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RESUMO 

 

Ao final da gestação, a sínfise púbica de camundongo passa por um profundo 

relaxamento para favorecer a passagem dos fetos durante o parto. Este evento envolve a 

reabsorção dos ossos púbicos, a diferenciação celular e a remodelação da fibrocartilagem que 

culmina na formação e relaxamento do ligamento interpúbico. Estes acontecimentos estão sob 

a influência do estrógeno, da progesterona e da relaxina. A remodelação do ligamento 

interpúbico ocorre, principalmente, por ação das metaloproteinases, que podem ser ativadas 

por diversos indutores, como o óxido nítrico (NO). Ele é um dos agentes que contribuem para o 

amolecimento cervical no momento do parto. Tendo em vista tal fenômeno, este trabalho teve 

por objetivo investigar o papel do gás NO na remodelação da sínfise púbica durante a gestação. 

Este gás é produzido pela óxido nítrico sintase e de acordo com sua concentração no tecido, 

pode induzir a proliferação ou a morte celular programada. Para avaliar o efeito do NO na 

remodelação do ligamento interpúbico, foram utilizados camundongos fêmeas no 18° e 19° dias 

de gestação. Fêmeas virgens formaram o grupo controle. As sínfises e/ou ligamentos 

interpúbicos foram coletados, processados e caracterizados pela coloração do Tricrômico de 

Masson. Utilizou-se anticorpo monoclonal específico para a proteína iNOS (óxido nítrico sintase 

induzível) para evidenciar sua distribuição nos tecidos interpúbicos tanto pela imunoistoquímica 

(microscopia de luz) quanto pela imunocitoquímica (microscopia eletrônica). Para a 

quantificação do NO foi utilizada a reação calorimétrica de Griess. Nos ensaios de 

imunoistoquímica, as fêmeas no D18 e D19 apresentaram positividade para iNOS nas células 

semelhantes a fibroblastos no ligamento interpúbico, inclusive naquelas que estavam em 

processo de divisão celular. Além disso, a imunomarcação para iNOS foi observada, também, 

nos condrócitos hipertróficos da cartilagem hialina. Nas fêmeas no D18, no entanto, a marcação 

foi mais freqüente e intensa quando comparada ao grupo D19. Nas fêmeas no D18, a 

imunocitoquímica demonstrou a localização intracelular da proteína iNOS. Ela foi encontrada no 

núcleo, em vesículas citoplasmáticas e sobre as membranas do retículo endoplasmático 

granular (REG). Nas fêmeas virgens, a imunomarcação foi observada nos condrócitos 

hipertróficos e em parte dos condrócitos nas transições fibrocartilaginosas. Diferentemente da 

imunoistoquímica, na reação de Griess, a quantidade de NO foi significativamente maior nas 

fêmeas do D19, o que indica maior atividade da enzima neste dia. Durante a gestação, a sínfise 

púbica passa por um balanço dinâmico entre a proliferação e a morte celular programada. 

Sugere-se que o NO tenha participação nestes eventos e apresente efeitos antagônicos na 

sínfise púbica. A imunomarcação intensa para iNOS observada nos condrócitos hipertróficos 
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em ambos os dias de gestação, é indicativo de que há um acúmulo de NO nestas células 

resultando no estresse oxidativo.  Acredita-se que o estresse oxidativo esteja envolvido no 

processo de morte dessas células. Em contrapartida, a imunomarcação nas células 

semelhantes a fibroblastos pode estar relacionada à desdiferenciação, proliferação e 

sobrevivência celular. A estas evidências se soma a imunolocalização da iNOS nas células em 

processo de divisão celular no ligamento interpúbico. Pode-se sugerir, também, que o NO 

participe do relaxamento do ligamento interpúbico ao final da gestação, pois este gás pode 

ativar as metaloproteinases. Além disso, a distribuição intracelular da iNOS aliada à maior 

produção de NO sugere fortemente que este gás tenha alguma participação no processo de 

morte das células semelhantes a fibroblastos no último dia de gestação. Os resultados 

qualitativos da imunomarcação da iNOS quando confrontados com aqueles quantitativos 

referentes à produção do NO no D18, permitem inferir que neste dia a enzima ainda se 

encontra na forma inativa ou parcialmente inibida. Porém, no D19 a enzima apresenta maior 

atividade, pois ocorre o pico de NO.  
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ABSTRACT 

 

At late pregnancy, mouse pubic symphisis undergoes a deep remodeling that 

allows a safe parturition.  This event involves the pubic bone resorption, cell differentiation and 

remodeling of fibrocartilage that culminates in the formation and relaxation of interpubic 

ligament. These events are under the influence of estrogen, progesterone and relaxin. Interpubic 

ligament remodeling occurs mainly by metalloproteinases, which can be activated by various 

inducers, it is recognized as of great potential nitric oxide (NO). It is one among others agents 

that contribute to cervical softening at parturition. In view of this phenomenon, this study aimed 

to investigate the role of NO gas in the remodeling of the pubic symphysis during pregnancy. 

This gas is produced by nitric oxide synthase and, according to its concentration in the tissue, 

can trigger both programmed cell death or proliferation. To evaluate the effect of NO on 

interpubic ligament remodeling, female mice were used in the 18th and 19th days of pregnancy. 

Virgin females constituted the control group. The symphysis and/or interpubic ligaments were 

collected, processed and characterized by Masson Tricromic staining. We used a specific 

monoclonal antibody for the protein iNOS (inducible synthase nitric oxide) to reveal its 

distribution in interpubic tissue by both immunohistochemistry (structural analysis / light 

microscopy) and immunocytochemistry (ultrastructural analysis / electron microscopy). For the 

quantification of NO was used Griess calorimetric reaction. In immunohistochemical tests, 

females at D18 and D19 showed iNOS immunostaining fibroblasts-like cells in interpubic 

ligament, including those that were in cell division process. Furthermore, iNOS immunostaining 

was also observed hypertrophic chondrocytes of hyaline cartilage. However, In females on the 

D18, the staining was more frequent and intense when compared with the group D19. In females 

at D18, ultrastructural analysis demonstrated the intracellular localization of iNOS protein. It was 

found in the nucleus, in cytoplasmic vesicles and on the rough endoplasmic reticulum (RER) 

membranes. In virgin females, the immunostaining was observed in hypertrophic chondrocytes 

and chondrocytes in the fibrocartilaginous transitions.Unlike immunohistochemistry, the Griess 

reaction for NO detection showed that the gas concentration was significantly higher in females 

D19, which indicates higher enzyme activity on this day. During pregnancy, the pubic is going 

through a dynamic balance between proliferation and programmed cell death. It is suggested 

that NO plays a role in these events and show antagonistic effects at the pubic symphysis. The 

intense immunostaining for iNOS observed in hypertrophic chondrocytes in both days of 

pregnancy, suggests that there is an accumulation of NO resulting in oxidative stress. It is 

believed that oxidative stress is involved in the process of death of these cells.  In contrast, 
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immunostaining in fibroblasts-like cells may be related to dedifferentiation, proliferation and cell 

survival. These suggestions sounds consistent, since cells in mitosis in the ligament had 

interpubie immunostaining for iNOS. It might be suggested also that NO participates in the 

relaxation of the interpubic ligament at late pregnancy, because this gas can activate 

metalloproteinases. Furthermore, the intracellular distribution of iNOS coupled with increased 

NO production strongly suggests that this gas has some involvement in  fibroblast-like cell death  

in the last day of pregnancy. The qualitative results of immunostaining for iNOS when compared 

with those relating to the quantitative production of NO in D18, indicates that this day is the 

enzyme in its inactive form or partially inhibited. However, the D19 has increased the enzyme 

activity because the peak occurs NO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. INTRODUÇÃO 
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1.1. O Canal do Parto Durante a Gestação 

 

A cérvice uterina de um animal virgem é uma estrutura inextensível constituída 

de colágeno e com pouca substância amorfa. Durante a gestação, ela permanece firme e 

fechada para reter o feto no útero até que se complete seu desenvolvimento (HARKNESS; 

HARKNESS, 1959). Próximo ao nascimento, a cérvice passa por profundas modificações que 

asseguram a passagem do feto pelo canal do parto. Estas modificações envolvem o aumento 

no conteúdo de glicosaminoglicanos sulfatados e ácido hialurônico em relação ao colágeno 

(WILLIAMS et al., 1982), o que confere maior expansibilidade  a este tecido (BRYANT et al., 

1968). Em mamíferos, o amolecimento da cérvice uterina acompanhado pelas contrações 

coordenadas do útero são pré-requisitos essenciais para a ocorrência do canal do parto 

(SHERWOOD,1994; GARFIELD et al., 1998). 

 Tais alterações ocorrem graças à relaxina, que se torna efetiva somente 

quando os hormônios sexuais e prostaglandinas estão presentes (DOWNING; SHERWOOD, 

1986; BATHGATE et al., 2003). Estudo envolvendo esta regulação hormonal demonstrou que 

roedores ooforectomizados sem a suplementação de estrógeno não apresentavam o 

alargamento da cérvice, mostrando que a ação da relaxina é estrógeno dependente (YAO et al., 

2008). 

Na cérvice, a remodelação está associada aos fibroblastos, macrófagos e 

leucócitos granulócitos, capazes de secretar enzimas proteolíticas que hidrolisam os 

componentes da matriz extracelular. As metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 são as principais 

enzimas que atuam nesse processo (BANY et al., 2000; LENHARDT et al., 2001; STYGAR et 

al., 2002; BECHER et al., 2004).  

Além das mudanças observadas na matriz extracelular, há autores que 

relatam aumentos na expressão de desmina, vimentina e alfa actina de músculo liso no 

citoesqueleto das células que compõem este tecido (VARAYOUD, et al., 2001). Tais 

características fazem com que as células da cérvice fiquem com aspectos fenotípicos 

intermediários entre as células do músculo liso e fibroblastos e, por isso, denominadas 

classicamente de miofibroblastos (SAPPINO et al., 1990; CAN, et al., 1995; EYDEN, 2001;).  
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1.2. O Relaxamento da Sínfise Púbica Durante a Gestação 

 

A sínfise púbica de camundongos fêmeas virgens é uma articulação formada 

por dois ossos púbicos conectados por um disco fibrocartilaginoso situado entre os dois coxins 

de cartilagem hialina (Fig. 1A). Atualmente, a sínfise púbica é denominada de juntura 

fibrocartilaginosa ou fibrocartilaginosa secundária (McMINN, 1994; ROSSE; GADDUM-ROSSE, 

1997; STANDRING, 2008;) e segundo Wahl et al., (1977) constitui um modelo de estudo da 

plasticidade do tecido conjuntivo. Estes autores fizeram tal consideração pela homogeneidade 

do tecido, pelo tipo celular predominante no ligamento interpúbico e, ainda, pelo conteúdo total 

de colágeno que corresponde a cerca de 70% do peso seco do ligamento.  

Em algumas espécies, esta juntura sofre modificações nos estágios finais da 

gestação, resultando na expansão do tecido para permitir a passagem do feto durante o 

nascimento.  Estas modificações ocorrem de forma mais evidente em espécies de mamíferos 

nas quais o feto é proporcionalmente maior do que os indivíduos adultos. Dentre estas espécies 

estão a cobaia (TALMAGE, 1947 a-b), o coelho (LOVELL, 1965), o morcego (CRELIN; 

NEWTON, 1969) e o camundongo (CRELIN, 1969; SHERWOOD, 1994). O relaxamento da 

sínfise púbica é garantido pelo aumento na matriz cartilaginosa seguido por elevadas 

concentrações de proteoglicanos, ácido hialurônico, água e fibras do sistema elástico (CHIHAL; 

ESPEY, 1973; SHERWOOD, 1994; WHAL et al., 1997; ZHAO et al., 1999-2000; ORTEGA et al., 

2001; PINHEIRO et al., 2003; MORAES et al., 2004). Estes eventos se tornam possíveis 

quando o estrógeno e a relaxina agem sinergicamente. De acordo com Hall (1947), em 

camundongos ovariectomizados, a formação do ligamento só ocorreu após a administração de 

estrógeno seguido por relaxina, pois somente com o estrógeno, a morfologia da sínfise púbica 

se assemelhou a de um animal virgem. E Zhao et al., (1999-2000), relataram que camundongos 

fêmeas deficientes na produção da relaxina não obtiveram o relaxamento final do ligamento 

interpúbico, no entanto, produziam ninhadas sadias. 

Na sínfise púbica de camundongos fêmeas ooforectomizadas, a relaxina 

manifestou-se, preferencialmente, nos coxins cartilaginosos e nos ossos púbicos (YANG et al., 

1992) e em fêmeas férteis os receptores para relaxina foram localizados nos condrócitos da 

fibrocartilagem  (WANG et al., 2009). As alterações nos níveis de relaxina exercem papel 

importante na proliferação celular e inibição da apoptose nas células que compõem o estroma 

da cérvice e vagina, além de ser imprescindível para a expansão da sínfise púbica durante o 

parto (SHERWOOD, 1994; YAO et al., 2008).  



 4 

A gestação induz o desenvolvimento do ligamento interpúbico a partir da 

região mediana da fibrocartilagem, deslocando-a para as extremidades da sínfise. O ligamento 

interpúbico se insere nos ossos púbicos, ligando-os (Fig. 1B). O sítio de inserção do ligamento 

ao osso é chamado de enthesis e sua principal função é transmitir e dissipar a força tênsil 

aplicada nos ossos (VOUDOURIS et al., 2003). A gestação provoca, também, uma reabsorção 

da superfície sinfiseal dos ossos púbicos, o balanço dinâmico entre a proliferação e a morte 

celular programada (VERIDIANO et al., 2007), além da liberação de enzimas proteolíticas que 

fazem a abertura do “crimp” das fibras de colágeno, o que resulta no aumento do comprimento 

da fibra e, conseqüentemente, no aumento do comprimento do ligamento (PINHEIRO et al., 

2004; ROSA et al., 2008).  

Em cobaias, o relaxamento da sínfise púbica é acompanhado por um infiltrado 

inflamatório, cujas células secretam enzimas proteolíticas proporcionando maior relaxamento da 

sínfise púbica (RODRIGUEZ et al., 2003). Em camundongos, no entanto, este relaxamento 

ocorre por um processo diferente da inflamação, pois em nenhum momento foram encontradas 

quantidades significativas de leucócitos granulócitos nesta articulação (ROSA et al., 2008).  

A formação do ligamento interpúbico acontece por um processo dinâmico de 

crescimento primário. De acordo com Crelin, (1969), as células condrogênicas saem de suas 

lacunas e resultam em células semelhantes a fibroblastos. Após o parto, essas células voltam a 

ser condrócitos, provando que na sínfise púbica, os condrócitos não são células terminalmente 

diferenciadas e sim em pleno estado de modulação. Além do estímulo hormonal, outros 

componentes da matriz extracelular do tecido conjuntivo exercem influências na diferenciação 

dos fibroblastos. Tais influências resultam em populações celulares heterogêneas com 

diferentes características funcionais refletindo forte adaptação por toda a gestação (SAPPINO 

et al., 1990). 

Os fibroblastos do ligamento interpúbico exibem um grande número de 

contatos focais, estabelecendo uma associação íntima com a matriz extracelular. Eles 

apresentam, também, grandes quantidades de elementos do citoesqueleto, o que faz com que 

adquiram o fenótipo de miofibroblastos. Estas características são importantes, uma vez que 

estas células são as responsáveis por “puxar” os ossos púbicos após o parto e dessa forma 

restabelecer a morfologia da sínfise púbica mais próxima daquela encontrada no animal virgem. 

(MORAES et al., 2004). 
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Fig. 1 - Fotomicrografias da sínfise púbica de uma fêmea virgem (1A) e de uma fêmea ao final 

da gestação (1B). Capas de cartilagem hialina (HC), ossos púbicos (PB), disco 

fibrocartilaginoso (FD) e ligamento interpúbico (IL). (ROSA, et al., 2008). 

 

 

1.3 O Óxido Nítrico 

 

Nas condições normais de temperatura e pressão, o óxido nítrico (NO) é um 

gás com solubilidade moderada em água e alta em solventes apolares. Por esta razão, em 

sistemas biológicos, o NO concentra-se em ambientes lipofílicos, como membranas e domínios 

hidrofóbicos de proteínas (BARRETO et al., 2004). 

O NO é uma molécula neutra com 11 elétrons na camada de valência e possui 

um elétron não-emparelhado. Esta característica faz com que seja altamente reativo, 

principalmente frente a outras moléculas paramagnéticas, tais como o oxigênio molecular (O2) e 

o ânion superóxido (O2
-). Tanto na fase gasosa quanto aquosa, o NO pode reagir com o 

oxigênio formando dióxido de nitrogênio (NO2) ou com o próprio NO (dimerização), gerando 

tetróxido de dinitrogênio (N2O4). O NO2 pode reagir com o NO e produzir trióxido de dinitrogênio 

(N2O3). Estas espécies reagem rapidamente com a água, formando íons nitrito e nitrato, os 

produtos estáveis do NO (Fig. 2) (BARRETO et al., 2004). 
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Fig.2 Esquema do ciclo do óxido nítrico 

 

O óxido nítrico pode reagir, também, com o ânion superóxido (O2
-) e formar 

peroxinitrito (ONO2
-), o qual, em pH neutro, é protonado rapidamente, formando o ácido 

peroxinitroso (HONO2). Estes produtos altamente oxidantes podem ser extremamente danosos 

às biomoléculas em geral, pois são capazes de oxidar tióis e bases nitrogenadas do DNA 

(BARRETO et al., 2005). No entanto, há relatos da importância do NO como mensageiro 

secundário em diversas funções biológicas, tais como, inibição da adesão de monócitos e 

neutrófilos ao endotélio (KUBES, et al., 1991), regulação da pressão sanguínea (NAVA; 

LÜSCHER, 1995), prevenção da agregação plaquetária (VASTA, et al., 1995), dilatação da 

cérvice uterina (THOMSON et al., 1997), efeito antioxidativo (WOLIN, 2000), além de participar 

na implantação do embrião (ZHANG et al., 2004). 

Dependendo da concentração de NO nos tecidos, ele pode reagir direta ou 

indiretamente com as macromoléculas biológicas, o que resulta em vias distintas fazendo com 

que este gás apresente efeitos antagônicos. O NO, em concentrações nanomolares, é capaz de 

reagir diretamente com o metal presente no grupo heme das proteínas ativando-as, como 

acontece com a guanilil ciclase. Quando ativa, essa proteína causa o acúmulo de GMP cíclico, 

que é conhecido por regular a expressão de muitos genes, tais como, aqueles ativos na 

inflamação, no relaxamento do músculo liso, na angiogênese e no câncer (WINK, MITCHEL, 

1998; PILZ, BRODERICK, 2005). Nem sempre a ação direta do NO resulta em processos 

benéficos, pois existem outras proteínas com metais em sua estrutura que são alvos potenciais 

do NO, gerando complexos nitrosil metálicos. Dentre estas proteínas estão a hemoglobina, a 
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mioglobina, a citocromo oxidase, além daquelas que fazem parte do ciclo de Krebs, as quais 

contêm um grupo heme.  

 Em contrapartida, os efeitos indiretos ocorrem em concentrações 

micromolares de NO, onde sua reação com oxigênio molecular (O2) ou superóxido  (O2
-) gera 

espécies reativas de nitrogênio. Elas são capazes de modificar as moléculas biológicas e 

causar estresse celular fazendo com que a célula entre em morte programada (MONCADA, 

ERUSALIMSKY, 2002). Portanto, a exposição a concentrações variáveis de NO pode causar a 

inibição reversível ou irreversível das metaloproteínas (BARRETO et al., 2004). 

 

 

1.4  A Enzima Óxido Nítrico Sintase (NOS) 

 

O NO é sintetizado por uma família de enzimas, as óxido nítrico sintases 

(NOS), que catalisam a produção de NO e L-citrulina a partir do aminoácido L-arginina, gás 

oxigênio e elétrons derivados do NADPH (MARLETTA, 1993). 

Existem três isoformas da NOS, classificadas de acordo com as suas 

características bioquímicas. São elas, a neuronal (nNOS), a endotelial (eNOS) e a induzível 

(iNOS). As isoformas neuronal e endotelial são dependentes de cálcio para sua atividade e 

produzem, de forma constante, baixas quantidades de NO e por isso são denominadas de 

constitutivas. Já a isoforma induzível, embora tenha um ligante para o cálcio, não é dependente 

dele para a sua atividade e sintetiza grandes quantidades de NO quando submetidas a algum 

estímulo e, por esta razão, são classificadas como tal (MONCADA, et al., 1991).   

A enzima NOS é análoga ao citocromo p450 e é composta por um dímero 

constituído de dois monômeros idênticos. Os monômeros podem ser funcionalmente e 

estruturalmente divididos em três domínios: o domínio redutor C-terminal, o domínio cálcio-

calmodulina e o domínio oxidante N-terminal (STUEHR, 1997).  No domínio redutor, encontram-

se os sítios de ligação para o co-substrato fosfato de nicotinamida-adenina dinucleotídeo 

(NADPH) e para os cofatores flavina-adenina dinucleotídeo (FAD) e flavina mononucleotídeo 

(FMN). No domínio oxidante, situam-se os sítios de ligação para os cofatores ferroprotoporfirina 

IV (Heme), tetraidrobiopterina (H4B), para o O2 e para o substrato L-arginina (STUEHR e 

GHOSH, 2000). A dimerização ocorre entre os dois domínios oxidantes presentes em cada 

monômero, constituindo a enzima homodímérica (STUEHR, 1997).  Para que se forme o 

homodímero, faz-se necessária a presença da H4B, pois na sua ausência, as interfaces dos 

domímios oxidantes ficam frouxamente ligadas resultando na formação de um dímero inativo 
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(PANDA et al., 2002). A dimerização é necessária para a atividade da enzima, uma vez que a 

produção de NO acontece somente quando ela está na forma de dímero (PANDA et al., 2002). 

No entanto, quando se apresenta na forma monomérica ou na ausência de substratos 

adicionais, deixa de sintetizar NO e passa a produzir superóxido (STUEHR et al., 2001). Esta 

observação é importante porque estudos recentes têm demonstrado a associação entre o 

desacoplamento da NOS e o aumento do estresse oxidativo na insuficiência cardíaca 

(TAKIMOTO et al., 2005; ZHANG et al., 2007). 

Além da dimerização, a interação do NO com o grupamento heme da própria 

NOS constitui, também, um mecanismo de controle de atividade da enzima. A síntese do NO é 

inicialmente rápida, mas após algum tempo o NO se liga ao grupamento heme da NOS fazendo 

com que a síntese de NO seja inibida. Isso gera ciclos entre os estados ativo e inativo da 

enzima (STUEHR; GHOSH, 2000). 

A expressão de iNOS é comum em locais de inflamação ativa, como nos 

macrófagos alveolares nas regiões inflamadas do pulmão (KOBZIK et al., 1993). A expressão 

desta isoforma acontece por meio da ativação do fator de transcrição NF-KB. Nas células 

normais, ele é inativo e retido no citoplasma pelo seu inibidor IKB. Em resposta a sinais pró-

inflamatórios, o IKB é fosforilado e se dissocia do NFKB. Este, por sua vez, é translocado ao 

núcleo e participa na transcrição de genes pró-inflamatórios e da própria iNOS.  (ABRAMSON, 

2008). 

 

 

1.5 A Ação Do Óxido Nítrico No Canal Do Parto 

 

Durante a gestação até o momento que antecede a parturição, o canal do 

parto passa por profundas mudanças. Elas incluem desde alterações morfológicas até a 

expressão diferencial de genes, a exemplo, os genes da óxido nítrico sintase induzível (iNOS) 

(BUHIMSCHI, et al., 1996).  

Na gestação, a expressão de iNOS no útero e na cérvice é regulada em 

direções opostas. No útero, a concentração de iNOS permanece alta durante a gestação e 

baixa no momento do parto.  Este acontecimento está ligado à contração e ao relaxamento do 

miométrio, uma vez que o NO aumenta os níveis de GMPc responsáveis por desfosforilar a 

cadeia leve da miosina permitindo o relaxamento do músculo liso (KUBES, 1993). Este episódio 

explica o relaxamento do útero durante a gestação e sua contração ao final desta fase. No 

momento do parto, as baixas concentrações de NO não são suficientes para permitir o 
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relaxamento do miométrio e o útero tende a se contrair para “expulsar” o feto (BUHIMSCHI et 

al., 1996).   

Diferentemente, a expressão de iNOS pela cérvice permanece baixa durante a 

gestação e alta no momento do parto (BUHIMSCHI et al., 1996).  A dilatação da cérvice é 

semelhante ao processo inflamatório, pois ocorre infiltrado de polimorfonucleares, macrófagos 

além de outras células inflamatórias capazes de produzir NO (LIGGINS, 1981 ; DUFFIELD, 

2003). Além da produção de NO, estas células podem gerar mediadores semelhantes aos 

lipopolissacarídios (LPS) ou citocinas que regulam localmente a expressão da iNOS 

(BUHIMSCHI et al., 1996). É sabido que o NO pode ativar metaloproteinases, cuja principal 

função é a remodelação do colágeno permitindo maior relaxamento do tecido (DRAPIER; 

BOUTON, 1996).  Nos últimos estágios da gestação de animais e humanos, a cérvice uterina 

torna-se alvo dessa atividade colagenolítica (JUNQUEIRA, et al., 1980; RAJABI; SINGH, 1995). 

A dilatação da cérvice uterina é um processo ativo que ocorre 

independentemente da contração uterina (LEPPERT, 1992). Chwalisz et al., (1997) 

demonstraram a importância do NO na dilatação cervical das cobaias. Estes autores utilizaram 

o L-NAME (um inibidor da NOS) e constataram que os animais eram induzidos ao parto, no 

entanto, havia um retardo na dilatação cervical. 

 

 

1.6 A Ação do Óxido Nítrico na Remodelação da Matriz Extracelular 

 

A remodelação do colágeno é feita por enzimas, especialmente pelas 

metaloproteinases (MMP).  Para ser consideradas metaloproteinases devem ter, no mínimo, um 

pró-domínio e um domínio catalítico altamente conservado, no qual está presente um íon zinco 

(Zn+2) ligado a três histidinas e uma cisteína.  A latência da enzima é garantida pelo pró-domínio 

que estabelece uma associação com o resíduo de cisteína no domínio catalítico fazendo com 

que a enzima fique impedida de estabelecer ligação com o substrato (RIDNOUR, et al., 2007). 

As metaloproteinases são traduzidas como zimogênio e podem ser ativadas por duas formas: 

clivagem proteolítica ou pela mudança conformacional induzida por agente oxidante, tal como o 

óxido nítrico (FU et al., 2001). 

Existem evidências de que o NO pode estar diretamente relacionado com a 

remodelação dos tecidos moles, tais como, na abertura cervical dos animais a termo 

(BUHIMSCHI et al., 1996), na cicatrização da pele (WITTE; BARBUL, 2002), na implantação do 

blastocisto (ZHANG et al., 2004), no tendão (MURRELL et al., 2008), além de atuar no útero de 
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ratas durante a gestação (SUZUKI, et al., 2009). A sua ação aumenta a atividade das 

gelatinases MMP-2 e MMP-9, que facilitam a degradação do colágeno tipo IV, elastina e 

fibronectina na cérvice uterina (LEDINGHAM et al., 1999).  

Baixos níveis de NO causam ativação da guanilil ciclase e geram GMPc, que 

regula a expressão de muitos genes, incluindo MMPs e seus inibidores endógenos, as TIMPs 

(PILZ; BRODERICK, 2005). Já altos níveis causam a inativação da MMP por estabelecer 

ligações cruzadas com resíduos de aminoácidos dentro ou perto do domínio catalítico da 

enzima, bloqueando, dessa forma, a ligação do sítio ativo com o substrato (FU et al., 2004). 

Sabe-se que a relaxina regula a expressão da eNOS e iNOS, porém não afeta 

a expressão da nNOS (BANI et al., 2002).  

 

 

1.7 A Ação do Óxido Nítrico na Modulação Fenotípica, Proliferação e 

Morte Celular 

 

Vários autores demonstraram a importância do NO na modulação fenotípica e 

proliferação celular, como por exemplo, na proliferação de queratinócitos (STALLMEYER et al., 

1999), na regulação da dinâmica do citoesqueleto (ZENG, MORRISON, 2001), na diferenciação 

de fibroblastos em miofibroblastos (VERNET, et al., 2002), na modulação fenotípica das células 

do músculo liso da bexiga (JOHANSSON; PERSSON, 2004), na diferenciação terminal dos 

condrócitos (TEIXEIRA et al., 2005), na indução da diferenciação das células troncos 

mesenquimais em células osteoprogenitoras (OCARINO, et al., 2008), na proliferação dos 

condrócitos no crescimento endocondral (YAN, et al., 2010), além de atuar na desdiferenciação 

dos condrócitos articulares (PENG, et al., 2010).  

O ciclo celular das células eucarióticas é controlado pelas ciclinas e pelas 

quinases dependentes de ciclina. No crescimento endocondral, a ciclina D1 é expressa, 

especialmente, na zona de proliferação do osso em crescimento, regula a fase G1 do clico 

celular do condrócito e é essencial para a proliferação máxima dessas células in vivo e in vitro 

(BEIER, 2005). Yan, et al., (2010) demonstraram que camundongos deficientes em eNOS 

apresentam uma reduzida proliferação dos condrócitos no crescimento endocondral. De acordo 

com estes autores, isto provavelmente ocorreu graças ao declínio na ciclina D1 o que resultou 

em um ciclo celular mais lento. A perda da eNOS afeta a fisiologia da cartilagem ocasionando a 

queda da proliferação e expressão gênica nos condrócitos. 
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É sabido que o NO pode apresentar efeitos antagônicos de acordo com sua 

concentração no tecido. Além da proliferação e diferenciação celular, este gás está envolvido, 

também, com a morte celular (GIBBS, 2003; KANNO et al., 2004, BARRETO, et al., 2005). Ela 

acontece por vários mecanismos, principalmente pela geração de peroxinitrito, capaz de 

danificar a mitocôndria e induzir a célula a entrar em necrose ou apoptose (BARRETO, et al., 

2005). Além disso, o NO pode induzir a morte celular por meio da fragmentação do DNA, da 

nitrosilação das metaloproteínas que fazem parte do ciclo de Krebs, da expressão de caspases 

e, ainda, pela inibição da formação dos contatos focais (CLANCY, et al., 1998; LOTZ, et al., 

1999, BARRETO, et al., 2005).  

O balanço entre oxidantes e antioxidantes é importante para a homeostase 

celular. Quando os oxidantes estão em excesso, as células utilizam do seu aparato enzimático 

composto pelas superóxidos dismutases (SOD), catalases, peroxidases, além de antioxidantes 

não catalíticos, como o ácido hialurônico (HA) (PENG et al., 2010). Eles combatem as espécies 

oxidantes e impedem o estresse oxidativo, garantindo a sobrevivência celular (KALACI, et al., 

2007). 
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2. OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo Geral 
 
 
Avaliar a participação do óxido nítrico no relaxamento do ligamento interpúbico de camundongo 
nos dois últimos dias de gestação 
 
 
2.1.1 Objetivos específicos 
 
 
Caracterizar no nível estrutural e ultra-estrutural a distribuição da proteína iNOS nas diferentes 
populações celulares das sínfises e ligamentos interpúbicos de camundongos 
 
Quantificar o óxido nítrico (NO) nas sínfises e ligamentos interpúbicos e estabelecer a relação 
existente entre o NO e os eventos envolvidos no relaxamento do ligamento interpúbico nos dois 
últimos dias de gestação 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos Mus musculus (linhagem C57Bl6) 

provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB/UNICAMP), de 

ambos os sexos e com cerca de 3 a 5 meses de idade. Os animais foram mantidos no biotério 

do Departamento de Histologia e Embriologia, em um ambiente de temperatura controlada (25 ± 

2 °C constantes), expostos à luz por um período diário de 12 horas (7:00 - 19:00 h) e recebendo 

água e ração ad libitum. 

Camundongos fêmeas virgens foram acasaladas com machos férteis e o 

aparecimento da rolha vaginal foi considerado como o primeiro dia de gestação (D1). Os 

animais foram sacrificados por deslocamento cervical no 18° e 19° dias de gestação para a 

coleta de sínfises e ligamentos interpúbicos. Fêmeas virgens formaram o grupo controle. Em 

cada técnica, foram utilizadas três fêmeas de cada grupo. Este trabalho (protocolo n° 1831-1) 

está de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação Animal e foi aprovado pela 

Comissão de Ética na Experimentação Animal – CEEA/Unicamp. 

As sínfises e ligamentos interpubicos foram coletados e processados nas 

etapas que se seguem:  

 

 

3.2  Processamento Do Material Para Microscopia De Luz – Análise 

Estrutural 

 

O material coletado, foi fixado por imersão em solução contendo 4% de 

paraformaldeído dissolvido em tampão fosfato de sódio 0,1M pH 7,4 durante 24 horas com 

posterior descalcificação quando as amostras eram destinadas ao estudo histológico. Na 

descalcificação, empregou-se uma solução contendo 5,0% de EDTA (Reagen, Brasil), 2% de 

paraformaldeído dissolvidos em tampão fosfato 0,1M pH 7,4 durante 5 dias a 4ºC, trocando-se 

a solução diariamente. Para o estudo imunohistoquímico, as amostras foram fixadas durante 7 

horas não sendo necessária a etapa da descalcificação. Após, as amostras foram desidratadas 

em gradiente crescente de etanol, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina a 60ºC. 

Cortes com 5 µm de espessura foram coletados em lâminas previamente tratadas com poli-L-

lisina, e após re-hidratação, os preparados histológicos foram submetidos aos seguintes 

métodos de identificação histológica: 
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3.2.1 Método do tricrômico de Masson  

 

Para o estudo histológico, os cortes de sínfises e ligamentos interpúbicos 

foram corados pelo Tricrômico de Masson, um método clássico para identificação de diferentes 

tipos de tecido, particularmente, do tecido conjuntivo. 

 

 

3.2.2 Método imunoistoquímico indireto 

 

Após re-hidratação, os cortes histológicos foram lavados com tampão TBS 

0,1M pH 7,8 e em seguida  incubados em uma solução de H2O2 0,3% diluída em TBS 0,1M 

pH7,8 durante 30 minutos em temperatura ambiente para a inativação da peroxidase endógena. 

Após a lavagem com TBS 0,1M pH 7.8, os cortes foram incubados com 5% de BSA diluído em 

TBS 0,1M pH7,8 durante 60 minutos com a finalidade de bloquear as possíveis reações 

inespecíficas. Após a lavagem com TBS 0,1M pH7,8, os cortes foram incubados com o 

anticorpo primário monoclonal anti-óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (N9657- Sigma 

Company, St. Louis, USA) na proporção de 1/50 diluído em solução contendo BSA 2% e TBS 

0,1M pH 7,8 durante 12 horas em câmara úmida a 4°C. Para a realização do controle negativo, 

o anticorpo primário foi omitido dos meios de incubação. Em seguida, as lâminas foram lavadas 

com TBS 0,1M pH7,8 e incubadas com o anticorpo secundário (A9309 anti IgG de camundongo 

HRP Sigma Company, St. Louis, USA) diluído em TBS 0,1M pH7,8 na proporção de 1/1000 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em TBS 0,1M pH 7,8 e 

revelados por uma solução cromógena contendo 0.05% de DAB (Sigma Company, St. Louis, 

USA ) e 0.03% de H2O2 diluídos em TBS 0.1M pH 7.8. Após a revelação, os cortes foram 

contra-corados com hematoxilina de Harrys, desidratados em gradiente crescente de etanol, 

diafanizados em xilol e montados em Entelan (Merck). 

Para comprovar a especificidade do anticorpo e a distribuição da proteína 

iNOS nos tecidos interpúbicos de camundongos, foram utilizados precursores das células 

sanguíneas na medula óssea como controle positivo (RIMELE, et al., 1988; AMIN, et al., 1995; 

MILES et al., 1995; CEDRERGEN, et al., 2003; SAINI, et al., 2006; KUMAR, et al., 2010). 

Os preparados histológicos foram analisados ao microscópio de iluminação 

convencional Eclipse E800 (Nikon, Japão). As imagens foram capturadas por meio de uma 

câmara fotográfica digital e do programa Image Pro Plus (USA). 
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3.3 Processamento do Material para Microscopia Eletrônica de 

Transmissão  

 

As sínfises e ligamentos interpúbicos foram coletados e fixados em uma 

solução contendo 4% de paraformaldeído diluído em tampão fosfato de sódio 0,1M pH7,4 

durante uma hora. Após a fixação, as amostras foram lavadas pelo mesmo tampão, em seguida 

por água destilada e desidratadas em gradiente crescente de dimetil formamida a -20°C.  Após, 

o material foi embebido em uma solução contendo dimetil formamida/resina LR White nas 

proporções de 2:1 e 1:1 durante uma hora em cada uma delas. A embebição em resina pura 

deu-se em três banhos, sendo o primeiro de uma hora, o segundo de doze horas e o terceiro de 

cinco horas, realizados a -20°C. Para a polimerização, as amostras foram imersas em suportes 

plásticos contendo resina pura e submetidas à luz ultravioleta por 72 horas a -20°C e em 

seguida por 3 horas a temperatura ambiente. Secções semifinas foram cortadas com um 

ultramicrótomo LKB 8800 e coradas com azul de toluidina. Áreas representativas foram 

selecionadas e secções ultrafinas foram obtidas com o auxílio de um ultramicrótomo Leica. Os 

cortes foram capturados em grades de níquel e deixados sobre papel filtro para secagem. 

 

 

3.3.1 Método imunocitoquímico indireto 

 

As grades foram imersas por 5 minutos em água ultra-pura filtrada para 

hidratação inicial e em seguida incubadas com Tris-HCl 0,1M pH 7,8 pelo mesmo tempo. 

Posteriormente foi feito o bloqueio das reações inespecíficas com BSA 1% em Tris-HCl 0,1M 

por 40 minutos. Após o bloqueio, as grades foram lavadas por gotejamento com Tris-HCl 0,1M 

pH 7,8 e incubadas overnight com o anticorpo primário monoclonal anti-óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS) (N9657- Sigma Company, St. Louis, USA) na proporção de 1/50 diluído em 

BSA 0,1% e Tris-HCl 0,1M pH 7,8 em câmara úmida a 4°C. No dia seguinte, as grades foram 

lavadas com Tris-HCl 0,1M pH 7,8 e incubadas com o anticorpo secundário anti IgG de 

camundongo produzido em cabras e acoplado às partículas de ouro de 10nm (Goat anti mouse 

IgG 10 nm – Electron Microscopy Sciences n.25128) na proporção de 1/50 durante uma hora. 

Após a lavagem com Tris-HCl 0,1M pH 7,8 e água ultra-pura, as grades foram colocadas sobre 

papel filtro para secagem.  Os cortes foram contrastados com acetato de uranila a 0,5% durante 

2 minutos e lavados com água ultra-pura. Após estarem secas, as telas foram incubadas 

durante 20 segundos com citrato de chumbo a 2% e lavadas novamente com água ultra-pura. 
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Após completamente secas, as grades foram analisadas ao microscópio eletrônico de 

transmissão FEI Tecnai 12 do Laboratório de Microscopia Eletrônica e Microanálise da 

Universidade Estadual de Londrina (UEL). 

 

 

3.4 Quantificação do Óxido Nítrico pela Reação de Griess 

 

Para realização desse experimento, as amostras previamente congeladas em 

nitrogênio líquido foram homogeneizadas na proporção de 0,01g de tecido para 100µL de PBS 

pH 7,4. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000g por 20 minutos, o 

sobrenadante foi recuperado e ultrafiltrado através de tubos centricon (AMICON), no qual 

moléculas acima de 30 KDa de peso molecular ficavam retidas na rede desses tubos. O 

sobrenadante foi recuperado e armazenado a -20°C. Antes da utilização, os tubos centricon 

foram previamente centrifugados com uma solução contendo NaOH 0,1M e em seguida, com 

água ultra-pura para a eliminação de quaisquer partículas que pudessem interferir nos 

resultados deste experimento. 

 Esta reação foi descrita por Griess em 1879 e atualmente, após várias 

modificações, é considerada eficiente para a detecção total de óxido nítrico (NO) no tecido.  É 

um método de quantificação indireta de NO, uma vez que não quantifica o gás propriamente 

dito e sim as concentrações de nitrito e nitrato, o produto final do NO in vivo (Cayman Chemical 

Company - N° 780001). Para tanto, este experimento foi realizado de acordo com o Kit 

calorimétrico para nitrito e nitrato (Cayman Chemical Company - N° 780001). Este Kit contém 

todos os materiais necessários para o ensaio. Os reagentes foram diluídos e armazenados de 

acordo com as recomendações do fabricante como segue: 

Tampão de reação – o conteúdo do frasco foi diluído até 100 mL com água ultra-pura e 

armazenado a 4°C 

Enzima nitrato redutase e seu cofator – o conteúdo do frasco foi diluído com 1.2 mL do 

tampão e estocado a -20°C 

Padrão de nitrato e nitrito – o conteúdo do frasco foi diluído com 1,0 mL do tampão, 

deixado sob agitação até que a solução estivesse completamente homogeinezada e em 

seguida estocado a 4°C 

Reagentes de Griess R1 e R2 – Sem necessidade de diluição, foram estocados a 4°C 
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3.4.1 Quantificação de óxido nítrico total (nitrato) nas amostras 

 

Previamente à quantificação, obteve-se uma curva padrão de nitrato a partir 

de uma solução mãe com a concentração final de nitrato equivalente a 200 uM (0,1mL da 

solução padrão de nitrato e 0,9 mL do tampão).  Em uma placa de cultura de 96 poços, esta 

solução foi utilizada para preparar a curva de nitrato como segue abaixo: 

 

Poço Padrão de nitrato 

(uL) 

Tampão de 

reação (uL) 

Concentração final de nitrato 

(uM) 

A1, A2 0 80 0 

B1,B2 5 75 5 

C1,C2 10 70 10 

D1,D2 15 65 15 

E1,E2 20 60 20 

F1,F2 25 55 25 

G1,G2 30 50 30 

H1,H2 35 45 35 

 

Em seguida, na mesma placa de cultura de 96 poços, o procedimento foi realizado como segue: 

 

1- A concentração de nitrato foi avaliada em três amostras de cada grupo (vg, D18 e D19). 

As amostras foram adicionadas em duplicata nos poços que não da curva padrão.  O 

volume utilizado foi de 80 uL na diluição de 1:1 em tampão.   

2- Em seguida, foi adicionado 10 uL do cofator e 10 uL da solução de nitrato redutase 

tanto nos poços das amostras quanto na curva padrão. A placa ficou sob agitação 

constante durante três horas em câmara escura à temperatura ambiente. 

3- Posteriormente foram adicionados 50 uL do R1 e 50 uL do R2 em todos os poços 

agindo por 10 minutos até que apresentasse coloração.  

4- Para fazer o Branco, dois poços foram preenchidos com 200 uL de tampão em cada um 

deles. 

5- Por fim, a leitura em 540 nm foi realizada em leitor de placa de Elisa subtraindo a 

absorbância da solução branca da absorbância dos demais poços. A concentração total 

de nitrato foi determinada utilizando a curva de calibração (curva padrão de nitrato). 
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4.1 Caracterizações Histológicas das Estruturas da Sínfise de Animais 

Virgens e do Ligamento Interpúbico Durante a Gestação 

 

A sínfise púbica de camundongo virgem é formada por um tecido 

fibrocartilaginoso localizado entre as capas de cartilagem hialina que revestem os ossos 

púbicos (fig. 3a). Dorsalmente e ventralmente situa-se o pericôndrio, que é composto por tecido 

conjuntivo denso e fibroblastos alongados (fig. 3a).  

Na região central, em continuidade com o pericôndrio, existe um tecido 

fibrocartilaginoso composto por condrócitos achatados com seu maior eixo disposto 

dorsoventralmente à sínfise (fig. 3b). Os ossos púbicos são recobertos pela cartilagem hialina 

que é composta por uma matriz densa, condrócitos e condrócitos hipertróficos (fig. 3c). Estes 

são bastante volumosos, com núcleos esféricos e situam-se na região de contato com os ossos 

púbicos (fig. 3c). Entre os condrócitos hipertróficos e os condrócitos achatados da 

fibrocartilagem, existe uma zona de transição formada por condrócitos arredondados, ainda em 

processo de diferenciação (fig. 3c). 

Nas fêmeas do D18 e D19, a fibrocartilagem é substituída por um ligamento, 

cujas células são semelhantes a fibroblastos. Essas células podem sofrer mitose contribuindo 

para a formação do ligamento interpúbico (Fig. 3d, 3e). 

As capas de cartilagem hialina que recobrem os ossos púbicos apresentam-se 

mais delgadas quando comparadas àquelas encontradas no animal virgem (fig. 3f). Entre as 

capas de cartilagem hialina e o início do ligamento, existe uma região formada por condrócitos 

em processo de desdiferenciação, cujo papel é formar o ligamento interpúbico (fig. 3f). Esta 

região é chamada de enthesis e sua principal função é transmitir e dissipar a força tênsil 

aplicada nos ossos. 

A matriz extracelular do ligamento interpúbico possui fibras de colágeno 

espessas que se orientam paralelamente ao eixo maior da sínfise. Em algumas regiões do 

ligamento interpúbico, é possível observar um arranjo helicoidal das fibras colágenas 

denominado de “crimp”. (fig. 3g).  

As características morfológicas são bastante semelhantes entre os animais do 

D18 e D19, exceto pelo relaxamento máximo das fibras colágenas no D19, o que resulta no 

maior comprimento do ligamento nesses animais (fig. 3d, 3h). 
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4.2 A Distribuição da Proteína iNOS nas Populações Celulares da  Sínfise 

Púbica de Fêmeas Virgens e no Ligamento Interpúbico de Fêmeas Grávidas 

 

Para controle positivo, foram utilizados precursores das células sanguíneas, 

os quais obtiveram intensa marcação para iNOS (fig. 4a e 4b). 

Nos animais virgens, foi observada reação positiva para iNOS nos condrócitos 

hipertróficos nas proximidades dos ossos púbicos e, também, nos condrócitos localizados nas 

transições fibrocartilaginosas (fig. 4c). Nesses dois tipos celulares, a marcação foi observada 

por todo o citoplasma. Em alguns condrócitos hipertróficos, no entanto, a reação positiva para 

iNOS foi nuclear (fig. 4d). No controle negativo, não foram vistas reações positivas para a 

proteína em estudo (fig. 4e). 

Nos animais do D18, houve marcação positiva para iNOS em todos os tipos 

celulares da sínfise púbica, tais como, nos condrócitos hipertróficos da cartilagem hialina, nos 

condrócitos localizados na enthesis e nas células semelhantes a fibroblastos no ligamento 

interpúbico (fig. 5a, 5b, 5c). Porém, nem todas as células do tecido interpúbico apresentaram 

imunorreatividade positiva para iNOS, visto que algumas células marcadas estavam ao lado de 

outras sem marcação alguma (fig. 5a, 5b, 5c, 5d). Além disso, dentre as células que 

apresentaram positividade à imunoperoxidase, foi possível notar diferenças qualitativas na 

intensidade da marcação (fig. 5b, 5c).  

Como descrito acima, as células do ligamento interpúbico têm capacidade de 

se dividir e dar origem a outra célula. A reação positiva para iNOS foi observada, também, nas 

células que estavam sofrendo mitose (fig 5e). No controle negativo, a marcação foi inexistente 

(fig. 5f). 

 Nas fêmeas do D19, grande parte das células da cartilagem hialina, bem 

como aquelas presentes na região da enthesis, mostraram-se positivamente marcadas para a 

iNOS (fig. 7a, 7b). O mesmo não foi observado nas células semelhantes a fibroblastos no 

ligamento interpúbico, pois somente algumas apresentaram reação positiva para a iNOS (fig. 

7c). Os controles negativos dos animais virgens, assim como do D18 e D19 não exibiram 

qualquer tipo de marcação nas células, o que indicou veracidade da reação (4e, 5f, 7d). 
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4.3 A Distribuição Intracelular da Proteína iNOS nas Células Semelhantes 

a Fibroblastos no Ligamento Interpúbico das Fêmeas no D18. 

  

Nas células do ligamento interpúbico, partículas de ouro foram encontradas 

em vesículas citoplasmáticas e no núcleo, preferencialmente, na região da cromatina 

condensada associada ao envoltório nuclear (fig. 6a, 6b). Além disso, houve imunomarcação na 

membrana do retículo endoplasmático granular (REG) e, por vezes, dentro de suas cisternas 

(fig. 6b, 6c, 6d, 6e).  

 

 

4.4 Quantificação de Nitrito nos Tecidos Interpúbicos de Fêmeas Virgens 

e Grávidas. 

 

O NO foi quantificado indiretamente pela concentração de nitrito, seu produto 

final in vivo. O nitrito esteve presente em todos os grupos analisados, no entanto, sua 

concentração foi significativamente maior no D19. No programa Bioestat, os dados foram 

submetidos ao teste de variância ANOVA e as diferenças entre os grupos foram determinadas 

pelo teste de Tukey (p 0,05). Os dados foram analisados por meio do gráfico boxplot abaixo: 
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De acordo com o gráfico, pode-se inferir que não houve diferenças 

significativas entre os grupos VG e D18, pois é possível visualizar a sobreposição das caixas. 

Porém, houve diferenças significativas entre D19 e os demais grupos. O D19 possui maior 

mediana (risco preto dentro da caixa), portanto seus dados tendem a ser maiores e mais 

dispersos em relação aos outros grupos.  
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5. ILUSTRAÇÕES 
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Fig. 3 As fotomicrografias mostram a histoarquitetura da sínfise púbica de uma fêmea virgem (a, 

b, c) e as modificações que acontecem no D18 (d, e, f) e D19 (g, h). 3a – Os ossos púbicos 

(OP) são recobertos pelas capas de cartilagem hialina (seta) e entre estas existe um disco 

fibrocartilaginoso (*). 3b - A fibrocartilagem é composta por condrócitos achatados dispostos 

dorsoventralmente à sínfise (setas). 3c - Detalhe da imagem anterior mostra que a cartilagem 

hialina (CH) é formada pelos condrócitos hipertróficos (cabeças das setas) e por condrócitos em 

processo de diferenciação (seta arredondada). As setas pontiagudas apontam os condrócitos 

achatados na fibrocartilagem. 3d-h – O ligamento (L) entre os ossos púbicos (OP). 3e - No 

ligamento interpúbico, nota-se células semelhantes a fibroblastos em mitose (setas). 3f - Entre a 

capa de cartilagem hialina (CH) e o ligamento (L), encontra-se a enthesis (seta). 3g – No 

ligamento interpúbico, as fibras colágenas se dispõem paralelamente ao eixo maior da sínfise. A 

seta aponta o “crimp” remanescente nas fibras colágenas. Barra: 20 µm (3c), 30 µm (3b, 3e, 

3g), 50 µm (3f), 300 µm (3a, 3d, 3h). 
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Fig. 4 As fotomicrografias ilustram o padrão de reação imunoistoquímica para a proteína iNOS e 

sua distribuição na sínfise púbica de um animal virgem. Em 4a, b pode-se observar o controle 

positivo para a iNOS. Ela é detectada nas células da medula hematopoiética dos ossos púbicos. 

4c - Os condrócitos hipertróficos (setas) e algumas células da região de transição 

fibrocartilaginosa (setas arredondadas) apresentam marcação positiva para iNOS. 4d - O 

padrão de marcação da proteína iNOS é nuclear (setas arredondadas) e citoplasmático (setas). 

4e - O controle negativo, sem marcação. Barra: 5 µm (4d), 20 µm (4a, 4b, 4c), 30 µm (4e). 
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Fig. 5 As fotomicrografias ilustram a imunomarcação da proteína iNOS nos tecidos interpúbicos 

de uma fêmea grávida no D18. 5a – Nota-se reação positiva tanto nos condrócitos hipertróficos 

(setas) quanto nos condrócitos localizados na enthesis (setas arredondadas). 5b - Detalhe da 

região da enthesis mostra a imunomarcação nos condrócitos (setas) e nas células alongadas 

semelhantes a fibroblastos (setas arredondadas). 5c – Nota-se reação positiva nas células do 

ligamento interpúbico. 5d - Em maior aumento, observa-se que nem todas as células do 

ligamento apresentam reação positiva para a iNOS, pois há células marcadas (setas) ao lado 

de outras sem marcação alguma (setas arredondadas). 5e – No ligamento, as células em 

processo de divisão celular também obtiveram marcação positiva para iNOS. 5f - O controle 

negativo ausente de marcação. Barra: 20 µm (5a, 5b, 5d, 5e, 5f), 30 µm (5c). 
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Fig. 6 As eletromicrografias mostram a localização intracelular da proteína iNOS nas células 

semelhantes a fibroblastos no ligamento interpúbico de uma fêmea grávida no D18. Houve 

marcação positiva em vesículas citoplasmáticas (6a), no núcleo, especialmente, na cromatina 

condensada (6b), e nas membranas do retículo endoplasmático granular (6c, 6d, 6e). Barra: 

500 nm (6a, 6b, 6d, 6e), 1 µm (6c). 
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Fig. 7 As fotomicrografias exibem a imunomarcação da proteína iNOS nos tecidos interpúbicos 

de uma fêmea grávida no D19. Nota-se marcação positiva nos condrócitos (setas) e nos 

condrócitos hipertróficos (*) da cartilagem hialina (CH) (7a), nos condrócitos localizados na 

região da enthesis (setas) (7b) e em algumas células presentes no ligamento interpúbico (setas) 

(7c).    7d - O controle negativo, sem sinais de marcação. Barra: 20 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 35

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

CH 

7a 7b 

7c 7d 

*



 36

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. DISCUSSÃO 
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Nas sínfises púbicas das fêmeas virgens analisadas, os coxins de cartilagem 

hialina recobriam os ossos púbicos e entre eles, havia um tecido fibrocartilaginoso composto 

por condrócitos e fibras que faziam continuidade com o pericôndrio. A caracterização histológica 

evidenciou que nas transições fibrocartilaginosas, os núcleos celulares se colocavam 

paralelamente ao eixo sagital de modo a suportar as forças de compressão. Estes resultados 

coincidem com a literatura, uma vez que na maturidade esquelética, um disco fibrocartilaginoso 

se localiza entre as capas de cartilagem hialina ligando os ossos púbicos (RUTH, 1932). Tal 

orientação dos eixos celulares é condizente com a capacidade da estrutura em dar estabilidade 

e neutralizar o estresse tênsil favorecendo movimentos mínimos durante a locomoção 

(GAMBLE et al. 1986). 

É sabido que durante a gestação de camundongos, a sínfise púbica passa por 

profundas modificações que resultam no seu alargamento para possibilitar a passagem do feto 

durante o parto (CRELIN, 1960). Estas modificações foram vistas nas fêmeas do D18 e D19 

que, diferentemente das fêmeas virgens, exibiam entre os ossos púbicos, um ligamento 

formado por células semelhantes a fibroblastos e fibras de colágeno dispostas paralelamente ao 

maior eixo da sínfise. A cartilagem fibrosa, no entanto, não se fazia presente. Além disso, foi 

observado que os coxins de cartilagem hialina eram menos desenvolvidos ou apresentavam 

sinais de involução quando comparados àqueles presentes no animal virgem. Esta observação 

é corroborada por Sherwood (1994) e Pinheiro, et al., (2004), pois eles relatam que durante os 

dois últimos dias de gestação, a separação dos ossos púbicos é atribuída à reabsorção da 

cartilagem hialina e à desdiferenciação das suas células em fibroblastos, o que resulta no 

desenvolvimento do ligamento interpúbico. Este é formado por um processo de crescimento 

primário, onde as células condrogênicas saem das suas lacunas e os fibroblastos resultantes 

orientam-se ao longo das fibras colágenas (CRELIN, 1969).  

As modificações que acontecem durante a formação e o relaxamento do 

ligamento interpúbico ocorrem em um intervalo de tempo pequeno. O início do desenvolvimento 

acontece no D12 e o relaxamento máximo é alcançado no D19 de forma que chega a ter até 

quinze vezes a mais o valor do comprimento da sínfise púbica de uma fêmea virgem 

(PINHEIRO et al., 2004). Estas modificações são possíveis graças aos hormônios estrógeno e 

relaxina agindo sinergicamente (HALL, 1947; ZHAO et al., 1999). 

 Estudos recentes afirmam que além da reabsorção óssea e formação do 

ligamento, o alargamento da sínfise é garantido, também, pela proliferação e morte celular 

(VERIDIANO et al., 2007) e pela abertura do “crimp” das fibras de colágeno que compõem o 

ligamento (PINHEIRO et al., 2004). Ao final da gestação, a ação de enzimas e a diminuição das 
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forças compressivas fazem com que as fibras colágenas se tornem mais retilíneas. Porém, 

ainda podem existir “crimps” no ligamento interpúbico (PINHEIRO et al., 2004) como foi 

observado nos D18 e D19 de gestação. 

Em cobaias, o relaxamento da sínfise púbica é acompanhado pelo influxo de 

granulócitos (RODRÍGUEZ et al., 2003). Sabe-se que estas células expressam a enzima óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS) e que o óxido nítrico (NO) participa no processo de remodelação 

do colágeno (RICCIARDOLO et al., 2004). Ao contrário do que foi observado em cobaias, em 

camundongos prenhes, o relaxamento da sínfise púbica não se assemelha a um processo 

inflamatório, pois em nenhum momento ocorre infiltração leucocitária no ligamento interpúbico 

(ROSA et al., 2008). Nos animais dos D18 e D19, a enzima iNOS foi localizada em grande parte 

das células semelhantes a fibroblastos presentes no ligamento interpúbico. Sugere-se que 

essas células assumam o papel dos granulócitos observados na cobaia e sejam as 

responsáveis pela produção de NO e, consequentemente, pela remodelação do ligamento 

interpúbico ao final da gestação.  

O óxido nítrico é um gás produzido por uma família de enzimas denominadas 

óxido nítrico sintases que são subdivididas em três tipos, quais sejam, a endoltelial (eNOS), a 

neuronal (nNOS) e a induzível (iNOS). Esta última, em especial, só produz óxido nítrico sob 

algum estímulo. Durante a gestação, a sínfise púbica do camundongo está sujeita a estímulos 

químicos e mecânicos. Por esta razão, o propósito deste trabalho foi analisar a participação da 

enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) na remodelação dos tecidos interpúbicos de 

camundongos ao final da gestação. Não seria surpresa encontrar um papel para o NO no 

relaxamento da sínfise púbica de camundongos prenhes, pois há na literatura, vários relatos 

que sugerem a importância deste gás na remodelação dos tecidos moles, tais como, na 

abertura cervical dos animais a termo (BUHIMSCHI et al., 1996), na cicatrização da pele 

(WITTE; BARBUL, 2002) e do tendão (MURRELL et al., 2008) e no útero de ratas durante a 

gestação (SUZUKI, et al., 2009). Coincidentemente, há relatos sobre a presença de gás na 

sínfise púbica de mulheres nos últimos dias de gestação (CAMIEL; AARON, 1956; VIX; RYU, 

1971) e que ao final desta etapa o gás desaparece (WILLIAMS, 1955). 

Nas fêmeas do D18, a baixa concentração do NO pode estar relacionada à 

ativação das metaloproteinases (MMP’s) pelas células semelhantes a fibroblastos. O NO liga-se 

ao grupo heme das metaloproteinases rompendo a ligação do Zn com o resíduo de cisteína, 

essa quebra na ligação expõe o domínio catalítico da enzima, tornando-a ativa (SPRINGMAN et 

al., 1990). Isso pode ser associado ao fato de que o NO pode regular a atividade das 

metaloproteinases (MMP’s) concomitantemente à dissociação e abertura do “crimp” das fibras 
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de colágeno resultando no relaxamento do ligamento interpúbico nos últimos dias de gestação 

(PINHEIRO et al., 2004; ROSA et al., 2008-2010-11). Além destas constatações, Rosa, et al., 

(2010-2011) demonstraram que nos tecidos interpúbicos de camundongos fêmeas grávidas, as 

formas ativas de MMP-2 e MMP-9 alcançavam valores máximos nos estágios finais da 

gestação (D15 ao D19). Igualmente, análises quantitativas pelo método do PCR em tempo real 

confirmaram a expressão máxima das enzimas MMP-2 e MMP-9 nesta mesma idade 

gestacional. Estudos recentes comprovam a atuação do NO sobre as MMP’s em diversos 

tecidos, quais sejam, na cartilagem (AMIN; ABRAMSON, 1998), na remodelação vascular 

(DUMONT, et al., 2007) na formação da placenta (PUSTOVRH et al., 2007) e na cicatrização da 

pele (LIZARBE et al., 2008).  

Neste estudo, a concentração de NO foi significativamente maior no D19 em 

relação aos outros grupos. Coincidentemente, o pico de NO foi anterior ao período em que 

Rosa et al., (2010-2011) observaram a baixa atividade das MMP-2 e MMP-9. Isto indica que a 

alta produção de NO no D19 pode estar relacionada à baixa atividade dessas MMP’s após este 

dia. Em excesso, o NO é capaz de estabelecer ligações cruzadas com aminoácidos dentro do 

domínio catalítico da enzima impedindo sua ligação com o substrato e, dessa forma, tornando a 

enzima inativa (FU et al., 2004).  Além disso, é provável que exista uma “concentração ótima” 

de NO para a atividade de tais enzimas, uma vez que em baixas concentrações ele atua como 

um ativador das MMP’s e em altas concentrações causa a sua inativação.  

Em baixas concentrações, o NO atua, ainda, nos processos envolvidos com a 

sobrevivência e proliferação celular (YAN, et al., 2010). No ligamento interpúbico de 

camundongo, as células são semelhantes a miofibroblastos e apresentam o maior índice de 

proliferação no D18 (MORAES, et al., 2004; VERIDIANO, et al., 2007). Nas fêmeas no D18, no 

centro do ligamento, foram observadas células em processo de divisão celular positivamente 

marcadas para iNOS. Esta observação deixa implícita a importância do NO nos momentos 

precedentes à mitose. Vários autores demonstram que baixas concentrações de NO estimulam 

a proliferação e diferenciação celular, além de controlar o número de miofibroblastos. 

(RIANCHO, et al., 1995, HIJIKI et al., 1997, VERNET, et al., 2002). 

A enzima iNOS foi encontrada tanto no núcleo quanto no citoplasma das 

células que compõem a sínfise púbica.  Análises ultra-estruturais das células do ligamento 

interpúbico evidenciaram a proteína iNOS no núcleo, preferencialmente, sobre a cromatina 

condensada. Uma possível explicação para a produção de NO diretamente no núcleo seria no 

controle da expressão gênica, pois Giordano et al., (2002) trabalharam com doadores de NO 

em cultura de adipócitos e demonstraram que houve aumento na expressão dos genes 
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envolvidos com a diferenciação e função de tais células. Vários trabalhos demonstram a 

localização nuclear da iNOS em vários tipos celulares, como por exemplo, em cardiomiócitos de 

rato, nas células do pâncreas, nas células do endométrio humano e no neutrófilo 

(BUCHWALOW, et al., 1997; LAJOIX, et al., 2001, BENTZ, et al., 1997; SAINI et al., 2006). 

Além da localização nuclear, a iNOS foi detectada, também, em vesículas 

citoplasmáticas e, preferencialmente, sobre a membrana do REG. É nesta organela que ocorre 

a síntese e dobramento de proteínas destinadas ao complexo de Golgi, aos lisossomos, à 

secreção celular e para fazer parte da estrutura da membrana plasmática (SCHRÖDER; 

KAUFMAN, 2005). Por esta razão, sugere-se que as vesículas imunomarcadas para iNOS 

sejam lisossomos. De acordo com Navarro-Lérida et al., (2004), a ligação da iNOS aos lipídios 

de endomembranas é importante para a sua distribuição pelos compartimentos celulares, além 

de ser essencial para sua atividade. A inibição dessa ligação provoca acúmulo da iNOS no 

envelope nuclear ocasionando sua inatividade.  

A distribuição intracelular da iNOS foi analisada nas fêmeas no D18, em que a 

produção de óxido nítrico foi baixa. No D19, no entanto, a concentração de NO foi máxima. É 

sabido que o NO tem efeitos antagônicos de acordo com sua concentração no tecido, pois há 

na literatura, relatos da participação desta molécula nos eventos que levam à morte celular 

programada (BARRETO, et al., 2005). Considerando que no D19 a localização intracelular da 

iNOS não mude, é provável que nesses animais, o NO esteja envolvido nos processos que 

resultam na morte programada dessas células. Veridiano, et al., (2007), mostraram que no 

ligamento interpúbico, a morte das células semelhantes a fibroblastos alcança seu valor máximo 

no D19. Eles sugerem que as células morrem por um processo diferente da apoptose, pois não 

foram observados núcleos picnóticos nas células do ligamento interpúbico. O modo pelo qual 

essas células morrem não foi, ainda, determinado. Sugere-se que tenha alguma relação com o 

NO, pois a interação entre NO, REG e núcleo leva a alterações na estrutura da célula, 

culminando em sua morte (BUSTAMANTE, et al., 2002).  

Embora não tenha sido encontrada imunomarcação em mitocôndrias, há 

relatos sobre a ação do NO e peroxinitrito sobre estas organelas resultando em morte celular 

por necrose ou apoptose (BARRETO, et al., 2005). O NO é um regulador da respiração em 

potencial, ele compete com o oxigênio pelo sítio ativo da citocromo oxidase bloqueando a 

passagem dos elétrons e, conseqüentemente, impedindo a formação do ATP. Além disso, a 

interação reversível com os citocromos favorece a produção de superóxido, este reage com o 

NO e forma peroxinitrito. Este produto torna-se ainda mais tóxico em relação ao NO, uma vez 
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que se liga irreversivelmente a qualquer componente mitocondrial resultando na morte da célula 

(BROWN; BORUTAITE, 2007). 

Neste trabalho, a proteína iNOS foi localizada no ligamento interpúbico em 

ambos os dias de gestação, no D18, no entanto, a imunomarcação foi mais exuberante. 

Diferentemente da caracterização qualitativa pelo método imunohistoquímico, a reação 

bioquímica calorimétrica de Griess evidenciou uma maior concentração de NO no D19. Estes 

resultados indicam que a enzima iNOS apresenta maior atividade no D19 que no D18. Acredita-

se que no D19, a iNOS esteja na forma de dímero, pois ela só se torna ativa para a produção 

de NO nesta configuração (PANDA et al., 2002). Apesar da intensa marcação observada nas 

fêmeas no D18, a reação de Griess mostrou baixa produção de NO, indicando que neste dia, 

grande parte da iNOS esteja na forma monomérica, ou seja, inativa para a produção de NO. A 

distribuição intracelular da iNOS nas células semelhantes a fibroblastos pode dar respaldo a 

esta proposta, já que as partículas de ouro não se apresentavam aos pares e sim isoladas. Se a 

iNOS estivesse na forma de dímero, partículas de ouro aos pares estariam em evidência 

(SAINI, et al., 2006).  

A cartilagem articular é formada por condrócitos imersos em uma matriz 

extracelular altamente hidratada. Estas células produzem e secretam proteoglicanos, ácido 

hialurônico e colágeno do tipo II que conferem as propriedades mecânicas da cartilagem hialina. 

A interação entre as células e a matriz é essencial para manter a homeostase do tecido 

(IACOB, et al., 2006). Estudos têm demonstrado que o NO está relacionado ao crescimento dos 

condrócitos e que seu acúmulo ocorre, especialmente, nos condrócitos hipertróficos e regiões 

calcificadas da cartilagem hialina (TEIXEIRA et al., 2005). Ensaios in vitro confirmaram que os 

condrócitos submetidos aos doadores de NO alcançaram a maturidade e tornaram-se 

hipertróficos, com capacidade de síntese de colágeno tipo X e atividade de fosfatase alcalina, 

características típicas deste tipo celular (TEIXEIRA et al., 2003). Uma vez que o condrócito 

torna-se hipertrófico, o mesmo doador de NO pode ser capaz de induzir a apoptose nessas 

células (TEIXEIRA et al., 2001). A morte dos condrócitos hipertróficos é um evento natural para 

que ocorra a remodelação e a manutenção da cartilagem articular (NISHIDA, 2001). 

Em todos os animais analisados, os condrócitos hipertróficos da cartilagem 

hialina apresentaram positividade para a iNOS. Além disso, a reação de Griess demonstrou que 

a concentração de NO foi significativamente maior no D19. Altas concentrações deste gás 

podem desencadear o estresse oxidativo culminando em apoptose. Este dado é comprovado 

por Maneiro et al., (2005), que observaram que os condrócitos articulares humanos submetidos 

ao nitroprussiato de sódio (doador de NO) eram induzidos à morte celular por apoptose, 
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incluindo aumento no índice de RNAm da caspase-3 e expressão reduzida da bcl-2.  Além do 

estresse oxidativo, o óxido nítrico impede a ligação das células às proteínas adesivas da matriz 

extracelular, o que pode resultar na morte dos condrócitos, já que eles dependem da adesão à 

matriz extracelular para poder sobreviver (CLANCY, et al., 1998, LOTZ, et al., 1999). Na sínfise 

púbica de camundongo, a cartilagem hialina encontra-se em um balanço dinâmico entre 

proliferação e morte celular (VERIDIANO, 2007).  

O NO tem um efeito bifásico, pois em altas concentrações resulta em morte 

celular por apoptose, e em baixas concentrações apresentam o efeito inverso, ou seja, estimula 

a diferenciação e sobrevivência celular (GIBBS, 2003; KANNO et al., 2004). 

Mais et al., (2006) observaram que a expressão de iNOS está relacionada à 

condrogênese. Por este lado, pode-se supor que na região mais profunda da cartilagem hialina, 

os condrócitos fracamente marcados estejam na fase de diferenciação e sobrevivência celular. 

Sabe-se que estas células estão imersas em uma matriz rica em ácido hialurônico (HA) que 

além de conferir viscosidade à matriz, apresenta potencial efeito antioxidativo (PENG et al, 

2010). O HA é um glicosaminoglicano não sulfatado de alto peso molecular constituído de 

unidades dissacarídicas alternadas de N-acetil glicosamino e ácido glicurônico. Quando 

submetido ao estresse oxidativo, o HA despolimeriza-se e expõe suas várias ligações 

glicosídicas com a finalidade de neutralizar as espécies reativas e dessa forma agir como um 

antioxidante (HAWKINS; DAVIES, 1998, HASHIMOTO, et al., 2006, PENG et al., 2010). Esta 

pode ser uma razão pela qual estes condrócitos não sofrem apoptose. O mesmo não se aplica 

aos condrócitos hipertróficos, pois a matriz em que estão inseridos deixou de ser viscosa e 

passou a ser mineralizada e, consequentemente, pode ter deixado de apresentar potencial 

antioxidativo. Acredita-se que a alta concentração de NO e a ausência de um agente 

antioxidante são fatores que contribuem para a morte dos condrócitos hipertróficos. 

Na sínfise púbica, além dos condrócitos responsáveis pela formação e 

manutenção da cartilagem hialina, existem aqueles que se desdiferenciam em células 

semelhantes a fibroblastos. Eles localizam-se na região da enthesis, entre a cartilagem hialina e 

o início do ligamento e são os precursores das células que constituirão o ligamento interpúbico 

(ORTEGA et. al., 2003). Nos animais nos D18 e D19 de gestação, essas células apresentaram 

marcação positiva para iNOS sugerindo a importância do óxido nítrico neste processo. Este 

dado é condizente com a observação de Johansson e Persson, (2004), que relataram a 

expressão da iNOS, preferencialmente, em células desdiferenciadas no músculo liso da bexiga 

e, também por Peng et al., (2010), que constataram que o óxido nítrico causava a perda do 

fenótipo diferenciado em condrócitos articulares.  Além disso, há na literatura, alguns relatos 
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demonstrando a atuação do NO na modulação do fenótipo celular (HASSID, et al., 1999; KIM, 

et al., 2003). Nos condrócitos, a desdiferenciação é acompanhada pela destruição da matriz 

extracelular. O óxido nítrico inibe a síntese de proteoglicanos e colágeno tipo II e aumenta a 

produção das metaloproteinases (MMP) (CHERNG et al., 2008). 
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7. CONCLUSÕES 
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- Os métodos imunohisto e imunocitoquímico permitiram detectar a presença da enzima iNOS 

em todas as populações celulares que compõem os tecidos interpúbicos das fêmeas virgens e 

grávidas.  

 

 - Em ambos os dias de gestação, a enzima iNOS foi encontrada na enthesis, nos condrócitos 

hipertróficos e nas células semelhantes a fibroblastos no ligamento interpúbico.  

 

- Nas células semelhantes a fibroblastos, a iNOS foi localizada em vesículas citoplasmáticas, 

sobre as membranas do RER e no núcleo, preferencialmente, sobre a cromatina condensada. 

 

- Por meio da reação colorimétrica de Griess, foi possível observar que o NO esteve presente 

em todos os grupos estudados. No D19, no entanto, a concentração de NO foi 

significativamente maior em relação aos outros grupos. Não houve diferenças significativas 

entre os grupos VG e D18 

 

- No D18, a baixa concentração de NO evidenciada pela reação de Griess aliada à marcação 

positiva para iNOS na enthesis e nas células do ligamento interpúbico sugerem a participação 

desta molécula no processo de desdiferenciação de células condrogênicas, sobrevivência, 

proliferação celular e ativação de metaloproteinases. Estes eventos garantem o relaxamento do 

ligamento interpúbico favorecendo a abertura do canal do parto. 

 

- Nos tecidos interpúbicos, o NO parece ter efeito antagônico  

 

- No D18 e D19, a imunomarcação intensa observada nos condrócitos hipertróficos sugere 

fortemente que o NO apresente efeito citotóxico resultando no processo de morte dessas 

células. 

 

- Após o parto, a queda na ativação das metaloproteinases da sínfise púbica coincide com a 

máxima produção de NO no dia precedente (D19), estes dados levam a considerar que altas 

concentrações de NO colaboraram para a baixa atividade dessas enzimas. 

 

- A localização intracelular da proteína iNOS e a máxima produção de NO no D19  é coincidente 

com os achados referentes às máximas taxas de morte celular nos tecidos interpúbicos. 
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