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INTRODUCAO

Durante o ciclo reprodutivo feminino, diversos fatores fisiolégicos e mecanicos, como idade,
gestacdo, paridade e envelhecimento, contribuem para modificagdes estruturais nos érgdos pélvicos. A
sinfise pubica, articulagdo que conecta os ossos do quadril anteriormente, desempenha um papel crucial
na sustentacdo e protecdo dos drgdos pélvicos, especialmente durante a gestacdo e o parto. Nesse
contexto, hormdnios sexuais como estrogénio, progesterona e relaxina atuam diretamente na modulacdo
dos tecidos da sinfise pubica, promovendo sua expansao, flexibilidade e posterior retorno a condigdo pré-
gestacional. AlteracGes nos niveis hormonais ou falhas na resposta tecidual a esses horménios podem
comprometer a integridade dessa regido, predispondo a mulher ao desenvolvimento de disfungdes do
assoalho pélvico (DAP), como o prolapso de érgdos pélvicos, a incontinéncia urinaria e fecal, e o parto pré-
termo. No entanto, os mecanismos celulares e moleculares que governam essas altera¢cdes ainda sdao
pouco compreendidos. Diante das limitagdes dos estudos em humanos, especialmente por questdes

éticas e de acesso a tecidos, o uso de modelos animais torna-se essencial para investigar a dinamica hor-

monal a dindmica hormonal e estrutural da sinfise pubica, contribuindo para o avan¢o no entendimento
das DAP e possibilitando a identificacdo de possiveis alvos terapéuticos para prevencdo e tratamento

dessas condigGes.

OBJETIVOS DA PESQUISA

Objetivo geral: Avaliar e caracterizar a morfologia da sinfise pubica e o perfil dos receptores hormonais na

sinfise pubica de camundongos C57BL/6J primiparos e multiparos senescentes nos 122 e 182 dias de

prenhez e no 32 e 212 dia pds-parto.

Objetivos especificos:

e Caracterizar morfologicamente as células e os tecidos presentes na sinfise pubica desses grupos
experimentais, por microscopia de luz.

e Avaliar a expressdo espacgo-temporal dos receptores ER-a, ER-B, PR-A, PR-B e LGR7, por imuno-
histoquimica, na sinfise pubica desses grupos experimentais.

* Identificar e analisar a expressdo génica de ER-a, ER-B, PR-A, PR-B e LGR7 por meio da técnica de qPCR

na sinfise pubica dos grupos experimentais.

METODOS DA PESQUISA

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6) foram divididos em dois grupos experimentais:
primiparas (fémeas jovens que passaram pela primeira gestagdo) e multiparas senescentes (fémeas com
histdrico reprodutivo de, no minimo, cinco partos). Os animais foram acasalados, e a sinfise pubica foi
coletada em quatro momentos distintos: nos dias 12 e 18 de gestagdo (D12, D18) e nos dias 3 e 21 do pds-
parto (3dpp, 21dpp), permitindo avaliar as fases de remodelagdo ativa e recuperagdo tecidual. As amostras
foram submetidas a diferentes técnicas analiticas: analise morfoldgica com cortes histolégicos corados por
hematoxilina e eosina (HE), tricromico de Masson (TM) e Sirius Red, visando a identificagdo de tipos

celulares, organizagdo da matriz extracelular e deposi¢do de colageno.
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Para investigacdo da expressio de receptores hormonais, realizou-se imuno-histoquimica com
cromogeno DAB, utilizando anticorpos especificos para ER-B, PR e LGR7. Além disso, fragmentos dos
tecidos interpubicos foram congelados em nitrogénio liquido e utilizados para andlise da expressao
génica relativa por gPCR, com foco nos genes ESRRA (ER-a) e LGR7 (RXFP1). A anadlise estatistica dos

dados de gPCR foi realizada com teste Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas fémeas primiparas em estagio de 12 dias de gestacao, identificamos fibrocondrdcitos na
matriz fibrocartilaginosa (Figuras 1A e 1B, 3A e 3B), situados na porgdo central da sinfise pubica. Esses
fibrocondrdcitos aparecem agrupados em conjuntos iségenos, representando grupos de células que se
dividiram recentemente. Além disso, uma camada basofilica de cartilagem hialina reveste os ossos
pubicos (OP) de ambos os lados da fibrocartilagem (Figura 1B).

No 182 dia de prenhez, ou seja, ao final da gravidez, alteracdes na basofilia da matriz
extracelular da cartilagem hialina e o desenvolvimento da entese fibrocartilaginosa possibilitam a
distingdo de uma regido préxima ao osso e uma mais distante. A regido adjacente ao osso pubico
contém células arredondadas e préximas entre si, com cromatina mais frouxa (Figura 2D). Na area distal
a0 0ss0, que conecta a regido adjacente ao ligamento interpubico, predominam células alongadas e uma
quantidade maior de matriz extracelular (MEC). E notdvel que essas células n3o se orientam
paralelamente a abertura da articulagdo interpubica, diferentemente das células do ligamento
interpubico (LI) (Figura 3D). Nessa fase (D18), a matriz extracelular exibe uma transi¢cdo gradativa na
organizacgdo das fibras de coldgeno entre a drea proxima ao osso pubico e o ligamento, com a presenga
de crimps (Figura 2C).

Durante o periodo pds-parto, observamos que a reabsorgdo do ligamento interpuibico nas
fémeas primiparas ocorre em 3dpp (Figura 4F). A regido préxima ao osso contém menos MEC e vdrias
células alongadas orientadas perpendicularmente a abertura articular. Tal como em D18, a matriz
extracelular em 3dpp apresenta uma organizagdo gradativa das fibras de colageno entre as regides

Ossea e do ligamento interpubico (Figura 1F).

REGIAO PROXIMA AOS OSSOS PUBICOS (H&E)
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Figura 1 ¢ 2. F i afias r ivas da secgdo | inal da sinfise pubica, na regido proxima aos ossos pubianos e do ligamento interpibico, de dongos primiparas ¢ em DO, D18, 3DPP e 21DPP coradas
com Hematoxilina e Eosina na objetiva de 20x (A, C, E, G, I, K, M ¢ O) e de 40x (B, D, F, H, J, L, N e P). FC = fibrocartilagem; OP = ossos pubicos; LIp = ligamento interpubico; OJ = jung¢do osteoligamentosa; CH = cartilagem
hialina. Barra de escala G, O, H e P =50 um.
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Figura 3 e 4. Fotomicrografias representativas da secgdo longitudinal da sinfise pubica, na regido proxima aos ossos pubianos e do ligamento interpubico, de camundongos primiparas e multiparas em D0, D18, 3DPP ¢ 21DPP coradas
com Tricromico de Masson na objetiva de 20x (A, C, E, G, I, K, M e O) e de 40x (B, D, F, H, I, L, N ¢ P). FC = fibrocartilagem; OP = ossos pubicos; LIp = ligamento interptbico; OJ = jungdo osteoligamentosa; CH = cartilagem
hialina. Barra de escala G, O, H e P =50 pm.
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Em 21dpp, hd uma grande reabsor¢io do LI,
restabelecendo a arquitetura tecidual nas fémeas primiparas
(Figuras 1G e 3G), promovendo o desenvolvimento de tecidos que
lembram tanto a cartilagem hialina quanto a fibrocartilagem,
como observado em D12. Por outro lado, nas fémeas senescentes
multiparas em D12, as caracteristicas da sinfise pubica, apds
multiplas gestacbes, diferem das fémeas primiparas. A entese
pubiana (regido préxima ao osso) permanece ligada ao LI apds
sucessivas gestagGes (Figura 1l). Préximo ao OP, observam-se
células com citoplasma rico em proje¢des celulares, imersas em
fibras de colageno altamente densas (Figuras 1J e 3J). No estagio
D18, as células sdo alongadas e ficam imersas na matriz fibrilar
(Figuras 1L e 3L). Apds o parto, na regido 6ssea de camundongos
multiparas, predominam células fusiformes com cromatina frouxa
em 3dpp (Figuras 1N e 3N). Nos camundongos fémeas multiparas,
observa-se uma restauragdo incompleta do tecido cartilaginoso
apods o sexto parto, especialmente ao analisar o periodo de 21dpp.
A entese sinfisiana é composta por uma variedade de células com

citoplasma abundante ou reduzido, envoltas em fibras de coldgeno

densamente dispostas (Figura 20).
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Figura 5 e¢ 6. Fotomicrografias r ivas da seccdo
d primiparas ¢ ij

LlIp = ligamento interpiibico; OJ = jungdo osteoligamentosa; CH = cartilagem hialina. Barra de escala G ¢ O = 50 um.

Quanto a imuno-histoquimica, No que diz respeito ao receptor de
(ER-B)

predominantemente nuclear ao longo dos diferentes momentos analisados.

estrogénio beta (Figura 7), observou-se imunomarcagao
Em D12, os condrdcitos das primiparas apresentaram marcagdo fraca,
restrita a algumas células, enquanto nas multiparas a expressao foi minima
ou ausente (Figura 7). Em D18, a marcag¢do tornou-se bastante evidente no
LIp de ambos os grupos, embora com padrdes distintos: nas primiparas, a
imunopositividade distribuiu-se de forma central no ligamento (indicada
pela seta vermelha), enquanto nas multiparas a marcagdo concentrou-se de
forma periférica (seta azul), sugerindo diferengas na organizacado e atividade
celular entre os grupos (Figura 7C e 7E) . Em 3dpp, houve reducdo da
expressdo nos dois grupos, com marcagao ainda observada em fibroblastos
e condrdcitos periféricos, sendo mais evidente nas multiparas. Ja em 21dpp,
a expressdo apresentou-se bastante reduzida em ambos os grupos, mas
algumas células do Llp ainda exibiam imunomarcacgdo detectavel.

Para o receptor de progesterona (PR) (Figura 8), cuja expressdo
também se deu majoritariamente no nucleo das células, foi possivel

observar imuno-
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itudinal da sinfise plbica, na regido proxima aos ossos pubianos e do ligamento, de
em DO, D18, 3DPP ¢ 21DPP coradas com Sirius Red na objetiva de 40x. FC = fibrocartilagem; OP = ossos pubicos;

positividade nos condrécitos ja em D12, com intensidade moderada em
ambos os grupos. Em D18, o padrdo manteve-se relativamente estavel,
com leve tendéncia a redugdo da expressdao a medida que o parto se
aproximava. Em 3dpp, contudo, notou-se um aumento na expressdo de
PR nas primiparas, com marcacdo forte nos fibroblastos do ligamento
interpubico, sugerindo possivel envolvimento na reorganizac¢do tecidual
pds-parto. Nas multiparas, a expressdo manteve-se semelhante a
observada em D18, sem elevacdo significativa. Em 21dpp, a
imunomarcagdo foi reduzida em ambos os grupos, mas ainda era
possivel identificar células fusiformes positivas, indicando uma possivel

manutencgao de atividade residual do receptor nesse periodo.

No caso do receptor de relaxina (RXFP1) (Figura 9), cuja
marcagdo apresentou padrdo cito-membranar, condizente com sua
classificagdo como receptor acoplado a proteina G, a expressdo foi
inicialmente moderada em D12 em ambos os grupos. Em D18,
observou-se uma expressao mais intensa nos condrdcitos periféricos e
no Llp. Nas primiparas, essa marca¢do apresentou padrdao homogéneo
(seta amarela),

ao longo do tecido enquanto nas multiparas

concentrou-se de forma periférica (seta roxa), semelhante ao
observado para o ER-B, o que pode indicar um padrdao funcional
semelhante ou complementar (Figuras 9C e 9E). Em 3dpp, nas
primiparas, a expressao manteve-se intensa e com distribuicdo difusa
ao longo do ligamento, indicando alta atividade do receptor nesse
periodo. Ja nas multiparas, a intensidade da marcagdo foi levemente
reduzida. Em 21dpp, a expressdao foi reduzida nos dois grupos, mas
ainda claramente identificdvel nas multiparas, sugerindo que essas
mantém maior atividade do receptor em fases mais tardias do

puerpério. 3



RECEPTOR BETA DE ESTROGENO

RECEPTOR DE PROGESTERONA

7 PRIVIPARAS 8 Em multiparas, a expressao foi globalmente mais baixa, sem aumento expressivo em 21dpp. A

comparagdo entre grupos mostrou que primiparas expressam mais ESRRA em D12 e 21dpp, comparando

com multiparas, indicando regulagdo mais ativa da via estrogénica nestes periodos. Quanto ao gene do

receptor RXFP1, em primiparas, observou-se aumento significativo da expressao em 3dpp e manutencao

dos niveis elevados em 21dpp, em comparacgdo ao D12 (Figura 11). Em multiparas, a expressdo desse gene
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foi relativamente constante entre D12 e D18, mas apresentou redugdo significativa em 3dpp e

permaneceu diminuida em 21dpp, quando comparadas ao D12 do mesmo grupo. As diferencas entre

o o ; i e primiparas e multiparas foram significativas no 3dpp e 21dpp, evidenciando papel mais ativo da relaxina
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Figura 7, 8 ¢ 9. Fotomicrografias representativas da localizagdo celular do receptor beta de estrogeno, receptor de progesterona ¢ receptor de relaxina em secgdo de sinfise pubica de camundongos primiparas e ) . ] . -

L H L R < o . Figura 11. E; clativa gene RXFP1 nz fise ca de ca gos aras ¢
multiparas em D12, D18, 3dpp ¢ 21dpp na objetiva de 40x. Barra de escala R = 50 pm. Imuno-histoquimica com revelagdo por DAB e contra-coloragio por Hematoxilina de Harrys. FC = fibrocartilagem; OP Figura 10. Expressdo relativa do gene ESRRA na sinfise pibica de camundongos primiparas e multiparas o . e o gene 18) de oo pumb:;(it‘bz‘;gh“;)i(;“f; F;{Z;,Z‘;E,;
= 0ss0s pubicos; LIp = ligamento interpiibico; OJ = jungio osteoligamentosa; CH = cartilagem hialina. nos dias 12 (D12), 15 (D15) e 18 (D18) de prenhez, e no 3 (3dpp) e 21 (21dpp) dias pos-parto. Os dados 5o expressos em unidades arbitréri p 4U4)- n;presentando 2 média =

estdo expressos em unidades arbitrarias (A.U.), representando a média + erro padrdo. Diferencas erro padrdo. Difereng atisticas entre os grupos foram indicadas por p < 0,05 (*), p < 0,01
estatisticas entre os grupos foram indicadas por p < 0,05 (*), p < 0,01 (**),e p < 0,001 (***) (%), e p< 0,001 (***)

J& os dados de gPCR demonstraram que, nas fémeas primiparas, os niveis de ESRRA foram
significativamente menores em D15, D18 e 3dpp em comparagdo ao D12, com uma discreta elevagdo em
21dpp, embora ainda abaixo do valor inicial (Figura 10). Os testes estatisticos demonstraram diferencgas

significativas entre D12 e os demais dias de estudo.



CONCLUSOES

A expressdo dos receptores hormonais ER-B, PR e LGR7 (RXFP1) na sinfise pubica de
camundongos mostrou-se notavelmente dindmica ao longo das diferentes fases da gestagdo e do
puerpério, revelando uma clara influéncia da paridade sobre os padrdes espago-temporais de
imunomarcagdo. Camundongos primiparos apresentaram expressdao padrdo, associado a uma
remodelagdo ativa, com reorganizacdo da matriz extracelular e maior plasticidade celular,
refletindo a necessidade de adaptagdo estrutural para o parto e subsequente recuperagdo.

Por outro lado, os camundongos multiparos demonstraram uma regressao mais lenta da
expressdao dos receptores, além de uma alteracdo no padrdo espacial de distribuicdo, como
observado para ER-B e RXFP1, cujas imunomarcagdes periféricas podem refletir mudangas nos
nichos celulares responsivos aos hormonios. Essas modificagdes podem estar relacionadas as
adaptagdes cumulativas decorrentes de exposicbes gestacionais anteriores, impactando a
organizagdo e a capacidade de resposta do tecido a novas gestagdes.

A integracdo entre os dados morfolégicos, imunohistoquimicos e, futuramente,
moleculares, reforca o papel critico dos receptores hormonais na regulacdo da plasticidade da
sinfise pubica. Além disso, destaca a importancia da paridade como fator modulador da resposta

tecidual, com possiveis implicagbes para a integridade funcional da pelve em gestagGes

subsequentes e no envelhecimento reprodutivo.
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