análise Estatística 

Os dados foram apresentados como média ± erro-padrão. Os dados da expressão 

relativa dos genes foram comparados entre os grupos foram obtidas por Two way ANOVA, 

seguido pelo teste de Bonferroni. A significância estatística foi definida como, p value < 0,05 

(*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****).
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4. RESULTADOS
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4.1 ANÁLISE MORFOLÓGICA E ULTRAESTRUTURAL NA ÊNTESE DA ARTICULAÇÃO 

INTERPÚBICA DURANTE A PRENHEZ 

Para caracterizar as alterações histoarquiteturais na êntese da articulação interpúbica, 

foram realizadas análises sistemáticas da morfologia do tecido. As análises morfológicas da 

articulação interpúbica de camundongos fêmeas, durante a primeira prenhez, e de fêmeas 

multíparas senescentes, durante a sexta prenhez, permitiram o reconhecimento de 

modificações espaço-temporalmente reguladas na histoarquitetura da êntese desses animais 

(Figuras 7-9). Durante a primeira prenhez, essas alterações estão associadas à formação do 

ligamento interpúbico e ao subsequente “relaxamento” dessa estrutura, desencadeando a 

“separação” dos ossos púbicos necessária ao parto a termo.  

Em fêmeas primíparas, no D12, nota-se a presença de fibrocartilagem interposta entre 

os coxins de cartilagem hialina, os quais revestem o osso púbico (Figura 7A). A população 

celular no D12 é majoritariamente formada por grupos isogênicos de fibrocondrócitos, cuja 

ultraestrutura revela um citoplasma rico em membranas do retículo endoplasmático granular 

e um núcleo com cromatina descondensada (Figura 8A). Ademais, a birrefringência das fibras 

colágenas, sob microscopia de luz polarizada, permitiu evidenciar a disposição perpendicular 

das fibras em relação à abertura da articulação e a coloração amarelada e laranjada dessas 

fibras dispostas ao redor dos fibrocondrócitos (Figura 9A). 

Por outro lado, em fêmeas multíparas, no D12, a histoarquitetura tipicamente descrita 

na primeira prenhez mostra-se alterada. A articulação interpúbica deixa de apresentar os 

coxins de cartilagem hialina e a fibrocartilagem, mas apresenta a presença de êntese, a qual 

conecta os ossos púbicos ao LIp remanescente das sucessivas prenhezes (Figura 7D). Na 

êntese dos animais multíparos, observa-se a presença de células alongadas, com núcleo de 

cromatina pouco condensada e com prolongamentos celulares (Figura 8D). Essas células 

estão imersas em MEC rica em fibras colágenas de birrefringência variando de verde ao 

amarelo e com fibras organizadas, em sua maioria, paralelamente em relação à abertura do 

LIp (Figura 9D). 
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Figura 7.  Fotomicrografias representativas das modificações teciduais da êntese na sínfise púbica em 

camundongos fêmeas primíparas (A, B e C) e em multíparas senescentes (D, E e F) durante a prenhez. 
Em A, note a presença dos fibrocondrócitos (cabeça da seta) na matriz de fibrocartilagem (FC) 

interposta entre os condrócitos imersos na matriz extracelular (MEC) da cartilagem hialina (CH); note, 

no detalhe, o aspecto homogêneo intensamente corado em azul da MEC. Em B, perceba a orientação 

dos fibrocondrócitos (cabeça da seta) em direção ao tecido conjuntivo que constitui o ligamento 
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interpúbico (LIp) recém-formado; no detalhe, note o contraste entre a MEC homogênea com a fibrilar 

da MEC na transição do coxim de cartilagem em direção ao LIp. Em C, observe a presença de inúmeras 

células ovais próximas umas às outras na porção proximal (PR) e a presença de células alongadas e 

esparsas na porção distal (PD); no detalhe, perceba os prolongamentos das células na PR da êntese. 

As setas indicam a presença de vasos sanguíneos. Em D, note a presença da êntese com muitas 

células de citoplasma visível, imersas em MEC com fibras colágenas densamente arranjadas, as quais 

se encontram próximas ao OP (detalhe do canto superior direito). Em E, note a presença das células 

imersas em MEC fibrilar na êntese; observe, no detalhe, a organização fibrilar da MEC com delgadas 

fibras em diversas orientações. Em F, observe a presença das células na êntese imersas em MEC 

fibrilar (seta), com fibras colágenas frouxamente arranjadas, alinhadas na direção da abertura da 

articulação. Áreas demarcadas entre linhas pontilhadas (entre OP e LIP) correspondem à região 

aproximada da êntese. As setas indicam a presença de vasos sanguíneos. CH = Cartilagem Hialina; 

FC = Fibrocartilagem; LIp = Ligamento Interpúbico; PD = Porção Distal ao osso púbico; PR = Porção 

Proximal ao osso púbico; OP = Osso Púbico.  Tricrômico de Masson. Barra de escala = 40μm.  

 

No D15, durante a fase que corresponde à “separação” dos ossos púbicos em fêmeas 

primíparas, é possível observar o aparecimento gradual do LIp, em substituição à 

fibrocartilagem, com a redução dos coxins de cartilagem hialina (Figura 7B). Nesse dia de 

prenhez, as análises ultraestruturais mostram que a população celular de núcleo com 

cromatina descondensada deixa de apresentar morfologia típica de fibrocondrócitos e passa 

a ter morfologia alongada e alinhada à abertura dos ossos púbicos, semelhante ao fibroblasto, 

ainda com citoplasma proeminente e abundância de retículo endoplasmático granular (Figura 

8B). Estas células semelhantes a fibroblastos estão imersas em MEC rica em fibras colágenas 

de birrefringência variando de amarelada à laranjada, organizadas paralelamente à abertura 

da articulação interpúbica, onde é possível observar a formação de crimps (Figura 9B). 

Em fêmeas multíparas, no D15, assim como no D12, nota-se a aparente ausência de 

coxins de cartilagem hialina e de fibrocartilagem. No D15, é possível observar fibras colágenas 

mais espaçadas, que, acompanhado da sua menor afinidade pela coloração no tricrômico de 

Masson pode indicar maior quantidade de ácido hialurônico e/ou proteoglicanos associados 

às fibras colágenas (Figura 7E). A ultraestrutura das células imersas na MEC da entese 

evidencia a presença de células de formato alongado com projeções citoplasmáticas, 

cromatina descondensada e nucléolo evidente (Figura 8E). As fibras de colágeno na êntese 

possuem birrefringência predominantemente alaranjada, bem como evidencia a presença de 

crimps de colágeno na região (Figura 9E).  
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Figura 8. Elétron-micrografias representativas da população celular da êntese da articulação 

interpúbica em camundongos fêmeas primíparas (A, B e C) e multíparas senescentes (D, E e F) durante 

a prenhez. Em A, note as características ultraestruturais do fibrocondrócito típico da fibrocartilagem, 

com núcleo (N) de cromatina pouco condensada. Em B e C, com a formação e o relaxamento do 

ligamento interpúbico, respectivamente, perceba as alterações no que diz respeito ao fenótipo mais 

alongado, projeções citoplasmáticas e maior desenvolvimento de organelas, como o retículo 

endoplasmático granular (REG), das células com o avançar da prenhez. Em D, observe as células 

distintas daquelas observadas durante a primeira prenhez, de perfil semelhante a fibroblastos, com 
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prolongamentos citoplasmáticos e núcleos elípticos, com heterocromatina perinuclear e nucléolo 

evidente. Em E e F, note as células semelhantes a fibroblastos com REG mais desenvolvido e núcleo 

com cromatina pouco condensada e nucléolo evidente. Em A – F, observe a MEC composta por fibrilas 

de colágeno, que com o avançar da prenhez tornam-se esparsas entre si. Col = Fibrilas de Colágeno; 

N = Núcleo; Nu = Nucléolo; REG = Retículo Endoplasmático Granular (REG). Microscopia Eletrônica 

de Transmissão. Barra A-C = 2μm. Barra D-F = 1μm.  

Ao final da prenhez em animais primíparos, no D18, durante a fase de “relaxamento” 

do ligamento interpúbico, é possível observar a redução significativa da basofilia típica da 

MEC da cartilagem hialina e a presença da êntese fibrocartilaginosa contendo duas regiões 

de histoarquitetura distintas. Nessa estrutura, na porção proximal aos ossos púbicos (PR), há 

a presença de inúmeras células poliédricas, próximas entre si, com núcleo de cromatina 

descondensada, projeções citoplasmáticas e pouca MEC próxima. Enquanto, na porção distal 

aos ossos púbicos (PD), apesar de as células apresentarem características nucleares e 

citoplasmáticas semelhantes às da PR, apresentam formato mais alongados e estão mais 

esparsas e separadas entre si por maior quantidade de MEC. As células da PD não estão 

alinhadas paralelamente à abertura da articulação interpúbica, como observam-se as células 

semelhantes aos fibroblastos presentes no LIp (Figura 7C). A ultraestrutura de ambas as 

regiões da êntese mostraram células com a presença de retículo endoplasmático granular 

bem desenvolvido em seu citoplasma e núcleo com cromatina descondensada (Figura 8C).  

No que diz respeito à MEC na êntese em D18, a análise de birrefringência de colágeno 

aponta uma transição gradual na organização das fibras de colágeno entre as porções da 

êntese e o LIp. Sob microscopia de luz polarizada, notam-se distintas birrefringência entre a 

PR e a PD, sendo as fibras colágenas da PR de coloração alaranjadas e as da PD, 

alaranjada/amareladas. Na PD, também é possível observar a presença de crimps na porção 

associada diretamente ao LIp, cuja birrefringência de colágeno é predominantemente 

esverdeada e a presença de crimps é significativa (Figura 9C). 

Em fêmeas multíparas no D18, a distinção entre as regiões que compõe a êntese é 

pouco evidente. Nota-se a presença de células de morfologia alongada e de MEC com 

aspecto fibrilar (Figura 7F). A ultraestrutura das células alongadas da êntese evidencia 

características de células ativas, com retículo endoplasmático bem desenvolvido e núcleo com 

cromatina descondensada, semelhante ao encontrado no mesmo dia de prenhez em fêmeas 

primíparas. Ainda, a ultraestrutura mostra a MEC com fibrilas colágenas esparsas e dispostas 

em direções distintas (Figura 8F). Esta MEC é composta majoritariamente de fibras colágenas 

de birrefringência predominantemente alaranjadas e alinhadas na direção da abertura da 

articulação, com a presença de crimps de colágeno na porção próxima ao LIp (Figura 9F). 
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Figura 9. Fotomicrografias representativas da êntese na articulação interpúbica e da birrefringência 

das fibras colágenas, sob luz convencional e polarizada, durante o remodelamento tecidual da sínfise 

púbica em camundongos fêmeas primíparas (A, B e C) e multíparas senescentes (D, E e F) na prenhez. 

Em A, note a orientação perpendicular das fibras colágenas na fibrocartilagem (FC) em relação à 

abertura da articulação e a birrefringência ao redor dos fibrocondrócitos. Em B, observe a 

birrefringência e a orientação paralela das fibras colágenas, à medida que ocorre a formação do 

ligamento interpúbico (LIp), além da formação de crimps. Em C, perceba a transição da birrefringência 

na região da êntese, da porção proximal (PR) à porção distal (PD), à medida que as fibras colágenas 

se aproximam do ligamento interpúbico. Na PD, observe a presença de formação de crimps das fibras 

colágenas (setas). Em D, note a organização paralela das fibras colágenas na região da êntese, 

acompanhada de diferenças na birrefringência das fibras colágenas. Em E, observe birrefringência 

fibras colágenas na região da êntese e perceba a formação de crimps (seta). Em F, perceba com a 

birrefringência e a presença crimps (seta) das fibras colágenas. Áreas demarcadas entre linhas 

pontilhadas (entre OP e LIP) correspondem à região aproximada da êntese. CH = Cartilagem Hialina; 

FC = Fibrocartilagem; LIp = Ligamento Interpúbico; PD = Porção Distal ao osso púbico; PR = Porção 

Proximal ao osso púbico; PR = Porção Proximal ao osso púbico; OP = Osso Púbico. Sirius Red e 

Hematoxilina. Barra = 40μm. 
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4.2 ANÁLISE MORFOLÓGICA E ULTRAESTRUTURAL NA ÊNTESE DA ARTICULAÇÃO 

INTERPÚBICA DURANTE O PÓS-PARTO 

Após o primeiro parto, a articulação interpúbica passa por adaptações para que haja a 

restauração gradual da histoarquitetura na sínfise púbica, com a reaproximação dos ossos 

púbicos há reorganização da matriz cartilaginosa e restabelecimento do fenótipo de células 

fibrocartilaginosas. Enquanto nos animais multíparos, após o sexto parto, essa reaproximação 

dos ossos púbicos parece não ocorrer. As análises dos aspectos morfológicos da articulação 

interpúbica de fêmeas primíparas e multíparas senescentes durante o pós-parto permitiu a 

identificação de diferentes padrões morfológicos no remodelamento da êntese entre esses 

animais (Figuras 10-12).  

Em fêmeas primíparas, no terceiro dia após o parto (3dpp), é possível diferenciar a 

êntese nas porções PR e PD dos ossos púbicos (Figura 10A). A PR apresenta alta densidade 

celular, com pouca matriz entre as células, as quais apresentam predominantemente 

morfologia alongada (perpendiculares à abertura da articulação), onde também é possível 

encontrar algumas células organizadas em grupos isógenos (detalhe da Figura 10A) 

indicando, nessa etapa, modificações para o restabelecimento da fibrocartilagem na 

articulação. Corroborando a presença de transições graduais entre tecidos, a ultraestrutura 

das células apresenta morfologia mais arredondada, com cromatina descondensada, assim 

como observado a microscopia de luz. Contudo, a ultraestrutura mostra a presença do retículo 

endoplasmático granular bem desenvolvido. No que diz respeito à organização das fibras 

colágenas, apesar das análises ultraestruturais apontarem o predomínio de delgadas fibrilas 

de colágeno dispersas em diversas direções em ambas as regiões da entese (Figura 11A), 

assim como em D18, observa-se uma transição gradual na organização das fibras de 

colágeno entre as porções da êntese e o LIp. Se na PR as fibras colágenas possuem 

birrefringência em cor verde, na PD, tais fibras adquirem cor amarelada/alaranjada à medida 

que se aproximam ao LIp. Em ambas as regiões, é possível observar a presença de crimps 

(Figura 12A). 

A êntese das fêmeas multíparas no 3dpp também apresenta alta densidade celular, 

mas com células de formato fusiformes e majoritariamente de cromatina descondensada e 

retículo endoplasmático granular pouco desenvolvido (Figuras 10C e 11C). A MEC apresenta-

se mais compactada com feixes de fibrilas colágenas e elásticas (Figura 11C), bem como com 

fibras colágenas de birrefringência de cor predominantemente verde, com algumas regiões 

de coloração amarelada, onde é possível perceber a presença crimps (Figura 12C).  
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Figura 10.  Fotomicrografias representativas do remodelamento tecidual da êntese na articulação 

interpúbica em camundongos fêmeas primíparas (A e B) e multíparas senescentes (C e D) durante o 

pós-parto. Em A, note, na região da êntese na porção proximal (PR), a presença de inúmeras células 

alongadas próximo ao osso púbico (OP), e no detalhe, note o início da organização das células para 

formação dos grupos isógenos (seta) na PR, indicando o restabelecimento da fibrocartilagem na 

articulação. Na porção distal (PD), observe as células com morfologia mais arredondada, com 

cromatina descondensada. Em B, perceba a organização das células ao redor do osso púbico, em 

detalhe, os grupos isógenos (seta). Em C e D, observe, na região da êntese, a organização celular com 

orientação paralela à abertura da articulação, e nos detalhes em C e D, perceba a morfologia das 

células alongadas. Áreas demarcadas entre linhas pontilhadas (entre OP e LIp) correspondem à região 

aproximada da êntese.  LIp = Ligamento Interpúbico; PD = Porção Distal ao osso púbico; PR = Porção 

Proximal ao osso púbico; PR = Porção Proximal ao osso púbico; OP = Osso Púbico. Tricrômico de 

Masson. Barra = 40μm. 
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No que diz respeito ao pós-parto de fêmeas primíparas no 21dpp, com a 

reaproximação dos ossos púbicos, as porções PR e PD da êntese não são distinguíveis, 

dando origem a tecidos semelhantes à cartilagem hialina e à fibrocartilagem observadas em 

animais no D12 (Figura 10B). Próximo ao osso púbico, observa-se a presença de grupos 

isógenos imersos em MEC com aspecto hialino (detalhe da Figura 10B). A ultraestrutura das 

células dessa região mostra a presença de características de células metabolicamente ativas, 

com amplo citoplasma, retículo endoplasmático granular desenvolvido, e com núcleo de 

cromatina descondensada. A MEC que circunda essas células apresenta feixes de fibrilas 

colágenas dispostas em diferentes direções (Figura 11B). Em relação às fibras colágenas, a 

microscopia sob luz polarizada mostrou sua birrefringência de coloração alaranjada ao redor 

das células semelhantes a fibrocondrócitos em fêmeas primíparas (detalhe da Figura 12B), 

semelhante ao encontrando no grupo de primíparas no D12. 

Em fêmeas multíparas no 21dpp, diferente do observado em primíparas, não ocorre o 

restabelecimento das porções cartilaginosas da articulação interpúbica. Nestes animais, ainda 

se observa a presença de êntese de porções de difícil distinção, sendo esta composta por 

células de citoplasma abundante e células de citoplasma reduzido, imersas em MEC com 

fibras colágenas densamente arranjadas (Figura 10D). A ultraestrutura destaca as diferenças 

entre as distintas populações celulares observadas ao microscópio de luz, detalhando que as 

células de citoplasma escasso também apresentam poucas organelas, o núcleo possui muita 

cromatina condensada em relação àquelas que possuem citoplasma abundante. A MEC ao 

redor dessas células, assim como em multíparas com 3dpp, apresenta-se compactada com 

feixes de fibrilas colágenas e elásticas dispostas em diferentes direções (Figura 11D). As 

fibras colágenas apresentam birrefringência de coloração verde e amarelada (Figura 12D), 

indicando feixes de fibras colágenas mais espessos, quando comparados aos animais 

multíparos no 3dpp (Figura 12C). É possível observar a presença de crimps na região da 

êntese (Figura 12D).  
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Figura 11. Elétron-micrografias representativas da população celular da êntese na articulação 

interpúbica em camundongos fêmeas primíparas (A e B) e multíparas senescentes (C e D) no pós-

parto. Em A, note a abundância de retículo endoplasmático granular (REG) e o núcleo (N) com 

cromatina descondensada. Em B, perceba a morfologia das células, semelhantes a fibrocondrócitos, 

com núcleo de cromatina descondensada e com citoplasma rico em REG. Em C e D, observe as células 

de morfologia alongada com citoplasma reduzido e de núcleo com mais cromatina descondensada. Em 

D, note a presença de grande porção de cromatina condensada associada ao envoltório nuclear (setas). 

Em A e B note a MEC composta por fibrilas de colágeno, e em C e D composta por fibrilas de colágeno 

e fibras elásticas. Col = Fibrilas de Colágeno; FE = Fibras Elásticas; N = Núcleo; REG = Retículo 

Endoplasmático Granular.  MET. Barra = 1μm. 
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Figura 12. Fotomicrografias representativas da articulação interpúbica e da birrefringência das fibras 

colágenas, sob microscopia de luz polarizada, durante o remodelamento tecidual da êntese na sínfise 

púbica em camundongos fêmeas primíparas (A e B) e multíparas senescentes (C e D) durante o pós-

parto. Em A, note a transição birrefringente das fibras colágenas na porção proximal dos ossos púbicos 

(PR) para aa porção distal dos ossos púbicos (PD). Em B, perceba, no detalhe, a birrefringência ao 

redor das células próximas ao osso púbico, na cartilagem hialina (CH) reestabelecida. Na região da 

êntese, em C, no detalhe, observe a coloração esverdeada/amarelada na birrefringência das fibras 

colágenas. Em D, note a birrefringência das fibras colágenas compactas da entese. Em A, C e D as 

setas indicam crimps. Áreas demarcadas entre linhas pontilhadas (entre OP e LIP) correspondem à 

região aproximada da êntese. CH = Cartilagem Hialina; LIp = Ligamento Interpúbico; PD = Porção Distal 

ao osso púbico; PR = Porção Proximal ao osso púbico; PR = Porção Proximal ao osso púbico; OP = 

Osso Púbico. Sirius Red. Barra = 40μm. 
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4.3 ANÁLISE DO DIÂMETRO DAS FIBRILAS COLÁGENAS NA ÊNTESE DA 

ARTICULAÇÃO INTERPÚBICA DE ANIMAIS PRIMÍPAROS E MULTÍPAROS 

SENESCENTES DURANTE A PRENHEZ E O PÓS-PARTO 

 

A fim de investigar o processo de remodelação tecidual na êntese da sínfise púbica, 

as análises morfométricas realizadas a partir da microscopia eletrônica de transmissão 

permitiram observar a distribuição da frequência dos diâmetros das fibrilas colágenas na 

êntese da articulação interpúbica de fêmeas primíparas e de multíparas senescentes após o 

sexto parto (Figura 13). No grupo das fêmeas primíparas e multíparas senescentes, durante 

a prenhez e o pós-parto, as eletron-micrografias acompanhadas dos histogramas da 

distribuição das frequências dos diâmetros das fibrilas mostraram diferenças significativas 

entre os grupos. 

Entre os grupos analisados, tanto em primíparas quanto em multíparas, o grupo com 

fibrilas mais grossas foi encontrado ao final da prenhez, em D18. Em primíparas, o diâmetro 

das fibrilas apresenta-se entre 1nm e 60nm, enquanto as fêmeas multíparas apresentam 

diâmetro das fibrilas entre 30nm e 105nm. 

 As comparações entre as médias dos diâmetros das fibrilas colágenas dos diferentes 

grupos durante e após a prenhez (D15 vs. D12; D18 vs. D15; 3dpp vs. D18; e 21dpp vs. 3dpp) 

demonstram a existência de uma diferença significativa entre cada um desses grupos, 

mostrando que a remodelação da MEC na entese da sínfise púbica ocorre em animais 

primíparos e em multíparos (Figura 10K). A distribuição do diâmetro das fibrilas de colágeno 

nas fêmeas primíparas e multíparas senescentes durante a prenhez e o pós-parto também 

pode ser apresentada por gráfico box plot, uma ferramenta estatística descritiva para 

representar a variação dos dados observados nos diâmetros das fibrilas de colágeno por meio 

de mediana, quartis, máximo, mínimo e outliers (Figura 13L). 
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Figura 13. Eletron-micrografias representativas da secção transversal das fibrilas colágenas e 

histogramas dos intervalos da distribuição das frequências do diâmetro das fibrilas da êntese na sínfise 

púbica de fêmeas primíparas (A-E) e multíparas senescentes (F-J), durante a prenhez e o pós-parto. 

Tabela com a média e o erro-padrão dos diâmetros das fibrilas por grupo (K) e box plot dos diâmetros 

das fibrilas de colágeno (L). One way ANOVA, seguido do teste de Kruskal-Wallis. MET. Barra A-J = 

0,5μm. 
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4.4 ANÁLISE MOLECULAR E DA IMUNOLOCALIZAÇÃO DE MARCADORES 

CONDROGÊNICOS E OSTEOGÊNICOS NA ARTICULAÇÃO INTERPÚBICA E NA 

ÊNTESE DE ANIMAIS PRIMÍPAROS E MULTÍPAROS SENESCENTES DURANTE A 

PRENHEZ E O PÓS-PARTO 

Para avaliação do processo de condrogênese e osteogênese durante a 

remodelação da êntese da sínfise púbica de animais primíparos e multíparos 

senescentes durante a prenhez e pós-parto, foram utilizados genes e proteínas, como 

o colágeno do tipo II, predominante na cartilagem hialina (Cheah et al., 1991); DCX, 

expresso em condrócitos articulares (Ge et al., 2014),  Sox-9, essencial para a 

diferenciação dos condroblastos (Zhou et al., 2006),  Runx-2, envolvido na diferenciação 

e proliferação de osteoblastos (Stein et al., 2004), colágeno do tipo X, encontrado em 

condrócitos hipertróficos (Zheng et al., 2003) e Shh, cujo o gene é responsável pela 

indução das células mesenquimais a se diferenciarem em células da linhagem 

condrocítica (Yang et al., 2015). 

Desta forma, a  avaliação molecular para expressão de Col2a1 (Figura 14), DCX 

(Figura 17), Sox-9 (Figura 20), Runx-2 (Figura 23), Col10a1 (Figura 26) e Shh (Figura 

27) na articulação interpúbica e a imunolocalização dos marcadores condrogênicos e 

osteogênicos: Colágeno do tipo II (COL2) (Figuras 15 e 16), Doublecortin (DCX) (Figuras 

18 e 19), SOX-9 (Figuras 21 e 22) e RUNX-2 (Figuras 24 e 25) na êntese mostraram 

perfis de expressão gênica relativa espaço-temporalmente reguladas distintas entre 

fêmeas primíparas e multíparas senescentes durante a prenhez e o pós-parto. Os 

controles negativos foram realizados em todas as reações (Anexo 1 – Figura 29). 

 A análise da expressão de Col2a1 (Figura 14) na articulação interpúbica, no 

grupo dos animais primíparos, quando comparados ao grupo controle (D12), mostra que 

no D15 há aumento significativo em sua expressão gênica, resultando no maior nível de 

expressão entre os grupos analisados. Enquanto no D18 há redução significativa. Já os 

grupos no 3dpp e no 21dpp não apresentaram diferenças significativas quando 

comparado ao grupo D12. Contudo, a comparação de D18 vs. D15 mostra redução 

significativa na expressão gênica relativa; entretanto há o restabelecimento da 

expressão gênica semelhante ao nível encontrado em D12, a partir do aumento 

significativo em 3dpp quando comparado ao D18.  

A expressão de Col2a1 na articulação interpúbica de fêmeas multíparas mostra 

um padrão diferente do encontrado nas fêmeas primíparas. Não há diferenças 

significativas entre os dias de prenhez, quando em comparação ao D12 multíparo.  

Durante o pós-parto, o grupo no 3dpp apresentou aumento significativo da expressão 

de Col2a1 quando comparado ao D12 e ao D18. Comparações dos mesmos dias de 

prenhez e pós-parto entre o grupo de animais multíparos e primíparos, mostra redução 
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significativa da expressão gênica de Col2a1 em D12, D15 e 21dpp nos animais 

multíparos. 

 

Figura 14. Representação gráfica da expressão gênica de colágeno do tipo II (Col2a1) na 

articulação interpúbica de fêmeas primíparas e multíparas senescentes durante a prenhez e pós-

parto. As análises entre os grupos foram obtidas por Two way ANOVA, seguido pelo teste de 

Bonferroni. Significância, p< 0,05 (*), p< 0,01 (**), p< 0,001 (***), p< 0,0001 (****). Primíparas = 

1D15 vs. D12; 2D18 vs. D12; 3D18 vs. D15; 43dpp vs. D18; Multíparas = 53dpp vs. D12; 63dpp vs. 

D18; Multíparas vs. Primíparas = 7D12 M vs. D12 P; 8D15 M vs. D15 P; 921dpp M vs. 21dpp P. 

PCR em tempo real. U.A. = Unidade arbitrária. N = 3. 

 

A análise da imunolocalização através da técnica de imuno-histoquímica (IHQ) 

de colágeno do tipo II especificamente na êntese de animais primíparos no D12 

evidencia a marcação citoplasmática dos condrócitos e condrócitos hipertróficos da 

cartilagem hialina, e discreta imunomarcação em fibrocondrócitos (Figura 15A). 

Enquanto no grupo das multíparas senescentes, foram encontradas poucas células na 

região da êntese com ligeira imunomarcação citoplasmática (Figura 15D). 

Em D15, no grupo das fêmeas primíparas, além da intensa imunomarcação dos 

condrócitos hipertróficos da cartilagem hialina, observa-se discreta imunomarcação nos 

fibrocondrócitos (Figura 15B). Embora seja o mesmo dia de prenhez, no grupo das 

multíparas, foi observada pouca imunomarcação na MEC da êntese, em continuidade 

ao LIp (Figura 15E).  

Ao final da prenhez, em D18, no grupo de animais primíparos, a imunomarcação 

de colágeno do tipo II ocorreu principalmente no citoplasma das células da PR, porém 

também pode ser observada na MEC da PR e da PD (Figura 15C). Entretanto, nos 

animais multíparos, enquanto o citoplasma da população celular da êntese de D18 

mostrou-se pouco marcada, ocorreu acentuada imunomarcação da MEC dentre os dias 

D15 para D18 (Figura 15F). 
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No pós-parto, no grupo das primíparas no 3dpp, a imunomarcação de colágeno 

do tipo II foi mais evidente em células da PR em relação às da PD (Figura 16A). Em 

21dpp, poucas células imunopositivas foram observadas na cartilagem hialina, além de 

marcação na MEC na região da fibrocartilagem (Figura 16B). Por outro lado, no grupo 

das fêmeas multíparas, no 3dpp e no 21dpp, foram encontradas poucas células com 

marcação citoplasmática para colágeno do tipo II da êntese (Figura 16C-D). 

 

 

Figura 15. Fotomicrografias representativas da imunolocalização espaço-temporal de colágeno 

do tipo II na articulação interpúbica em camundongos fêmeas primíparas (A, B e C) e multíparas 

senescentes (D, E e F) durante a prenhez. Em A, note a marcação nos condrócitos hipertróficos 
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na cartilagem hialina (cabeça da seta e detalhe). Em B, além da marcação dos condrócitos na 

cartilagem hialina, perceba a marcação também nos fibrocondrócitos. Em C, note a marcação 

predominante nas células da êntese na porção proximal dos ossos púbicos (PR) e discreta 

marcação na matriz na porção distal (PD). Em D, perceba a discreta marcação citoplasmática 

das células (detalhe) na região da êntese. Em E e F, observe nos detalhes, a marcação na MEC 

(cabeça das setas) da êntese. Áreas demarcadas entre linhas pontilhadas (entre OP e LIP) 

correspondem à região aproximada da êntese. Imuno-histoquímica com revelação por DAB e 

coloração de Hematoxilina de Harrys. Barra = 40μm. 

 

Figura 16. Fotomicrografias representativas da imunolocalização espaço temporal de colágeno 

do tipo II na êntese da sínfise púbica em camundongos fêmeas primíparas (A e B) e multíparas 

senescentes (C e D) durante o pós-parto. Em A, note a predominância da marcação 

citoplasmática nas células da região proximal dos ossos púbicos (PR) (detalhe). Em B, perceba 

a marcação citoplasmática nos condrócitos hipertróficos (cabeça da seta), além da marcação 

matricial. Em D e E, observe a marcação citoplasmáticas de poucas células (cabeça da seta) na 

região da êntese Áreas demarcadas entre linhas pontilhadas (entre OP e LIP) correspondem à 

região aproximada da êntese. Imuno-histoquímica com revelação por DAB e coloração de 

Hematoxilina de Harrys. Barra = 40μm. 
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A expressão gênica de doublecortin (DCX) (Figura 17) na articulação interpúbica 

em fêmeas primíparas mostra diferenças significas no D18 e no 21dpp quando 

comparadas ao D12. Entretanto, é possível notar o padrão da expressão na articulação 

interpúbica, onde com o avançar da prenhez, no D18, ocorre uma redução significativa 

quando comparada ao grupo controle. No no 3dpp evidencia-se um aumento 

significativo quando comparado ao D18. No 21dpp, há aumento significativo na 

expressão gênica de doublecortin, tanto comparado ao grupo controle ou ao grupo 

anterior (vs. 3dpp), mostrando que em 21dpp houve o maior nível de expressão entre 

os grupos analisados. 

Nas fêmeas multíparas, o perfil da expressão de doublecortin, embora não 

significativo, se assemelha ao encontrado nas fêmeas primíparas, com aparente 

redução no perfil da expressão gênica ao longo da prenhez e aumento em 21dpp. 

Contudo, apesar do maior nível de expressão em fêmeas multíparas também ser em 

21dpp, nas fêmeas multíparas em 21dpp a expressão se assemelha ao encontrado em 

D12, porém, sendo significativamente menor quando comparado ao 21dpp de animais 

primíparos. 

 

Figura 17. Representação gráfica da expressão gênica de doublecortin na articulação 

interpúbica de fêmeas primíparas e multíparas senescentes durante a prenhez e o pós-parto. As 

análises entre os grupos foram obtidas por Two way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. 

Significância, p< 0,05 (*), p< 0,01 (**), p< 0,001 (***), p< 0,0001 (****). Primíparas = 1D18 vs. D12; 

221dpp vs. D12; 33dpp vs. D18; 421dpp vs. 3dpp; Multíparas vs. Primíparas = 521dpp M vs. 21dpp 

P. PCR em tempo real. U.A. = Unidade arbitrária. N = 3. 
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A análise da imunolocalização através da técnica IHQ de Doublecortin 

especificamente na êntese, por sua vez, tanto no D12 quanto no D15 é observada no 

citoplasma dos condrócitos hipertróficos, das células da cartilagem hialina e dos 

fibrocondrócitos (Figuras 18A e B). Já em multíparas, os grupos no D12 e no D15 

apresentam marcação celular e de MEC na região da êntese (Figuras 18D e E). Ao final 

da prenhez, no D18, o citoplasma das células e a MEC das regiões PR e PD das fêmeas 

primíparas apresentam imunomarcação (Figura 18C). Nas fêmeas multíparas, a 

marcação na MEC da êntese é intensa quando comparada aos grupos D12 e D15 dos 

animais multíparos (Figura 18F). 

No pós-parto das primíparas e das multíparas, a marcação demonstra ser menor, 

quando comparadas ao final da prenhez, no D18.  Nas fêmeas primíparas, no 3dpp, a 

PR e a PD apresentam marcação acentuada no citoplasma das células e discreta 

marcação na MEC (Figura 19A). E no 21dpp, ainda há marcação citoplasmática em 

condrócitos hipertróficos, em condrócitos de cartilagem hialina e em fibrocondrócitos da 

articulação interpúbica, com discreta marcação na MEC (Figura 19B). Em contrapartida, 

nas fêmeas multíparas, no 3dpp e no 21dpp, há uma grande redução da imunomarcação 

na MEC e nas células da êntese (Figura 19C e D). 
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Figura 18. Fotomicrografias representativas da imunolocalização espaço temporal de 

Doublecotin na êntese da sínfise púbica em camundongos fêmeas primíparas (A, B e C) e 

multíparas senescentes (D, E e F) durante a prenhez. Em A e B, note a marcação nos 

condrócitos hipertróficos na cartilagem hialina e na fibrocartilagem. Em C, perceba, na êntese, a 

marcação citoplasmática e matricial das células na região proximal (PR) e distal (PD) dos ossos 

púbicos. Em D-F observe a marcação matricial na região da êntese em continuidade ao 

ligamento interpúbico (LIp). Áreas demarcadas entre linhas pontilhadas (entre OP e LIp) 

correspondem à região aproximada da êntese. Imuno-histoquímica com revelação por DAB e 

coloração de Hematoxilina de Harrys. Barra = 40μm. 
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Figura 19. Fotomicrografias representativas da imunolocalização espaço temporal de 

Doublecortin na êntese da sínfise púbica em camundongos fêmeas primíparas (A e B) e 

multíparas senescentes (C e D) durante o pós-parto. Em A e B, note a marcação citoplasmática 

das células do LIp, da êntese e do osso púbico. Em C e D, compare a redução qualitativa da 

marcação matricial na região da êntese em continuidade ao ligamento interpúbico (LIp). Áreas 

demarcadas entre linhas pontilhadas (entre OP e LIP) correspondem à região aproximada da 

êntese. Imuno-histoquímica com revelação por DAB e coloração de Hematoxilina de Harrys. 

Barra = 40μm. 
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A expressão gênica relativa de Sox-9 (Figura 20) na articulação interpúbica, em 

fêmeas primíparas, mostra aumento significativo ao final da prenhez, no D18, e no início 

do pós-parto, no 3dpp, o qual apresentou o maior nível de expressão, quando 

comparado ao D12. Já no 21dpp, a expressão gênica retorna ao nível semelhante 

daquele encontrado no D12, mas com redução significativa quando comparado ao 3dpp. 

No grupo dos animais multíparos, a expressão de Sox-9 não se altera 

significativamente durante a prenhez. No entanto, no pós-parto, assim como nas fêmeas 

primíparas, há um aumento significativo no 3dpp quando comparado ao D12 e ao D18. 

Já no 21dpp, há redução significativa na expressão gênica relativa comparada ao 3dpp, 

levando aos níveis similares do D12. Comparações dos mesmos dias de prenhez e pós-

parto entre o grupo de animais multíparos e primíparos, mostra redução significativa de 

Sox-9 em D18 nos animais multíparos. 

 

Figura 20. Representação gráfica da expressão gênica de Sox-9 na articulação interpúbica de 

fêmeas primíparas e multíparas senescentes durante a prenhez e o pós-parto. As análises entre 

os grupos foram obtidas por Two way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. Significância, 

p< 0,05 (*), p< 0,01 (**), p< 0,001 (***), p< 0,0001 (****). Primíparas = 1D18 vs. D12; 23dpp vs. 

D12; 321dpp vs. 3dpp; Multíparas = 43dpp vs. D12; 53dpp vs. D18; 621dpp vs. 3dpp; Multíparas 

vs. Primíparas = 7D18 M vs. D18 P. PCR em tempo real. U.A. = Unidade arbitrária. N = 3. 

 

A análise da imunolocalização através da técnica de IHQ de SOX-9 

especificamente na êntese da articulação interpúbica de fêmeas primíparas, no D12 e 

no D15, mostra-se específica no citoplasma dos condrócitos hipertróficos e dos 

fibrocondrócitos, com marcação nuclear. Além disso, a proporção de células positivas 

para SOX-9 no tecido cartilaginoso da articulação interpúbica de primíparas apresenta 

aparente aumento no D15 em relação ao D12 (Figuras 21A e B). Já em multíparas, no 

D12 e no D15, não são observadas células imunomarcadas na região da êntese. Em 
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primíparas no D18, células positivas para SOX-9 estão presentes tanto na PR quanto 

na PD, com imunomarcação majoritariamente na porção citoplasmática (Figura 121C), 

tal marcação não é evidente no grupo de animais multíparas do mesmo dia de prenhez. 

(Figura 21F).  

No pós-parto, no 3dpp de ambos os grupos primíparos e multíparos, raras 

células apresentam marcação discreta para SOX9 no citoplasma na PR e na PD da 

êntese (Figuras 22A e 22C). Em contrapartida, fêmeas primíparas no 21dpp apresentam 

marcação de SOX9 em condrócitos hipertróficos e poucos condrócitos da cartilagem 

hialina na articulação interpúbica (Figura 22B). As fêmeas multíparas no 21dpp, apesar 

de não apresentarem células positivas para SOX-9 na êntese, possuem células 

imunomarcadas para SOX-9 no LIp. (Figura 22D). 
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Figura 21. Fotomicrografias representativas da imunolocalização espaço temporal de SOX-9 na 

êntese da sínfise púbica em camundongos fêmeas primíparas (A, B e C) e multíparas 

senescentes (D, E e F) durante a prenhez. Em A, note a marcação nos condrócitos hipertróficos 

na cartilagem hialina e alguns fibrocondrócitos, além de marcação nuclear (cabeça da seta). Em 

B, além da marcação dos condrócitos na cartilagem hialina, perceba a maior marcação nos 

fibrocondrócitos. Perceba também a marcação nuclear (cabeça da seta). Em C, note a marcação 

nas células (detalhe) da êntese na porção proximal dos ossos púbicos (PR) e na porção distal 

(PD). Em D e E, perceba a pouca marcação citoplasmática das células na região da êntese. Em 

F, observe no detalhe, a discreta marcação citoplasmática. Áreas demarcadas entre linhas 

pontilhadas (entre OP e LIP) correspondem à região aproximada da êntese. Imuno-histoquímica 

com revelação por DAB e coloração de Hematoxilina de Harrys. Barra = 40μm. 
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Figura 22. Fotomicrografias representativas da imunolocalização espaço temporal de SOX-9 na 

êntese da sínfise púbica em camundongos fêmeas primíparas (A e B) e multíparas senescentes 

(C e D) durante o pós-parto. Em A, note, em detalhe, a discreta marcação citoplasmática nas 

células da região proximal e distal dos ossos púbicos. Em B, observe a marcação citoplasmática 

em poucas células na cartilagem hialina (cabeça da seta). Em C, perceba a discreta marcação 

citoplasmática das células na região da entese. Em D, note a ausência de marcação da região 

da êntese, em continuidade ao ligamento interpúbico (LIp). Áreas demarcadas entre linhas 

pontilhadas (entre OP e LIP) correspondem à região aproximada da êntese. Imuno-histoquímica 

com revelação por DAB e coloração de Hematoxilina de Harrys. Barra = 40μm. 
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A análise da expressão gênica relativa de Runx-2 (Figura 23) na articulação 

interpúbica das fêmeas primíparas no D15 e no D18, apesar da aparente redução, não 

apresenta diferença estatisticamente significativa, quando em comparação ao D12. 

Enquanto, no 3dpp, há aumento significativo na expressão gênica, quando comparado 

ao D12 e ao D18, sendo os animais no 3dpp a apresentar maior expressão gênica de 

Runx-2 entre os grupos analisados. Já no 21dpp, apesar da aparente redução na 

expressão gênica de Runx-2, não há diferença estatística significativa, quando 

comparado a 3dpp, porém, é significativamente maior quando em comparação ao D12. 

Nas fêmeas multíparas, apesar de não ser estaticamente significativo, no D15 e 

no D18 ocorre uma tendência à redução na expressão gênica e, na sequência, durante 

o pós-parto, aumento na expressão gênica de Runx-2, semelhante ao encontrado em 

animais primíparos. No entanto, comparações dos mesmos dias de prenhez e de pós-

parto entre o grupo de animais multíparos e de primíparos, mostra redução significativa 

de Runx-2 em 3dpp e 21dpp nas fêmeas multíparas. 

 

Figura 23. Representação gráfica da expressão gênica de Runx-2 na articulação interpúbica de 

fêmeas primíparas e multíparas senescentes durante a prenhez e o pós-parto. As análises entre 

os grupos foram obtidas por Two way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. Significância, 

p< 0,05 (*), p< 0,01 (**), p< 0,001 (***), p< 0,0001 (****). Primíparas = 13dpp vs. D12; 221dpp vs. 

D12; 33dpp vs. D18dpp; Multíparas vs. Primíparas = 43dpp M vs. 3dpp P; 521dpp M vs. 21dpp P. 

PCR em tempo real. U.A. = Unidade arbitrária. N = 3. 
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A análise da imunolocalização através da técnica de IHQ de RUNX-2 

especificamente na êntese da articulação interpúbica, assim como a de SOX-9 do D12 

ao D15 nas fêmeas primíparas, mostra-se específica no citoplasma dos condrócitos e 

dos fibrocondrócitos (Figuras 24A e B). Em fêmeas multíparas, os grupos no D12 e no 

D15 apresentam qualitativamente a maior intensidade de imunomarcação nas células 

(Figura24D e E). 

Ao final da prenhez, no D18, em fêmeas primíparas, as células da PR e da PD 

apresentam marcação em seu citoplasma, sendo qualitativamente a maior expressão 

de RUNX-2 durante a prenhez (Figura 24C). Por outro lado, nas fêmeas multíparas, no 

D18, a imunomarcação reduz-se no citoplasma das células da êntese, quando 

comparada ao D12 e ao D15 (Figura 24F). 

No pós-parto de fêmeas primíparas, no 3dpp, nota-se qualitativamente a redução 

na marcação das células na PR e na PD (Figura 25A), quando comparada à marcação 

no final da prenhez, no D18. Ainda nas primíparas, no 21dpp, há a redução qualitativa 

da imunomarcação em alguns condrócitos presentes na cartilagem hialina da 

articulação interpúbica restabelecida (Figura 25B). Em fêmeas multíparas, no 3dpp e no 

21dpp, ocorre discreta marcação nas células (Figura 25C e D). Assim como a 

imunomarcação de SOX-9 no 21dpp, apesar da discreta marcação das células positivas 

para RUNX-2 na êntese, possuem células imunomarcadas no LIp. 
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Figura 24. Fotomicrografias representativas da imunolocalização espaço temporal de RUNX-2 

na êntese da sínfise púbica em camundongos fêmeas primíparas (A, B e C) e multíparas 

senescentes (D, E e F) durante a prenhez. Em A e B, note a marcação nos condrócitos 

hipertróficos da cartilagem hialina e nos fibrocondrócitos. Em C, note a marcação nas células da 

êntese na porção proximal dos ossos púbicos (PR) e na porção distal (PD). Em D e E, perceba 

a redução da marcação na região da êntese. Em F, observe a marcação citoplasmática. Áreas 

demarcadas entre linhas pontilhadas (entre OP e LIP) correspondem à região aproximada da 

êntese. Imuno-histoquímica com revelação por DAB e coloração de Hematoxilina de Harrys. 

Barra = 40μm. 
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Figura 25. Fotomicrografias representativas da imunolocalização espaço temporal de RUNX-2 

na êntese da sínfise púbica em camundongos fêmeas primíparas (A e B) e multíparas 

senescentes (C e D) durante o pós-parto. Em A, note a marcação nas células (detalhe) da êntese 

na porção proximal dos ossos púbicos (PR) e na porção distal (PD). Em B, perceba a marcação 

de poucas células na região da êntese (cabeça da seta, detalhe). Em C e D, compare a discreta 

marcação da região da êntese em direção ao ligamento interpúbico (LIp). Áreas demarcadas 

entre linhas pontilhadas (entre OP e LIP) correspondem à região aproximada da êntese. Imuno-

histoquímica com revelação por DAB e coloração de Hematoxilina de Harrys. Barra = 40μm.
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A análise da expressão gênica relativa de colágeno 10 (Col10a1) (Figura 26) na 

articulação interpúbica, em fêmeas primíparas, mostra-se significativamente alteradas ao 

longo do processo de remodelação tecidual. No D15, houve aumento significativo na 

expressão gênica, no qual mostrou ser seu maior nível de expressão entre os grupos 

analisados. Enquanto no final da prenhez, no D18, houve redução significativa tanto em 

comparação ao D12 quanto ao D15. No pós-parto, em 3dpp e 21dpp, a expressão gênica de 

colágeno 10 é significativamente menor quando em comparação a D12.  

As fêmeas multíparas, por outro lado, apresentam perfil distinto dos encontrados em 

primíparas. Embora não tenha apresentado diferenças significativas em relação às suas 

alterações dos níveis de expressão gênica, apresenta aparente redução de expressão de 

Col10a1 ao longo da prenhez e aumento no pós-parto. Comparações dos mesmos dias de 

prenhez e de pós-parto entre o grupo de animais multíparos e de primíparos, mostra redução 

significativa da expressão de Col10a1 no D12 e no D15 de fêmeas multíparas. 

 

Figura 26. Representação gráfica da expressão gênica de Colágeno 10 (Col10a1) na articulação 

interpúbica de fêmeas primíparas e multíparas senescentes durante a prenhez e pós-parto. As análises 

entre os grupos foram obtidas por Two way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. Significância, p< 

0,05 (*), p< 0,01 (**), p< 0,001 (***), p< 0,0001 (****). Primíparas = 1D15 vs. D12; 2D18 vs. D12; 33dpp 

vs. D12; 421dpp vs. D12; 5D18 vs. D15; Multíparas vs. Primíparas = 6D12 M vs. D12 P; 7D15 M vs. D15 

P. PCR em tempo real. U.A. = Unidade arbitrária. N = 3. 
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A análise da expressão gênica relativa de sonic hedgehog (Shh) (Figura 27) na 

articulação interpúbica das fêmeas primíparas não se mostra significativa, porém indica 

redução nos níveis de expressão gênica com o avançar da prenhez, no D15 e no D18, quando 

comparadas ao D12. No pós-parto, há aumento significativo na expressão gênica no 3dpp, 

tanto em comparação ao D12, quanto em comparação ao final da prenhez, no D18. Mostrando 

que no 3dpp ocorre o maior nível de expressão entre os grupos analisados. Em 21dpp, houve 

uma redução significativa quando em comparação ao 3dpp, porém não se mostra diferente 

significativamente ao encontrado no D12. 

Nos animais multíparos, durante a prenhez, estatisticamente nao há variação da 

expressão gênica de Shh. Comparações dos mesmos dias de prenhez e de pós-parto entre 

o grupo de animais multíparos e primíparos, mostra redução significativa da expressão gênica 

de Shh no 3dpp de fêmeas multíparas. 

 

Figura 27. Representação gráfica da expressão gênica de sonic hedgehog na articulação interpúbica 

de fêmeas primíparas e multíparas senescentes durante a prenhez e o pós-parto. As análises entre os 

grupos foram obtidas por Two way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. Significância, p< 0,05 (*), 

p< 0,01 (**), p< 0,001 (***), p< 0,0001 (****). Primíparas = 13dpp vs. D12; 23dpp vs. D18; 321dpp vs. 

3dpp; Multíparas vs. Primíparas = 43dpp M vs. 3dpp P. PCR em tempo real. U.A. = Unidade arbitrária. 

N = 3. 
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A normalização do cálculo do ΔΔCt para cada análise da expressão gênica por meio 

do PCR em tempo real nos permite a interpretação da dinâmica dos perfis de expressão 

gênica de Col2a1, DCX, Sox-9, Runx-2, Col10a1 e Shh na articulação interpúbica de fêmeas 

primíparas e multíparas senescentes, após o sexto parto (Figura 28).  

 Nos animais primíparos, durante o processo de formação do ligamento interpúbico, do 

D12 ao D15, há um aumento na expressão gênica de Col2a1, Sox-9 e Col10a1. Por outro 

lado, há redução no perfil dos níveis de expressão de Shh, Runx-2 e DCX.  Durante o processo 

de relaxamento do ligamento interpúbico, do D15 ao D18, Sox-9 ainda permanece 

aumentado, enquanto Runx-2 estabiliza-se. Por outro lado, pode-se observar que Col2a1, 

Shh, Col10a1 e DCX tem sua expressão reduzida. Durante a transição das fases de 

relaxamento para a de recuperação, no início do pós-parto, do D18 ao 3dpp, todos os genes 

apresentam elevação na expressão gênica. Durante o período do pós-parto, do 3dpp ao 

21dpp, Col2a1 e DCX apresentam aumento gradativo na expressão gênica, enquanto Sox-9, 

Shh, Col10a1 e Runx-2 mostram perfil de redução da expressão gênica. 

 No que diz respeito ao perfil da expressão gênica espaço-temporal encontrado nos 

animais multíparos, Sox-9 sofre um aumento gradativo do D12 ao D15. Por outro lado, há 

redução gradativa de Col2a1, DCX, Runx-2, Col10a1 e Shh até o D15. Do D15 ao D18, o perfil 

de expressão de Col2a1, DCX, Col10a1 e Shh mantém-se estável, enquanto Sox-9 e Runx-2 

apresentam redução gradativa até o D18. Entretanto, do final da prenhez e ao início do pós-

parto, isto é, do D18 ao 3dpp, a expressão gênica de Col2a1, Sox-9, Runx-2 e Shh mostra-se 

elevada até o 3dpp, enquanto Col10a1 e DCX tendem a apresentar um perfil similar ao 

encontrado no D18. Durante o pós-parto, do 3dpp ao 21dpp, DCX e Shh apresentam aumento 

gradativo da expressão gênica, enquanto, Col2a1, Sox-9, Runx-2 e Col10a1 apresentam perfil 

de redução. 
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Figura 28. Diagramas da distribuição temporal da expressão gênica relativa de Col2a1, DCX, Sox-9, 

Runx-2, Col10a1 e Shh (A-H), e suas sobreposições (I) obtidos por PCR em tempo real e normalizados 

em função dos valores máximos de expressão gênica na articulação interpúbica de camundongos 

primíparos e multíparos senescentes. 
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5. DISCUSSÃO
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Nosso trabalho investiga a remodelação tecidual da sínfise púbica dos camundongos 

fêmeas primíparas e multíparas senescentes, na sexta prenhez, frente aos estímulos da 

prenhez e do parto. Especificamente, investigamos as modificações decorrentes da paridade 

e da idade no fenótipo da população celular e na MEC da êntese da articulação interpúbica, 

e na expressão gênica e imunolocalização de Sox-9, Runx-2, Shh, DCX, Col2a1 e Col10a, 

fatores classicamente envolvidos na condrogênese e na osteogênese. Sabendo que tais 

processos são essenciais para assegurar o balanço homeostático na remodelação da sínfise 

púbica de camundongos, é nosso objetivo entender o papel da êntese e avaliar as 

modificações morfológicas e moleculares da sua população celular e da sua MEC frente ao 

estresse fisiológico e à deterioração das células em decorrência da idade e do número de 

partos. 

Consonni e colaboradores (2012) relataram que, após o primeiro parto, camundongos 

fêmeas primíparas apresentam articulação interpúbica com morfologia similar àquela 

observada em fêmeas não prenhes, ao passo que fêmeas multíparas senescentes 

apresentam comprometimento no restabelecimento desta articulação. A ausência da 

reorganização e da restauração dos componentes cartilagíneos da SP no pós-parto indicam 

que a multiparidade e a senescência em camundongos podem promover alterações 

significativas na resposta celular e na matriz extracelular da sínfise púbica no processo de 

retorno, após 40 dias do parto (Consonni et al., 2012). Assim, neste trabalho, investigamos a 

articulação interpúbica das fêmeas multíparas e senescentes durante a sexta prenhez (D12, 

D15 e D18) e o pós-parto (3dpp e 21dpp), em comparação à primeira prenhez de fêmeas 

nulíparas jovens. 

Nossos resultados apoiam a idade e a paridade como fatores significativos que 

impactam a biologia da êntese da articulação interpúbica. De modo similar aos trabalhos 

anteriores do nosso grupo de pesquisa, as alterações morfológicas mediadas pelo processo 

fisiológico da prenhez, em animais primíparos, leva ao desenvolvimento de uma estrutura com 

gradações de MEC e de população celular distinta denominada êntese, a qual está presente 

do final da primeira prenhez até os primeiros dias pós-parto (Castelucci et al., 2018). Por outro 

lado, na sexta prenhez de animais multíparos senescentes, a êntese encontra-se presente no 

D12 e aparentemente não apresenta alterações morfológicas significativas em sua estrutura 

durante os outros dias de estudo na prenhez e o pós-parto. A avaliação de fatores 

condrogênicos e osteogênicos nas porções cartilaginosas na êntese da articulação 

interpúbica destacou a fina regulação espaço-temporal da expressão destes fatores 

determinantes das linhagens condrogênica e osteogênica para a fase do retorno da 

articulação interpúbica durante a remodelação tecidual no pós-parto. 

A investigação morfológica, demonstrou semelhanças e diferenças quanto às 

estruturas cartilaginosas e, principalmente, à êntese da articulação interpúbica entre fêmeas 
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primíparas e multíparas senescentes. Nos animais primíparos, foi possível distinguir 

morfologicamente as regiões da êntese: a porção proximal e a distal aos ossos púbicos, 

corroborando a formação e o estabelecimento de populações celulares distintas na êntese ao 

longo do processo de formação do LIp e a retração dos coxins de cartilagem hialina ao final 

da prenhez, de acordo com Castelucci e colaboradores (2018). 

Castelucci e colaboradores (2018) demostraram que, ao final da primeira prenhez, no 

D19, a êntese fibrocartilaginosa, que corresponde a zona de transição de fibrocartilagem na 

interface ao osso (Benjamin et al., 2000), na articulação interpúbica, permitindo a modificação 

tecidual entre os ossos púbicos e o LIp. Esses autores evidenciaram ainda que, durante o 

pós-parto, no 1dpp, a êntese possui características de êntese fibrosa, caracterizada pela 

ancoragem das fibras de colágeno diretamente ao osso (Benjamin et al., 2002), permitindo a 

interação direta entre a PR e o LIp. No 3dpp, ocorre a diferenciação em porções cartilaginosas 

na PD da êntese, que possivelmente contribuem para a reestruturação da cartilagem hialina 

da SP após 10dpp (Castelucci et al. 2018). Sendo assim, nossos dados de microscopia de luz 

e sob luz polarizada corroboram, de forma complementar, a esses dados da literatura, pois 

demonstram o processo de reaproximação dos ossos púbicos e de restabelecimento dos 

coxins de cartilagem contínuo até o 21dpp em animais primíparos.  

Diferentemente do encontrado nas fêmeas primíparas, nas multíparas, durante a sexta 

prenhez e o pós-parto, foi observada, em todos os dias desse estudo, a presença de estrutura 

semelhante à êntese fibrosa, na qual as fibras colágenas do LIp apresentaram-se diretamente 

contínuas ao osso púbico. As ênteses fibrosas estão sujeitas ao maior risco de ruptura, uma 

vez que a ausência da porção fibrocartilaginosa nesse tipo de êntese altera diretamente suas 

características biomecânica (Rodeo et al., 1993; Liu et al., 1997; Galatz et al., 2006; Silva et 

al., 2006; Thomopoulos et al., 2003). Estudos epidemiológicos sugerem que muitas mulheres 

não conseguem se recuperar da distensão acentuada do canal de parto causados pelos 

processos fisiológicos da gravidez, podendo desempenhar papel importante na causa do POP 

(Mant et al.,1997; Patel et al., 2006). Dessa forma, nossos resultados indicam que a paridade 

e a idade são fatores alteram morfologicamente a estrutura da êntese na sínfise púbica e, 

possivelmente, sua biomecânica. 

Assim como no processo de formação de êntese fibrocartilaginosa dos tendões de 

Aquiles, patelar e supraespinal de camundongos (Dyment et al., 2015), nossos resultados 

ultraestruturais apontaram distintas populações celulares em diferenciação de condrócitos e 

de fibrocondrócitos durante a prenhez e o pós-parto na êntese de animais primíparos e de 

multíparos senescentes. Em fêmeas primíparas, no D12, há presença de fibrocondrócitos 

típicos da SP. Do D15 ao 3dpp, com a formação da êntese, origina-se uma população de 

células na PR como àquelas semelhantes ao fenótipo de fibroblastos, conforme descrição de 

Castelucci e colaboradores (2018). A presença de células semelhantes a fibroblastos na PR 
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da êntese pode indicar uma população de células precursoras, que embora apresentem a 

mesma origem embrionária dos fibroblastos, podem se diferenciar segundo as propriedades 

biomecânicas, a sinalização molecular e hormonal, às quais são submetidas (Komuro 1990). 

Considerando esses achados na literatura, a presença de células semelhantes a fibroblastos 

também pode ser necessária ao restabelecimento das peças cartilaginosas e de sua 

população celular, como os fibrocondrócitos, semelhantes àqueles encontrados no 21dpp. 

Em animais multíparos senescentes, apesar de não ocorrer a evidente diferenciação 

em PR e PD, como observado em primíparos, as células da êntese demonstram núcleo de 

cromatina frouxa e organelas envolvidas na via biossintética-secretora, sugerindo fenótipo de 

células metabolicamente ativas e não quiescentes. Dado que no envelhecimento, as fibrilas 

de colágeno tornam-se mais compactas e orientadas (Carvalho e Vidal Bde, 1994), nossos 

resultados mostraram que as células da êntese se alinham paralelamente às fibras colágenas 

e apresentam características morfológicas de fibroblastos ativos até ao final da prenhez, no 

D18. Já no pós-parto, são encontradas também células de morfologia semelhante a fibrócitos, 

com núcleo de cromatina mais condensada e poucas organelas citoplasmáticas, 

caracterizando-se como células em estágio de quiescência, ou seja, com atividade metabólica 

reduzida levando a uma parada, possivelmente reversível, no ciclo celular (Cheung et al., 

2013).  

A população celular das células presentes na cartilagem produz e mantém a 

integridade e composição de sua MEC, garantindo as propriedades biomecânicas dos tecidos 

cartilaginosos (Wight et al., 1992). Assim, a síntese dos componentes da MEC da êntese 

relacionam-se diretamente à sua população celular: fibrocondrócitos e células semelhantes a 

fibroblastos (Blitz et al., 2009; Eyal et al., 2019; Schwartz et al., 2015; Felsenthal et al., 2018). 

A estrutura e a função da êntese estão intimamente ligadas ao estabelecimento e à 

remodelação da sua MEC, composta classicamente por proteoglicanos, como o agrecan e o 

versican (Ahamed e Nowlan 2020) (Rossetti et al., 2017). Além disso, o principal componente 

fibrilar encontrado na MEC êntese, é o colágeno (Ahmed e Nowlan, 2020). 

O colágeno é uma proteína estrutural presente na MEC, cuja sua estrutura é formada 

por uma tripla hélice de cadeias polipeptídicas (Ricard-Blum 2011). Esta tripla hélice é 

estabilizada pela presença de glicina, prolina e hidroxiprolina, além de ligações de hidrogênio 

e interações eletrostáticas (Persikov et al., 2005) com lisina e aspartato (Fallas et al., 2009), 

resultando em ligações cruzadas (Bailey et al., 1998). Essas ligações cruzadas têm como 

principal função estabilizar a estrutura das fibrilas colágenas, promovendo resistência aos 

tecidos compostos por colágeno (Bailey 2001). 

Assim, as fibras de colágeno agem como o principal componente redutor de estresse 

biomecânico, essencial para a estabilidade mediante às forças exercidas nas ênteses (Killian, 

2021), nossos resultados a respeito da disposição das fibras colágenas mostraram a 
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organização preferencial das fibras birrefringentes variando de perpendiculares à abertura 

interpúbica no D12 para paralelas até o 3dpp, retornando à organização perpendicular no 

21dpp. Dado que a orientação das fibras de colágeno depende das forças incidentes no tecido 

conjuntivo (Yang et al., 2019; Whelan et al., 2019; Smith et al., 2019), nossos dados sugerem 

que com o restabelecimento da fibrocartilagem, o estímulo biomecânico de reaproximação 

dos ossos modifica a orientação das fibras colágenas, para maior resistência às forças de 

cisalhamento em animais primíparos. 

Assim, tendo em vista que a multiparidade e a idade impactam o retorno no pós-parto 

de animais multíparos fazendo com que o LIp permaneça (Consonni et al., 2012), nossos 

resultados evidenciaram diferenças em relação à disposição das fibras colágenas em animais 

multíparos senescentes durante a sexta prenhez e o pós-parto. Em todos os dias de estudo, 

as fibras colágenas apresentaram disposição paralela à abertura da articulação. Esses 

resultados são similares ao descrito por Consonni e colaboradores (2012) no LIp de animais 

multíparos 40dpp. Deste modo, nossas análises sugerem que, em animais multíparos 

senescentes, possivelmente devido à permanência do LIp, a êntese encontra-se sujeita à 

constante força de estiramento durante e após prenhez, e não de cisalhamento. Essa hipótese 

é suportada, pois à medida que as forças são transduzidas em resposta celular nos 

fibroblastos, estas células apresentam alteração de fenótipo e se alinham paralelamente ao 

eixo pré-tensionado (Haston et al., 1983). 

De acordo com o balanço dos componentes da MEC, como colágeno, 

glicosaminoglicanos, proteoglicanos, fibras elásticas e água, o tecido conjuntivo é capaz de 

resistir a altas tensões de tração ou de compressão (Parry e Craig, 1988). Deste modo, a 

organização das fibras colágenas influencia diretamente nas propriedades biomecânicas do 

tecido (Handsfield et al., 2016). Tendo em vista a organização helicoidal das fibras colágenas 

em crimps, como um fator importante para a proteção contrarruptura durante a ação das 

forças de tração (Willians et al., 1985), nossos resultados indicam que a presença de crimps 

na êntese de animais primíparos e de multíparos senescentes se faz necessária para 

resistência às altas tensões durante a prenhez e o pós-parto. Ademais, sendo o arranjo de 

fibras colágenas em crimps uma adaptação dinâmica do tecido às forças a que está 

submetido, mantendo a integridade e força da articulação interpúbica (Pinheiro et al., 2014), 

nossas análises, particularmente àquelas observando as características ultraestruturais, 

indicam que as células da êntese estão metabolicamente ativas e respondem aos estímulos 

da prenhez e do pós-parto.  

Além de crimps, o diâmetro das fibrilas de colágeno reflete as propriedades 

biomecânicas de tecidos submetidos às forças de tração (Gathercole e Keller, 1991; Stegenga 

et al.,1991; Vidal, 1995; Patterson-Kane et al., 1997; Berkovitz, 2000; Ottani et al., 2001). 

Consonni e colaboradores (2012) relataram que as forças de tensão, à medida em que a 



82 
 

primeira prenhez progride, resultam no aumento do diâmetro das fibrilas de colágeno da SP 

para remodelar o canal de parto. Estes autores ainda mostraram que, no 40dpp, o diâmetro 

das fibrilas de colágeno em camundongos primíparos reduz, em razão da reaproximação dos 

ossos púbicos, como resultado do restabelecimento da fibrocartilagem (Consonni et al., 2012). 

O aumento na espessura da fibra colágena, sob microscopia de luz polarizada, mostra-

se por alteração da coloração, sendo progressivamente de verde para amarelo, laranja e 

vermelho (Hiss et al., 1998; Junqueira et al., 1982). Assim, nossas análises, em conjunto com 

os dados de morfometria, revelaram tanto em animais primíparos quanto em multíparos 

senescentes o aumento gradativo nos diâmetros das fibrilas até ao final da prenhez, no D18, 

com a birrefringência variando de esverdeado a alaranjado nas ênteses analisadas. Durante 

o pós-parto, as fibras mostraram-se de birrefringência de coloração esverdeada e amarelada, 

tanto em animais primíparos quanto em multíparos, corroborando a diminuição nos diâmetros 

das fibrilas colágenas no 3dpp e no 21dpp nas ênteses analisadas. 

Portanto, nossos resultados indicam que, embora não haja o restabelecimento da 

cartilagem em animais multíparos senescentes, a êntese da sínfise púbica desses animais 

sofre remodelação tecidual. Essa hipótese é suportada pela alteração de fenótipo celular, 

redução do diâmetro das fibrilas, como similarmente descrito por Consonni e colaboradores 

(2012) para o LIp e pela presença de crimps, os quais estudos anteriores tem mostrado que 

crimps formados no LIp em animais primíparos, é uma das consequências da remodelação 

tecidual durante a prenhez (Pinheiro et al., 2004). Dessa forma, os ensaios morfológicos até 

então empregadas nesse trabalho podem fornecer bases para compreender as alterações 

que resultam em POP, onde os principais fatores associados são o parto vaginal e o 

envelhecimento (Delancey et al., 2008; Abramowitch et al., 2009). 

Nossos dados corroboram com as descrições de que os processos fisiológicos 

impactados pela paridade e pelo parto culminam nas adaptações drásticas do canal do parto 

e do assoalho pélvico como detalhado por outros autores (Mant et al.,1997; Patel et al., 2006). 

Complementarmente ao estudo anterior do nosso grupo de pesquisa (Consonni et al., 2012), 

as análises morfológicas e morfométricas deste trabalho demonstram que, durante a sexta 

prenhez e o pós-parto, até o 21dpp, o fenótipo celular é sugestivo de resposta aos estímulos 

da prenhez e do pós-parto em camundongos multíparos senescentes, contudo as células e a 

matriz extracelular presentes aparentam características de perda da capacidade de retorno 

tecidual no pós-parto, uma vez que após o primeiro parto, o tecido fibrocartilaginoso é 

restaurado, e a articulação interpúbica rapidamente se fecha, aproximando-se das dimensões 

de um animal não prenhe (Consonni et al., 2012 e Moraes et al., 2004). O restabelecimento 

do tecido fibrocartilaginoso ocorre devido à expressão tempo-dependente de marcadores de 

linhagem condrocítica (Castelucci et al., 2018) e a expressão gênica regulada temporalmente 

tem sido associada ao desenvolvimento funcional da êntese (Jensen et al., 2018). 
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As vias de sinalização de TGF-β, BMP e Wnt são imprescindíveis para a diferenciação 

dos condrócitos durante a condrogênese no período de desenvolvimento embrionário de 

vertebrados. A inibição dessas vias pode levar à alteração da expressão de marcadores de 

células progenitoras osteocondrais (Kannu et al., 2009), como os fatores de transcrição Sox-

9 e Runx-2 que, além de importantes para a diferenciação de células progenitoras 

osteocondrais, são necessários para a formação da cartilagem articular (Lefebvre e Smits 

2005; Wuelling e Vortkamp 2011). Castelucci e colaboradores (2018) sugeriram que a 

expressão diferencial de Sox-9, Col2a1, DCX e Runx-2 em células alongadas ou 

arredondadas próximas à região do osso púbico, durante o remodelamento da sínfise púbica 

de animais primíparos, pode ser indicativo da presença de nicho de células progenitoras 

osteocondrais em estado transitório, permitindo o comprometimento a um ou mais tipos 

celulares segundo a sinalização molecular. Entretanto, nossos resultados indicam que, em 

razão da idade e da paridade, esse nicho de células progenitoras na êntese, identificados por 

marcadores condrogênicos e osteogênicos, encontra-se reduzido ou ausente em animais 

multíparos senescentes durante e após a sexta prenhez. 

A expressão de Sox-9 ocorre durante todo o processo de diferenciação dos 

condrócitos na cartilagem em desenvolvimento desde o período embrionário em vertebrados 

e permanece expresso em condrócitos até a hipertrofia nas placas de crescimento e durante 

a vida adulta na cartilagem articular (Schafer et al., 1996), assim como a expressão de Runx-

2 auxilia na regulação desta diferenciação induzindo a hipertrofia dos condrócitos, durante o 

desenvolvimento embrionário de camundongos (Enomoto, et al., 2000; Wang, et al., 2005; 

Dong, et al., 2006). Nossas análises de PCR em tempo real na articulação interpúbica 

mostraram que, nos animais primíparos, enquanto a expressão gênica de Sox-9 mostrou-se 

elevada, a de Runx-2 apresentou-se reduzida até ao final da prenhez e, durante o pós-parto, 

ocorreu aumento significativo de Runx-2 e de Sox-9 no 3dpp, e redução significativa de ambos 

no 21dpp. Adicionalmente, a diferenciação das células em linhagem condrocítica, durante o 

desenvolvimento ósseo em vertebrados e o remodelamento ósseo ao longo da vida pós-natal, 

mostra-se regulada pela sinalização de Shh (Yang et al., 2015). Assim, nossos achados 

confirmaram o aumento significativo da expressão de Shh no 3dpp e no 21dpp em animais 

primíparos. Desta forma, o perfil de expressão gênica de Sox-9, de Runx-2 e de Shh, na 

articulação interpúbica, em animais primíparos, corrobora o processo de remodelação da 

sínfise púbica evidenciado na microscopia − o restabelecimento da articulação após o primeiro 

parto, com o retorno da fibrocartilagem entre os coxins de cartilagem hialina e com a 

reaproximação dos ossos púbicos. 

Por outro lado, em animais multíparos, a regulação temporal da expressão gênica de 

Sox-9, de Runx-2 e de Shh na articulação interpúbica diferiu daquela encontrada nos animais 

primíparos. Cheng e Genever (2010) sugeriram que Runx-2 pode suprimir Sox-9 durante o 
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processo de diferenciação de condrócitos humanos em ensaios in vitro com cultura celular 

primária. Ainda, camundongos com mutações homozigóticas em Runx-2 apresentaram 

retardo na ossificação durante o seu desenvolvimento embrionário (Komori, et al., 1997; Otto, 

et al., 1997). Nossos resultados sugerem que, embora haja níveis reduzidos na expressão de 

Sox-9, de Runx-2 e de Shh ao longo da sexta prenhez e no pós-parto, há expressão tardia de 

Sox-9 no início do pós-parto. Tais resultados sugerem que na articulação interpúbica pode 

ocorrer estímulo tardio na manutenção de células de perfil condrocítico, em razão do baixo 

nível de expressão de Shh e pela dominância de Sox-9 em relação ao nível de expressão de 

Runx-2. Essa hipótese é suportada, pois estudos tem mostrado que o Shh está relacionado à 

formação óssea de camundongos durante o desenvolvimento embrionário e o período pós-

natal (Kimura e Curran 2008) e, adicionalmente, a elevação no nível de expressão de Sox-9 

em relação à de Runx-2, durante o pós-parto, sugere maior estímulo para a diferenciação em 

células da linhagem condrocítica durante a remodelação da articulação interpúbica 

(Castelucci et al., 2018). 

A regulação espaço-temporal da expressão proteica de RUNX-2 e de SOX-9, é 

necessária durante a formação óssea no período embrionário de camundongos (Wright et 

al.,1995; Ducy et al., 1997; Smith et al., 2005). Assim, no que diz respeito à imunolocalização 

espaço temporal de SOX-9 e de RUNX-2 na êntese da articulação interpúbica de fêmeas 

primíparas, durante o decorrer da prenhez, houve intensa marcação no D18 de ambos os 

marcadores, com redução no pós-parto, onde poucas células apresentaram imunomarcação 

próximas ao osso púbico no 21dpp. Nossos dados indicam, em animais primíparos, que a 

localização da expressão proteica de SOX-9 e de RUNX-2 são necessários durante a 

formação e o estabelecimento da êntese, bem como na formação da fibrocartilagem entre os 

coxins de cartilagem hialina no retorno pós-parto, de modo complementar ao descrito por 

Castelucci e colaboradores (2018). Essa hipótese é suportada, pois durante o período 

embrionário de camundongos, a expressão de SOX-9 auxilia a diferenciação de condroblastos 

e a formação de cartilagem, enquanto RUNX-2 contribui para a diferenciação e a proliferação 

de osteoblastos (Zhou et al., 2006; Stein et al., 2004).  

Por outro lado, em animais multíparos, ficou evidente a sutil marcação de SOX-9 

apenas no D18, reduzindo sua marcação no pós-parto. Enquanto RUNX-2 mostrou gradual 

redução em sua marcação até o pós-parto. Dado que SOX-9 e RUNX-2 são necessários para 

o desenvolvimento, a homeostase, a remodelação e o reparo tecidual das ênteses 

fibrocartilaginosas de tendões de camundongos (Thomopoulos et al., 2010), nossos achados 

podem indicar que o número de partos e a idade alteram tanto o perfil da expressão proteica 

de SOX-9 e RUNX-2 na êntese nos animais multíparos senescentes quanto os perfis 

condrogênicos e osteogênicos da população celular da entese, possivelmente 

comprometendo o restabelecimento da fibrocartilagem e dos coxins de cartilagem hialina. 
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Além de necessários para diferenciação de progenitores osteocondrais, Sox-9 e Runx-

2 controlam ainda a transcrição dos níveis de DCX e Gdf5 (fator de crescimento/diferenciação 

5), os quais desempenham papéis importantes no desenvolvimento articular durante o período 

embrionário de vertebrados (Dyment et al., 2015; Stein et al., 2004; Zhou et al., 2006; Carroll 

et al., 2013). Nossos dados da expressão gênica de DCX na articulação interpúbica em 

animais primíparos mostram sua redução no D18 com aumento significativo no pós-parto e, 

em multíparos senescentes, não há variação da sua expressão ao longo da prenhez e do pós-

parto. Sendo o DCX expresso nos condrócitos articulares e em células comprometidas na 

linhagem celular condrocítica (Ge et al., 2014), nossos dados sugerem, que a expressão 

gênica de DCX se correlaciona à diferenciação dos condrócitos no restabelecimento da 

fibrocartilagem entre os coxins da cartilagem hialina no pós-parto das fêmeas primíparas, 

diferentemente do encontrado nos animais multíparos e senescentes. 

 Esses dados corroboram com a imunolocalização de DCX específica na região da 

êntese no pós-parto, sugerindo a presença de um nicho de células que expressam DCX 

próximas ao osso púbico em fêmeas primíparas, diferentemente do encontrado em fêmeas 

multíparas senescentes, as quais apresentaram imunomarcação de DCX na êntese durante 

a prenhez, entretanto mostraram redução qualitativa da imunomarcação na êntese durante o 

pós-parto, sugerindo a redução de células comprometidas com a diferenciação em 

condrócitos articulares nessa região da articulação interpúbica. 

 Estudos in vitro de cultura celular primária de condrócitos da cartilagem articular de 

humanos mostraram que o Sox-9 é responsável por manter o fenótipo dos condrócitos e por 

regular a expressão de Col2a1 (Shaban et al., 2011). Nossos resultados de expressão gênica 

e de imunolocalização proteica de COL2A1, em fêmeas primíparas mostraram o aumento da 

expressão gênica no D15, redução no D18, e retorno a níveis similares ao D12 no 21dpp, 

além de imunomarcação de células próximas ao OP, de modo similar à imunolocalização do 

SOX-9. Esses resultados corroboram os descritos por Castelucci e colaboradores (2018), os 

quais mostraram marcação de nicho de células próximas ao OP com expressão de COL2A1 

e de Sox-9 no 5dpp e no 10dpp, favorecendo a diferenciação das células progenitoras em 

condrócitos, conforme necessário para o retorno do tecido cartilaginoso da SP. 

Por outro lado, a análise das fêmeas multíparas senescentes apresenta baixa 

expressão e imunolocalização de colágeno do tipo II durante a prenhez e, no pós-parto, em 

21dpp, imunomarcação de poucas células próximas ao OP e ausência de população celular 

imunomarcadas que expressam SOX-9 na êntese. Ensaios in vitro mostraram células que 

deixaram de apresentar características fenotípicas de condrócitos e apresentaram baixa 

expressão de colágeno do tipo II (Benya et al., 1978), o principal componente fibrilar da MEC 

da cartilagem hialina (Aigner e Stove 2003). Dado que o Sox-9 pode regular genes capazes 

de codificar proteínas presentes na MEC, como o gene Col2a1 que é responsável por codificar 
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colágeno do tipo II, importante para diferenciação dos condroblastos e específico para tecidos 

cartilaginosos (Stokes et al., 2001; Yasuda et al., 2017), nossos resultados indicam alterações 

com redução da expressão gênica e proteica de moléculas-chave da manutenção de 

população celular progenitora de linhagem condrocítica, capazes de se diferenciar durante o 

restabelecimento dos coxins de cartilagem hialina da sínfise púbica observado nas fêmeas 

primíparas. 

Ainda no que diz respeito à MEC, nossas análises de Col10a1 na articulação 

interpúbica mostram aumento significativo na sua expressão gênica no D15 de fêmeas 

primíparas, mostrando-se essencial durante a formação da êntese e do LIp, onde há presença 

de condrócitos hipertróficos. Em contrapartida, nos demais dias de estudo analisados nas 

fêmeas primíparas e nas multíparas senescentes durante a prenhez e o pós-parto, a 

expressão gênica de colágeno do tipo X é reduzida,  possível consequência da ausência dos 

coxins de cartilagem hialina completamente formados e diferenciados, já que o colágeno do 

tipo X é somente sintetizado e depositado em zonas hipertróficas de placas de crescimento 

ativas de vertebrados, é removido à medida que a ossificação endocondral continua durante 

os períodos embrionário e pós-natal, e têm sua expressão reduzida à medida que a 

ossificação endocondral progride (Linsenmayer et al., 1988). Assim, complementarmente aos 

dados anteriores obtidos para Sox-9, Runx-2, Shh, DCX e Col2a1, a expressão gênica de 

Col10a1 mostra-se presente apenas no período de formação da êntese e do LIp em animais 

primíparos, enquanto a sua baixa expressão corrobora a hipótese de que,  após sucessivas 

prenhezes, a articulação interpúbica dos animais multíparos senescentes apresenta 

marcadores de condrogênese e osteogênese significativamente reduzidos nas populações 

celulares, especialmente aquela encontrada na êntese, já que nos animais primíparos, a 

êntese apresenta-se como nicho essencial de regulação espaço-temporal para a formação do 

LIp durante a prenhez e o retorno da fibrocartilagem no pós-parto para que haja o 

restabelecimento da articulação interpúbica.  

Identificamos um padrão de modificações tempo e espaço dependentes no que diz 

respeito ao fenótipo das populações celulares, à disposição e à composição da MEC, à 

imunolocalização e à expressão gênica de marcadores condrogênicos e osteogênicos na 

êntese da articulação interpúbica de animais primíparos e multíparos senescentes. 

Comparativamente, esse padrão mostrou-se alterado nos camundongos multíparos 

senescentes provenientes de matrizes reprodutivas, corroborando a hipótese de que os 

efeitos da paridade e da idade podem impactar a condrogênese e a osteogênese da êntese 

na sínfise púbica de camundongos durante a sexta prenhez e o seu pós-parto.  

Dado que o envelhecimento é um dos fatores para a menor adaptação dos tecidos às 

suas funções (Freemont et al., 2007), nossos achados sugerem que a paridade e a idade 

podem impactar a condrogênese e a osteogênese da êntese na sínfise púbica de 
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camundongos durante a sexta prenhez e o seu pós-parto. Desse modo, nosso grupo de 

pesquisa, pelas evidências celulares, matriciais e moleculares, destaca esse modelo animal 

por apresentar bases para a compreensão dos processos fisiopatológicos da prenhez, como 

aquelas que levam ao enfraquecimento de órgãos pélvicos e de estruturas suportes desses 

órgãos, especificamente a sínfise púbica e o canal de parto duro. Esse modelo mostra-se 

importante para compreender alterações em humanos, evidenciando possíveis modificações 

de suporte e de estabilidade dos tecidos conjuntivos maternos devido à incapacidade de se 

recuperar completamente após sucessivos eventos, apesar do sucesso reprodutivo − com 

parto e nascimento vaginal da prole. 
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6. CONCLUSÕES
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Nosso trabalho evidenciou um modificações tempo e espaço dependentes no que diz 

respeito ao fenótipo das populações celulares, à disposição e à composição da MEC, à 

imunolocalização e à expressão gênica de marcadores condrogênicos e osteogênicos na 

êntese da sínfise púbica de camundongos C57BL/6 primíparos e multíparos senescentes na 

sexta prenhez. Em animais multíparos senescentes, esse padrão mostrou-se alterado quando 

comparado aos primíparos. Nossas análises permitem inferir que, na articulação interpúbica, 

a êntese mostra-se como uma região de transição dinâmica, com progressão durante a 

prenhez e regressão durante o pós-parto em animais primíparos. Em fêmeas multíparas, essa 

estrutura encontra-se presente ao longo da prenhez e do pós-parto, com as regiões PR e PD 

pouco perceptíveis nos dias de estudo identificadas nos animais primíparos, mas com células 

de fenótipos aparentemente responsivos aos estímulos da prenhez. 

As análises de expressão gênica e de imuno-histoquímica evidenciaram a regulação 

espaço-temporal dos fatores condrogênicos e osteogênicos Sox-9, Col2a1, Dcx, Runx-2, 

Col10a1 e Shh durante a formação da êntese e do LIp na prenhez e durante o retorno dos 

coxins de cartilagem hialina e da fibrocartilagem no pós-parto de fêmeas primíparas. Embora 

nossas análises morfológicas mostraram a população celular da êntese de animais multíparos 

fenotipicamente ativa, modificando-se durante a sexta prenhez, as análises de expressão 

gênica e de imuno-histoquímica evidenciaram a redução do padrão de regulação espaço-

temporal desses fatores. Nossos dados indicaram que animais multíparos senescentes 

apresentam marcadores de condrogênese e osteogênese significativamente reduzidos nas 

populações celulares, especialmente aquela encontrada na êntese, já que nos animais 

primíparos, a êntese apresenta-se como nicho essencial de regulação espaço-temporal para 

a formação do LIp durante a prenhez e a recuperação da fibrocartilagem no pós-parto para 

que haja o restabelecimento da articulação interpúbica.  

Desse modo, nosso grupo de pesquisa, pelas evidências celulares, matriciais e 

moleculares, destaca o modelo animal das matrizes reprodutivas por apresentar bases para 

a compreensão dos processos fisiopatológicos da prenhez, como aquelas que levam ao 

enfraquecimento de órgãos pélvicos e estruturas suportes desses órgãos, especificamente a 

sínfise púbica e o canal de parto duro. 
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8.1 Anexo 1: Nomenclatura dos genes e proteínas 

 

Tabela 6. Nomenclatura dos genes e das proteínas utilizadas para a técnica de PCR em tempo real e 

imuno-histoquímica. 

Gene Nome da proteína Abreviação da proteína 

Col2a1 Colágeno do tipo II, alfa 1 COL2A1 

Dcx Doublecortin neuronal migration protein DCX 

Sox-9 SOX-9 Transcription Factor SOX-9 

Runx-2 Runt-related transcription factor 2 RUNX-2 

Shh sonic hedgehog protein SHH 

Col10a1 Colágeno do tipo X, alfa 1 COL10A1 
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8.2 Anexo 2: Controle negativo da reação de imuno-histoquímica  

 

Figura 29. Fotomicrografias representativas dos controles negativos da reação imuno-histoquímica na 

articulação interpúbica em camundongos durante a prenhez e pós-parto de animais primíparos (A-D) e 

multíparos senescentes (F-J). Os controles negativos foram realizados com as omissões dos anticorpos 

primários. Imuno-histoquímica com revelação por DAB e coloração de Hematoxilina de Harrys. Barra = 

40μm. 
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8.2 Anexo 3: Certificado de legislação e procedimentos para utilização de animais em 

laboratório 
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8.3 Anexo 4: Certificado e declaração de Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

 


