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RESUMO:

E reconhecido que a sinfise pubica de algumas espécies de mamiferos, incluindo
camundongos, passa por transformacgdes estruturais durante a prenhez e no periodo pds-parto.
Estas transformagdes incluem o surgimento de um ligamento interpubico e o amolecimento deste
tecido nos dois ultimos dias antes do parto. Este ligamento permite a separacdo dos 0ssos
pubicos, garantindo a passagem segura do feto pelo canal de parto. Apds o parto ocorre a
involucdo deste ligamento. Ambos os periodos de remodelacdo tecidual envolvem grandes
modificagdes da matriz extracelular e de seus componentes, bem como um balanco entre
proliferacdo e morte celular programada.

A galectina-3, uma lectina animal com especificidade de ligacdo por B-galactosideos, é
uma proteina amplamente distribuida entre diferentes tipos de células e tecidos, podendo ser
encontrada dentro das células tanto no nucleo quanto no citoplasma, ou ainda na superficie
celular ou no espaco extracelular. Através de interacOes especificas com diversos ligantes intra e
extracelulares, a galectina-3 participa de numerosos processos fisioldgicos e patolégicos, como
por exemplo, desenvolvimento, reacdes imunes, controle do ciclo celular, apoptose e metdstase.

Este estudo teve como objetivo localizar a expressdo de galectina-3 nas populacdes
celulares que compdem esta articulacdo durante o periodo de prenhez, a fim de investigar seu
possivel envolvimento nos processos de remodelagcdo da sinfise.

Foi observado que a galectina-3 estd presente em todas as populacdes celulares que
compdem a sinfise pubica e o ligamento interptbico de todos os grupos estudados. Além disso, a
galectina-3 € co-localizada com a o-actina de musculo liso em alguns tipos celulares. A
quantificacdo da deteccdo de galectina-3 nos permitiu observar que ela é expressa em diferentes
concentragdes durante o periodo estudado.

Esses resultados nos permitiram concluir que a galectina-3 parece estar envolvida na
remodelacdo da sinfise pubica, através de sua participacdo na ativacdo de células semelhantes a

fibroblastos, no ciclo celular, na diferenciacdo e nos processos de morte celular programada.



ABSTRACT:

It is recognized that the pubic symphysis of some mammal species, including mice,
undergoes structural transformations during pregnancy and post-partum. These transformations
include the emerging of an interpubic ligament and softening of this tissue in the two last days of
pregnancy. This ligament allows the pelvic bones separation, warranting fetus self passage
through the birth channel. After delivery this ligament involutes. Both periods of tissue
remodeling involve changes in extracellular matrix and its components, as so a balance between
cell proliferation and death.

Galectin-3, an animal lectin with specificity for B-galactosides, is widely spread among
different types of cells and tissues, thus being found inside the cells in the cytoplasm and in the
nucleus, on cell surface or in the extracellular space. Through specific interactions with a variety
of intra and extracellular ligands galectin-3 participates of numerous physiological and
pathological processes, like for example, development, immune reactions, cell cycle control,
apoptosis and metastasis.

This research had the objective to localize galectin-3’s expression in mouse pubic
symphysis cells during pregnancy, and to investigate its involvement in the pubic remodeling
process.

It was observed that galectin-3 is present in all pubic cells populations of all of the studied
groups. Besides that, galectin-3 is colocalized with a-smooth muscle actin in some cell types.
Quantifying of galectin-3 detection revealed that this protein is expressed in different
concentrations during the studied period.

These results allowed us to conclude that galectin-3 seems to be involved in mouse pubic
symphysis remodeling, probably working in the activation of fibroblast like cells, on cell cycle,

on differentiation and in the processes of programmed cell death.
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1. INTRODUCAO
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1.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DA SINFISE PUBICA DO
CAMUNDONGO

Os maiores componentes do sistema musculo-esquelético sdo os o0ssos, os tecidos
cartilaginosos, os tecidos fibrosos, o tecido adiposo e o musculo esquelético. Esses tecidos se
distinguem dos demais por diversos aspectos incluindo as moléculas organicas produzidas por
suas cé€lulas, que desempenham papéis chave na homeostase dos organismos (Freemont &
Hoyland, 2007).

As articulacdes ou juntas sdo unides funcionais que ocorrem entre todas as partes rigidas
do esqueleto, sejam ossos ou cartilagens e sdo consideradas componentes do sistema musculo-
esquelético. Elas permitem, ndo somente a unido entre essas estruturas, mas também a
mobilidade entre essas partes. O termo sinfise, de origem grega, significa “crescendo junto”, é
uma denominag¢do bastante apropriada para descrever a articulacdo que estd localizada na
confluéncia dos ossos pubicos (Gamble et al., 1986; Gray, 1988). A classificacdo anatomica da
articulacdo entre ossos pubicos € varidvel entre mamiferos bem como depende da espécie, idade,
sexo e estagio reprodutivo do individuo estudado (Ortega et al, 2003).

A sinfise pubica de camundongos € uma articulagdo ndo sinovial e anfiartrodial na qual os
0ssos pubicos sdo conectados por um disco fibrocartilaginoso situado entre dois coxins de
cartilagem hialina (Gamble et al, 1986). Esta estrutura € revestida dorsal e ventralmente por
tecido conjuntivo denso que se continua com o periconcondrio das cartilagens. O conjunto
confere grande estabilidade a articulacdo. A sinfise pubica € importante por que mantém a
integridade mecanica da regido pélvica e, como a maioria das articulacdes, serve como uma
barreira a invasao tumoral (Gamble et al, 1985).

Os tecidos musculo-esqueléticos estdo em constante remodelacdo, e até o que se sabe,
cada um deles apresenta uma populacdo de células-tronco que permite a regeneracdo e o reparo

destes tecidos durante a vida dos organismos (Freemont & Hoyland, 2007).
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1.2  ASPECTOS MORFOLOGICOS E BIOQUIMICOS DO RELAXAMENTO
INTERPUBICO DE CAMUNDONGO DURANTE A PRENHEZ E POS-PARTO

O relaxamento da regido pubica durante a gestacao foi documentado pela primeira vez por
Le Gallois em 1812, que percebeu que as cabecas dos fetos de cobaia eram aproximadamente
duas vezes maiores do que o canal pélvico da mde e que a passagem segura dos fetos por este
canal decorria da formacdo de um ligamento extensivel entre os dois ossos pubicos. (Thoms,
1936).

De fato, durante a prenhez a separacdo dos ossos pélvicos se faz necessdria para a
passagem segura dos fetos pelo canal de parto em cobaias e camundongos (Talmage, 1947 a-b;
Hall, 1947; Ham, 1972). Para isso, os tecidos que compdem a sinfise pibica passam por intenso
processo de remodelacdo durante o periodo gestacional e logo apds o parto. Em algumas espécies
de mamiferos, especialmente camundongos (Hall, 1947; Crelin, 1969), cobaias (Talmage, 1947)
e morcegos (Crelin, 1969), ocorre uma “transformagdo” da sinfise pubica em um ligamento
extensivel, caracterizado tanto pela deposicdo de matriz extracelular, quanto pela expansdo e
diferenciacdo de populagdes celulares do tecido conjuntivo. As modificacdes da sinfise nestes
modelos compreendem a separacdo dos ossos pubicos, induzida especialmente pelo estrogeno, e
o relaxamento da regido central fibrocartilaginosa, atribuido a relaxina (Sherwood, 2005).

Inicialmente neste processo as extremidades mediais dos o0ssos puibicos e 0s coxins
cartilaginosos sdo parcialmente reabsorvidos. Nessas condigdes os condrocitos e fibroblastos da
sinfise secretam quantidades crescentes de componentes de matriz. Ao mesmo tempo inicia-se a
deposicdo de fibras coldgenas altamente organizadas, ao longo do eixo da sinfise, formando um
ligamento interpubico (Hall 1947; Pinheiro et al, 2004). Estudos morfologicos € morfométricos
dessa regido em camundongos mostram que, durante a prenhez, a transicdao fibrocartilaginosa
passa por transformacdes radicais, come¢ando por uma estrutura de 0,2mm e alcangando 3mm no
final do periodo gestacional (Talmage, 1947 a-b; Hall, 1947; Frieden & Hisaw, 1953; Storey,
1957; Krock et al., 1958; Schwabe et al., 1978; Whal et al., 1977; Sherwood, 1994).

Andlises histologicas das alteracdes que ocorrem na sinfise pubica de camundongos
prenhes sugerem que os condrocitos da sinfise pubica ndo correspondem a células fixas e

completamente diferenciadas, mas estejam submetidas a um estado de modulacido. Além disso,
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acredita-se que sob determinados estimulos hormonais, os condrécitos possam ser revertidos a
um estado semelhante de fibroblastos ou de células mesenquimais (Crelin, 1969).

A formacdo do ligamento interpubico tem sido relacionada essencialmente a um processo
de crescimento primério, no qual as células condrogénicas que saem de suas lacunas e os
fibroblastos resultantes se arranjam de forma transversal ao longo do eixo das fibras coldgenas
(Crelin, 1969; Moraes et al., 2004). Ap6s o parto, ocorre uma nova reorganizacdo do tecido
interptibico, que resulta na involucdo do ligamento e no crescimento de um tecido
fibrocartilaginoso. Ambos os periodos de remodelacdo tecidual envolvem grandes modificagdes
da matriz extracelular e de seus componentes, alterando a composicdo e estrutura dos
componentes colagénicos (Pinheiro et al., 2004), bem como a concentra¢do e a disposicao das
proteoglicanas e glicosaminoglicanas (Pinheiro et al., 2003 & 2005), das fibras elasticas e dos
elementos do citoesqueleto (Moraes et al., 2004). A remodelacdo tecidual também envolve um
balan¢o dindmico entre proliferacdo e morte celular programada (Veridiano et al., 2007).

Sabe-se que combinagdes de estrégeno e relaxina desempenham um papel central nas
mudancas quimicas e morfoldgicas que acontecem na sinfise pubica, cérvix, tutero e nas glandulas
mamdrias durante a prenhez (Sherwood, 1994, para contribuigcbes originais). A matriz
extracelular desses tecidos também € susceptivel a profundas mudangas, dentre as quais estdo a
remodelagdo e degradacdo das fibras coldgenas, causadas pela acdo de proteases — principalmente
metaloproteinases (Rosa et al., 2008) - aumento na concentracdo de polissacarideos hidratados,

alteracdes no metabolismo de proteoglicanas e na tomada de dgua (Pinheiro et al., 2004-2005).

1.3 BIOATIVIDADE DAS CELULAS DA SINFISE PUBICA

O emprego de tragcadores radioativos, in vitro, demonstrou que tanto os condrdcitos e
fibrocondércitos das porcoes cartilaginosas (McMurtry et al., 1978) quanto os fibroblastos do
ligamento interpubico (Samuel et al., 1996; Kapila et al, 2008) expressam grande nimero de
receptores para relaxina-2. Além disso, foi demonstrado que as células que apresentam maior
nimero de receptores para relaxina também apresentam grande nimero de receptores o para
estrégeno. Assim como o estrogeno, a relaxina € conhecida por ser um importante mediador da

remodelacdo da matriz extracelular (Kapila et al, 2008). Ela age através da alteracdo da
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concentragdo e organizacdo de moléculas chave da matriz, da modulacdo de sua sintese, ou do
aumento de sua degradacdo, associada a ativagcdo da expressao de MMPs (Bani, 1997).

Postula-se que a relaxina atue de maneira pardcrina no trato reprodutivo, causando
remodelagdo do coldgeno durante a prenhez (Bateman et al, 1998). Estudos in vitro de
fibroblastos de derme humana sob efeito de um homoélogo da relaxina favorecem a idéia de que
esse hormonio atue sobre o coldgeno (Bateman et al., 2009). A relaxina age como um potente
modulador de fibroblastos, diminuindo significativamente a expressdo do coldgeno e, desta
forma, contribui para a sua remodelacdo. A adi¢do de relaxina a estas células aumenta os niveis
de RNAm e das enzimas colagenases e diminui a concentracdo dos inibidores de MMPs;
consequentemente, hd queda da sintese e secrecdo do coldgeno (Bateman et al., 1998).

Além disso, durante o processo de remodelacdo que ocorre na sinfise durante a prenhez,
os fibroblastos do ligamento interpubico passam a expressar grandes quantidades de a-actina de
musculo liso, assumindo caracteristicas fenotipicas de células semelhantes a miofibroblastos
(Moraes et al., 2004). A diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos acontece da seguinte
maneira: para repovoar tecidos danificados, os fibroblastos adquirem um fendtipo migratério
através do desenvolvimento de novo de “pacotes” contréteis. Essas fibras de stress in vivo sio
inicialmente compostas por actinas citoplasmaticas e geram forcas de tracdo relativamente fracas
(Hinz et al., 2007). Estas células passam entdo a serem denominadas proto-miofibroblastos
(Tomazek et al, 2002) . A aquisicdo de aparatos contréteis ocorre em resposta a mudangas na
composi¢do, organizacdo e propriedades mecanicas da matriz extracelular (Hinz & Gabbiani,
2003b), e as citocinas liberadas no local por células inflamatdrias e residentes (Werner & Groose,
2003). Com o aumento do stress na MEC gerado por sua prépria atividade de remodelacdo, os
“proto-miofibroblastos” tranformam-se em “miofibroblastos diferenciados” que passam a
expressar o-actina de musculo liso (a(SMA) o marcador mais utilizado para sua caracterizagdao. A
expressdo de aSMA ¢ precisamente controlada pela acdo conjunta de fatores de crescimento
(como o TGFp1), por proteinas especializadas da MEC bem como pela expressio de variantes do
splicing da fibronectina, e do microambiente mecanico. A incorpora¢do de aSMA nas fibras de
stress aumenta significativamente a atividade contrétil de fibroblastos, e marca a fase contrétil da
remodela¢do do tecido conjuntivo (Hinz et al., 2007).

Reconhecidamente, a remodelagcdo de 6rgaos pélvicos durante a prenhez esta intimamente

relacionada a patologias no sistema urogenital durante o processo de envelhecimento,
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particularmente no que diz respeito as falhas na homeostase de componentes da matriz
extracelular (Liu et al., 2004). Portanto, estudos que enfoquem o comportamento de condrdcitos e
fibroblastos, durante as extensas transformacdes pelas quais passam a sinfise pubica, podem
contribuir para o conhecimento de aspectos da modulacdo celular no tecido conjuntivo que

ocorrem em 6rgdos do aparelho reprodutor.

1.4 EXPRESAO DAS GALECTINAS NO SISTEMA MUSCULO-ESQUELETICO

Dentre as varias moléculas que exercem importante papel na interacdo célula matriz do
tecido conjuntivo se destacam as galectinas, incluidas dentre as lectinas, de origem animal
(Friedrichs et al., 2008). Elas sdo definidas por seqiiéncias de aminoécidos altamente conservadas
evolutivamente e por reconhecerem [-galactosideos (Barondes et al., 1994b). Sao encontradas
desde em espongidrios, fungos, nematdides, insetos, vertebrados- inclusive em mamiferos
(Hirabayashi, 1997)-, e foram identificadas mesmo em virus (Cooper et al., 1999). Sao
encontradas na superficie celular e na matriz extracelular (Hughes, 1999), bem como no
citoplasma e nucleo das células (Li et al., 2006; Davidson at al., 2002)

Os membros da familia das galectinas compartilham uma seqiiéncia cerne que consiste de
aproximadamente 130 aminodcidos, que constituem o dominio de ligac@o a agucares que contém
B-galactosideos. Estudos cristalograficos determinaram a estrutura da maioria das galectinas
como apresentando dobramento globular constituido de duas folhas B-pregueadas. Cada uma
dessas folhas é formada por cinco e seis fitas antiparalelas (Rini & Lobsanov, 1999; Houzelstein
et al.,, 2004). A ampla distribuicdo das galectinas, tanto em relacdo as espécies, quanto aos
tecidos, sugere que elas desempenham diversos papéis nos organismos.

A comparagcdo entre as seqiiéncias polipeptidicas das diferentes galectinas sugere a
divisdo dessas glicoproteinas em subfamilias, baseadas no conteido e na organizacdo dos seus
dominios (Hirabayashi et al., 2002). A familia das galectinas compreende cerca de 14 membros,
dentre os quais os mais bem estudados sdo as galectinas 1 e 3. As galectinas sdo conhecidas por
participarem de diversos eventos bioldgicos, como embriogénese (Van Den Brile et al., 1997) ,
adesdo e proliferacdo celular (Moutsatsos et al., 1987; Kubawara et al, 1996; Ochieng et al.,
1999) apoptose (Yang et al., 1996; Akahani et al., 1997; Kim et al., 1999; Mataresse et al., 2000
Lin et al., 2001; Moon et al., 2001), splicing de mRNA (Dagher et al., 1995; Mathieu et al.,
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2005), colonizagao bacteriana e modulacao da resposta imune (Lippert et al., 2008). Além disso,
as galectinas desempenham papéis importantes em varios estados patolégicos, incluindo doengas
autoimunes, reacOes alérgicas, inflamagdo (Frigeri et al.,, 1993; Almkvist & Karlsson, 2004),
progressao tumoral (Honjo et al., 2000; Mathieu et al., 2005), aterosclerose e complicagdes do
diabetes (Nakahara et al., 2007)

Dentre as galectinas, a galectina-3 tem sido a mais estudada, devido aos seus diferentes
papéis nos tecidos conjuntivos (Catt & Harrison, 1985) A molécula de galectina-3 € um
mondémero de aproximadamente 31kDa (Rini & Lobsanov, 1999). E uma glicoproteina solivel,
de ampla distribuicao tecidual, sendo encontrada na pele, epitélio do trato respiratério e digestivo,
em tdbulos renais, em cardiomidcitos, em condrdcitos hipertréficos, no figado, mondcitos,
macréfagos, em fibroblastos e em uma grande diversidade de tumores (Van den Briile et al, 1997,
Colnot et al, 1999, 2001, Inohara et al, 1998).

O gene da gal-3 é composto por seis éxons e cinco introns (human locus 14q21-22). O
exon I codifica a maior parte da seqiiéncia 5° de RNAm nio traduzida. O éxon II contém a outra
por¢do da seqii€ncia 5’ ndo traduzida, além do sitio de iniciacdo de traducdo da proteina e os
primeiros 6 aminodcidos, incluindo a metionina inicial. A seqiiéncia repetitiva do produto génico
N-terminal € codificada pelo exon III. Os éxons IV, V e VI codificam a por¢do C-terminal da
proteina (Yang et al., 2008; Stock et al., 2003).

A estrutura da galectina-3 parece unica entre todas as galectinas dos vertebrados. Ela é
uma proteina quimérica constituida por uma unica cadeia polipeptidica que forma trés dominios
distintos: um pequeno dominio amino-terminal composto por 12 aminodcidos responsavel pelo
enderecamento celular; um dominio semelhante a cadeia o; do coldgeno do tipo II, contendo
repetitivas seqiiéncias de aminoécidos ricas em tirosina, prolina e glicina, que serve como
substrato para a acdo de metaloproteinases da matriz (gelatinases, MMP-2 e MMP-9 e
colagenase-3, MMP-13) e um dominio carboxi-terminal com uma estrutura globular ligante de
carboidrato (Yoshii et al, 2002, Ochieng et al, 1998).

O dominio N-terminal € altamente conservado entre as moléculas de galectina-3 isoladas
de diferentes espécies. Além disso, a seqiiéncia de aminodcidos apresenta cerca de 25% de
homologia com algumas ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs), o que
corresponde ao mesmo grau de homologia que as hnRNPs apresentam entre si (Barboni et al.,

2000) Apesar do dominio N-terminal nd3o apresentar atividade de reconhecimento de
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carboidratos, ele € essencial para a completa atividade biolégica da galectina-3 (Barboni et al.,
2000) Este dominio é reconhecido por ser responsdvel pela formagcdo de homodimeros,
pentameros (Yang et al, 2008a) ou hexdmeros (Almkvist & Karlsson, 2004). Gong e
colaboradores (1999) afirmam que a delecdo da porcao NH; da galectina-3 estd relacionada a
perda da localizacdo intranuclear desta proteina.

O dominio C-terminal, composto por cerca de 130 aminodcidos formando uma estrutura
globular, acomoda todo o sitio de ligacdo a carboidratos, sendo responsdvel pela atividade de
lectina da galectina-3 (Seetharaman et al., 1998., Hsu et al., 1992) Estudos recentes, obtidos por
ressonancia nuclear magnética sugerem uma provavel interacdo entre o dominio N-terminal e o
sitio de reconhecimento de carboidratos da galectina-3 (Yang et al.,, 2008). No dominio C-
terminal da galectina-3 existe uma seqiiéncia NWGR (Asp-Trp-Gly-Arg). Esta seqiiéncia também
¢ encontrada na familia Bcl-2 de repressores de apoptose, e € responsdvel pela homo e
heterodimerizacdo dos polipeptideos. A galectina-3 interage com a Bcl-2 e exibe atividade anti
apoptoética (Yang et al., 1996, Yang et al., 2008)

Por conter um sequéncia de ligagdo a carboidratos, a gal-3, assim como muitos outros
membros da familia das galectinas, age como um receptor para ligantes contendo especialmente
seqiiéncias de poli-N-acetillactosaminas, que, por sua vez, consistem em muitas unidades
dissacaridicas:de N-acetilglicosaminas unidas por ligacdo B1,3 a residuos de 1,4 galactose. A
molécula de gal-3 também parece ter afinidade por residuos de acticares complexos, como dcido
acetil neuraminico e fucose, quando unidos as caudas de poli-N-acetillactosaminas (Houzelstein
et al., 2004

A molécula de galectina-3 pode ser fosforilada nos residuos de serina 6 e 12. A
localizag@o subcelular desta galectina esta correlacionada com a sua fosforilagao (Mathieu et al.,
2005).A galectina-3 fosforilada em sua por¢do N-terminal pode ser encontrada tanto no
citoplasma quanto no nucleo, enquanto que a sua forma ndo fosforilada é exclusiva do nicleo
(Gong et al., 1999). Isso sugere que a fosforilacio pode ser necessdria para o transporte da
galectina para o nucleo (Cowles et al, 1990). A galectina-3 humana é fosforilada pela caseina-
quinase apenas em sua serina-6, e a fosforilacdo reduz significativamente a sua habilidade de
ligacdo por seus ligantes, o que implica que a fosforilagdo funciona como uma forma de

regulacdo da ligacdo da galectina-3 (Yoshii et al., 2002). As diversas fungdes da galectina-3
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parecem estar associadas aos seus ligantes presentes nos diferentes tipos celulares e tecidos (Melo
et al., 2007).

A galectina-3 ¢ sintetizada nos polirribossomos livres do citoplasma e ndo apresenta
seqiiéncia sinal de translocacdo para o reticulo endoplasmético (Mehul & Hughes, 1997). Apesar
de ndo atravessar a rota reticulo/Golgi, existe abundante evidéncia da existéncia de gal-3 no
ambiente extracelular. Desta maneira, as galectinas parecem pertencer a uma pequena categoria
de proteinas (que também inclui FGF-1 e -2) que sdo secretadas por mecanismos distintos
daqueles que envolvem a cléssica exocitose mediada por vesiculas (Cooper, 2002). Mehul e
Hughes (1997) sugerem que a galectina-3 seja secretada pelas células através de uma via nova e
ndo completamente entendida chamada ectocitose, que € independente da via cldssica, da qual
participam RE e Golgi. Acredita-se que a informagdo para a secrecdo por esta via ndo classica
esteja contida na por¢do N-terminal da molécula, visto que fragmentos de gal-3 que contém
apenas a porcdo C-terminal, ndo sdo secretados para o ambiente extracelular (Krzeslak &
Lipinska, 2004).

Estudos imunoshistoquimicos demonstraram que o primeiro passo para a secre¢ao de gal-
3 € o seu acimulo na porcdo citoplasmatica da membrana plasmatica. Este passo é fortemente
ativado por proteinas ‘“heat-shock™ e ion6foros de célcio. Sugere-se que a transferéncia da
proteina para os dominios da membrana € mediada pelas proteinas ‘“heat-shock™ e outras
chaperonas moleculares, o que poderia ser um determinante para um aumento de secrecao em
altas temperaturas. No entanto o passo mais importante para a secrecao desta proteina parece ser
a captura desta pelos dominios de membrana. O préximo passo para a secre¢do da gal-3 € o
estrangulamento de evaginacdes de dominios de membrana e a liberacdo de vesiculas no
ambiente extracelular, sendo que dentro destas vesiculas as moléculas de galectina-3 estdo
protegidas contra protedlise. A microscopia eletronica demonstrou que estas vesiculas sdo
pequenas (medindo aproximadamente 0.5 pum) e morfologicamente heterogéneas (Hess et al.,
1999; Gasser et al., 2003; Pilzer et al., 2005; Stein & Luzio, 1991; Lee et al., 1993).

A localizagdo intracelular da galectina-3 esta diretamente ligada ao seu papel na regulagcdo
do “splicing” nuclear do pré-mRNA e na protecdo contra a apoptose. Por outro lado, sua
localizagdo extracelular na superficie celular e no ambiente extracelular demonstra a sua
participacao na adesdo célula-célula e célula-matriz. (Hubert et al, 1995; Yoshii et al, 2002). A

aplicagdo da protedmica em dois estudos recentes identificou a Gal-3 como componente de
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fagossomos em macréfagos e exossomos em células dendriticas. Quando presente em
fagossomos, a Gal-3 parece ndo estar envolvida na via endossdmica lisossdmica, mas sim com 0s
mecanismos de apoptose. Ela também parece estar envolvida com apoptose quando encontrada
em exossomos, que sdo pequenas vesiculas imunoestimuladoras apresentadoras de antigenos,
secretadas por vdrios tipos celulares, como por exemplo, as células dendriticas (Liu et al., 2002)
Esta molécula também pode ser encontrada na superficie celular e na matriz extracelular. Uma
vez secretadas, elas passam a funcionar como citocinas ou como moduladoras da fun¢do de
citocinas (Oliveira et al., 2007) e ainda podem interagir com diversas moléculas da matriz como
laminina (Ochieng and Warfield), elastina (Ochieng et al., 1999), fibronectina (Sasaki et al.,
1998), e glicoproteinas de superficie celular, incluindo integrinas (Fukumori et al., 2003) CEA
(Cvejic et al., 2000), CD66 (Feuk-Lagerstedt et al., 1999) e 90/Mac-2BP (Inohara et al., 1996)
participando dos processos de reconhecimento celular (Yang & Liu, 2003; Dumic et al.,
2006;Villa-Verde et al 1995 — 2002). As galectinas presentes no nicleo, estariam envolvidas com
o splcing de pré-mRNA (Mathieu, et al. 2005), formacao do spliceossomo (Wang et al, 1995) e
sintese de DNA (Hirabayashi, 2004; Patterson et al, 2004; Inohara et al, 1998).

No processo inflamatério, bem como em reagdes alérgicas agudas, a galectina-3
extracelular é reconhecidamente uma molécula com atividade proinflamatdria potente (Frigeri et
al., 1993; Almkist and Karlsson, 2004). Essa molécula € expressa em vérias células inflamatorias,
incluindo mastdcitos, neutréfilos, macréfagos e eosinédfilos (Colnot et al., 1998; Hsu et al., 2000;
Gil et al., 2006) Ela estimula a produgdao de superéxidos pelos neutréfilos, potencializando a
producdo de IL-1 induzida por LPS pelos mondcitos, € promove a quimiotaxia dessas células
(Mandrell et al., 1994; Mey et al., 1996).

Observou-se que a galectina-3 pode afetar os estromas celulares de células tumorais,
criando um micro-ambiente favordvel a proliferacio celular, o que poderia implicar nos
mecanismos de metdstase (Inohara et al, 1998, Hirabayashi, 2004, Brustmann, 2008). Além disso,
essa molécula estd envolvida nos processos de adesdo homotipica de células tumorais e na
promogao da adesdo de neutr6filos a laminina (Van den Brile et al., 1995). Em um trabalho sobre
carcinoma de ovdrio, Brustmann (2008) avalia a imunoexpressdo de galectina-3 através de
reagdes imunocitoquimicas comparando varidveis clinico-patolégicas. Ele observou que a
galectina-3 esta especialmente localizada no citoplasma das células cancerosas e relaciona essa

localizacdo da galectina com a agressividade tumoral no ovrio.
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Em um estudo sobre fibrose hepdtica, Freemont e Hoyland (2007) afirmaram que a
galectina-3 estd diretamente envolvida na ativagdo de miofibroblastos. TGF-B é considerado o
principal fator de promog¢do do desenvolvimento de miofibroblastos, através da inducdo da
expressao de a-SMA (Desmouliere et al., 1993; Ronnov-Jessen and Petersen, 1993), da expressdo
de proteinas da MEC (Werner & Grose, 2003), e de um grande nimero de proteinas do
citoesqueleto que constroem o aparato contratil dos miofibroblastos (Malmstrom et al.,2004).
Desta forma parece que o TGF-P requer a presenca de galectina-3 intracelular para estimular a
ativacao de miofibroblastos e a produ¢do de procolageno (Hoyland et al., 2006).

De modo geral, tem sido sugerido que a expressdao da galectina-3 confere protecdo a
diferentes tipos celulares, seja permitindo sua multiplicacdo, ou conferindo resisténcia a morte
celular programada. Ela parece funcionar como molécula anti-apoptética, protegendo condrdcitos
e fibroblastos de diversos sinais de morte, como o receptor Fas, reagentes quimioterdpicos,
estaurosporina, fator de necrose tumoral, radiacdo, oxido nitrico e a perda da adesdo da célula
(Colnot et al, 1999, 2001, Yoshii et al, 2002, Inohara et al, 1998; Liu et al, 2002, Moon et al,
2001). A adesdo celular é conhecida como estratégica na protecdo conta a apoptose. Assim, a
resisténcia a apoptose, resultante da expressdao de galectina-3, pode ser potencializada pelo seu
papel facilitador de mecanismos de adesao celular.

A galectina-3 desempenha um papel de protecdo para os condrdcitos através da
manutencdo da estrutura cartilaginosa, além de ser importante para a fisiologia dos 0ssos
subcondrais. Na auséncia de Gal-3, a capacidade dos condrdcitos de sustentar uma alta taxa
metabdlica, necessdria para a manutengdo das caracteristicas da cartilagem, € enfraquecida. Essa
hipétese € reforcada pela demonstracdo de que a Gal-3 previne danos mitocondriais e a liberacao
do citocromo ¢, bem como a geracdo de espécies reativas de oxigénio. Além disso, a expressao de
Gal-3 é maior em condrdcitos de cartilagem osteoartritica do que em condrdcitos normais. Isso
pode significar que a Gal-3 funciona como um “sinal de alerta” que permite alguma preservagao
da cartilagem (Boileau et al., 2007).

Yang e colaboradores (1996) sugerem que a Gal-3 regula a sobrevivéncia celular agindo
dentro das células e interagindo com alguns componentes da via de sinalizacdo da apoptose. No
entanto, a possibilidade de que esta proteina participe de mecanismos de acdo extracelulares
ainda precisam ser descobertos. Ja foi provado que a expressdao de Gal-3 resulta em aumento de

adesdo a laminina, fibronectina e vitronectina (Neidhart et al., 2005). Sabendo que o aumento na
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adesdo celular protege as células de apoptose, a resisténcia a apoptose promovida pela
superexpressao de Gal-3 pode ser devida ao aumento na adesdo celular (Liu et al., 2002).

Estudos mostram que essa molécula pode ser encontrada na superficie de condrdcitos
maduros e hipertréficos da cartilagem articular humana (Guévremont et al, 2004). Nessa
condicdo seu dominio semelhante ao do coldgeno € um potencial substrato para acdo das
mataloproteinases, que podem estar envolvidas nos processos de remodelacdo da cartilagem.
Além disso, a galectina-3 atua na regulacio de moléculas adesivas da matriz extracelular,
interagindo com seus diversos componentes, regulando a adesdao dos condrdcitos e modificando
sinais internos (Guévremont et al, 2004, Ochieng et al, 1998).

No que diz respeito aos coxins cartilaginosos da sinfise pubica, ficou evidenciado
morfologicamente a dissolu¢do da cartilagem hialina durante a prenhez e sua reorganiza¢do no
pos-parto. Além disso, o processo de formacdo do ligamento interpibico parece envolver
mecanismos de diferenciacdo e desdiferenciacdo celulares. No entanto, desconhecem-se os
mecanismos envolvidos na manutencdo de tipos celulares que possam dar suporte a tal
reorganizacdo durante a prenhez e no pds-parto. Tendo em mente as fungdes pleiotrdpicas da
familia da galectinas, particularmente da galectina-3, o presente projeto se propde a estudar, por
métodos imunoquimicos, a expressdo desta glicoproteina na sinfise pubica de camundongos e

deste modo evidenciar seu papel nos processos de remodelacao desse tecido durante a prenhez.
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2. OBJETIVOS:
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Este trabalho teve como objetivo a caracterizacdo e quantificacdo da galectina-3 nas
diferentes populacdes celulares que compdem a sinfise pubica durante a prenhez, relacionando
sua presencd e localizagdo tecidual aos processos que ocorrem durante a remodelacdo desta

articulacdo neste periodo.
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3. MATERIAIS E METODOS:
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Para este trabalho, foram utilizados camundongos Mus musculus da variedade Swiss,
obtidas do Laboratério Centro Multidisciplinar para Investigagio Biolégica na Area da Ciéncia
em Animais de Laboratério (CEMIB/UNICAMP), de ambos os sexos, com aproximadamente 3 a
5 meses de idade. Esses animais foram mantidos no biotério do Departamento de Histologia e
Embriologia da Universidade Estadual de Campinas, em um ambiente de temperatura controlada
(25 £ 2 °C constantes) e expostos a luz por um periodo didrio de 12 horas (7:00 - 19:00 h),
recebendo ra¢do comercial e dgua ad libitum.

Grupos de cinco camundongos fémeas virgens foram colocados em gaiolas junto a
machos férteis de mesma linhagem e o tampdo vaginal foi observado todas as manhas durante o
periodo de acasalamento. A manhd de deteccdo do tampdo vaginal foi considerada como o
primeiro dia de prenhez (D1). A coleta de sinfises e ligamentos interpubicos dos cinco animais de
cada grupo foram realizadas nos 12° (D12), 15° (D15), 18° (D18) e 19° (D19) dia de prenhez e no
3° (3DP) e 5° (5DP) dia pés-parto. Um grupo de cinco animais virgens nos quais foi detectada a
fase de estro (Shorr, 1941) foi utilizado como controle. Todos os procedimentos envolvendo
animais foram conduzidos sob protocolos aprovados pelo comité de ética em experimentacao

animal.

3.1 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO CONVENCIONAL

Duas fémeas foram utilizadas para cada grupo experimental. Apds a coleta da sinfise
pubica e/ou ligamento interpubico, estes foram imersos em solu¢do fixadora de Paraformaldeido
4% em tampao fosfato 0.1M, durante uma noite (12 ou 16 horas) em geladeira. O material foi
entdo desidratado em série crescente de etanol, diafanizado em xilol e embebido em parafina.
Cortes de 5 um foram obtidos em micrétomo rotativo e coletados em laminas previamente
silanizadas.

Os cortes foram entdo desparafinizados, hidratados e corados pela técnica do Tricromico
de Masson.

Os preparados histolégicos foram observados em microscépio de luz comum Eclipse ES00
(Nikon, Japdo), e as imagens foram capturadas e analisadas com o programa Image Pro Plus

(Media Cybernetics, EUA).
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3.2 METODO IMUNOPEROXIDASE INDIRETA

Cinco fémeas foram utilizadas para constituir os grupos de animais virgens, dos diferentes
dias da prenhez e pos-parto para os ensaios de Imunoperoxidase. As amostras foram processadas
de acordo com a seqiiéncia descrita no item 3.1.

Ap6s desparafinizacdo, com intuito de promover a exposicdo de epitopos incubaram-se os
preparados histoldgicos em tampao citrato de sodio (0.01M pH6. 0), submetendo-os a dois ciclos
de 1 minuto de exposicdo em microondas, em poténcia alta (Modelo NN 7809-BH, Panasonic do
Brasil Ltda., Brasil), interrompidos por ciclos de igual duragdo. Apds lavagem em PBS (0.01M
pH 7.4) com intuito de bloquear a peroxidase enddgena incubaram-se os cortes em solug¢do 0.3%
de H>O, em PBS (0.01M pH 7.4) durante 30 minutos a temperatura ambiente. O bloqueio de
virtuais reacdes inespecificas foi feito utilizando-se solucdo de BSA 1% em PBS (0.01M pH 7.4)
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se a incubacdo com anticorpo primario
monoclonal anti-galectina-3 (IgG de rato obtido a partir de hibridoma secretor de Anticorpo anti
galectina-3 — TIB 166, M3/38- produzido no Laboratério de Oncologia Experimental, Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo— gentilmente cedido pelo Professor Roger Chammas -
FMUSP) preparados em dilui¢des 1:160 em tampao PBS pH 7,4 contendo 1% de BSA incubados
durante uma noite em ciAmara umida a 4°C; Alguns cortes foram utilizados como controle
negativo da reacdo e para isso, ao invés de solug@o de anticorpo, foram incubados apenas com a
solu¢do na qual o anticorpo foi diluido.

ApOs esta etapa os cortes foram lavados e incubados com o anticorpo secunddrio (anti-
imunoglobulinas de rato — Dako Corporation, CA, USA) conjugado a peroxidase, diluido na
concentragdo de 1:200, durante 1 hora a temperatura ambiente, em cidmara timida. Posteriormente
os preparados foram entio incubados em solu¢do contendo o conjugado marcador streptoavidina-
peroxidase (LSAB-2; kit Dako) na dilui¢do1% em TBS 0,05M pH7.4. A reacdo foi revelada em
solu¢do reveladora de peroxidase contendo 0.05% de DAB (Sigma Company, St. Louis, USA) e
0.03% de H,0, diluidos em TBS (0.05M pH 7.4). Apés a revelagdo os cortes foram contra-
corados em Verde de Metila (pH 4.4), desidratados em acetona, diafanizados em xilol e montados
em Entelan.

Os resultados foram observados em microscépio de luz comum Nikon Eclipse E800, e as

imagens foram capturadas e analisadas com o programa Image Pro Plus.
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3.3  METODO DE IMUNOFLUORESCENCIA

Para esta reacdo, as por¢cdes mediais da sinfise pibica ou ligamento interptibico de cinco
fémeas para cada grupo foram fixados em Metacan (metanol/cloroférmio/acido acético glacial)
durante 24h em geladeira. Apds fixacdo as amostra de tecidos foram embebidas em parafina
conforme descrito no item 3.1. Os preparados histolégicos obtidos foram tratados para exposicao
de epitopos e incubados com anticorpos primérios monoclonais anti galectina-3 e anti-alfa actina
de musculo liso, obtido em rato (Sigma) preparados em diluicdes 1:160 e 1:200 de modo
semelhante aquele descrito no item 3.2.

Ap6s 16 horas os anticorpos primdrios foram revelados com emprego dos anticorpos
secunddrios; anti rato obtido em coelho e conjugado ao fluorocromo FITC, e anti-camundongo
obtido em cabra e conjugado com biotina, para revelacido anticorpos primdrios monoclonais anti
galectina-3 e anti-alfa actina, respectivamente. Os conjugados empregados foram diluidos na
concentracdo 1:200, em PBS/BSA 1%, e os preparados foram incubados durante uma hora, em
camara Umida, a temperatura ambiente. Os preparados incubados com anticorpos secunddrios
biotinilado foram posteriormente tratados com solucdo de Texas Red-streptoavidina (Sigma
Company) na dilui¢io 1:100, por 45 minutos, em temperatura ambiente. Apds lavagem em PBS
0.01M pH 7.4, os cortes foram expostos a solu¢do de DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol) para
coloragdo dos nicleos, diluida na concentracao 1:600, em PBS 0.01M pH 7.4, durante 5 minutos,
a temperatura ambiente, no escuro. Seguiu-se uma lavagem em PBS 0.01M pH 7.4, e as laminas
foram montadas em Vecta Shield.

Os resultados foram observados em microscépio de luz comum Nikon Eclipse E800, e
Microscépio de varredura laser confocal LSM 510 da Zeiss (Zeiss Alemanha). As imagens foram

capturadas e analisadas com o programa Image Pro Plus.

34 CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA DE PROTEINAS PELA TECNICA DE
WESTERN BLOTTING

Cinco fémeas foram utilizadas para cada grupo experimental. Apds o sacrificio, as sinfises foram

retiradas e o material foi fixado por congelacdo em nitrogénio liquido e mantido sob refrigeracdao
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a -80°C até a realizacdo do processamento. No dia do procedimento uma sinfise de cada grupo foi
levada a uma solu¢do tampao para extracdo de proteinas. As amostras foram sonicadas e
centrifugadas em 3000RPM a -4°C por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi retirado e uma
porcao deste foi utilizada para a quantificacdo de proteinas da amostra pelo método de Bradford,
utilizando-se de curva padrio, solu¢des de 0 a 100% de BSA. Apds leitura da absorbancia em
espectofotdmetro, calculou-se a quantidade de proteinas em cada uma das amostras Seguiu-se
entdo uma corrida eletroforética (SDS—PAGE) em gel 12.5%. Um slot foi utilizado para cada
grupo experimental e cada um deles recebeu 25ug de proteina dissolvidas em tampao de amostra.
A técnica de eletroforese foi realizada em amperagem constante de 25mA por 25 minutos e
35mA por aproximadamente 45 minutos. Seguiu-se a este procedimento a transferéncia de
proteinas do gel para uma membrana de PVDF durante 2 horas sob amperagem constante de
220mA, em banho de gelo.

A membrana resultante foi entdo lavada em tampao TBS-T e os sitios inespecificos foram
bloqueados em solucdo de TBS-T/BSA 1% durante 1 hora em temperatura ambiente, sob
agitacdo. Apds lavagem, as membranas foram entdo incubadas em anticorpo primario
monoclonal anti galectina-3 (IgG de rato obtido a partir de hibridoma secretor de Anticorpo anti
galectina-3 — TIB 166, M3/38- produzido no Laboratério de Oncologia Experimental, Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo— gentilmente cedido pelo Professor Roger Chammas
—-FMUSP), preparado na dilui¢do 1:1000 em TBS-T/BSA 1%, overnight, em geladeira, sob
agitacdo constante. Na manha seguinte, apds lavagem em tampdo, as membranas foram
incubadas em anticorpo secunddrio (anti-imunoglobulinas de rato - Dako) conjugado a
peroxidase, diluido na concentragdo de 1:1000, durante 1 hora a temperatura ambiente, sob
agitacdo constante. Apds esse procedimento, as membranas foram lavadas em tampdo e
incubadas em solu¢do contendo o conjugado marcador streptoavidina-peroxidase (LSAB-2; kit
Dako Corporation, CA, USA) na diluicdo 0.1% em TBS-T. A reagdo foi revelada em solucao de
peroxidase contendo 0.05% de DAB (Sigma Company, St. Louis USA) e 0.03% de H,O, diluidos
em TBS (0.05M pH 7.4). As membranas foram entdo fotografadas e as bandas foram
quantificadas pelo programa UN-SCAN-IT gel 6.1 que mede a quantidade de pixels por banda.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos pela técnica de western blotting foram apresentados como médias +
desvio padrdo. A significancia da diferenca entre as médias foi medida através de andlise de
variancia (ANOVA) e teste t de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

Para obten¢@o dos resultados foram utilizadas cinco amostras independentes.
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4. RESULTADOS:
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4. 1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DOS TECIDOS QUE COMPOEM A
SINFISE PUBICA

A andlise da sinfise pubica de animais virgens ao microscopio de luz permitiu a
caracterizacdo dos componentes tipicos desta articulacdo representados por uma regido central
fibrocartilaginosa que se insere em suas extremidades em dois coxins de cartilagem hialina que,
por sua vez, se continuam nos 0ssos pubicos (Fig. 1). A regido central € envolta por um tecido
conjuntivo denso que € continuo ao pericondrio que envolve as regides de cartilagem hialina (Fig.
2). A regido de cartilagem hialina € composta por condrécitos hipertréficos, condroblastos e uma
matriz extracelular densa e baséfila. Os condrdcitos hipertréficos sdo células volumosas, com
nicleos esféricos , que quando corados pelo tricromico de Masson mostram-se corados
fortemente em roxo. Os condroblastos, por estarem localizados na por¢do mais periférica da
cartilagem, apresentam forma mais eliptica, com nucleo ovéide. A por¢do correspondente ao
pericondrio apresenta fibroblastos alongados, com nucleos de cromatina densa. Interpostos aos
condrocitos hirertoficos e condroblastos segue-se uma zona de transicdo formada por condrdcitos
nao totalmente diferenciados, arredondado e com nicleos volumosos.

A regido central é composta por uma fibrocartilagem tipica, com caracteristicas
intermedidrias entre cartilagem hialina e tecido conjuntivo denso (Fig. 2). Essa regido é
constituida por condrdcitos e células semelhantes a fibroblastos, que apresentam nucleos cujos
maiores eixos estdo orientados perpendicularmente ao maior eixo da sinfise. A matriz desta
regido é menos compacta quando comparada a cartilagem hialina e as fibras de coldgeno que a
compdem se arranjam entre as células, também acompanhando o eixo maior da sinfise.

A partir do D12 (Figuras 3, 4 e 5), torna-se evidente a presenca de um ligamento
interpibico que separa os 0ssos pubicos. A separacdo dos 0ssos que se observa no D15 (Figuras
6, 7 e 8) da prenhez ¢ marcada pela reabsor¢do gradual das porcdes cartilaginosa e dssea da
sinfise, desdiferenciacdo de alguns condrdcitos, contribuindo para o aumento da zona de
transi¢do fibrocartilaginosas entre os coxins cartilagem hialina (Figura 7). As células da zona de
transicdo assumem aspecto mais alongado, semelhante ao de fibroblastos da regido central. Esta
por sua vez apresenta matriz extracelular de composi¢do semelhante a do ligamento, onde a
matriz € menos compacta e apresenta fibras coldgenas tipicas. As células mais abundantes desta

regido tém fendtipo semelhante ao de fibroblastos, com forma alongada (Figura 8). No D15 da
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prenhez as células do ligamento em formagdo se dispdem com o seu maior eixo paralelo ao eixo
do ligamento. As fibras coldgenas da matriz,sdo dispostas de maneira mais frouxa, sendo que é
possivel observar o “crimp” destas fibras.

No D18 de prenhez sdo marcantes os aspectos morfolégicos que podem ser associados ao
relaxamento do ligamento interpibico (Figuras 9,10 e 11). No final da prenhez os coxins
catilaginosos mostram aspectos residuais, se comparados aos de animais virgens, porém ainda
apresentam volumosos condrdcitos hipertroficos, inseridos em uma matriz territorial baséfila. No
final da prenhez nao é possivel a observacdo de uma zona de transicao fibrocartilaginosa tipica,
pois, nesta fase, a maioria das células desta regido assume aspecto alongado semelhante ao de
miofibroblastos tipicos arranjados entre fibras de coldgeno de aspecto esgarcado. A regido central
apresenta menor densidade celular. Na matriz € possivel a observacdo do ‘“crimp” das fibras
colagenas, que dao ao tecido um aspecto ondulado.

No D19 de prenhez, que corresponde ao dia do parto, o relaxamento do ligamento
interpubico atinge o grau mdximo o qual pode ser associado aos aspectos tipicos de reabsor¢do de
estruturas cartilaginosas e a um maior esgarcamento da matriz extracelular do ligamento (Figuras
12, 13 e 14).

No 3DP podem-se notar aspectos da remodelacdo que podem ser associados ao inicio da
involug@o do ligamento interpubico (Figuras 15 e 16). A regido correspondente aos coxins de
cartilagem hialina, existentes nos animais virgens e notados até o D12, volta a se organizar e
apresentar condrdcitos hipertréficos na transicdo desta regido. Embora neste periodo ainda nédo se
observe uma transicdo fibrocartilaginosa tipica, nota-se que algumas células da regido
cartilaginosa assumem um aspecto mais arredondado, tipico dos condrécitos ndo totalmente
diferenciados desta regido. A regido central passa a ser composta por um tecido mais celular e
mais compacto do que aquele presente antes do parto.

No 5DP (Figuras 17 e 18), a articulagc@o volta a ter caracteristicas morfologicas que se
assemelham as do DI12. A regido central mostra aspectos e arranjo de células e matriz
extracelular com caracteristicas de fibrocartilagem. As células semelhantes a miofibroblastos dao
lugar a células cujo fendtipo se assemelha a fibroblastos e condrdcitos levemente alongados. A
zona de transi¢do fibrocartilagem-cartilagem hialina ainda ndo se apresenta definida de modo
semelhante. A regido de cartilagem hialina parece completamente recomposta passando a revestir

novamente a por¢do ventral dos ossos pubicos.
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4. 2. A GALECTINA-3 ESTA PRESENTE EM TODOS OS TIPOS CELULARES QUE
COMPOEM A SINFISE PUBICA E O LIGAMENTO INTERPUBICO DURANTE O
PERIODO ESTUDADO

A técnica de imunoperoxidase revelou que a galectina-3 estd presente em todos os tipos
celulares dos tecidos que formam a sinfise pibica e o ligamento interpibico dos animais
estudados, porém existe um padrdao de distribuicdo e localiza¢do desta glicoproteina de acordo
com o periodo da gestacdo em questao.

Em animais virgens (Figuras 19-24) observou-se marcacio positiva para galectina-3 em
grande parte dos condrdcitos hipertréficos, localizados nos coxins de cartilagem hialina (Figura
19). Nesta regido a marcagdo aparecia distribuida por todo o citoplasma das células, e as vezes,
no nucleo. Nao houve marcacao extracelular nesta regido. Também ndo foi observada marcacdo
positiva no citoplasma dos condrdcitos das regides periféricas da cartilagem hialina em contato
com o pericondrio (Figura 20). Na zona de transi¢do a marcacdo positiva para galectina-3 foi
observada preferencialmente distribuida pelo citoplasma dos condrdcitos e na regido perinuclear
de alguns fibroblastos (Figura 21). Em alguns condrdcitos a glicoproteina parecia estar contida
em granulos citoplasmaticos (Figura 22). A regido central fibrocartilaginosa (Figuras 23 e 24)
apresentou marcagdo positiva para galectina-3 distribuida apenas pelo citoplasma de algumas
células semelhantes a fibroblastos. Tanto na regido de transi¢cdo quanto na regido central, ndo
houve marcacdo de elementos da matriz extracelular. Na medula dos ossos pubicos observou-se
marcagdo positiva no citoplasma de algumas células endoteliais e do sangue.

Em animais no D12 (Figuras 25-27), observou-se um padrdao semelhante de marcacio
para galectina-3 em comparagdo ao grupo dos animais virgens. Na regido de cartilagem hialina os
condrdcitos hipertréficos apareceram com o citoplasma marcado (Figura 25). Porém, nesta
regido, ndo se observou marcacdo nuclear. Alguns condrécitos da porcdo mais periférica da
cartilagem hialina apresentaram marcacao citoplasmdtica (Figura 26). Em nenhuma das regioes
cartilaginosas observou-se marcagcdo nuclear. A regido central fibrocartilaginosa apresentou
alguns fibroblastos com o citoplasma positivamente marcado (Figura 27).

No DI15 (Figuras 28-31), hd evidencias da reabsor¢do da por¢do cartilaginosa e a

formacdo do ligamento interpubico (Figura 28). Na regido remanescente de cartilagem hialina
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observou-se marcacdo positiva para galectina-3 tanto no citoplasma quanto no nucleo dos
condrdcitos hipertréficos, porém alguns destes condrdcitos ndo apresentaram nenhum tipo de
marcacdo (Figura 29). Na regido de transicdo alguns condrdcitos apresentaram o citoplasma
positivamente marcado (Figura 30). Este mesmo padrdo foi observado em algumas células
semelhantes a fibroblastos do ligamento em formacao (Figura 31).

No D18 (Figuras 32-35), a regido de cartilagem hialina aparece praticamente reabsorvida.
Nesta regido, alguns condrdcitos apresentam marcagdo positiva citoplasmatica para galectina-3,
outros apresentam apenas marcagdo nuclear, e hi ainda aqueles que ndao apresentam marcacao
(Figura 33). Na regido de transi¢do € possivel notar que a maior quantidade de células marcadas
estd situada na regido adjacente ao ligamento interpubico (Figura 34). Na regido do ligamento
interpiibico a marcacdo positiva ocorre no citoplasma de algumas células semelhantes a
miofibroblastos (Figura 35), Ndo foi possivel a observacdo de marcacdo positiva de matriz
extracelular em nenhuma das regides analisadas.

No D19, observa-se uma forte marcagdo para galectina-3 em todas as regides que
compdem a sinfise. A regido de cartilagem hialina remanescente apresenta marcacdo positiva
tanto no citoplasma quanto no nicleo dos condrdcitos hipertréficos (Figuras 36 e 37). Porém, em
alguns locais parece que condrdcitos pertencentes a0s mesmos grupos iségenos nao apresentam o
mesmo padrdo de marcacdo (Figura 37). A regido de transicdo, composta por condrdcitos nao
completamente diferenciados, apresenta tanto células com marcacdo dispersa por todo o
citoplasma quanto células completamente marcadas (Figuras 38 e 39). A regidao central do
ligamento (Figuras 40 e 41), constituida por uma matriz frouxa e células semelhantes a
miofibroblastos, apresenta praticamente todas as células marcadas. Esta marcacdo parece
predominantemente citoplasmdtica, porém em algumas células, também se observa marcagdo
nuclear. Em nenhuma das regides foi possivel observar marcacdo de componentes da matriz
extracelular.

No 3DP (Figuras 42-45), ha evidencias de que a sinfise apresenta processo de regressao.
A regido de cartilagem hialina mostra aspectos que podem ser associados a reestruturagdo
tecidual (Figura 42), e as células que compdem esta regido apresentam um padrdo granular de
marcacao citoplasmdtica para galectina-3 (Figura 43). A zona de transicdo apresenta células tanto
com marcag¢do nuclear positiva, quanto células com o mesmo padrdao granular dos condrdcitos da

regido cartilaginosa (Figura 44). O ligamento interpubico apresenta uma matriz mais densa.
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Grande parte das células semelhantes a miofibroblastos pertencentes a esta regido apresentam
marcacao positiva para galectina-3. Em algumas destas células, a proteina parece estar localizada
em granulos citoplasméticos. Em outras, a marca¢do parece predominantemente nuclear. Além
disso, algumas regides nao apresentam marcagdo (Figura 45).

No 5DP (Figuras 46-48), a sinfise retoma caracteristicas semelhantes a de um animal
virgem. O ligamento involui e a regido central volta a ser composta por fibrocartilagem, povoada
por células alongadas, semelhantes a fibroblastos. Nenhuma destas células apresentou marcac¢ao
positiva para galectina-3 (Figura 48). Tanto a regido de transi¢cao, quanto a regido de cartilagem
hialina apresentaram poucas células marcadas (Figura 46). A principal marcagcdo positiva foi

observada nos condrdcitos adjacentes aos ossos pubicos (Figura 47).

43 A GALECTINA-3 ESTA LOCALIZADA TANTO NO NUCLEO QUANTO NO
CITOPLASMA DAS POPULACOES CELULARES QUE COMPOEM A SINFISE E
APARECE CO-LOCALIZADA COM A ALFA ACTINA DE MUSCULO LISO EM
ALGUMAS OCASIOES

A técnica de Imunofluorescéncia foi utilizada para confirmar a existéncia de galectina-3
no nicleo das populacdes celulares, bem como sua organizagdo granular no citoplasma de alguns
tipos celulares. Também, utilizou-se desta técnica para verificagdo da co-expressdo de alfa-actina

de musculo liso e galectina-3 nas populacdes celulares da sinfise.

4.3.1. Imunoexpressao de Galectina-3

Os resultados obtidos através desta técnica foram condizentes com aqueles observados
através da imunoperoxidase. No entanto, a imunofluorescéncia forneceu algumas outras
informacdes.

Em animais virgens (Figuras 49 e 50), a imunoperoxidase havia revelado marcacdo
positiva tanto no ndcleo quanto no citoplasma dos condrdcitos hipertréficos da regido de
cartilagem hialina. No entanto, este padrdo ndo foi observado pela técnica de imunofluorescéncia.

Através desta, notou-se marcagdo positiva distribuida pelo o citoplasma de apenas alguns
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condrdcitos da regido de cartilagem hialina (Figura 49). Nao foi observada marcacdo nuclear
nestas células. Os condrdcitos da regido de transi¢cdo apareceram com o citoplasma fortemente
marcado e em algumas células, observou-se também uma pequena marcacao nuclear (Figura 50).
Além disso, ndo houve marcagdo positiva na regido central da sinfise.

No D12 (Figuras 51 e 52), apenas alguns condrécitos da regido de cartilagem hialina
apresentaram marcacdo positiva para galectina-3. Poucas destas células também apresentaram
marcacdo nuclear (Figura 51). Na zona de transicdo, foi observada uma marcacdo positiva
dispersa pelo citoplasma de alguns condrécitos. Na regido central fibrocartilaginosa, algumas
células semelhantes a fibroblastos apresentaram marcacdo positiva citoplasmatica (Figura 52).
Tanto na zona de transicdo quanto na regido central, ndo foi observada marcagdo nuclear e nem
extracelular.

No D15 (Figuras 53 e 54), a marcagdo para galectina-3 parecia qualitativamente mais
intensa na maioria das regides da sinfise. Esta glicoproteina foi encontrada tanto no citoplasma
quanto no nucleo dos condrécitos hipertréficos da regido de cartilagem hialina, bem como no
citoplasma de algumas células do osso pubico (Figura 53). Quando no nicleo, esta parecia
dispersa por todo o nucleoplasma exceto pela regido dos nucléolos e quando no citoplasma,
dispersa por toda a regido citoplasmdtica. As células da zona de transi¢do apresentam uma
marcacdo predominantemente citoplasmdtica. Apenas algumas células também apresentaram
marcacdo nuclear. Na regido do ligamento (Figura 54), foram observadas poucas células
marcadas, sendo que a marcacdo parecia qualitativamente menos intensa e predominantemente
citoplasmatica. Tanto na zona de transicdo quanto na regido de formacao do ligamento observou-
se marcagdo de elementos da matriz extracelular.

No D18 (Figuras 55 e 56), as células da regido de cartilagem hialina aparecem pouco
marcadas. As células da zona de transi¢cdo, por sua vez, apresentam o citoplasma fortemente
marcado (Figura 55). Na regido central (Figura 56), a glicoproteina parecia distribuida por todo o
citoplasma das células semelhantes a miofibroblastos. A marcagdo nuclear para esta proteina foi
observada em apenas alguns condrdcitos da regido de transicdo e células semelhantes a
miofibroblastos.

No D19 (Figuras 57-59), os condrécitos da regido de cartilagem hialina apresentaram-se
com o citoplasma fortemente positivo para a marcacdo. Observou-se também marcagdo positiva

em alguns dos nudcleos destas células (Figura 57). Seguindo em direcdo a regido central do



39

ligamento, a marcacdo para galectina-3 parece tornar-se perinuclear e concentrada em algumas
regidoes do citoplasma. Nesta regido ndo foi observada nenhuma célula com marca¢do nuclear
(Figura 58). Nas células semelhantes a miofibroblastos da regido mais central (Figura 59), a
glicoproteina parece dispersa pelo citoplasma das células semelhantes a miofibroblastos. Nao foi
observada marcagdo nuclear nas células desta regido.

No 3DP (Figuras 60-62), observou-se forte marca¢ao nuclear nos condrdcitos da regido de
cartilagem hialina. Além disso, em algumas destas células, a galectina parecia estar localizada em
alguns pontos especificos do nucleo (Figura 60). Na regido de transicao, obteve-se forte marcagcao
positiva no nicleo dos condrdcitos adjacentes a cartilagem hialina, sendo que a Unica regido nao
positiva desta organela era aquela ocupada pelos nucléolos. Em algumas células também foi
observada uma marca¢do predominantemente citoplasmética (Figura 61). Finalmente, as células
semelhantes a miofibroblastos da regido central apresentaram forte marcacdo dispersa pelo
citoplasma de grande parte das células e nuclear em algumas delas (Figura 62).

No 5DP (Figuras 63 e 64), assim como observado pela imunoperoxidase, a galectina
apresenta um padrdo de marcacdo semelhante ao de animais virgens, com predominancia no

citoplasma e nucleo das células da regido de transi¢do e cartilagem hialina.

4.3.2 Co-localizaciao de galectina-3 e alfa actina de musculo liso

Quanto a expressdo de alfa-actina, em animais virgens (Figura 65), observou-se que esta
proteina aparece especialmente distribuida no citoplasma dos condrdcitos presentes na regido de
transicdo da sinfise, e, na maioria destas células, ela parece estar co-localizada com a galectina-3.

No D12 (Figura 66), observou-se que as células da regido de transicdo apresentavam o
citoplasma fortemente marcado. Outra regido que apresentou forte marcagdo para esta proteina
foi a regido central, onde esta aparecia distribuida por todo o citoplasma das células semelhantes
a miofibroblastos e, em algumas regides co-localizada com a galectina-3.

No DI15 (Figura 67), observou-se forte marcacdo de actina distribuida por todo o
citoplasma de alguns condrdcitos hipertroficos. Esta marcacdo era co-localizada com a de
galectina-3, porém, com a sobreposi¢do das imagens, esta Ultima parecia qualitativamente mais
intensa em relagdo a primeira. Além disso, ao contrario do observado para galectina-3, em

nenhuma das células houve marcacio positiva nuclear para actina. Na regido de transicdo bem
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como no ligamento em formacdo, também se observou co-localizacdo das duas proteinas, sendo
que a actina também parecia assumir um aspecto granular no citoplasma destas células.

Nos D18 (Figura 68) e D19 (Figura 69), observou-se marcagao positiva para alfa actina no
citoplasma dos condrdcitos da cartilagem hialina e da zona de transi¢do, bem como das células
semelhantes a miofibroblastos do ligamento. Em todas essas regides as proteinas pareciam co-
localizadas. Porém, especialmente na regido de transi¢cdo, a galectina-3 parecia qualitativamente
mais intensa do que a alfa-actina.

No 3DP (Figura 70), a a-actina foi observada distribuida uniformemente pelo citoplasma
dos condrécitos da cartilagem hialina. Este foi o mesmo padrdo observado para galectina-3,
porém a segunda mostrava maior intensidade de fluorescéncia. Além disso, encontrou-se
marcacdo positiva para actina também no citoplasma dos condrdcitos da regido de transi¢do,
sendo que neste local também houve co-expressdo das duas proteinas. Nao foi observada
marcacao evidente para a-actina nas células semelhantes a miofibroblastos.

Finalmente, no 5SDP (Figura 71), a marcacdo para a-actina foi qualitativamente menos
intensa em relacdo aos outros grupos estudados. Porém, nos locais onde ela foi localizada, como
por exemplo, no citoplasma dos condrdcitos da regido de transicao, ela parecia co-expressa com a

galectina-3.

4.4 ASPECTOS QUANTITATIVOS DA EXPRESSAO DA GALECTINA-3 ENTRE OS
GRUPOS ESTUDADOS

Como as analises qualitativas sugeriam que havia uma diferenca na expressao de galectina-3
nas populacdes celulares que compdem a sinfise pubica durante a gestacdo, utilizou-se do
western blotting para verificar a existéncia desta diferenca e, se existente, quantificé-Ila.

Inicialmente, as amostras foram submetidas a eletroforese (SDS-PAGE) e as proteinas do
gel foram transferidas para uma membrana para realizagdo de uma reagdo imunoquimica. Por
esta reacdo, observou-se que a galectina-3 estd presente em todos os grupos estudados, porém, em
concentragdes diferentes (Figura 72). A andlise densitometrica do “wetern blot” foi realizada para
verificar se a diferenca de expressdao de galectina-3 era significativa. As médias das

quantificagdes foram analisadas por ANOVA e pelo pos-teste T de Tukey. Os valores de p
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maiores que 0.05 foram considerados significaticos. A densidade relativa obtida pela
imunoreacdo para galectina-3 em cada um dos dias de prenhez estd resumida no grafico 1.

Foi observado que em animais virgens (média arbitraria= 8.7) a expressdao de galectina-3 €
significativamente menor do que a de animais nos D15, D18, D19 e 3DP. Para animais no D12
(média arbitrdria= 6.68), a expressdo € significativamente menor do que a de todos os outros
grupos. A média obtida para animais no D15 (14.45) foi significativamente menor do que a dos
dias D18 e D19, 3DP e maior que a dos animais SDP. No D18, a expressao de galectina-3 (média
arbitraria= 17.39) e significativamente maior do que a dos animais virgens, D12, D15, e SDP.

A andlise estatistica revelou que a maior expressdo de galectina-3 € alcancada no D19
(média arbitrdria= 25.68), e que esta média € significativamente maior do que a de todos os
outros grupos estudados. Apds o parto, inicia-se uma queda na expressao de galectina-3, sendo
que a média no 3DP (21.9) é menor do que a obtida no D19, mas ainda é maior do que a dos
outros grupos. Finalmente, no 5SDP (média arbitraria= 12.25), ocorre uma brusca queda na

expressdo de galectina-3, havendo diferenca significativa entre este grupo e os grupos D12, D15,

D18, D19 e 3DP.
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5. DISCUSSAO
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Em algumas espécies, o parto s6 € possivel gracas a remodelagcdo da articulagdo interpubica.
E sabido que todos esses mecanismos de remodelacdo da sinfise pubica estdo sob influéncia de
hormdnios como estrégeno, progesterona e relaxina (Sherwood 1994). Além disso, a
remodelagdo tecidual também envolve um constante balanco entre proliferacdo e morte celular
programada (Veridiano et al., 2007).

A anélise morfolégica permitiu a identificacdo de aspectos e etapas que resultam em uma
reorganizacdo tecidual possibilitando a passagem segura do feto pelo canal de parto, de modo
semelhante aos aspectos classicamente descritos para modelos como camundongo e cobaia (Hall
1947; Crelin 1969; Sherwood 1994; Pinheiro et al, 2004; Ortega et al, 2003). Histologicamente,
as mudancas envolvem a reabsorcdo de parte da cartilagem hialina e dos ossos que compdem a
sinfise, o crescimento de um ligamento interpibico e um rdpido e pronunciado “amolecimento”
deste tecido durante os dois ultimos dias da prenhez. Essa modificacio € marcada pela
proliferacdo e diferenciacdo das células do tecido conjuntivo, aumento do peso € do comprimento
do ligamento (Rodriguez et al., 2003 ). Inicialmente a formagdo do ligamento interptbico é um
processo de crescimento primdrio, onde as células condrogénicas saem de suas lacunas e os
fibroblastos resultantes se arranjam transversalmente, orientando-se ao longo das fibras coldgenas
(Crelin, 1969). Apds o parto, ocorre uma nova reorganizagdo do tecido interpubico, resultando
em uma involucdo do ligamento e crescimento do tecido fibrocartilaginoso, particularmente do
componente colagénico, fazendo com que a sinfise retorne a um estado semelhante ao de um
animal virgem (Pinheiro et al., 2003). Ambos os periodos de remodelacdo tecidual envolvem
grandes alteracdes da matriz extracelular e de seus componentes.

Em cobaias, € sabido que a remodelacao da sinfise estd relacionada a um processo que lembra
a inflamac¢do. Rodriguez et al. (2003), demonstraram que existe uma correla¢io entre a infiltracao
de leucdcitos nesta regido e o processo de remodelagdio do coldgeno. Durante a prenhez e
particularmente no pds-parto em camundongos, ji foi demonstrado que o processo de
remodelacdo que ocorre nesta regido estd relacionado a outros fatores, que ndo a um processo
semelhante a inflamac¢do. Estes resultados sdo condizentes com aqueles previamente obtidos em
nosso laboratério que mostraram que, em nenhum momento, durante a prenhez do camundongo,
ocorre infiltragdo leucocitaria no ligamento interpubico (Rosa et al 2007).

Tendo em mente o papel proposto para a Gal-3,na manutencio da viabilidade de condrocitos

provenientes de cartilagens articulares (Boileau et al., 2008), julgamos que ela seria uma das
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moleculas que poderia estar envolvida nos diversos processos que envolvem a remodelacdo da
sinfise pubica durante a prenhez é a galectina-3. Esta proteina pertence a uma familia de lectinas
que se ligam a B-galactosideos. Quando presente no meio extracelular, a galectina-3 se liga a
glicanos presentes na superficie celular e na matriz extracelular, afetando uma grande variedade
de processos biologicos. No entanto, a galectina-3 também pode estar presente no citoplasma e
no nucleo, onde parece atuar sobre diversas fungdes celulares, como vias de sinalizacdo
intracelular, através de interagdes proteina-proteina com outros componentes celulares (Hsu &
Liu, 2004; Yang et al., 2008 a ). Algumas evidencias indicam que a galectina-3 desempenha
importantes fungdes tanto em processos fisiologicos como patolégicos, incluindo as respostas
imune e inflamatéria (Almkvist & Karlsson, 2004; Liu, 2000), controle da transcricdo génica
através do splicing de mRNA (Dagher et al., 1995; Wang et al.,, 1995; Hubert et al., 1995
Davidson et al., 2002; Patterson et al., 2004) e da regulacdo de intermedidrios do ciclo celular
(Lin et al., 2002; Maeda et al., 2004), apoptose (Yoshii et al., 2002; Fukumori et al., 2004;
Shimura et al., 2005; Fukumori et al., 2006), entre outras diversas fungdes.

Os tecidos que compdem a sinfise sdo componentes do sistema musculo-esquelético
(Freemont & Hoyland, 2007) e estdo em constante, mesmo que basal processo de remodelacdo.
Aliando este fato as funcOes pleiotrdpicas da galectina-3, especialmente aquelas relacionadas a
manutencdo da homeostase tecidual, este estudo visou correlacionar a expressdo de galectina-3
aos processos de remodelacdo que ocorrem na sinfise pubica durante a prenhez e no pds-parto.

A anélise das reacOes imunohistoquimicas e imunoquimicas revelou que a galectina-3 estd
presente em todas as populagdes celulares que constituem a sinfise ptibica durante a prenhez e no
periodo pés-parto. Porém, o padrdao de expressdo e localizagdo desta proteina varia conforme o
periodo estudado, implicando seu envolvimento em diversos processos que regulam a
remodelagdo desta articulacao durante a prenhez.

As menores concentracdes de galectina-3 foram encontradas em animais virgens, no D12 e no
SDP. Nestes dias da prenhez, a gelectina foi preferencialmente expressa nas células da regido de
cartilagem hialina e da zona de transi¢io. E sabido que os tecidos mudsculo-esqueléticos estio em
constante remodelacdo, e até onde se sabe, cada um deles apresenta uma populagdo de células-
tronco que permite a regeneragdo e o reparo destes tecidos durante a vida dos organismos
(Freemont & Hoyland, 2007). Além disso, a galectina-3 € reconhecida por regular as fungdes

homeostdticas das células (Hsu & Liu, 2004). Desta forma, é possivel presumir que a expressao
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da galectina-3 em niveis basais, tanto no inicio da prenhez quanto nos primeiros dias apds o parto
estejam relacionados a manutengdo das caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas dos tecidos
que compdem a sinfise pubica.

A partir do D135, inicia-se a formacdo do ligamento interpubico. Esse processo € caracterizado
pela reabsorc¢do das porcdes cartilaginosas e Osseas da sinfise e pelo crescimento de um tecido
rico em fibras coldgenas e populado por células alongadas semelhantes a fibroblastos. O
crescimento do ligamento é acompanhado por um aumento na expressao de galectina-3 em todas
as populacdes celulares que compdem a sinfise pubica. As taxas de expressdao de galectina-3
aumentam significativamente até o D19, que € o dia que precede o parto.

A galectina-3 é um mitégeno capaz de estimular a proliferacio de fibroblastos de forma
paricrina, através da interacdo com glicoconjugados da superficie celular (Uematsu et al., 2008).
O papel da galectina-3 enddgena na regulacdo do crescimento e proliferacdo celular depende
essencialmente do tipo celular em questao (Wang et al., 2004). Em alguns tipos celulares, a
galectina-3 promove o crescimento e a diferenciacdo, enquanto que em outros ela promove o
efeito contrario. O efeito positivo da galectina-3 sobre o crescimento celular foi demonstrado em
diversos sistemas. O nimero de células de colonias de transfectantes de células Jurkat humanas
com expressdo de galectina-3 pareceu aumentar significativamente, quando comparado com
culturas controle (Wang et al., 2004). Além disso, a galectina-3 parece interagir com fatores de
transcricdo especificos no nicleo de células de cancer de tiredide, aumentando a atividade
transcricional destas células, contribuindo, desta forma para o crescimento celular.

Muitos estudos tém fornecido evidéncias de que a expressdo de galectina-3 esta
correlacionada a proliferacao celular. Culturas de fibroblastos 3T3 murinos, mantidas no estado
quiescente, expressam baixos niveis de Gal-3. A estimulacdo das mesmas células para um estado
proliferativo foi acompanhada por transcricdo do gene, acimulo do mRNA e expressio da
proteina galectina-3. Evidéncias de que a Gal-3 enddgena tem papel na proliferacdo celular foram
obtidas por um estudo onde a expressdao de Gal-3 € suprimida por um oligonucleotideo antisense.
Assim, células cancerosas de seio humano MDA-MB435 transfectadas com o cDNA da Gal-3
exibiram queda na proliferacdo celular, quando comparadas com transfectados controles (Liu et
al., 2002).

Além disso, Veridiano et al. (2007) demonstraram que as taxas de proliferacdo das

populacdes celulares da sinfise pubica aumentam até o D18, sendo que a maior porcentagem
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destas células proliferativas é encontrada na regido do ligamento interpubico. Este fato sugere
que pode haver uma correlagdo entre o aumento da expressdo de galectina-3, a ativacdo de
células semelhantes a fibroblastos e a deposi¢do de coldgeno, em favor da deposicdo de maior
quantidade de matriz extracelular e da proliferacdo das células do ligamento interpubico. Além
disso, quando se adiciona galectina-3 a culturas quiescentes de fibroblastos normais de pulmao de
humanos, observa-se o estimulo da sintese de DNA e a inducao da proliferacao celular (Maeda et
al., 2002). Soma-se a isto o fato de que a galectina-3 atua sobre o tempo de vida de receptores de
citocinas, provavelmente modulando o crescimento celular (Dumic et al., 2006).

A expressdo de galectina-3 tanto no nivel transcricional quanto no traducional é afetada por
vérios estimulos (Cowles et al., 1990). O aumento no nimero de moléculas mRNA e da proteina
galectina-3 € observado em fibroblastos ativos quando comparados a células quiescentes. A
expressao de galectina-3 também pode ser considerada um marcador de diferenciacdo. Sugere-se
que a galectina-3 seja um regulador negativo da diferenciacdo terminal de condrdcitos
hipertréficos, agindo possivelmente como uma proteina de matriz anti apoptética que mantém a
ancoragem destas células a matriz extracelular (Ortega et al., 2005). Aliando este achado aquele
inicial de Crelin (1969) onde ele sugere que os condrécitos que compdem a sinfise ndo sdo
células completamente diferenciadas e que, sob determinados estimulos podem abandonar suas
lacunas e assumir um aspecto semelhante ao de fibroblastos, € possivel que a galectina-3 atue
diretamente sobre as células da zona de transicdo da sinfise pubica. A atuagdo pode ser refletida
tanto sobre a diferenciacdo das células da zona de transi¢cao em fibroblastos quanto no aporte de
novas células para a zona de transicdo em favor da manutencdo de um nimero constante de
condrdcitos pluripotentes nesta regiao.

Por outro lado, Veridiano et al.(2007) demonstraram que as taxas de apoptose seguem em um
nivel basal até o D18 e atingem o seu pico no D19. No entanto, no nosso material, a quantidade
de galectina-3 cresce a partir do D15 e atinge o seu pico no D19.

J4 foi reportado que células com superexpressdo de galectina-3 apresentam aumento na
resisténcia ao estimulo apoptético induzido por anticorpo anti-Fas, estaurosporina, fator de
necrose tumoral, radiacio e Oxido nitrico. Parece que esta proteina apresenta uma grande
similaridade de seqiiéncia com a proteina Bcl-2, uma conhecida supressora de apoptose (Yang et

al., 2006; Akahani 1997).
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Moon et al. (2001) demonstraram que a galectina-3 atua na inibi¢ao da apoptose mediada
por radicais livres de nitrogénio em células BT549 de carcinoma de seio humano, através da
manuten¢do da integridade mitocondrial, da inibi¢do da saida do citocromo ¢ da mitocondria e da
ativacao da caspase (Fukumori et al., 2006). Desta forma, a galectina-3 parece ser um regulador
de apoptose associado a mitocOndria, assim como a Bcl-2. Estudos recentes demonstraram que a
gal-3 se transloca para a membrana mitocondrial sob diversos estimulos apoptdticos (Mataresse
et al., 2000, Fukumori et al., 2004). A gal-3 € enriquecida na membrana mitocondrial, onde ela
previne o dano da organela e a liberacdo do citocromo c. A localizacdo da galectina-3 € regulada
pelas proteinas com as quais ela se liga. Uma destas é a sinexina, uma proteina de 51kDa da
familia das anexinas, que pode se ligar a fosfolipideos de membrana. A diminui¢do da
concentragdo de sinexina inibe a atividade anti-apoptética da gal-3, sugerindo que a translocacao
da gal-3 para a membrana mitocondrial é crucial para o desempenho desta funcdo da gal-3
(Mataresse et al., 2000; Yoshii et al., 2002; Fukumori et al., 2004).

Em adi¢do a estes fatos, Boileau (2008) afirma em seus estudos sobre osteoartrite que a
galectina-3 intracelular exerce um papel protetor sobre condrdcitos provenientes de cartilagens
articulares. Condrécitos que ndo expressam galectina-3 acumulam maior quantidade de
glicogénio que condrdcitos normais, o que indica que a galectina participa do controle da
atividade metabdlica destas células (Colnot et al., 2001). A galectina-3 desempenha um papel de
protecdo para os condrécitos através da manutencdo da estrutura cartilaginosa, além de ser
importante para a fisiologia dos ossos subcondrais. Na auséncia de Gal-3, a capacidade dos
condrécitos de sustentar uma alta taxa metabdlica, necessdria para a manutengdo das
caracteristicas da cartilagem, é enfraquecida. Essa hipdtese € reforcada pela demonstracdo de que
a Gal-3 previne danos mitocondriais e a liberagdo do citocromo ¢, bem como a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (Boileau et al.,, 2008). Pesquisas também demonstraram que as
proteins da via Ihh (Indian Hedgehog) responsédveis pelo controle negativo da maturacdo de
condrdcitos aumentam em quantidade na auséncia de galectina-3 e que esta auséncia também
acelera o processo de morte celular de condrécitos hipertréficos (Colnot et al., 2001).

Estando a galectina presente no citoplasma das células citadas e sabendo que neste local, a
galectina-3 estd envolvida com processos de protecdo celular a apoptose, € possivel que a sua

marcacao intensa no D19 esteja mais relacionada a manutengdo das caracteristicas morfoldgicas e
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bioquimicas do ligamento para a garantia da seguranca do parto do que aos mecanismos anti-
apoptoticos.

No 3DP, a quantificacio de galectina-3, bem como os resultados das reacgdes
imunohistoquimicas demonstraram que a galectina-3 ainda aparece em grande quantidade em
todos os tipos celulares que compdem a sinfise. Neste dia, ela aparece especialmente positiva no
nucleo das células da cartilagem hialina e da zona de transicao.

J4 foi demonstrado que a galectina-3 pode ser encontrada na forma de uma proteina da
matriz nuclear, ligada ao RNA e fitas simples de DNA, onde age como fator de splicing. Desta
forma, € possivel que a galectina-3 nuclear module diretamente a expressao génica através da
regulacdo da transcri¢do e/ou do splicing de mRNA (Krzes§lak & Lipinska, 2004). No nucleo, a
galectina-3 se localiza no componente fibrilar denso e na periferia dos centros fibrilares do
nucléolo (Patterson et al., 2004). Além disso, ela também ja foi localizada no nucleoplasma, nos
espacos intercromatinicos, e nas bordas da cromatina condensada (Hubert et al., 1995). E sabido
que é na regido de cromatina condensada que ocorre tanto a sintese do mRNA quanto os
primeiros processos de splicing do pré-mRNA. A galectina-3 liga-se diretamente a Gemin-4, um
componente do complexo SMN (do inglés Survival of Motor Neuron), que exerce diversos
papéis na reunido de nucleoproteinas, incluindo a biogénese, transporte e reciclagem de snRNPs
para o spliceossomo. Desta forma, a galectina-3 constitui uma parte da rede dindmica dos varios
fatores envolvidos no splicing e transporte de mRNA (Patterson et al., 2004; Liu et al; 2002).

Estando especialmente localizada no niicleo das células, é possivel que no 3DP a galectina
esteja agindo diretamente sobre moléculas de mRNA envolvidas com a tradu¢do de moléculas
importantes para a reestruturacdo da sinfise apds o parto. Nossos resultados demonstraram que
células adjacentes de um mesmo tecido, no mesmo dia de prenhez, ora apresentam marcacao
citoplasmatica, ora apresentam marcacdo nuclear € em outras ocasides aparecem tanto com o
citoplasma quanto com o nicleo marcados positivamente para galectina-3.

Esse padrao de marcacao pode ser explicado por diversas razdes. Primeiro, a expressao de
galectina-3 e de seus ligantes pode ndo ser coordenada. A afinidade de ligacdo por agucares e o
estatus de fosforilacdo da galectina-3 ndo sdo suficientes para que a galectina se ligue aos seus
parceiros. E necessdria uma coordenagio temporal e espacial das duas moléculas, bem como uma
conformacdo ideal tanto da galectina quanto de seu ligante para que a unido ocorra quando eles se

encontram (Dumic et al., 2006). A galectina-3 se associa ao complexo SMN (survival of motor
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neuron) através da Gemin4. No citoplasma, este complexo protéico participa da montagem de
snRNPs. No nicleo, ele libera as snRNPs para o pré-mRNA durante a formacgdo do spliceossomo
(Davidson et al., 2002). A associacdo da galectina-3 com o complexo SMN indica a possibilidade
de que a galectina participa de processos relacionados a montagem do spliceossomo tanto no
citoplasma quanto no nucleo e que ela se move entre estes dois compartimentos. Desta forma, os
diferentes padrdoes de marcagdo citoplasmdtica e nuclear encontrados em nossos resultados
podem ser devidos tanto ao desencontro da galectin-3 e seus ligantes em determinado periodo e
local, quanto ao intensivo movimento desta molécula entre o citoplasma e o nucleo.

Outro tema abordado em nosso estudo foi a expressdo de a-SMA pelas células que
compdem a sinfise, especialmente aquelas que compdem o ligamento, e a verificacdo da co-
expressao desta proteina com a galectina-3. Estudos publicados recentemente demonstraram que
a expressao de galectina-3 em células estreladas do figado estd relacionada a diferenciagdo dessas
células em miofibroblastos e, conseqiientemente a expressdo de oa-actina de misculo liso
(Henderson, 2006). A expressdo destes filamentos contriteis do citoesqueleto parece estar
relacionada a manutencio da ligacdo dos ossos pubicos durante a prenhez e ao fechamento da
articulacdo apds o parto (Moraes et al.,, 2004). Nossos resultados demonstraram que a a-SMA
aparece co-localizada com a galectina-3 em grande parte das células observadas, especialmente
naquelas que compdem o ligamento interpubico durante a prenhez. Sabendo que a galectina-3
estd envolvida na ativac@o dos receptores membranosos do TGF-3 (Henderson et al., 2005) e que
o TGF-f é o maior regulador da diferenciacao de fibroblastos (Hinz, 2007) é possivel associar a
expressdo da galectina-3 a diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos através de sua
participacdo na via de expressdo de a-SMA, que desta forma atuaria sobre a remodelacdo da
sinfise pubica durante a prenhez.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que a galectina-3 € expressa em
etapas criticas do processo de remodelacdo da sinfise pubica durante a prenhez e no pds-parto,
podendo atuar em diversos mecanismos da remodelacdo fisiolégica de tecidos condrogenicos
desta articulacdo de individuos adultos. Além disso, a regido de transicdo entre a por¢dao de
cartilagem hialina e a regido de células semelhantes a fibroblastos, que é uma grande fonte de

galectina-3, € primordial para a reposi¢do e diferenciacdo das células desse ligamento.
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6. CONCLUSOES:




51

A partir dos resultados obtidos € possivel concluir que:

1. A expressdo da galectina-3 estd localizada em todas as populacdes celulares que compdem a
sinfise pubica durante a prenhez e no pds-parto.

2. As andlises quantitativas nos permitiram observar que existe uma diferenca significativa na
expressao desta proteina nos diferentes dias da prenhez.

3. Portanto, independentemente de sua localizac@o intracelular, a galectina-3 parece participar
diretamente dos eventos que regulam a remodelacdo tecidual da sinfise puibica durante a prenhez

€ no pos-parto.
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8. FIGURAS
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As figuras 1 e 2 referem-se a fotomicrografias de sinfise piibica de animais virgens:

Figura 1: A sinfise pubica € formada por uma regido central fibrocartilaginosa (FC), cercada em
suas extremidades por dois coxins de cartilagem hialina (CH) que, por sua vez, sdo rodeados por

uma porg¢ao dssea (OP). Coloracao Tricromico de Masson. Aumento 2x.

Figura 2: A regido de cartilagem hialina (CH) é composta por condrdcitos hipertréficos,
condroblastos e uma matriz extracelular densa e baséfila. Os condrdcitos hipertréficos (setas) sao
células grandes, com nucleos arredondados, que por esta técnica aparecem corados fortemente
em roxo. Os condroblastos (estrelas), por estarem localizados na por¢do mais periférica da
cartilagem, apresentam forma mais eliptica, com nicleo ovéide. O pericondrio € constituido por
fibroblastos alongados, com nicleos densos. Segue-se a esta regido, uma zona de transicao (setas
largas), formada por condrécitos ndo totalmente diferenciados, de aspecto arredondado e com

nucleos grandes. Coloragdo Tricromico de Masson. Aumento 10x.
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As figuras 3, 4 e 5 referem-se a fotomicrografias de sinfise pubica de animais no D12.

Figura 3: (FC) regido central fibrocartilaginosa; (setas) regido de cartilagem hialina. Coloragdo

TricroOmico de Masson. Aumento 2x.

Figura 4: (FC) regido central fibrocartilaginosa; (setas) regido de cartilagem hialina. Coloracao

TricrOmico de Masson. Aumento 10x.

Figura 5: Detalhe da regido central da sinfise. Esta regido ainda € formada por uma por¢ao
central fibrocartilaginosa situada entre dois coxins de cartilagem hialina. Na porcao de cartilagem
hialina, nota-se a presenca de condrdcitos hipertréficos (setas). Coloragdo Tricromico de Masson.

Aumento 20x.
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As figuras 6, 7 e 8 referem se a fotomicrografias de sinfise pubica de animais no D15:

Figura 6: No D15 ji € possivel a observacdo do inicio da formacdo do ligamento interpubico
(LI). A regido de cartilagem hialina, bem como a porcdo Ossea sdo parcialmente reabsorvidas,
contribuindo para o aumento da zona de transi¢cdo (ZT). Colora¢do Tricromico de Masson.

Aumento 2x.

Figura 7: Neste dia os condrdcitos hipertréficos da regido de cartilagem hialina (CH) passam por
um processo de desdiferenciacdo, contribuindo para o aumento da zona de transi¢ao (ZT). Além
disso, as células da zona de transi¢do assumem um aspecto alongado, semelhante ao de

fibroblastos (setas). Coloragdo Tricromico de Masson. Aumento 10x.

Figura 8: Regido Central. Nesta regido, situa-se o ligamento em formacdo. O ligamento é
composto por células alongadas semelhantes a fibroblastos. Estas células se dispdem com o seu
maior eixo acompanhando o eixo do ligamento. Neste momento, algumas células passam a
expressar altas taxas de a-actina de musculo liso, passando a ser chamadas de células
semelhantes a miofibroblastos. No entanto, ndo € possivel diferenciar os tipos celulares apenas
por esta técnica de coloracdo. As fibras da matriz aparecem coradas em azul. Coloragdo

TricroOmico de Masson. Aumento 20x.
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As figuras 9, 10 e 11 referem-se a fotomicrografias de sinfise pubica de animais no D18.

Figura 9: Neste dia da prenhez, o ligamento interpubico (LI) ja estd completamente formado. A
regido de cartilagem hialina (estrelas) € muito menor em relacio aos dias anteriores, € as células
da zona de transicdo (setas largas) apresentam um aspecto alongado, semelhante aquelas

presentes no ligamento. Coloragdo Tricromico de Masson. Aumento 2x.

Figura 10: A regido de cartilagem hialina (estrelas) apresenta-se descaracterizada, devido ao
processo de reabsor¢do da mesma que acontece durante a transformacdo da sinfise durante a
prenhez. A regido de transi¢do (seta larga) apresenta uma por¢dao formada por condrécitos mais
arredondados, porém, estas células vao se achatando conforme se aproximam do ligamento

(setas). Coloracdo Tricromico de Masson. Aumento 10x.

Figura 11: A regido central € pouco celular. As células presentes nesta regido denominadas
células semelhantes a miofibroblastos (setas) aparecem com o niicleo corado em rosa. A matriz,
corada em azul, apresenta grande nimero de fibras coldgenas e eldsticas. Em algumas regides é
possivel a observacao do “crimp” das fibras coldgenas, que ddo ao tecido um aspecto ondulado.

Coloracao Tricromico de Masson. Aumento 20x.
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As figuras 12, 13 e 14 referem-se a fotomicrografias de sinfise pubica de animais no D19.

Figura 12: E possivel notar que, neste dia de prenhez, o ligamento interptibico (LI) predomina
sobre todos os outros componentes da articulacdo. Coloragdo Tricromico de Masson. Aumento

2X.

Figura 13: A regido Gssea aparece fortemente corada em azul (estrelas brancas). Nota-se uma
maior reabsorcao da por¢do cartilaginosa (PC) e amolecimento da por¢do do ligamento (LI).

Coloracao Tricromico de Masson. Aumento 10x.

Figura 14: Detalhe. As células semelhantes a fibroblastos e miofibroblastos presentes nesta
regido apresentam aspecto alongado (setas) e aparecem com os nucleos corados em rosa. As
fibras da matriz sdo bastante dispersas e aparecem coradas em azul. Coloracdo Tricromio de

Masson. Aumento 10x.
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As figuras 15 e 16 referem-se a fotomicrografias de sinfise pubica de animais no 3DP.

Figura 15: Apds o parto, inicia-se a involu¢do do ligamento interpubico (LI). A regidao de
cartilagem hialina (setas) volta a se regenerar e aumenta o nimero de condrécitos hipertroficos
desta regido. Ainda ndo é possivel a caracterizacdo de uma zona de transi¢do tipica, porém,
algumas células préximas a regido cartilaginosa assumem um aspecto mais arredondado, tipico
dos condrdcitos nio totalmente diferenciados desta regido (setas largas). A regido central passa a
ser composta por um tecido mais celular e menos eldstico do que aquele presente antes do parto.
As células semelhantes a miofibroblastos comecam a diminuir em ndmero. Em algumas regides
ainda € possivel observar o ‘“crimp” do coldgeno dando um aspecto ondulado ao ligamento

remanescente. (estrelas) regido dssea. Colorag@o Tricromico de Masson. Aumento 2x.

Figura 16: Detalhe. A porcdo Ossea aparece corada em azul (estrela). Neste aumento € possivel
observar a reestruturacdo tanto da zona de cartilagem hialina (seta) quanto da zona de transicao

(seta larga). Coloragdo Tricromico de Masson. Aumento 10x.
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As figuras 17 e 18 referem-se a fotomicrografias de sinfise piibica de animais no 5DP:

Figura 17: Neste dia, a sinfise apresenta caracteristicas morfolégicas semelhantes a de um
animal virgem. Tanto a porcao dssea (OP) quanto a por¢do de cartilagem hialina (setas) sdo
completamente restabelecidas. Nota-se uma tipica zona de transicdo cartilaginosa (setas largas)
onde os condrdcitos aparecem mais fracamente corados, em relacdo a cartilagem hialina. A
regido central volta a ser composta por um tecido fibrocartilaginoso (FC), onde as fibras sdo mais

compactadas.

Figura 18: Nota-se uma regido de cartilagem hialina (setas) adjacente ao osso pubico (OP). Esta
cartilagem apresenta matriz fortemente corada em azul. A partir desta regido nota-se a formacao
da zona de transicdo (estrela), que apresenta um aspecto cOnico, e apresenta células mais
alongadas e matriz relativamente mais frouxa em relacdo a cartilagem hialina. Seguindo em
direcdo ao centro, nota-se um tecido fibrocartilaginoso, onde as células semelhantes a
fibroblastos apresentam um aspecto alongado (cabegas de seta) e a matriz apresenta fibras

compactas e orientadas (setas largas). Coloracao Tricromico de Masson. Aumento 10x.
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As figuras 19-24 referem-se a reacio imunocitoquimica para galectina-3 em animais

virgens.

Figura 19: Detalhe da porcao lateral da sinfise, onde os condrdcitos hipertréficos da regido de
cartilagem hialina apresentaram tanto marcacdo positiva citoplasmatica (setas) quanto nuclear

(setas largas) Aumento 40x.

Figura 20: Detalhe da por¢do lateral da sinfise, onde € possivel observar que, ao contrario dos
condrdcitos hipertréficos, os condrdcitos periféricos da regido de cartilagem hialina (cabecas de

seta) ndo apresentaram marcacao positiva para galectina-3. Aumento 40x.

Figura 21: Detalhe da zona de transicdo. Nesta regido, observou-se marcacdo positiva no
citoplasma de alguns condrdcitos (setas) e na regido perinuclear de algumas células semelhantes a

fibroblastos (cabecas de setas). Aumento 40x.

Figura 22: Detalhe da zona de transicdo, onde € possivel observar que em alguns condrdcitos
desta regido a galectina-3 parece estar localizada em granulos citoplasmdticos (setas largas).

Aumento 40x.

Figura 23: Nesta imagem nota-se que a regido central fibrocartilaginosa apresentou marcagdo
positiva para galectina-3 distribuida apenas pelo citoplasma de algumas células semelhantes a

fibroblastos (setas). Aumento 20x.

Figura 24: Detalhe da regido central fibrocartilaginosa, onde algumas células semelhantes a

fibroblastos apresentaram marcagdo positiva para galectina-3. Aumento 40x.
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As figuras 25, 26 e 27 referem-se a reacao imunocitoquimica para galectina-3 em animais

no D12.

Figura 25: Detalhe da regido de cartilagem hialina. Os condrdcitos hipertréficos desta regido
apresentaram marcacao positiva para galectina-3 distribuida em algumas regides do citoplasma

(setas). Nao foi observada marcagdo nuclear. Aumento 100x.

Figura 26: Alguns condrdcitos da por¢do mais periférica da cartilagem hialina (seta larga)
apresentaram marcagdo citoplasmatica positiva, porém outros ndo apresentaram nenhum tipo de

marcacgdo (cabecgas de seta). Aumento 100x.

Figura 27: Detalhe da zona de transi¢do, onde se observa marcacdo positiva citoplasmatica em

algumas células semelhantes a fibroblastos (setas). Aumento 40x.
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As figuras 28-31 referem-se a reacdo imunocitoquimica para galectina-3 em animais no

D1S.

Figura 28: Visdo panoramica da porcao lateral mostrando marcagdo positiva para galectina-3

tanto na regido de cartilagem hialina (CH) quanto na zona de transi¢ao (ZT). Aumento 20x.

Figura 29: Detalhe dos condrdcitos hipertréficos da regido de cartilagem hialina. Alguns desses
condrdcitos apresentaram marcagdo citoplasmdtica (setas), outros, apenas marcagcdo nuclear

(cabecgas de seta) e outros ndo apresentaram nenhuma marcagdo (estrelas). Aumento 100x.

Figura 30: Detalhe da regido de transi¢do, onde alguns condrécitos apresentam-se fortemente

marcados (setas). Aumento 40x.

Figura 31: Detalhe da regido central, onde se situa o ligamento em formagdo. E possivel
observar que algumas células semelhantes a fibroblastos apresentam o citoplasma positivamente

marcado. Aumento 40x.
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As figuras 32-35 referem-se a reacdo imunocitoquimica para galectina-3 em animais no

D18:

Figura 32: Detalhe da regido de cartilagem hialina. Tanto os condrdcitos hipertréficos (setas
lagrgas) quanto os periféricos (setas) apresentam marcacdo positiva para galectina-3 (setas).

Aumento 20x.

Figura 33: Detalhe dos condrdcitos hipertréficos da regido de cartilagem hialina. Alguns
condrdcitos apresentam marcacdo positiva distribuida por toda a célula (estrela), outros,
apresentam apenas marcacao nuclear (cabecgas de seta), e hd outros que niao apresentam nenhum

tipo de marcacgdo (setas). Aumento 100x.

Figura 34: Detalhe da zona de transi¢do, onde alguns condrdcitos, especialmente aqueles mais

proximos ao ligamento, apresentam marcagao positiva citoplasmatica. Aumento 20x.

Figura 35: Detalhe da porcdo central, onde se situa o ligamento interpuibico. As células

semelhantes a miofibroblastos desta regido apresentam marcacio citoplasmdtica positiva para

galectina-3 (cabecas de seta). Aumento 40x.



Figura34

Figura 33

e
Figura 35

89



90

As figuras 36-41 referem-se a reacdo imunocitoquimica para galectina-3 em animais no

D19:

Figura 36: Observa-se marcacdo positiva para galectina-3 em todos os tipos celulares da regido
remanescente de cartilagem hialina (CH), da zona de transi¢cdo (ZT) e do ligamento interptbico

(LI). Aumento 20x.

Figura 37: Detalhe da regido remanescente de cartilagem hialina. Neste local, alguns condrdcitos
apresentam uma marcacao distribuida tanto pelo nicleo quanto pelo citoplasma (setas), enquanto
que outros apresentam uma marcagio predominantemente citoplasmatica (cabecas de seta). E
possivel notar nesta imagem uma por¢do da zona de transi¢ao, constituida por células alongadas

(setas largas) também marcadas positivamente para galectina-3. Aumento 40x.

Figura 38: Detalhe da regido de transicdo, onde € possivel notar algumas células completamente
positivas para a reacao (setas), enquanto que outras apresentam apenas marcacao citoplasmdtica

(cabecas de setas). Aumento 40x.

Figura 39: Detalhe da figura 38, mostrando que o padrdo de marcagdo para galectina-3 ndo é o
mesmo para as células da zona de transi¢cdo. Algumas células apresentam marcacao
predominantemente citoplasmadtica (cabeca de seta) enquanto outras aparecem completamente

marcadas (setas). Aumento 40x.

Figura 40: E possivel observar a matriz frouxa que compde o ligamento (setas largas) e células

semelhantes a miofibroblastos (setas) positivas para a reagdo. Aumento 40x.

Figura 41: Detalhe da imagem anterior, onde € possivel observar uma célula que aparenta estar
se dividindo (cabeca de seta) e que apresenta o citoplasma positivo para a reacdo. As outras
células pertencentes a esta regido, apresentam todo o seu conteido positivamente marcado para a

reacdo (setas). Aumento 100x.
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As figuras 42-45 referem-se a reacdo imunocitoquimica para galectina-3 em animais no

3DP.

Figura 42: Vista da porc¢ado lateral da sinfise, onde pode se observar a reestruturagdao da regiao
cartilaginosa (RC) que apresenta algumas células positivamente marcadas. Nesta imagem
também € possivel observar uma porcdo da zona de transicdo (ZT), cujas células também

aparecem positivamente marcadas para gaelctina-3. Aumento 20x.

Figura 43: Em algumas células a galectina-3 parece estar organizada em granulos
citoplasmaticos (setas) enquanto que em outras, ela parece estar limitada ao nucleo (cabeca de

seta). Aumento 40x.

Figura 44: Detalhe da zona de transi¢do, onde a maioria das células apresenta marcacio positiva
nuclear (setas largas). No entanto, hd algumas células que apresentam um padrdao granular de

marcacgdo citoplasmatica (setas). Aumento 100x.

Figura 45: Detalhe da porc¢do central do ligamento. Nesta regido, algumas células semelhantes a
miofibroblastos apresentam marcagdo dispersa pelo citoplasma (setas largas) e outras apresentam

um padrdo granular de marcacgdo (setas). Aumento 100x.



Figura 42 Figura 43

Figura 44



94

As figuras 46, 47 e 48 referem-se a reacao imunocitoquimica para galectina-3 em animais

no 5DP.

Figura 46: Neste dia da prenhez, a sinfise apresenta caracteristicas morfoldgicas semelhantes a
de um animal virgem. Nota-se nesta imagem a regido de cartilagem hialina (CH) que apresenta
algumas células positivamente marcadas, e a zona de transi¢do (ZT), com muito poucas células

marcadas. Aumento 20x.

Figura 47: Detalhe da regido cartilaginosa adjacente ao osso pubico. Os condrdcitos desta regido

aparecem completamente marcados para galectina-3 (setas). Aumento 100x.

Figura 48: Detalhe da porcdo central fibrocartilaginosa central, que ndo apresenta marcacao

positiva para galectina-3. Aumento 40x.
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As figuras 49 e 50 referem-se a reacao de imunofluorescéncia para galectina-3 em animais

virgens

Figura 49: Detalhe da regido de cartilagem hialina onde apenas alguns condrécitos aparecem
com marcagdo positiva citoplasmatica (setas). Os niicleos das células aparecem corados em azul.

Aumento 60x.

Figura 50: Detalhe da zona de transi¢do. A maioria dos condrdcitos apresenta marcacao positiva
em algumas regides do citoplasma. Porém, alguns condrécitos apresentam marcacdo nuclear

(cabecas de setas). Aumento 60x.
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As figuras 51 e 52 referem-se a reacao de imunofluorescéncia para galectina-3 em animais

no D12:

Figura 51: Fotomicrografia de rea¢do de imunofluorescéncia para galectina-3 em animal no D12.
Detalhe da regido de cartilagem hialina, onde alguns condrdcitos apresentam marca¢do nuclear
(setas) e outros, apenas marcagdo citoplasmadtica. Os nucleos das células aparecem corados em

azul. Aumento 60x.

Figura 52: Fotomicrografia de rea¢do de imunofluorescéncia para galectina-3 em animal no D12.
Observa-se nesta imagem uma por¢do da zona de transicdo, constituida por células mais
arredondadas, e uma por¢ao da regido central fibrocartilaginosa da sinfise, constituida por células
alongadas. Na zona de transi¢do, observou-se marcagdo positiva dispersa pelo citoplasma de
alguns condrdcitos (setas largas). Na regido fibrocartilaginosa, a marcacdo parecia limitada a
algumas regides do citoplasma (setas). Em nenhuma das regides foi observada marcac¢do nuclear.

Aumento 60x.
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As figuras 53 e 54 referem-se a reacao de imunofluorescéncia para galectina-3 em animais

no D15:

Figura 53: Nesta imagem observa-se a regido de cartilagem hialina e uma por¢do do osso
pubico. Na regido dssea, algumas células aparecem fortemente marcadas (estrelas), porém nao €
possivel distinguir o tipo celular. Na regido de cartilagem hialina sdao observados diversos
padrdes de marcacdo positiva dos condrdcitos. Alguns aparecem com o nucleo fortemente
marcado e com o citoplasma apresentando uma marcacdo fraca e dispersa (setas). Outros
apresentam marcacdo nuclear e citoplasmatica de intensidade semelhante (cabeca de seta). E ha
ainda alguns que apresentam uma marca¢do predominantemente citoplasmatica (setas largas).

Aumento 60x.

Figura 54: Nesta imagem € possivel observar a zona de transi¢do e algumas células do ligamento
em formacdo. As células da zona de transi¢cdo apresentam uma marca¢cdo predominantemente
citoplasmatica (setas). Apenas algumas células também apresentaram marcagdo nuclear (setas
largas). Na regido do ligamento, foram observadas pocas células marcadas, sendo que a marcacao
parecia quantitativamente fraca e predominantemente citoplasmatica (seta larga). Tanto na zona
de transi¢cdo quanto na regido de formagdo do ligamento observou-se marcagdo de elementos da

matriz extracelular (estrelas). Aumento 60x.
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As figuras 55 e 56 referem-se a reacao de imunofluorescéncia para galectina-3 em animais

no D18:

Figura 55: Detalhe da regido de cartilagem hialina, que neste momento esti quase que
completamente reabsorvida, e de uma por¢do da zona de transicdo. A principal marcacio

observada se situa no citoplasma das células da zona de transicao (setas). Aumento 60x.

Figura 56: Detalhe da regido central, onde as células alongadas aparecem com o citoplasma

fortemente marcado para galectina-3 (setas). Aumento 60x.



103

Figura 55

Figura 56



104

As figuras 57, 58 e 59 referem-se a reacdo de imunofluorescéncia para galectina-3 em

animais no D19:

Figura 57: Detalhe da regido de cartilagem hialina. Os condrdcitos desta regido apresentam forte
marcacdo citoplasmatica para galectina-3 (setas), porém apenas algumas células também

apresentam marcacao nuclear (estrela). Aumento 60x.

Figura 58: Detalhe da zona de transicdo. Nesta regido, a marcacido positiva para galectina-3
assume um aspecto perinuclear em algumas células (setas) e em outras parece distribuida em

algumas regides especificas do citoplasma (setas largas). Aumento 60x.

Figura 59: Detalhe da regido do ligamento interptbico. Nesta regido, a marcacio positiva para
galectina-3 apresenta um padrdao disperso por todo o citoplasma das células semelhantes a
miofibroblastos (setas). Nesta imagem aparece uma célula que parece estar se dividindo (seta

larga) Aumento 60x.
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As figuras 60, 61 e 62 referem-se a reacdo de imunofluorescéncia para galectina-3 em

animais no 3DP:

Figura 60: Detalhe da regido de cartilagem hialina. Nesta regido a galectina-3 parecia
preferencilamente localizada no nicleo das células (setas). Em algumas delas é possivel observar

um padrdo de marcacgdo puntual no nicleo (cabeca de seta). Aumento 60x.

Figura 61: Detalhe da zona de transi¢do. Nesta regido, algumas células apresentam uma forte
marcagdo nuclear (setas) enquanto que outras aparentam nao apresentar a proteina no nicleo, mas

sim apenas no citoplasma (setas largas). Aumento 60x.

Figura 62: Detalhe da regido central. A maioria das células desta regido aparece com o
citoplasma fortemente marcado, sendo que apenas algumas células também apresentam marcacao

nuclear (setas). Aumento 60x.
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As figuras 63 e 64 referem-se a reacao de imunofluorescéncia para galectina-3 em animais

no 5DP:

Figura 63: Neste dia, o padrao de marcacdo € muito semelhante a0 de um animal virgem. As
principais células marcadas sdo os condrdcitos da regido de cartilagem hialina (setas) e da zona
de transicdo (setas largas). Nas duas regides foi observada forte marcacdo nuclear e

citoplasmatica.

Figura 64: Detalhe de uma das células da regidao de transicdo. Essa célula apresenta tanto
marcacgdo citoplasmdtica quanto nuclear. A galectina-3 parece distribuida igualmente por todas as
regides do citoplasma desta célula, porém, no niicleo, ela parece estar limitada a uma determinada

regido. Aumento 100x.
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Figura 65: Fotomicrografia de reacdo de imunofluorescéncia para galectina-3 ¢ a-SMA em
animal virgem. Nestes animais foi observado que a a-SMA aparece especialmente distribuida no
citoplasma dos condrdcitos presentes na regido de transicdo da sinfise, e, na maioria destas
células, ela parece estar co-localizada com a galectina-3. (A) marcacdo para galectina-3; (B)
marcacdo para a-SMA; (C) sobreposicdo de A e B, os nicleos aparecem corados em azul.

Aumento 60x.

Figura 66: Fotomicrografia de reacdo de imunofluorescéncia para galectina-3 ¢ a-SMA em
animal no D12. Observou-se que as células da regido de transi¢cdo apresentavam o citoplasma
fortemente marcado. Outra regido que apresentou forte marcagdo para esta proteina foi a regido
central, onde esta aparecia distribuida por todo o citoplasma das células semelhantes a
miofibroblastos e, em algumas regides co-localizada com a galectina-3. (A) marcagdo para
galectina-3; (B) marcagdo para a-SMA; (C) sobreposicao de A e B, os niicleos aparecem corados

em azul. Aumento 60x.

Figura 67: Fotomicrografia de reacdo de imunofluorescéncia para galectina-3 ¢ a-SMA em
animal no D15. Neste dia da prenhez observou-se forte marcacdo de actina distribuida por todo o
citoplasma de alguns condrdcitos hipertéficos. Esta marcagdo era co-localizada com a de
galectina-3, porém, com a sobreposi¢do das imagens, esta dltima parecia quantitativamente mais
forte em relacdo a primeira. Além disso, ao contrario do observado para galectina-3, em nenhuma
das células houve marcagdo positiva nuclear para actina. Na regido de transicdo bem como no
ligamento em formacgdo, também se observou co-localizacdo das duas proteinas, sendo que a

actina também parecia assumir um aspecto granular no citoplasma destas células.
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Figura 68: Fotomicrografia de reacdo de imunofluorescéncia para galectina-3 ¢ a-SMA em
animal no D18. Detalhe do ligamento interpuibico onde as células que apresentam galectina-3
também expressam o-SMA. Porém, na sobreposicdo das imagens, a expressdo de galectina-3
parece qualitativamente maior. (A) marcacdo para galectina-3; (B) marcacdo para a-SMA; (C)

sobreposicao de A e B, os niicleos aparecem corados em azul. Aumento 60x.

Figura 69: Fotomicrografia de reacdo de imunofluorescéncia para galectina-3 ¢ a-SMA em
animal no D19. Detalhe da regido do ligamento. As células semelhantes a miofibroblastos desta
regido expressam tanto galectina-3 quanto a-SMA. Porém, a galectina-3 aparece localizada no
ndcleo de algumas células (A-setas), enquanto que a a-SMA nunca estd presente no nucleo (B-
setas). Quando as imagens sdo sobrepostas, a expressdo de galectina-3 parece ser
qualitativamente mais forte. (A) marcacdo para galectina-3; (B) marcacdo para a-SMA; (C)

sobreposicao de A e B, os nicleos aparecem corados em azul. Aumento 60x.
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Figura 70: Fotomicrografia de reacdo de imunofluorescéncia para galectina-3 ¢ a-SMA em
animal no 3DP. Detalhe da regido de cartilagem hialina e da zona de transicdo. Neste dia a a-
actina foi observada distribuida uniformemente pelo citoplasma dos condrécitos da cartilagem
hialina. Este foi o mesmo padrdo observado para galectina-3, porém a segunda parecia mais
fortemente expressa. Além disso, encontrou-se marcacdo positiva para actina também no
citoplasma dos condrdcitos da regido de transicdo, sendo que neste local também houve co-
expressao das duas proteinas. (A) marcacdo para galectina-3; (B) marcacdo para a-SMA; (C)

sobreposicao de A e B, os nicleos aparecem corados em azul. Aumento 60x.

Figura 71: Fotomicrografia de reacdo de imunofluorescéncia para galectina-3 ¢ a-SMA em
animal no 5DP. Detalhe da regido central da sinfise. Neste dia de prenhez a marcagdo para o-
actina foi quantitativamente muito mais fraca em relacdo aos outros grupos estudados. Ela pode
ser observada distribuida por apenas alguns pontos das células semelhantes a fibroblastos.
Quando as imagens sdo sobrepostas, a expressao da galectina-3 mascara a da SMA. (A) marcagio
para galectina-3; (B) marcacdo para a-SMA; (C) sobreposicdo de A e B, os nicleos aparecem

corados em azul. Aumento 60x.
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Figura 72: Reacdo de western blotting para galectina-3. Através desta reacdo foi possivel
observar que a galectina-3 estd presente em todos os dias da prenhez estudados, porém,

aparentemente em concentragoes diferentes.

Grafico 1: Média da quantificacdo da densidade relativa das bandas obtidas pela reacdo de
western blotting para galectina-3. Os valores foram submetidos ao teste T de Tukey para
verificacdo da diferenca entre eles. Foi observado que em animais virgens (média arbitriria= 8.7)
a expressdo de galectina-3 € significativamente menor do que a de animais nos D15, D18, D19 e
3DP. Para animais no D12 (média arbitraria= 6.68), a expressao € significativamente menor do
que a de todos os outros grupos. A média obtida para animais no D15 (14.45) foi
significativamente menor do que a dos dias D18 e D19, 3DP e maior que a dos animais SDP. No
D18, a expressdao de galectina-3 (média arbitraria= 17.39) e significativamente maior do que a
dos animais virgens, D12, D15, e SDP. A andlise estatistica revelou que a maior expressdao de
galectina-3 € alcancada no D19 (média arbitraria= 25.68), e que esta média € significativamente
maior do que a de todos os outros grupos estudados. Apds o parto, inicia-se uma queda na
expressao de galectina-3, sendo que a média no 3DP (21.9) € menor do que a obtida no D19, mas
ainda € maior do que a dos outros grupos. Finalmente, no SDP (média arbitraria= 12.25), ocorre
uma brusca queda na expressdo de galectina-3, havendo diferenca significativa entre este grupo e

os grupos D12, D15, D18, D19 e 3DP.



117
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