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RESUMO

O assoalho pélvico (AP), formado por musculos e fascias, é o responsavel pela sustentacdo dos
6rgdos abdominopélvicos, com papel importante na continéncia urinaria/fecal/anal, no fechamento
do hiato urogenital e no funcionamento sexual. Alteracdes estruturais e/ou funcionais do AP pelo
envelhecimento, parto vaginal, pela multiparidade, obesidade e outros fatores de risco, podem
causar as disfungdes como as incontinéncias e os prolapsos. O tratamento para essas disfuncdes
pode ser cirargico ou conservador. A eletroestimulacéo (EE), um recurso da fisioterapia, vem sendo
usada como tratamento conservador e consiste na aplicacéo de estimulos elétricos intermitentes de
baixos niveis de corrente que causam a contracdo muscular. Entretanto, carecem estudos que
avaliem os efeitos da EE diretamente nos tecidos da regido pélvica e do perineo. Assim, esse estudo
avaliou o efeito da eletroestimulacéo transvaginal (EV) na histomorfometria dos musculos do AP
(MAPS) e nos tecidos associados a vagina, uretra e ao reto de ratas Wistar multiparas e nuliparas.
Trata-se de um estudo descritivo, analitico, comparativo, experimental e prospectivo longitudinal,
realizado em ratas Wistar multiparas (n=10) e nuliparas (n=10) com 12 meses de idade. A EE (30
sessoes) foi feita com sonda intravaginal com corrente bifasica, largura de pulso de 700 ms,
frequéncia de 50 Hz e intensidade de 2 mA. Os dados histomorfométricos foram obtidos nos tecidos
epitelial, conjuntivo e muscular em espécimes histolégicos pélvicos processados com técnicas de
rotina e corados com hematoxilina e eosina, tricrdomico de Gomori e imunomarcagéo com Ki67. Os
resultados mostraram que a EV: 1) aumentou a forca de contracdo dos MAPs em nuliparas e
multiparas; 2) aumentou a espessura dos MAPs (hipertrofia muscular) em nuliparas e multiparas;
3) ndo aumentou a espessura do epitélio de revestimento da vagina das nuliparas e multiparas, em
relagcdo aos seus grupos controle, mas aumentou na uretra das multiparas; 4) aumentou a espessura
do tecido conjuntivo associado aos trés érgdos pélvicos nas nuliparas e multiparas; 5) aumentou a
espessura da camada de tecido muscular liso da vagina, uretra e do reto nas multiparas, assim
como da uretra e do reto nas nuliparas; 6) aumentou o total de leucécitos/200 um?2 nas mucosas das
nuliparas e multiparas; 7) aumentou o total de fibroblastos/fibrécitos/700 pm?2 nas mucosas das
multiparas em relagdo aos demais grupos; 8) produziu uma maior imunomarcag¢édo com Ki67+ em
células epiteliais basais, endoteliais, musculares lisas e em fibroblastos nas multiparas, na
comparagao com seu grupo controle; 9) produziu uma maior imunomarcag&o com Ki67+ em células
satélites dos MAPs das nuliparas e multiparas. O conjunto dos resultados demonstraram que a
aplicacdo de 30 sessdes de EV, nos parametros utilizados, favoreceu o ganho estrutural/funcional,
sobretudo, nos tecidos conjuntivo e muscular, refletindo no aumento da forga de contracdo muscular
do AP. Concluindo, esses resultados mostraram uma efetividade da EV em ratas Wistar multiparas
e nuliparas, que pode contribuir para reforgar seu uso na clinica médica visando o fortalecimento do
AP e manutenc¢do da continéncia pelos érgaos pélvicos nas mulheres, que sao as mais comumente

atingidas pelas disfuncdes do AP.

Palavras-chave: assoalho pélvico; forca muscular do assoalho pélvico; musculos do assoalho

pélvico; disfungdes do assoalho pélvico; fragueza muscular do assoalho pélvico.



ABSTRACT

The pelvic floor (PF), formed by muscles and fascia, is responsible for supporting the abdominal and
pelvic organs, with an important role in urinary/fecal/anal continence, in the closure of the urogenital
hiatus and in sexual functioning. Structural and/or functional alterations of the AP due to aging,
vaginal delivery, multiparity, obesity and other risk factors can cause dysfunctions such as
incontinence and prolapses. The treatment for these dysfunctions can be surgical or conservative.
The electrical stimulation (EE), a physiotherapy resource, has been used as a conservative treatment
and consists of the application of intermittent electrical stimuli of low current levels that cause muscle
contraction. However, there is a lack of studies that evaluate the effects of EE directly on the tissues
of the pelvic region and perineum. Thus, this study evaluated the effect of transvaginal electrical
stimulation (VE) on the histomorphometry of the PF muscles (PFMs) and tissues associated with the
vagina, urethra and rectum of multiparous and nulliparous Wistar rats. This is a descriptive,
analytical, comparative, experimental and prospective longitudinal study, carried out in multiparous
(n=10) and nulliparous (n=10) Wistar rats aged 12 months. The EE (30 sessions) was performed
with an intravaginal probe with biphasic current, 700 ms pulse width, 50 Hz frequency and 2 mA
intensity. Histomorphometric data were obtained from epithelial, connective, and muscular tissues in
pelvic histological specimens processed with routine techniques and stained with hematoxylin and
eosin, Gomori's trichrome, and immunostaining with Ki67. The results showed that VE: 1) increased
the force of contraction of PFMs in nulliparous and multiparous; 2) increased the thickness of PFMs
(muscle hypertrophy) in nulliparous and multiparous; 3) did not increase the thickness of the
epithelium lining the vagina of nulliparous and multiparous, in relation to their control groups, but
increased in the urethra of multiparous; 4) increased thickness of connective tissue associated with
the three pelvic organs in nulliparous and multiparous; 5) increased the thickness of the smooth
muscle tissue layer of the vagina, urethra and rectum in multiparous, as well as the urethra and
rectum in nulliparous; 6) increased the total number of leukocytes/200 um? in the mucous
membranes of nulliparous and multiparous; 7) increased total fibroblasts/fibrocytes/700 um? in the
mucous membranes of multiparous compared to the other groups; 8) produced a greater
immunostaining with Ki67+ in basal epithelial, endothelial, smooth muscle cells and in fibroblasts in
multiparous, in comparison with its control group; 9) produced a greater immunostaining with Ki67+
in PFMs satellite cells from nulliparous and multiparous. The set of results demonstrated that the
application of 30 sessions of VE, in the parameters used, favored the structural/functional gain,
mainly in the connective and muscular tissues, reflecting in the increase of the force of muscular
contraction of the PF. In conclusion, these results showed the effectiveness of VE in multiparous and
nulliparous Wistar rats, which can contribute to reinforce its use in the medical clinic, aiming at
strengthening the PF and maintaining continence by the pelvic organs in women, who are the most

commonly affected by dysfunctions of the PF.

Keywords: pelvic floor; pelvic floor muscle strength; pelvic floor muscles; pelvic floor dysfunctions;

pelvic floor muscle weakness.
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1. INTRODUCAO



O assoalho pélvico (AP), um complexo de estruturas musculares e fasciais,
que formam uma unidade estrutural, também denominado de pavimento ou
diafragma pélvico ou ainda de diafragma musculofascial da pelve, em forma de taca
ou funil, situa-se no limite inferior da cavidade pélvica e superior do perineo,
circundando o reto, a uretra e a vagina, estendendo-se do pubis ao coccix e de um
lado ao outro da parede pélvica. (Strohbehn 1998; Messelink, 1999; Corton 2009).

O AP é responsavel pela sustentacdo dos o6rgdos abdominopélvicos,
desempenhando um papel importante no processo de continéncia e excrecao
urinaria e fecal/anal, assim como no funcionamento sexual (Strohbehn 1998;
Messelink, 1999; Herschorn 2004; Ashton-Miller & DeLancey 2007; Ashton-Miller &
DeLancey 2009; Corton 2009).

O AP é constituido predominantemente de musculos, além de elementos
fibromusculares e fibrosos, como a fascia endopélvica que reveste estes musculos
em suas faces superior e inferior (Moore & Dalley 2011; Messelink et al. 2005; Roch
et al. 2021). A membrana perineal (diafragma urogenital) e o corpo perineal, ambos
localizados inferiormente ao AP, também contribuem para esse diafragma
musculofacial da pelve (Peng et al. 2018; Roch et al. 2021).

Os musculos do AP (MAPs) séo constituidos por dois tipos de fibras, as do
tipo | (de contracao lenta) mais numerosas e resistentes a fadiga (Heit et al. 1996),
gue apresentam atividade ténica (contracdo normal de repouso), e as do tipo Il (de
contracao rapida, reflexa) permitindo respostas imediatas a mudancas subitas da
pressdo intra-abdominal (Gosling et al. 1981; Strohbehn 1998; Wyndaele &
Poortmans 2006; Corton 2009). Os MAPs sao inervados diretamente pelo ramo
anterior de S4 e pelos ramos do nervo pudendo (S2 a S4) (Drake et al. 2015).

Segundo Strohbehn (1998), as estruturas do AP podem ser divididas em
passivas e ativas, sendo as passivas 0s 0ss0s pélvicos e o tecido conjuntivo (fascia
endopélvica) e as ativas a inervagao para os musculos e os préprios musculos. Ou
seja, estruturas de suporte ativo incluem as neuromusculares que resultam em
contracdes sustentadas (manutencdo do ténus) e intermitentes dos musculos dos
MAPSs durante a atividade (Strohbehn 1998). Portanto, tanto em estado de repouso
qguanto no aumento da pressao intra-abdominal, o AP tem que dar suporte aos

orgéos pélvicos e isso so sera possivel se a posi¢cdo anatdmica dos MAPs, sua



atividade em repouso (suporte ativo) e a integridade da fascia endopélvica (suporte
passivo) estiverem adequadas (Messelink et al. 2005; Peng et al. 2018).

1.1. CONSTITUINTES DO ASSOALHO PELVICO
Como ja foi referido, o AP é constituido predominantemente por musculos
revestidos pela fascia endopélvica.
O masculo levantador do anus (MLA) e o coccigeo (isquiococcigeo)
constituem os MAPs (Corton 2009).
O MLA é uma algca muscular larga com simetria bilateral e constitui a maior
parte do AP, sendo formado por varios feixes musculares com diferentes origens e
insercdes (Corton 2009; Peng et al. 2018). Este musculo é o mais importante do
AP, por manter-se em estado constante de contragdo, proporcionando um piso
ativo que suporta o conteado abdominopélvico. Além disso, é o principal
responsavel pela sustentacdo dos orgaos pélvicos porque ajuda a manté-los em
sua posicao e resiste ao aumento de presséao intra-abdominal (Ashton-Miller &
DelLancey 2009; Moore & Dalley 2011). O MLA é um complexo muscular composto
por trés partes principais ou subdivisdes ou regides basicas: pubococcigeo,
puborretal e iliococcigeo (Ashton-Miller et al. 2001; Ashton-Miller & DeLancey 2009;
Eickmeyer 2017), designadas assim em virtude da direcéo e fixacdo de suas fibras
(Corton 2009). O musculo pubococcigeo, a porcdo medial mais volumosa do MLA,
€ também denominado de complexo pubovisceral, devido a sua associacdo e
fixacdo as visceras da linha média, subdividindo-se nas seguintes porcoes:
pubovaginal (na mulher) ou puboprostatico (no homem), puboperineal (pubouretral)
e puboanal (em ambos) (Lawson 1974; Strohbehn 1998; Herschorn 2004; Ashton-
Miller & DeLancey 2009; Corton 2009). A parte puborretal do MLA é importante
para a continéncia fecal/anal pelo fato de unir-se ao seu par para realizar uma alga
em forma de U (tipdia) ao redor da juncdo anorretal, passando pela parte posterior
desta, para constituir a flexura (angulo) anorretal que se torna obtuso (mais
retilineo) no relaxamento de tal masculo, permitindo a defecacdo (Ashton-Miller &
DeLancey 2009). A porcéo iliococcigea, a parte posterolateral do MLA, é delgada e
frequentemente muito pouco desenvolvida; além da fungéo postural, também tem

um papel ativo na micgéo, permitindo o esvaziamento da bexiga (Guerquin 2017).



O musculo coccigeo (isquicoccigeo), o outro componente dos MAPs, que
forma a parte posterior do AP, se estende da espinha isquiatica ao coccix e a parte
inferior do sacro, complementando esse diafragma pélvico (Herschorn, 2004).

As fascias pélvicas sao divididas em fascia pélvica parietal (fascia
endopélvica) que reveste as superficies superiores e inferiores dos MAPs (Corton
2009; Eickmeyer 2017) e fascia pélvica visceral, gue forma a cobertura das visceras
pélvicas, de seus vasos e nervos (Herschorn 2004). A fascia endopélvica é continua
com a fascia visceral, que fornece uma cépsula contendo os 6rgdos e permite
deslocamentos e alteracbes de volume (Herschorn, 2004); sua morfologia e
composicao variam de acordo com a regido anatomica (Roch et al. 2021).

Funcionalmente, o MLA e a fascia endopélvica desempenham um papel
interativo na manutenc¢ao da continéncia e do suporte pélvico (Norton 1993; Ashton-
Miller et al. 2001; Roch et al. 2021). O MLA atua na protecdo dos ligamentos
pélvicos e fascias do excesso de carga, uma vez que, por manter adequadamente
o fechamento do hiato urogenital e manter o tdnus muscular constante, faz com que
os ligamentos e as estruturas fasciais, que sustentam os 6rgaos pélvicos, sofram
um alivio, figuem submetidos a uma tensdo minima e simplesmente atuem para
estabilizar esses 0rgédos em sua posicdo (Ashton-Miller et al. 2001; Ashton-Miller &
DeLancey 2009; Corton 2009). Caso os nervos do MLA sejam danificados durante
o parto, os musculos sofreriam atrofia, deixando para a fascia endopélvica o suporte
dos oOrgados pélvicos, o que, com o tempo, poderia apresentar comportamento
viscoelastico, esticando-se gradativamente sob a carga constante, ocasionando o
desenvolvimento de prolapso (Ashton-Miller et al. 2001).

Os MAPs que sao fundamentais para as continéncias (urinaria, fecal e
anal), para a sustentacdo dos o6rgdos pélvicos e para a sexualidade humana
(Strohbehn, 1998; Rocca 2016), atuam em conjunto (de forma sinérgica) com o0s
musculos perineais do diafragma do trigono urogenital (esfincter uretral externo,
transverso profundo e superficial do perineo, bulboesponjoso e bulbocavernoso)
(Corton 2009; Moore & Dalley 2011).

1.2. O ASSOALHO PELVICO NA MULHER
Na mulher, o AP também tem funcé@o de manter o hiato urogenital fechado e
de atrair as partes distais da uretra, vagina e reto em dire¢cdo aos 0ssos pubicos

(Corton, 2009), contra a acao de abertura da pressao intra-abdominal, e contribuir
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para a continéncia urinaria, fecal e anal, observando-se um aumento na forca de
fechamento dos Ostios uretral, vaginal e anal numa contracdo voluntaria desse
complexo muscular (DeLancey 1988; Rocca 2016). O relaxamento apos a
contracdo resulta numa reducdo no suporte para uretra, vagina, anus, perineo,
permitindo os 6rgaos pelvicos retornarem a posi¢éo anatémica de descanso, sendo
gue os MAPs devem estar relaxados, para remover o mecanismo de continéncia
passiva, numa mic¢cdo normal (Messelink 1999; Roch et al. 2021).

A fascia endopélvica feminina € uma estrutura de tecido conjuntivo fibroso
denso (Ashton-Miller & DeLancey 2007; Roch et al. 2021; Cosma et al. 2021) em
monocamada rica em fibras elasticas com muito poucas ou nenhuma fibra muscular
lisa, com excecdo da area mais posterior perto do reto, que exibe uma maior
densidade de fibras musculares lisas (Hirata et al. 2011). A fascia endopélvica atua
como ligamento juntamente com os MAPs na fixacdo e estabilizacdo dos 6rgaos
relacionados com uretra, bexiga, vagina, Gtero e reto-anus, e na resisténcia a forca
de tensdo ocasionada pela pressao intra-abdominal aumentada a cada ciclo
ventilatorio (inspiracdo e expiracdo), na manobra de Valsalva, na tosse, risada, no
espirro, orgasmo e ao levantar-se, saltar, correr, erguer objeto pesado (Milsom et
al. 2009; Roch et al. 2021, Cosma et al. 2021).

A divisdo triangular anterior do perineo, onde se localiza o hiato urogenital,
estd associada aos 0stios dos sistemas urinario (uretra) e genital (vagina) (Rocca
2016). Na divisdo triangular posterior do perineo ou trigono anal, onde se localiza
o hiato anal, onde se vé o dstio intestinal (anus), encontra-se o canal anal com seus
esfincteres anal interno (IAl) e anal externo (EAE), importantes para a continéncia
fecal/anal, atuando juntos com os MAPs.

Para o correto funcionamento dos MAPs é necessario que as conexdes dos
musculos com as estruturas adjacentes, assim como a inervacao, estejam intactas;
alteracdes estruturais e ou funcionais nos MAPs podem causar disfuncdes no AP
(Wall 1993).

1.3. PRINCIPAIS DISFUNQ@ES DO ASSOALHO PELVICO

O AP na mulher esta relacionado aos sistemas urinario, genital e digestorio
e dessa forma, distUrbios estruturais e/ou funcionais do AP podem levar a perda do
controle da miccéo e da defecacado, do suporte dos orgaos pélvicos e da funcéo

sexual (Messelink 1999; Messelink et al. 2005). Essas disfuncdes podem resultar
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de atrofia ou fraqueza muscular e, considerando a variedade e o sinergismo entre
os tecidos que integram a regido pélvica, o envelhecimento também contribui para
tais disfuncdes (Delancey 1994).

A incontinéncia urinaria (1U), incontinéncia fecal (IF), incontinéncia anal (1A),
assim como o prolapso de 6rgéos pélvicos (POP), sdo as principais disfun¢cdes do
AP (Abrams et al. 2009; Abrams et al. 2013; Abrams et al. 2017). Essas disfuncdes
podem se manifestar em qualquer idade, sdo mais frequentes nas mulheres, afetam
a qualidade de vida por prejudicarem seriamente o bem-estar fisico, sexual,
higiénico, emocional, psicolégico, social e econdmico (Wall 1993). De forma geral,
as incontinéncias acarretam depressdo, ansiedade, isolamento auto-imposto,
constrangimento, auséncia no emprego ou perda do mesmo, prejuizos a auto-
estima e no relacionamento intimo, incapacidade de exercer atividade fisica,
podendo precipitar a internacdo em lares de idosos, afetando também as familias,
cuidadores e a sociedade como um todo (Norton 2004; Whitehead 2005; Melville et
al. 2005; Whitehead et al. 2009; Brown et al. 2012; Smith et al. 2013; Meyer &
Richter 2015).

A U é definida pela Sociedade Internacional de Continéncia e Associacao
Internacional de Uroginecologia, como perda involuntaria de urina e inclui a
incontinéncia urinaria de esforco (IUE), a incontinéncia urinéria de urgéncia (IUU) e
a incontinéncia urinaria mista (IUM) (Haylen et al. 2010). A IUE isolada é
responsavel por aproximadamente metade de toda IU (prevaléncia de 10 a 39%);
a lUM, com poucas excec¢des, é a proxima mais comum (prevaléncia de 7,5 a 25%)
e a lUU é a menos prevalente (1 a 7%) (Milsom et al. 2013; Milsom et al. 2017).
Aproximadamente 10% de todas as mulheres adultas relatam vazamento pelo
menos semanalmente, sendo o vazamento ocasional muito mais comum, afetando
25% a 45% (Milsom et al. 2013; Milsom et al. 2017). No estudo de Herschorn et al.
(2008) realizado com 518 mulheres no Canada com idade média de 45 anos, a IU
foi relatada por 28,8% delas, sendo 68% relacionada a IUE, seguida por IUM em
21% e IUU em 11%. Num estudo realizado no Brasil, a prevaléncia de IU entre
mulheres, com idade média de 51 anos, foi de 29,7% sendo que em 59,2% a IUU
estava associada (Amaro et al. 2008). Em outro estudo brasileiro foi reportado que
dentre as mulheres com U, 23,21% delas também apresentavam a IA (Bezerra et

al. 2014). Outros estudos nos EUA apontaram a associagéo da IU com a IF (Norton
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et al. 2004; Melville et al. 2005; Ditah et al. 2014). A U afete cerca de 25% a 45%
mulheres de todo o mundo e de 30% a 60% mulheres de meia idade a idosas
(Milsom et al. 2013; Milsom et al. 2017).

As definicbes de IF e IA ndo devem ser consideradas como sinénimos,
sendo a IF a perda involuntaria de fezes, solida ou liquida, que € um problema
social ou de higiene e a IA, além disso, inclui a perda involuntéria de flatus, que é
sentida por muitos pacientes como sendo igualmente uma desordem incapacitante
e antissocial (Norton et al. 2009). Estudos demonstram uma prevaléncia de IF/IA
que varia de 1% a 40% (Melville et al. 2005; Bharucha et al. 2005; Pretlove et al.
2006; Lawrence et al. 2008; Whitehead et al. 2009; Aitola et al. 2010; Bezerra et al.
2014; Ditah et al. 2014). Segundo Bharucha et al. (2015) a prevaléncia da IA é maior
que a da IF. Embora IF/IA sejam consideradas comuns, a prevaléncia é
frequentemente subestimada ou dificil de estimar, devido a relutancia dos
individuos em relatar suas queixas ou procurar atendimento, por causa da sua
intimidade e vergonha (Nygaard et al. 2003; Whitehead 2005; Makol et al. 2008;
Aitola et al. 2010).

O POP se refere a perda de suporte para o Utero, a bexiga, o célon ou reto,
ou até mesmo para o intestino delgado, levando a descida (prolapso) de um ou
mais destes 6rgaos através da parede da vagina, ocasionada pela disfuncao dos
elementos de estabilizacdo dindmica e estatica da pelve e perineo (Aytan et al.
2014; Corton, 2009). Essa é uma condicdo comum que afeta a vida de milhdes de
mulheres (Alperin, 2010), com prevaléncia de 5 e 10% (Milsom et al. 2017). No
entanto, num estudo realizado com 1320 mulheres foi detectado POP em 27,1%
delas, e o0 estudo apontou uma associacdo com obesidade, paridade, parto vaginal,
macrossomia e menopausa (Aytan et al. 2014). O POP é comumente descrito como
sendo acima do intréito, no intréito, ou além do intréito vaginal, na presenca ou
auséncia da manobra de Valsalva (Milsom et al. 2009), que possivelmente tem uma
relacéo estreita com a paridade/trabalho de parto.

O suporte direto aos 6érgdos pélvicos (uretra, bexiga, utero e reto) é
fornecido pela vagina e indiretamente pelas estruturas envolvidas no suporte
vaginal, com destaque para o MLA e o tecido conjuntivo associado a vagina e a
parede lateral pélvica (Norton 1993; DelLancey 1993; Corton 2005); danos a



qualquer componente deste complexo pode resultar na perda do suporte vaginal e
no POP (DeLancey 2007; Alperin et al. 2010).

1.4. FATORES DE RISCO PARA AS DISFUN(;OES DO ASSOALHO PELVICO

Além do envelhecimento, o parto vaginal, a multiparidade, a cirurgia pélvica,
a menopausa, a obesidade e a atividade fisica de alta intensidade constituem
fatores de risco para o surgimento das disfun¢des do AP nas mulheres (Parazzine
et al. 2000; Abrams et al. 2009; Abrams et al. 2013; Abrams et al. 2017).

Talvez até mais do que a idade, a obesidade € o fator de risco mais
claramente estabelecido para a IU em mulheres (Milson et al. 2013). Em uma
ampla gama de estudos, mulheres obesas tém aproximadamente o dobro do risco
de desenvolver IU e, apesar da complexa interacdo entre peso e outros fatores de
risco para essa incontinéncia, tem-se evidéncias muito robustas para apoiar o papel
causal do indice de massa corporal (IMC) no desenvolvimento da IU (Milson et al.
2013). Um estudo mostrou que o IMC foi significamente mais alto no grupo de
mulheres incontinentes em relagéo ao grupo continente (Amaro et al. 2008). Outros
estudos mostram que a perda de peso esta associada a melhora ou resolucdo da
IUE e IUU (Subak et al. 2009; Wing et al. 2010).

Outro fator de risco a considerar € o parto vaginal. Este € uma das principais
causas de disfuncdes do AP feminino (IU, IF/IA e POP), as quais sao consideradas
sequelas inevitaveis para algumas mulheres que sofrem les6es durante esse tipo
de parto (Ashton-Miller & DeLancey 2009). A gravidez ocasiona, com 0 aumento do
Gtero, além de mudancas na posicdo dos oOrgdos abdominopélvicos, uma
sobrecarga para o AP (O'Boyle et al. 2005); no entanto, é durante o trabalho de
parto vaginal, que séo observados o aumento da for¢ca de compresséo, estiramento
e cisalhamento que podem danificar o MLA, estruturas fasciais de suporte dos
orgaos pélvicos e o nervo pudendo (Dietz & Wilson 2005; Lien et al. 2005), de forma
mais grave em algumas mulheres, podendo ter, tais eventos, um papel importante
no desenvolvimento das disfuncdes pélvicas (Anderson 1984; Snooks et al.1984;
Snooks et al. 1985; Snooks et al. 1986; Allen et al. 1990; Tetzschner et al. 1995;
Amaro et al. 2003; Whitehead et al. 2009).

De uma forma geral, mesmo na auséncia da gestacdo e paridade, as
mulheres podem apresentar disfungdes pélvicas por conta de outros fatores de

risco. No entanto, a proporcdo de multiparas com incontinéncias e prolapsos é
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destacadamente maior em relacdo as nuliparas (Cardozo et al. 2005; Santos et al.
2006; Abrams et al. 2009; Milson et al. 2017). Dentre as multiparas as disfuncdes
pélvicas estdo relacionadas ao numero mais alto de partos vaginais (Amaro et al.
2003; Whitehead et al. 2009; Koelbl et al. 2009) pela repeticdo de exposicao aos
eventos inerentes e aos fatores potencialmente lesivos nos partos desse tipo ou até
mesmo na sua tentativa (Dietz & Wilson 2005). Portanto, multiplas gestacfes e
multiplos partos podem aumentar o risco para o desencadeamento das disfuncdes
pélvicas, sejam logo apds o parto ou mais tarde na vida da mulher (Milson et al.
2013).

A multiparidade, como ja relatado, constitui um grande fator de risco para
todas as disfun¢des do AP feminino. O estudo do efeito da multiparidade no AP, na
vagina, no reto-anus e na uretra em ratas Wistar, realizado por Silva (2017),
contribuiu para relacionar as alteragdes encontradas com o desenvolvimento de
afeccbes de 6rgaos da pelve e perineo.

Frente ao aumento da expectativa de vida do ser humano, sem duavidas
havera também um crescimento no surgimento das afecc¢des pélvicas, uma vez que
sua incidéncia aumenta com a idade (Herschorn et al. 2008; Abrams et al. 2009).
Considerando a demanda de cuidados para essas disfuncdes, projetou-se um
aumento de 35% entre 2010 e 2030 (Nygaard 2015).

As disfuncdes do AP produzem elevados custos orcamentarios da saude em
todo mundo (Minassian et al. 2003; Abrams et al. 2009; Cheon & Maher 2013; Wu
et al. 2011; Coyne et al. 2014; Bharucha et al. 2015; Powell et al. 2018; Xu et al.
2012) e segundo Moore et al. (2013) o aumento com 0s gastos assistenciais esta

diretamente relacionado a IU.

1.5. TRATAMENTO DAS DISFUNCOES DO ASSOALHO PELVICO

Como ja relatado, o AP esta relacionado aos sistemas urinario, genital e
intestinal, podendo as disfungdes se manifestarem na continéncia urinaria, fecal e
anal, no suporte de 6rgaos pélvicos e na funcao sexual.

O tratamento das disfun¢des pélvicas (incontinéncias e prolapsos) pode ser
cirdrgico ou conservador, este Ultimo podendo compreender o uso de
medicamentos, de pessarios, mudanca do estilo de vida, perda de peso e
fisioterapia (Bg et al. 1999; Scarlett 2004; Berghmans 2006; Norton 2009; Wing et
al. 2010; Abrams et al. 2013; Moore et al. 2013; Pedraza 2014; Abrams et al. 2017).
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A fisioterapia frequentemente € considerada como tratamento conservador
de primeira escolha, por ser ndo invasivo, por proporcionar melhora clinica, por ser
seguro, pela possibilidade de ser combinado a outros tratamentos e pelos custos
de moderados a baixos (Berghmans 2006).

A eletroestimulagéo (EE), um recurso da fisioterapia, tem sido utilizada para
o tratamento de diferentes afec¢des, sobretudo no aparelho locomotor (Gobbo et
al., 2014), nas disfuncdes do AP (Rosenbaum 2011; Bliss et al. 2017; Min et al.
2017; Nambiar et al. 2018; Li et al. 2020), como também na hipertonia ou hipotonia
muscular, hipotrofia, paresia, plegia, desnervacgoes, restricbes na amplitude de
movimento, dor aguda e crbnica, cicatrizacao de feridas e edema (Robertson et al.
2009; Maffiuletti 2010; Gobbo et al. 2014). A EE esta geralmente vinculada para
terapia de uma determinada afeccdo, mas pode ser utilizada como recurso
educativo em individuos saudaveis, para conscientizacdo dos musculos da regiao
da pelve e do perineo (Pedraza et al. 2014).

A EE consiste na aplicacéo de estimulos elétricos intermitentes, de baixos
niveis de corrente, através de um ou mais eletrodos posicionados nas
proximidades dos pontos selecionados, objetivando a obtencdo de contragcfes
musculares (Hultman et al. 1983; Robertson et al. 2009; Maffiuletti 2010; Gobbo et
al. 2014).

A EE no AP foi originalmente proposta e aplicada por Cadwell (1963), que
conseguiu o retorno do controle do esfincter anal numa mulher de 60 anos,
portadora de IF ha 23 anos, provavelmente em decorréncia do parto vaginal, e a
reducado da perda de urina numa outra mulher de 65 anos, com IU ha 20 anos.

Na pelve feminina, a EE pode ser aplicada por sonda introduzida tanto na
vagina (EE intravaginal ou transvaginal) quanto no canal anal (EE intra-anal ou
transanal) e os eletrodos podem ser posicionados de modo a obter contato com
uma quantidade significativa de fibras do nervo pudendo (Amaro et al. 2003).

Estudos em ratas Wistar nuliparas mostraram que a EE transvaginal (EV)
e transanal (EA) foram efetivas, causando melhora estrutural nos tecidos de 6rgaos
pélvicos (Sousa 2017; Sousa et al. 2017), aumento da forca de contracdo dos
MAPSs, indicando fortalecimento desses musculos (Sousa. 2017; Wyndaele &
Poortmans 2006); aumento da densidade capilar e do niumero de fibras musculares
do tipo Il (Wyndaele & Poortmans 2006).
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Nas ultimas décadas, a EE tem sido utilizada no tratamento conservador
de afeccbes que acometem a pelve e perineo, mas apesar de haver trabalhos
analisando sua eficacia na clinica, as opinides sao divergentes/conflitantes
(Bernardes 2000; Trujen et al. 2001; Correia et al. 2011; Friedman 2012; Moore et
al. 2013; Chéne et al. 2013; Faiena et al 2015; Stewart et al 2017; Nambiar et al.
2018) pela falta de mais estudos cientificos que esclarecam seus efeitos diretos
nos tecidos dessas regides (Sousa 2017; Wyndaele & Poortmans 2006). Portanto,
considerando que € escasso 0 conhecimento acerca das modificacbes
morfolégicas efetivadas diretamente pela EE nos tecidos que compdem o AP e
orgdos relacionados; que € praticamente inviavel a realizacdo de estudos
microscopicos prospectivos nessa regido em humanos vivos (Abramowitch et al.
2009; Wieslander et al. 2009); que a utilizacdo de modelos animais € consagrada
pela literatura e que o rato de laboratério tem sido um dos pilares da pesquisa
biomédica (Sengupta 2013), além de ser o animal que demonstrou ter mais
semelhancas dos tecidos da regido pélvica com os de humanos (Alperin et al.
2014), e ainda demonstrar as modificacbes ocasionadas pela gestacdo/parto
(Alperin et al. 2015; Silva 2017), optou-se por utilizar ratas Wistar, tornando viavel
a captacdo de informacdes acerca das respostas morfofuncionais a aplicacéo da
EE nesses tecidos. Assim, o presente estudo se propds a avaliar o efeito da EV na
histomorfometria dos MAPs e nos tecidos associados a vagina, a uretra e ao reto
de ratas Wistar multiparas e nuliparas. Tal estudo em ratas Wistar multiparas, até
onde pesquisamos, é inédito. O estudo buscou contribuir para as abordagens
preventivas/terapéuticas/curativas que visem melhorias na qualidade de vida e

dignidade de mulheres acometidas pelas entidades clinicas disfuncionais do AP.
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2. OBJETIVOS



2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da eletroestimulacéo transvaginal (EV) na histomorfometria
da musculatura do AP (MAP) e nos tecidos associados a vagina, a uretra e ao reto

de ratas Wistar multiparas e nuliparas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a forca de contragcdo muscular antes e apos a EV nos MAPs;
Determinar o diametro das fibras dos MAPSs;

Quantificar o numero de mionucleos por fibra dos MAPs;

Quantificar as fibras dos MAPs;

Determinar as medidas dos tecidos epitelial, conjuntivo e muscular associados a
vagina, a uretra e ao reto;

Verificar a presenca de alteracbes morfolégicas nos tecidos (analise
histopatoldgica);

Determinar semiquantitativamente as células do tecido conjuntivo (leucocitos e
fibroblastos/fibrécitos);

Determinar por imuno-histoquimica o efeito da EV na proliferacdo celular nos
tecidos epitelial, conjuntivo, muscular liso dos 6rgaos pélvicos e muscular estriado

dos MAPs.
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3. MATERIAL E METODOS



3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Selecao aleatéria de ratas
Wistar Nuliparas e Multiparas
(12 meses)

Ratas adultas (12 meses)
Acasalamento (3vezes)
10 filhotes / ninhada

Animais mantidos no biotério UniCEUB por 12 meses

(racdo e 4gua ad libitum)

Grupo 1:
Nuliparas
controle sem EV
(n=5)

Grupo 2:
Nuliparas com
EV
(n=5)

Grupo 3:
Multiparas
controle sem
EV (n=5)

Grupo 4:
Multiparas
com EV
(n=5)

Tratamento com EE e obtencédo das medidas da for¢a de contragcéo

dos MAPs (antes e depois da EE)

Eutanésia DTSSR €05 G (etaDneoSil%a;agg?W )
o =D | blocos pélvicos | =9 | (formol 10%) | == -
Coloracéo: Impregnacéo e Diafanizacio

H & E, Gomori, ¢== | Microtomia | ¢mm | emblocamento | ¢m=m ¢

imuno-histoquimica

(5 pm)

(parafina 60°)

(xilol)

L

Digitalizacdo das imagens (Programa ImageScope)

Coleta dos dados morfométricos, histopatolégicos e Imuno-histoquimicos

Determinacéo do
didmetro das
fibras musculares
esqueléticas dos
MAPs (50 fibras)

Quantificacdo dos
mionucleos por
fibra muscular dos
MAPs (20 fibras)

Quantificacéo do
total de fibras
musculares
esqueléticas dos
MAPs (400um?)

Medidas dos
tecidos
associados a
vagina, a uretra e
ao reto

Tabulag&o dos dados, andlise estatisticae representagéo dos resultados

Figura 1. Organograma do Estudo.

15



3.2. TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo, analitico, comparativo, experimental e
prospectivo de carater longitudinal, realizado nos Laboratérios de Anatomia e
Histologia da Area de Morfologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia (UnB) e no Laboratério de Ciéncias do Centro Universitario de Brasilia
(LABOCIEN/UniCEUB). O referido estudo foi aprovado pela Comissé&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do UniCEUB.

Para o experimento e durante a execucédo, foram observados e seguidos 0
disposto na Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 2008 e nas demais normas
aplicaveis a utilizacdo de animais para a pesquisa, especialmente nas resolucées
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e nos
principios éticos definidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

(COBEA),

3.3. TIPO DE ANIMAIS

Os animais utilizados nos ensaios eram ndo isogénicos, ratas da linhagem
Wistar (Rattus novergicus) multiparas e nuliparas com 12 meses de idade. As ratas
multiparas tiveram 3 gestacfes, com 10 filhotes em média por ninhada. Esses
animais, provenientes do alojamento do Biotério do UniCEUB, foram mantidos, em
temperatura controlada (23 °C), em ciclo claro/escuro de 12 horas e com
alimentacdo a base de racdo balanceada e agua potavel ad libitum. O calculo

amostral do presente estudo esteve dentro das normas estabelecidas pelo COBEA.

3.4. GRUPOS DE ESTUDO

De conformidade com o célculo amostral e para permitir a analise estatistica
adequada os grupos de estudo contendo 5 (cinco) animais por grupo foram
alocados aleatoriamente. Os grupos foram constituidos de ratas Nuliparas Controle

(n=5); Nuliparas com EV (n=5); Multiparas Controle (n=5) e Multiparas com EV
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(n=5), com finalidade de determinar e comparar o efeito da EV nos MAPs e nos
tecidos associados a vagina, a uretra e ao reto:

e Nuliparas Controle (NC). Nuliparas com EV (NEV).

e Multiparas Controle (MC). Multiparas com EV (MEV).

3.5. ELETROESTIMULACAO TRANSVAGINAL (EV)

Foram utilizadas sondas adaptadas as dimensdes da vagina de ratas Wistar
produzidas e padronizadas pelos estudos de Sousa (2017), cujo modelo pode ser
visualizado na figura 2, para a aplicacédo da EE via cavidade desse 6rgdo. Em cada
uma delas foi utilizado 2 (dois) anéis de aco inoxidavel com 2.0 mm de diametro e
3.0 mm de comprimento conectados a fios elétricos por meio de soldas de estanho
e isolados entre si por 3.0 mm de resina acrilica ndo condutora e autopolimerizavel,
aplicada também acima e abaixo dos anéis metalicos. O comprimento total de cada
sonda foi de 12.0 mm. O aparelho eletroestimulador utilizado foi Dualpex 961

QUARK®modelo URO.

Figura 2. Fotografia da sonda de EV para ratas Wistar (Sousa, 2017).

A técnica de aplicacdo da sonda de EV nas ratas Wistar foi seguida de
acordo com o realizado nos estudos de Sousa (2017), com 0s mesmos parametros
baseados no método idealizado por Wyndaele e Poortmans (2006). Seguindo os
estudos de Sousa (2017) optou-se também no presente estudo pela contengéo
manual dos animais sem nenhuma sedacdo dos mesmos. Tal procedimento
consistiu-se em posicionar cada rata sobre a palma de uma das maos do
pesquisador, a0 mesmo tempo em que se tracionava a pele da nuca com os dedos
indicador e polegar, realizando uma preenséo bidigital, enquanto com a outra méao,
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tracionava-se a cauda. As ratas, contidas dessa forma, ndo eram impedidas de
respirar nem de realizar pequenos movimentos iSométricos.

Logo apos a contencgao das ratas e seu posicionamento em decubito dorsal,
outro pesquisador introduzia a sonda do eletroestimulador, previamente lubrificada
com gel condutor, na vagina delas. A emissao de rangidos, enrijecimento da cauda
ou movimentos corporais bruscos dos animais, que significariam procedimentos
dolorosos, considerando-se os parametros da estimulacéo elétrica (Sousa, 2017) e
em concordancia com o método utilizado por Wyndaele e Poortmans (2006), foram
todos observados durante as sessfes de EV. Apesar de ter esses conhecimentos
para se evitar procedimentos dolorosos, 0s pesquisadores precisaram se
familiarizar com os animais, por um periodo de uma semana, no intuito de adquirir
condicionamento com a conduta de rotina da inser¢cdo da sonda de EV, para
atenuar o estresse que tal procedimento poderia ocasionar.

Para essa EV foi utilizada uma corrente bifasica simétrica retangular com
largura de pulso de 700 ms e frequéncia de 50 Hz, com intensidade de 2 mA ou até
causar a contracao visivel ao observador, mas sem causar sofrimento ao animal
conforme os estudos de Bg et al. (1999) e de Wyndaele e Poortmans (2006).

As ratas foram submetidas a 30 (trinta) sess6es de EV em conformidade
com o protocolo de tratamento prescrito para o fortalecimento dos MAPs (Bg et al.
1999). Tais sessfes aconteceram 5 (cinco) vezes por semana em dias Uteis e
durante 3 (trés) semanas consecutivas, sendo 2 (duas) vezes a cada dia, cada
sessdo com a duracao de 6 (seis) minutos e com intervalo de 5 (cinco) minutos de
repouso entre elas. O tempo decorrido entre a passagem da corrente/contracao
muscular e sua interrupgéo/repouso muscular (On/Off) foi de 5 (cinco) e 10 (dez)

segundos, respectivamente.
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3.6. FORCA DE CONTRACAO DOS MAPs ANTES E APOS EV

Para a medicéo da forca dos MAPSs, foi introduzida no reto-anus das ratas
Wistar nuliparas e multiparas (estudo pareado) a sonda do mandmetro do
eletromiografo de presséao, elaborado por Sousa (2017).

Os passos para o registro da pressao basal intra-anal foram os seguintes: 1)
introducéo da sonda do manémetro no reto-anus; 2) insuflacdo da sonda intra-anal;
3) observacao e registro da presséo basal intra-anal durante 120 segundos (tbnus
basal).

Os registros da forca ocorreram em trés momentos durante a sesséao de EE:
0 primeiro registrou a pressao (tobnus) basal do AP sem a insercao da sonda de EV;
0 segundo capturou a presséao (ténus reflexo) do AP no momento da insercéo da
sonda de EV, porém sem passagem de corrente elétrica; o terceiro gravou a
pressédo (tdbnus evocado) do AP no momento da passagem da corrente elétrica pela
sonda EV (Figura 3). A medicdo da forca de contracdo do AP ocorreu
concomitantemente a sessao de EV. Os parametros utilizados para a EE foram os

mesmos descritos no item 3.5.

Registro da

.- Registro da Registro da
pressio intra- < z
. anal com a 5 pressio intra- . pressio intra-
Pressao sonda do IDCEEEM anal durante a IS anal durante a
Basal o Reflexa MRUESIELEE Ao GERY insercioda

sonda EV com
corrente

sonda EV sem

sem sonda de
corrente

EV

Figura 3. Desenho esquematico do registro da forca muscular no momento das

pressodes basal, reflexa e evocada.

3.7. EUTANASIA DOS ANIMAIS E OBTEN(;AO DO MATERIAL
Finda a dultima sessdo de EV, no dia seguinte, os animais foram
acondicionados em camara onde a concentracdo de COz2 foi de 40%. Os animais

faleceram por depressdo excessiva do sistema nervoso central e hipéxia. O uso
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desse método de eutanasia por ser rapido, indolor, de baixo custo e por manter os
tecidos sem residuos quimicos, foi o escolhido. Uma vez falecidos, os animais
foram dissecados com a remocdo dos blocos pélvicos mantendo-se os 6rgaos
associados e preservando-se todo o perineo com sua pele. As inser¢cdes dos MAPs
no anel pélvico foram mantidas. Em seguida, todos os blocos obtidos foram fixados
em solucdo de formalina a 10% e depois submetidos ao processamento para a

obtencéo dos cortes histolégicos.

3.8. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E OBTENCAO DAS IMAGENS

Os espécimes removidos e fixados, conforme descrito no item 3.7, foram
processados para as analises em microscopia de luz. Inicialmente, foram lavados
e desidratados em solu¢des crescentes de alcool a 70%, 80%, 90% e absoluto,
sendo em cada solucédo por um periodo de 60 minutos, exceto na solucéo de alcool
absoluto, que foi repetida por trés vezes de igual periodo de 60 minutos cada. Apos
tal etapa, foram diafanizados em xilol em 3 banhos, com duracdo de 60 minutos
cada, e impregnados em parafina na temperatura entre 56-60°C, também em 3
banhos, de 60 minutos cada, para a confeccao dos blocos de parafina. Uma vez
obtido o endurecimento total dos blocos de parafina, foram resfriados e fatiados no
micrétomo para obtengao de cortes dos tecidos na espessura de 5 um. Em seguida,
os cortes dos tecidos a serem analisados ao microscépio de luz, foram corados
com as seguintes técnicas: 1) hematoxilina & eosina, para avaliar a arquitetura dos
tecidos; 2) tricromico de Gomori, para identificar fibras de coldgeno e musculares;
3) imunomarcagcdo com o anticorpo primario Ki67 para quantificar a proliferacédo
celular. Os cortes histologicos foram digitalizados e capturados com o equipamento
Aperio ScanScope® e avaliados no programa ImageScope version 12.1.0.5029
(Aperio Technologies Inc, Vista, CA, USA) por um anico observador, no aumento

de 20x.
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3.9. OBTENCAO DOS DADOS HISTOMORFOMETRICOS
Os dados histomorfométricos foram obtidos nos tecidos epitelial, conjuntivo

e muscular conforme descrito abaixo.

3.9.1. DETERMINAQAO DO DIAMETRO DAS FIBRAS MUSCULARES
ESQUELETICAS DOS MAPs

Para determinar o didametro das fibras musculares esqueléticas dos MAPs
foram selecionadas areas representativas em secc¢fes transversais digitalizadas.
Utilizou-se a ferramenta de medida de comprimento em micrémetro do programa
ImageScope version 12.1.0.5029 no aumento de 20x, onde se mediu o diametro
maior e menor, num total de 50 fibras com formato poligonal, por amostra. O
diametro médio das fibras musculares esqueléticas dos MAPs foi calculado pela

soma da média do maior e menor didmetros, dividido por dois, em cada amostra.

3.9.2. QUANTIFICACAO DO TOTAL DE FIBRAS MUSCULARES DOS MAPs
Para quantificar o total de fibras musculares esqueléticas dos MAPs foram
delimitadas quatro areas equidistantes de 400 pym? nas secc¢les transversais

representativas digitalizadas, no aumento de 20x, em cada amostra.

3.9.3. QUANTIFICAQAO DOS MIONUCLEOS DAS FIBRAS MUSCULARES DOS
MAPs

Para quantificar o namero de mionucleos por fibra muscular esquelética dos
MAPs, foram escolhidas 20 fibras no total por amostra, nas sec¢des transversais

representativas digitalizadas.
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3.9.4. MEDIDAS DOS TECIDOS EPITELIAL, CONJUNTIVO E MUSCULAR
ASSOCIADOS A VAGINA, A URETRA E AO RETO

Para determinar a medida em espessura dos tecidos epitelial, conjuntivo e
muscular da vagina, da uretra e do reto foi utilizada a ferramenta de medida de
comprimento do programa ImageScope version 12.1.0.5029 nas imagens das
seccOes histolégicas digitalizadas. Foram tomadas as médias das espessuras de
tais tecidos em quatro pontos equidistantes (paredes anterior, posterior e laterais)

das seccdes histologicas dos animais de todos 0s grupos.

3.9.5. ANALISE HISTOPATOLOGICA E HISTOLOGICA

A andlise histopatoldgica (qualitativa) foi realizada por um Unico examinador
em 4 (quatro) campos equidistantes (200 ym?/campo) nas secc¢des histolégicas
coradas pela hematoxilina e eosina. O tipo de infiltrado inflamatdrio e a presenca
ou ndo de alteracdes morfolégicas, hemorragia, degeneracdo e ou necrose nos
tecidos examinados, foram considerados.

Para a analise histolégica semiquantitativa utilizou-se 4 (quatro) campos
equidistantes (200 ym?/campo) para os leucdcitos e numa area equivalente a 700
um? para os fibroblastos/fibrocitos nas seccdes histolégicas coradas com
hematoxilina e eosina. As analises foram feitas por um Unico observador nas

mucosas da vagina, da uretra e do reto.

3.9.6. ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Para a analise imuno-histoquimica dos tecidos foram coletadas secc¢fes
histol6gicas sequenciais de 2 um de espessura aderidas em laminas de vidro
previamente silanizadas (Easy Path Diagndsticos, Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil).
Em seguida, os cortes foram desparafinados em xilol (3 banhos de 2 minutos),
desidratados em alcool etilico absoluto (6 banhos de 1 minuto) e alcool etilico a
95% (2 banhos de 1 minuto) e reidratados em &gua destilada (3 banhos de 1

minuto).
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Considerando que a parafinizagdo dos espécimes mascara 0s sitios
antigénicos das células, a recuperacao antigénica se deu pela imerséo das laminas
em cuba vaporizada contendo tampéao citrato com 0,2% de Tween 20, previamente
aguecido a 95°C por 20 minutos. Em seguida, as laminas foram resfriadas a
temperatura ambiente por 15 minutos e lavadas vigorosamente com tampéao TBS
(Tris Buffered Saline = Solucéo salina tamponada Tris = tri-tamponado, pH 7,3 e
cloreto de sédio em agua destilada) acrescido de Tween 20; o liquido excedente foi
removido com o auxilio de um papel absorvente. Posteriormente, fez-se o bloqueio
da peroxidase enddgena para evitar reacfes inespecificas. Para isso, as laminas
foram imersas em solucdo aquosa de peroxido de hidrogénio a 10% (solucéo de
bloqueio) por 10 minutos (2 banhos). Em seguida, foram lavadas com tampao TBS,
trés vezes, para remover 0 excesso da solucédo de bloqueio. O liquido excedente
foi removido com auxilio de um papel absorvente.

Nas etapas seguintes, os cortes foram tratados com 50 uL de anticorpo
primario Ki67 produzidos em coelho (clone: SP6, Biocare Medical, Concord-CA,
United States), previamente diluido na proporcédo de 1:80 em tampéao TBS. Nessas
condicBes as laminas foram incubadas em uma cuba umidificada durante 18 horas
a 4 °C. Finalizada a incubacédo, as laminas foram lavadas vigorosamente com
tampéo TBS/Tween 20 e as secgdes histoldgicas foram reincubadas com 50 uL do
ligante, ou seja, do anticorpo secundario biotinado anti-coelho (Envision Flex +
Mouse Linker, DAKO, Califérnia, United States) por 30 minutos a temperatura
ambiente. Finalizada essa incubacéo, as laminas foram novamente lavadas com o
tampéo TBS/Tween 20 e o excesso de liquido foi retirado com auxilio de um papel
absorvente.

Realizadas essas etapas, e caso existissem no tecido o antigeno especifico,

seriam formados imunocomplexos antigeno alvo + anticorpo primario + anticorpo

secundario biotinado. Para visualizar os imunocomplexos, as secc¢des histologicas

foram incubadas com uma solugdo comercial de Envision Flex Horseradish
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peroxidase (HRP) (DAKO, Califérnia, United States) por 30 minutos a temperatura
ambiente e, em seguida, com outra solugdo comercial com DAB (diaminobenzidina)
e peréxido de hidrogénio (Envision Flex DAB + Chromogen) por mais 10 minutos.

Em seguida, as laminas, depois de lavadas 3 vezes em agua corrente sob
baixa pressao, foram contracoradas com hematoxilina de Harris por 30 segundos,
novamente lavadas em agua corrente por 5 minutos, desidratadas com alcool
absoluto (5 banhos), diafanizadas com xilol (3 banhos) e finalmente protegidas com
laminulas aderidas com resina sintética (Enthelan®, Sigma-Aldrich).

Com a ligacédo da estreptavidina a biotina presente no anticorpo secundario
biotinado, a peroxidase, via peroxidacéo, reage com o peroxido de hidrogénio e a
DAB, permitindo a amplificacdo do sinal, formando um complexo de cor
acastanhado e visualizagcdo em microscopia optica.

Para fins de positividade foi considerada apenas a coloragdo acastanhada
nuclear. Para a coleta dos dados foram quantificados o total de imunomarcacdes
numa area equivalente a 66 um? das seccoes histoldgicas dos espécimes obtidos
dos  grupos. Os resultados  foram expressos em  total de

imunomarcacdes/espécime/66 um2.

3.10. ANALISE ESTATISTICA

A normalidade das variaveis foi analisada empregando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade das variancias, empregando-se o teste
de Barttlet. Para comparacfGes entre dois grupos, foi usado o teste t ou Mann-
Whitney para dados normais ou nao normais, respectivamente (estudo né&o
pareado), e os teste t ou Wilcoxon para os dados normais ou nao normais,
respectivamente (estudo pareado). Para as multiplas comparacgdes utilizou-se os
testes de ANOVA (distribuicdo normal) ou Kruskal-Wallis (distribuicdo ndo normal).

Diferencas de p<0,05 foram consideradas significantes. As analises foram
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realizadas empregando-se o programa Prism® 5 Software Package (GraphPad,

USA, 2005).
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4. RESULTADOS



4.1. AVALIACAO DO EFEITO DA EV NA FORCA DOS MUSCULOS DO
ASSOALHO PELVICO (MAPs)

Para avaliar o efeito da EV na for¢ca dos MAPs dos grupos de ratas Wistar
nuliparas e multiparas, foram obtidos os registros eletromiogréaficos de pressédo do
tébnus muscular basal (TB), tdnus muscular reflexo (TR) e tdnus muscular evocado
pela eletroestimulacao (TE).

No grupo de nuliparas, os resultados mostraram que, quando comparado ao
TB (14,4cmH20), a EV induziu o aumento da mediana da forca de contragéo
muscular (TE = 28,5 cmH20). Nao houve diferenca entre o TR (24,4cmH20) e os
demais tbnus. (Kruskal-Wallis, p = 0,0366) (Figura 4 A).

No grupo de multiparas, a média £ DP do TE (24,2 £ 10,9 cmH:0) foi maior
do que TB (10,6 + 5,6 cmH20) e do que o0 TR (16,5 + 3,2 cmH20). (ANOVA, p =
0,0216) (Figura 4 B).

Os resultados mostraram também uma tendéncia estatistica para menor TE
no grupo de multiparas (MEV = 24,2 + 10,9 cmH20), na comparagéo com o TE do
grupo de nuliparas (NEV = 66,6 + 60,2 cmH20) (Teste t, p = 0,0927), 0 que resultou

numa tendéncia para ~ 64% de diferenca entre ambos.
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Figura 4. Forca de contracdo dos MAPs avaliada pelo ténus basal (TB), reflexo (TR) e
eletroestimulado (TE) de ratas Wistar nuliparas (A) e multiparas (B). Os resultados
mostraram aumento da forca dos MAPs das nuliparas e multiparas apd6s a
eletroestimulacéo (p < 0,05); o TR né&o diferiu do TB e TE nas nuliparas, enquanto que nas
multiparas o TR foi similar ao TB e menor que o TE. Estdo mostrados as medianas e 0s
desvios padréo.
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4.2. AVALIA(;AO DO EFEITO DA EV NOS MAPs

Para avaliar o efeito da EV nos MAPs, foram obtidos o total de fibras
musculares esqueléticas em quatro areas equidistantes de 400 um?, o diametro de
50 fibras musculares estriadas esqueléticas e o total de miondcleos em 20 fibras,
nas secc¢oes histologicas de cada rata Wistar dos grupos de nuliparas e multiparas

com ou sem eletroestimulacao.

4.2.1. DIAMETRO DAS FIBRAS

Os resultados, analisados pelo Teste t, mostraram para 0s grupos de
nuliparas que a EV causou aumento nos didmetros das fibras musculares estriadas
esqueléticas (NEV = 57,6 £ 0,6 um), em compara¢ao com 0 Seu respectivo grupo
controle (NC = 43,1 £ 3,0 um) (p < 0,0001). Similarmente, observou-se maior
didmetro das fibras no grupo eletroestimulado de multiparas (MEV = 56,8 + 1,2 um)
na comparagao com seu respectivo grupo controle (MC = 37,8 + 1,5 um) (p <
0,0001). Ainda, quando foram comparados 0s grupos controles de nuliparas e
multiparas, os resultados mostraram menor didmetro das fibras musculares no
grupo de multiparas (MC = 37,8 + 1,5 um < NC = 43,1 + 3,0 um) (p = 0,007). Nao
houve diferencas entre os grupos eletroestimulados (NEV = MEV) (p > 0,005)

(Figuras 5 e 8).
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Figura 5. Diametro das fibras dos MAPs de ratas Wistar nuliparas e multiparas, submetidas
ou ndo a eletroestimulagdo. Os resultados, analisados pelo Teste t, mostraram que na
comparagdo com seus respectivos grupos controles de nuliparas e multiparas, a
eletroestimulacédo pela via transvaginal causou aumento no didmetro das fibras (NEV > NC
e MEV > MC) (p < 0,0001). Também, houve menor didmetro das fibras no grupo MC, na
comparagéo com o grupo NC (MC < NC) (p =0,007). Nao houve diferencas entre 0s grupos
eletroestimulados (NEV = MEV) (p > 0,005). Estdo mostrados as médias e os desvios
padréo.

4.2.2. TOTAL DAS FIBRAS

Os resultados, analisados pelo Teste t, mostraram que o total das fibras
musculares estriadas esqueléticas foi maior nos grupos controles na comparacao
com seus respectivos grupos eletroestimulados (NC = 33,0 £ 6,1 > NEV =195 +
1,4eMC=36,8+35>MEV =18,7 +2,3) (p <0,05). Nado houve diferencas entre
os grupos controles (NC = MC) nem entre os grupos eletroestimulados (NEV =

MEV) (p > 0,05) (Figuras 6 e 8).
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Figura 6. Total de fibras dos MAPs de ratas Wistar nuliparas e multiparas, submetidas ou
ndo a eletroestimulagdo. Os resultados pelo Teste T mostraram maior nimero de fibras
nos grupos controles na comparagdo com seus respectivos grupos eletroestimulados (NC
> NEV; MC > MEV) (p < 0,05). Nao houve diferengas entre os grupos controles (NC = MC)
nem entre os grupos eletroestimulados (NEV = MEV) (p > 0,05). Estdo mostrados as
médias e os desvios padréo.

4.2.3. TOTAL DE MIONUCLEOS

Os resultados, analisados pelo Teste t, mostraram maior numero de
mionucleos nos grupos eletroestimulados em relacdo aos seus respectivos grupos
controles de nuliparas (NEV = 3,3+ 0,0 > NC = 1,7 £ 0,1) e de multiparas (MEV =
33+0,1>MC=154%0,2) (p <0,0001). Ainda, quando foram comparados 0s
grupos controles, o nimero de mionucleos foi maior no grupo de nuliparas do que
no de multiparas (NC = 1,7 £+ 0,1 > MC = 1,5 + 0,2) (p = 0,0394). Nao houve
diferencas entre os grupos eletroestimulados (NEV = MEV) (p > 0,005) (Figuras 7
e 8).
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Figura 7. Total de mionudcleos das fibras dos MAPs de ratas Wistar nuliparas e multiparas,
submetidas ou ndo a eletroestimulagdo. Os resultados, analisados pelo Teste t, mostraram
maior nimero de mionudcleos nos grupos eletroestimulados de nuliparas (NEV > NC) e de
multiparas (MEV > MC) (p < 0,0001). Na comparagdo com 0s grupos controles, os
mionucleos foram mais numerosos no grupo das nuliparas do que no das multiparas (NC
> MC) (p = 0,0394). Nao houve diferencas entre os grupos eletroestimulados (NEV = MEV)
(p > 0,005). Estdo mostrados as médias e os desvios padréao.

Com eletroestimulacéo

Nuliparas

Multiparas

Figura 8. Fotomicrografias das fibras musculares estriadas esqueléticas dos MAPs de
ratas Wistar nuliparas e multiparas, com ou sem eletroestimulagdo. Observar maior
namero de fibras musculares e menor didmetro nas nuliparas e multiparas sem
eletroestimulacdo (esquerda) e fiboras em menor nimero e maior diametro nas nuliparas e
multiparas com eletroestimulacdo (direita). Coloracdo: Hematoxilina e Eosina (HE); barra
de aumento = 100 pum.
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4.3. AVALIA(;AO DO EFEITO DA EV NAS CAMADAS DA VAGINA

Para avaliar o efeito da EV nos tecidos que compdem a vagina, foram
tomadas as médias das espessuras dos tecidos epitelial, conjuntivo e muscular, em
quatro pontos equidistantes (paredes anterior, posterior e laterais) das seccdes
histoldgicas das ratas Wistar dos grupos controles de nuliparas e multiparas (NC e
MC) e dos respectivos grupos eletroestimulados (NEV e MEV).

4.3.1. EPITELIO

Os resultados, analisados pelo Teste t, mostraram maior espessura do
tecido epitelial no grupo controle de nuliparas na comparagdo com seu respectivo
grupo eletroestimulado (NC =155,0 £ 17,3 um > NEV =102,5 + 27,5 um) (p < 0,05).
Nao houve diferencas entre 0os grupos controle e eletroestimulado de multiparas
(MC =134,5 £ 68,7 um = MEV = 111,2 + 36,8 um). Do mesmo modo, ndo houve
diferencas entre os grupos controle de nuliparas e multiparas (NC = MC) nem entre
0s grupos eletroestimulados (NEV = MEV) (p > 0,05) (Figuras 9 A e 10).

4.3.2. TECIDO CONJUNTIVO

Os resultados, analisados pelo Teste t, mostraram maior espessura do
tecido conjuntivo subepitelial no grupo eletroestimulado de nuliparas, na
comparacao com seu respectivo grupo controle (NEV = 378,8 + 112,6 um > NC =
185,0 £+ 32,6 um) e também no grupo eletroestimulado de multiparas na
comparacao com seu respectivo grupo controle (MEV = 285,7 £ 91,7 um > MC =
177,0 = 38,0 um) (p < 0,05). N&o houve diferengas entre os grupos controles de
nuliparas e multiparas (NC = MC) nem entre 0S grupos respectivos
eletroestimulados (NEV = MEV) (p > 0,05) (Figuras 9 B e 10).

4.3.3. CAMADA MUSCULAR

Os resultados, analisados pelo Teste t, mostraram maior espessura da
camada muscular no grupo eletroestimulado de multiparas em comparacédo com o
seu respectivo grupo controle (MEV = 127,3 £+ 72,4 um > MC = 47,8 £ 10,9 um) (p
< 0,05). Nao houve diferencas entre o grupo eletroestimulado de nuliparas em
comparacao com seu respectivo grupo controle (NEV =91,6 £49,9 um=NC =71,9

+ 22,8 ym) (p > 0,05), assim como entre 0s grupos controles de nuliparas e
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multiparas (NC = MC) (p > 0,05) e entre 0s grupos respectivos eletroestimulados

(NEV = MEV) (p > 0,05) (Figuras 9 C e 10).
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Figura 9. Espessura dos tecidos epitelial (A), conjuntivo (B) e muscular (C) da vagina de
ratas Wistar nuliparas e multiparas, submetidas ou néo a eletroestimulag&o. Os resultados,
analisados pelo Teste t, mostraram maior espessura do epitélio no grupo controle de
nuliparas do que no respectivo grupo eletroestimulado (NC > NEV) (p < 0,05). Para o tecido
conjuntivo, houve maior espessura nos grupos eletroestimulados de nuliparas e multiparas
em relacdo aos seus respectivos grupos controles (NEV > NC; MEV > MC) (p < 0,05) e
para o tecido muscular, os resultados mostraram maior espessura no Qgrupo
eletroestimulado de multiparas em relacdo ao seu respectivo grupo controle (MEV > MC)
(p < 0,05). Estdo mostrados as médias e os desvios padrao.
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Com eletroestimulacéo

Nuliparas

Multiparas

Figura 10. Fotomicrografias de seccdes histoldgicas da vagina de ratas Wistar nuliparas e
multiparas, com ou sem eletroestimulacao, representativas dos resultados. Na nulipara
sem eletroestimul¢@o (controle) (acima/esquerda), observar maior espessura do epitélio
(circulo) na comparagdo com a nulipara com eletroestimulagéo (acima/direita). Na nulipara
eletroestimulada (acima/direita) observar maior espessura do tecido conjuntivo (triangulo)
na comparacdo com a nulipara sem eletroestimulacdo (controle) (acima/esquerda). Na
multipara com eletroestimulacdo (abaixo/direita) notar maior espessura do tecido
conjuntivo (triangulo) e muscular (estrela), na comparacdo com a multipara sem
eletroestimulac&o (controle) (abaixo/esquera). Coloragéo: Tricrémico de Gomori; barra de
aumento = 900 pm.

4.4, AVALIA(;AO DO EFEITO DA EV NAS CAMADAS DA URETRA

Para avaliar o efeito da EV nos tecidos que compdem a uretra, foram
tomadas as médias das espessuras dos tecidos epitelial, conjuntivo e muscular, em
quatro pontos equidistantes (paredes anterior, posterior e laterais) das secc¢des
histoldgicas das ratas Wistar dos grupos controles de nuliparas e multiparas (NC e

MC) e dos respectivos grupos eletroestimulados (NEV e MEV).
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4.4.1. EPITELIO

Os resultados, analisados pelo Teste t, mostraram maior espessura do
tecido epitelial no grupo controle de nuliparas na comparagdo com o grupo controle
de multiparas (NC = 55,8 £ 9,6 um > MC = 33,9 £ 10,0 um) (p < 0,05). Também
houve maior espessura do tecido epitelial no grupo eletroestimulado de multiparas
em relacdo ao seu respectivo grupo controle (MEV = 71,0 + 23,0 um > MC = 33,9
+ 10,0 um) (p < 0,05). N&o houve diferencas entre o grupo controle de nuliparas e
seu respectivo grupo eletroestimulado (NC = 55,8+ 9,6 um = NEV = 59,5 + 34,6 um)
(p > 0,05) (Figuras1ll A e 12).

4.4.2. TECIDO CONJUNTIVO

Os resultados, analisados pelo Teste t, mostraram maior espessura do
tecido conjuntivo subepitelial nos grupos eletroestimulados na comparagdo com
seus respectivos grupos controles de nuliparas (NEV = 225,3 + 45,3 um > NC =
115,0 £ 17,5 um) e de multiparas (MEV =321,6 + 38,4 um > MC =122,5 + 33,3 um)
(p < 0,05). Os resultados também mostraram maior espessura no grupo MEV na
comparacao com os grupos NC e NEV (p < 0,05). N&o houve diferencgas entre os
grupos controles de nuliparas e multiparas (NC = MC) (p > 0,05) (Figuras 11 B e
12).

4.4.3. CAMADA MUSCULAR

Os resultados, analisados pelo Teste t, mostraram maior espessura da
camada muscular nos grupos eletroestimulados, na comparacdo com seus
respectivos grupos controles de nuliparas (NEV = 200,5 + 14,5 um > NC = 86,8
31,8 um) e de multiparas (MEV = 153,8 £ 28,8 > MC = 93,8 + 21,8 um) (p < 0,05).
Os resultados também mostraram maior espessura no grupo eletroestimulado de
multiparas, na comparacédo com o grupo controle de nuliparas (MEV = 153,8 +28,8
>NC = 86,8 £ 31,8 um) (p < 0,05), assim como maior espessura no grupo NEV na
comparacao com o grupo MEV (p < 0,05). Nao houve diferencas entre os grupos
controles de nuliparas e multiparas (NC = MC) (p > 0,05) (Figuras 11 C e 12).
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Figura 11. Espessura dos tecidos epitelial (A), conjuntivo (B) e muscular (C) da uretra de ratas
Wistar nuliparas e multiparas, submetidas ou ndo a eletroestimulagdo. Os resultados,
analisados pelo teste t, mostraram maior espessura do epitélio no grupo controle de nuliparas
do que no grupo controle de multiparas (NC > MC) (p< 0,05). De igual modo, o grupo de
multiparas eletroestimulado obteve maior espessura do que 0 seu respectivo grupo controle
(MEV > MC) (p < 0,05). No tocante ao tecido conjuntivo, os resultados pelo Teste t, mostraram
maior espessura nos grupos eletroestimulados de nuliparas e multiparas em relagéo aos seus
respectivos grupos controles (NEV > NC; MEV > MC) (p < 0,05).Também o grupo MEV mostrou
maior espessura do tecido conjuntivo do que NC e NEV (p < 0,05). Para o tecido muscular, os
resultados pelo Teste t, mostraram maior espessura nos grupos eletroestimulados de nuliparas
e multiparas em relacéo aos seus respectivos grupos controles (NEV > NC; MEV > MC) (p <
0,05). Além disso, o grupo MEV demonstrou maior espessura do tecido muscular em relacao
ao grupo NC (p < 0,05), assim como o grupo NEV demonstrou maior espessura do tecido
muscular que o grupo MEV (< 0,05). Estdo mostrados as médias e os desvios padrao.
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Sem eletroestimulagéo Com eletroestimulacéo

Nuliparas

Multiparas

Figura 12. Fotomicrografias de secc¢fes histolégicas de uretra de ratas Wistar nuliparas e
multiparas, com ou sem eletroestimulacdo, representativas dos resultados. Observar no
animal do grupo NC (acima/esquerda) maior espessura do tecido epitelial (circulo) na
comparagdo com o do grupo MC (abaixo/esquerda) (NC >MC). Observar também maior
espessura dos tecidos conjuntivo (triangulo) e muscular (estrela) em NEV (acima/direita)
do que em NC (acima/esquerda) (NEV > NC). Também o tecido muscular (estrela) em NEV
tem maior espessura do que em MEV (abaixo/direita) (NEV > MEV). Em MEV, observar
maior espessura dos tecidos epitelial (circulo), conjuntivo (triangulo) e muscular (estrela),
na comparacdo com MC (MEV > MC). Também MEV tem maior espessura do tecido
conjuntivo do que NEV e NC. Coloracao: tricromico de Gomori; barra de aumento = 500
pm.

4.5. AVALIACAO DO EFEITO DA EV NAS CAMADAS DO RETO

Para avaliar o efeito da EV nos tecidos que compdem o reto, foram tomadas
as médias das espessuras dos tecidos epitelial, conjuntivo e muscular, em quatro
pontos equidistantes (paredes anterior, posterior e laterais) das seccoes
histoldgicas das ratas Wistar dos grupos controles de nuliparas e multiparas (NC e

MC) e dos respectivos grupos eletroestimulados (NEV e MEV).
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4.5.1. EPITELIO

Para a espessura do tecido epitelial, os resultados pelo teste Mann Whitney
mostraram que ndo houve diferencas entre 0s grupos controle de nuliparas (NC =
128,6 + 78,9) e multiparas (MC = 167,8 + 61,4) (p > 0,05) nem entre 0s respectivos
grupos eletroestimulados (NEV = 179,5 £ 107,8 e MEV = 174,8 + 92,9) (p > 0,05)
(Figurasl3 A e 14).

4.5.2. TECIDO CONJUNTIVO

Para a espessura do tecido conjuntivo, os resultados analisados pelo teste
de ANOVA, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls, mostraram maior
espessura nos grupos eletroestimulados, na comparagcdo com seus respectivos
grupos controles de nuliparas (NEV = 84,3 £ 28,1 um > NC = 39,7 £ 18,5 um)
(p<0,05) e de multiparas (MEV =85,0 £ 14,9 um > MC =43,9 + 12,2 um) (p < 0,05).
Os resultados também mostraram maior espessura no grupo MEV, na comparacéao
com o grupo NC, assim como houve maior espessura no grupo NEV do que no
grupo MC (p < 0,05). Nao houve diferencas entre os grupos controles de nuliparas
e multiparas (NC = MC) (p>0,05) nem entre os grupos respectivos
eletroestimulados (NEV = MEV) (p > 0,05) (Figuras13 B e 14).

4.5.3. CAMADA MUSCULAR

Para a espessura do tecido muscular, os resultados analisados pelo teste
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn, mostraram maior espessura nos
grupos eletroestimulados, na comparagdo com seus respectivos grupos controles
de nuliparas (NEV = 46,8 pm > NC = 13,8 um) (p < 0,05) e de multiparas (MEV =
62,8 um > MC = 28,1 um) (p < 0,05). Os resultados também mostraram maior
espessura no grupo MEV na comparagdo com o grupo NC (p < 0,05). Nao houve
diferencas entre os grupos controles de nuliparas e multiparas (NC = MC) (p >
0,05), nem entre os grupos eletroestimulados (NEV = MEV) (p > 0,05) (Figuras13
C e 14).
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Figura 13. Espessura dos tecidos epitelial (A), conjuntivo (B) e muscular (C) do reto de ratas Wistar
nuliparas e multiparas, submetidas ou ndo a eletroestimulagédo. Os resultados mostraram maior
espessura do tecido conjuntivo e muscular nos grupos eletroestimulados comparado aos seus
respectivos grupos controles (NEV > NC; MEV > MC) (p< 0,05). O tecido conjuntivo do grupo NEV
foi maior do que o do grupo MC (NEV > MC) (p < 0,05) assim como o tecido conjuntivo do grupo
MEYV foi maior do que o do grupo NC (MEV > NC) (p < 0,05), O tecido muscular do grupo MEV foi
maior que o do grupo NC (MEV > NC) (p < 0,05). Estdo mostradas as medianas, quartis, valores
maximos, minimos e extremos.
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Sem eletroestimulagéo Com eletroestimulacéo

Nuliparas

Multiparas

Figura 14. Fotomicrografias de secc¢fes histologicas do reto de ratas Wistar nuliparas e
multiparas, com ou sem eletroestimulacdo, representativas dos resultados. A
eletroestimulagéo causou aumentos nas camadas de conjuntivo (triangulo) e muscular
(estrela) de nulipara (NEV, acima/direita) e multipara (MEV, abaixo/direita) em relacéo aos
respectivos controles (NC, acima/esquerda e MC, baixo/direita). Também o grupo NEV
mostrou tecido conjuntivo mais espesso que o grupo MC assim como o grupo MEV mostrou
o tecido muscular mais espesso que o grupo NC. Colorag&o: tricromico de Gomori; barra

de aumento = 500 pm.

4.6. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA (QUALITATIVA) E HISTOLOGICA
(SEMIQUANTITATIVA) DO TECIDO CONJUNTIVO

Para a andlise histopatolégica (qualitativa) utilizou-se 4 (quatro) campos
equidistantes (200 um?/campo) nas secc¢des histolégicas coradas pela hematoxilina
e eosina.

Para a andlise histolégica (semiquantitativa) utilizou-se 4 (quatro) campos
equidistantes (200 um?/campo) para os leucécitos e numa area equivalente a 700
um? para os fibroblastos/fibrécitos nas seccdes histoldégicas coradas com

hematoxilina e eosina.
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4.6.1. ANALISE HISTOPATOLOGICA (QUALITATIVA)

Os resultados mostraram que as ratas dos 4 grupos (NC, NEV, MC, MEV)
apresentaram os trés 0rgaos (vagina, uretra e reto) preservados e sem a presenca
de alteracdes morfologicas, hemorragia, degeneracdes e/ou necrose nos tecidos
associados. Observou-se que o0s leucdcitos presentes nas mucosas eram,
granulécitos, linfocitos e macréfagos dispersos ou em aglomeragbes que nédo

caracterizavam a presenca maior ou menor de processo inflamatorio.

4.6.2. ANALISE HISTOLOGICA (SEMIQUANTITATIVA)

As andlises semiquantitativas mostraram maior nimero de leucocitos nas
mucosas das ratas dos grupos NEV (36,3 + 11,4 céls/200 um?) e MEV (37,3 + 8,9
céls/200 um?), na comparacédo com seus respectivos grupos controles (NC = 24,5
+ 10,0 céls/200 um?; MC = 27,0 = 5,5 céls/200 pm?) (ANOVA, p = 0,0331) (Figura
15 A).

Para os fibroblastos/fibrécitos os resultados mostraram maior nidmero no
tecido conjuntivo do grupo MEV (51,2 + 15,7 céls/700 um?), na comparag¢édo com
seu respectivo controle (MC = 34,7 + 5,5 céls/700 um?). Houve também maior
namero de fibroblastos/fibrécitos no grupo MEV do que nos grupos NEV (34,8 £ 4,1
céls/700 pm?) e NC (32,3 + 8,1 céls/700 um?) (ANOVA, p = 0,0186) (Figura 15 B).
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Figura 15. Total de leucdcitos (A) fibrécitos/fibroblastos (B) presentes nas mucosas da
vagina, uretra e do reto de ratas Wistar, nuliparas e multiparas, com ou sem
eletroestimulcao. Os resultados mostraram maior nimero de leucécitos nos grupos NEV e
MEV, do que nos seus respectivos grupos controle (NC e MC) (ANOVA, p < 0,05).
Também, houve maior nimero de fibroblastos/fibrécitos no grupo MEV comparado aos
grupos MC, NEV e NC. (ANOVA, p < 0,05). Estdo mostradas as médias e os devios padréo.
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4.7. AVALIA(;AO DA PROLIFERAQAO CELULAR NOS MAPs E NOS TECIDOS
ASSOCIADOS AOS ORGAOS PELVICOS

Para a analise imuno-histoquimica utilizou-se o anticorpo primario Ki67 que
pela imunomarcacédo (coloracdo acastanhada) dos nucleos foi possivel avaliar
quantitativamente a proliferacdo celular numa &area equivalente a 66 um? das
secgbes histologicas. Os resultados foram expressos em total de
imunomarcacdes/66 ym?

A tabela 1 e figura 16 mostram os resultados da imunomarcag¢do com Ki67
para o epitélio, conjuntivo, endotélio, e células musculares lisas dos 6rgéos pélvicos

e esqueléticas dos MAPs.

4.7.1. EPITELIO

Os resultados, analisados pela ANOVA, mostraram maior imunomarcacao
(Ki67+) nas células epiteliais da camada basal no grupo eletroestimulado de
multiparas (MEV), na comparac¢ao com os grupos controle de nuliparas (NC) e de
multiparas (MC) e com o grupo eletroestimulado de nuliparas (NEV) (p < 0,05). Nao
houve diferencas entre os grupos controle (NC = MC), tampouco entre o grupo

controle e eletroestimulado de nuliparas (NC = NEV) (p > 0,05).

4.7.2. TECIDO CONJUNTIVO

Os resultados, analisados pelo teste Kruskal-Wallis, mostraram maior
imunomarcacédo (Ki67+) nos fibroblastos do tecido conjuntivo no grupo MEV na
comparacao com o0s grupos controle de nuliparas e multiparas (NC < MEV > MC);

e com o grupo eletroestimulado de nuliparas (MEV > NEV).

4.7.3. ENDOTELIO

Os resultados, analisados pelo teste de ANOVA, mostraram maior nimero
de células endoletiais Ki67+ no grupo controle de nuliparas do que no grupo
controle das multiparas (NC > MC); também, os grupos MEV e NEV apresentaram
mais células endoteliais Ki67+ do que o grupo MC (NEV > MC < MEV) (p < 0,05).

4.7.4. CELULAS MUSCULARES LISAS

Os resultados, analisados pelo teste Kruskal-Wallis, mostraram maior
imunomarcacdo (Ki67+) nas células musculares lisas do grupo MEV, na
comparacao com os grupos MC, NC e NEV (p < 0,05). Nao houve diferencas entre
os grupos controles (NC = MC) (p > 0,05).

42



4.7.5. CELULAS MUSCULARES ESTRIADAS

Os resultados, analisados pelo teste Kruskal-Wallis, mostraram maior
imunomarcacdo nas ceélulas musculares esqueléticas dos MAPs no grupo
eletroestimulado de multiparas, na comparacdo com 0O Seu respectivo grupo
controle (MEV > MC), assim como no grupo de nuliparas eletroestimuladas, na
comparacdo com 0 seu respectivo grupo controle (NEV > NC); ndo houve

diferencas entre os grupos controles de nuliparase multiparas (NC = MC).

Tabela 1. Total de células marcadas com Ki67 nos tecidos associados aos 6rgaos
pélvicos e MAPs.

% Células marcadas

Imunomarcagdo com ] ) Teste
) Grupos Mediana ou média = DP
Ki67 } Valor de p
(céls/66 um?)
NC 1,3+0,8 ANOVA
Células epiteliais NEV 2,319 p =0,0033
camada basal MC 24+21 NC < MEV > MC
MEV 6,3+3,4 NEV < MEV
NC 43,0 Kruskal-Wallis
. NEV 32,5 p = 0,0002
Fibroblastos
MC 34,0 NC < MEV > MC
MEV 50,0 MEV > NEV
NC 45,7+ 17,5 ANOVA
o NEV 39,7+114 p = 0,0001
Células endoteliais
MC 3,637 NC > MC
MEV 29,3+22,8 NEV > MC < MEV
NC 0,1 Kruskal-Wallis
Células musculares NEV 2,0 p =0,0011
lisas MC 0,4 NC < MEV.>MC
MEV 5,3 MEV > NEV
NC 0,6 Kruskal-Wallis
Células musculares NEV 16,7 p = 0,0001
esqueléticas MC 0,5 MEV > MC ; NEV >NC
MEV 12,5 NC = MC
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Figura 16. Fotomicrografias de secc¢des histologicas dos MAPs e da vagina de ratas Wistar
nuliparas e multiparas, com ou sem eletroestimulagéo, representativas dos resultados da
imunomarcacdo com o anticorpo primério Ki67. Em destaque os nucleos das células
corados em castanho, apos imuno-histoquimica positiva. 400x de aumento.
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4.8. SUMARIO DOS RESULTADOS

Para uma melhor visualizacdo dos resultados, na tabela 2 estdo sintetizados

os resultados do estudo.

Tabela 2. Sumario dos resultados

Parametros Orgaos NC NEV MC MEV Andlise
morfolégicos Estatistica*
Forca de contragdo muscular (tdénus " 29 1146 4s11 NEV > NC : MEV > MC

evocado) (cm H20)
A NEV >NC ; MEV > MC
Diametro (um) 43+3 58+1 38+2 57+1
NC > MC
Musculos do assolho )
P Total de fibras 336 201 374 19+2 NC > NEV ; MC > MEV
pélvico
Total de 210 30 20 310 NEV > NC ; MEV > MC
mionucleos
Vagina 155£17  103+28  135+69  111x37 NC > NEV
E r itéli
spessu(ﬁ\n?;) epitelio Uretra 56+10 60+35 34+10 71+23 NC > MC < MEV
Reto 129+¢79 180+108 16861  175:93 NC = NEV = MC = MEV
Vagina 185+33 379113 17738 28692 | NEV>NC ; MEV >MC
Espessura do tecido NEV > NC;
oo Uretra 115+18  225:45  123+33 322438 .
conjuntivo (um) MEV > MC, NC e NEV
Reto 40+19 84428 44+12  85+15 |NC <NEV > MC; MEV > MC
Vagina 72423 92+50 48+11 127472 MEV > MC
Espessura da camada Uretra 8732  201%15  94+22 15429 NC < NEV'> MEV;
muscular MEV > MC
Reto 14 47 28 63 NC < MEV > MC; NEV > NC
Total de leucécitos (céls/200 um?) 27+10  36%11 2746 3749 MEV > MC, NEV > NC
Total de fibroblastos (céls/700 pm?) | 32:8 354 356 51116 MEV > MC, NC e NEV
Epitélio 11 242 242 63 | MEV>MC, NEVeNC
Fibroblasto 43 33 34 50 MEV > MC, NEV e NC
Imunomarcagao Células i6e18 Aos11 ™ so123 NC > MC
com Ki67 endoteliais - - - - NEV > MC < MEV
A 2
(céls/66um?) Células MEV > MG
muscu!qres 1 17 1 13 NEV > NC
esqueléticas
: NC < MEV > MC
Células 0 9 o 5

musculares lisas

MEV > NEV

(*) estéo representados os resultados cujos valores de p foram menores do que 0,05
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5. DISCUSSAO



Considerando a importancia do AP na mutencédo do fechamento do hiato
urogenital (Corton 2009), na sustentacao dos 6rgaos pélvicos, na manutencéo das
continéncias (urinaria, fecal e anal), na funcao sexual (Strohbehn 1998) e tendo em
vista que alteracbes estruturais e/ou funcionais dos MAPs podem causar as
disfuncbes pélvicas que levam a perda da qualidade de vida dos individuos
afetados (Wall 1993), o presente estudo avaliou o efeito da EV nos MAPs e tecidos
associados a vagina, a uretra e ao reto de ratas Wistar nuliparas e multiparas.

Como reportado, sdo varios os fatores de risco para o surgimento das
disfuncbes do AP, dentre esses, destacam-se o envelhecimento, obesidade e a
atividade fisica de alta intensidade na populacdo em geral, mas nas mulheres, os
fatores de risco sdo acrescidos pela multiparidade e parto vaginal (Abrams et al.
2013; Abrams et al. 2017). Assim, o presente estudo avaliou o efeito da EV em
ratas Wistar com 12 meses de idade, na tentativa de elucidar os beneficios, tanto
em ratas nuliparas quanto em multiparas, diretamente na histomorfometria dos
MAPs e dos tecidos associados a vagina, a uretra e ao reto, que compdem as
paredes desses O0rgaos pélvicos. De uma forma geral a EV afetou estruturalmente
os tecidos analisados, aumentando a espessura das camadas das paredes desses
orgaos pélvicos, exceto do epitélio da vagina, e ocasionou o aumento da forca de
contracdo muscular evocada (tonus eletroestimulado) pela hipertrofia dos MAPs e
consequente fortalecimento dos mesmos, o qual € observado, no uso desse
tratamento conservador da fisioterapia, na pratica clinica, em mulheres com
incontinéncia (Correia et al. 2011). Nossos resultados em ratas nuliparas
corroboraram com os dos estudos de Sousa (2017) e de Wyndaele e Poortmans
(2006), O presente estudo em ratas Wistar multiparas, até onde pesquisamos, &
inédito.

Considerando ainda a impossibilidade da realizacdo de estudos
histomorfol6gicos prospectivos em humanos vivos (Abramowitch et al. 2009;

Wieslander et al. 2009), espera-se que o0s resultados do presente estudo
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contribuam para dirimir as opinides e achados divergentes/conflitantes reportados

na literatura (Sarmento et al. 2022).

5.1. CONSIDERACOES SOBRE A MULTIPARIDADE, A PARIDADE E AS
DISFUNCOES DO AP

No parto vaginal, dentre os fatores considerados potencialmente lesivos para
as estruturas do AP destacam-se a macrossomia fetal (> 4.000 g), o segundo
estagio do trabalho de parto prolongado, o uso de instrumentos como férceps e
ventosa (extracdo a vacuo), a ruptura perineal de terceiro grau (grave, atingindo o
esfincter anal) e a episiotomia, principalmente a mediana pelo risco de lacerar o
esfincter anal (Snooks et al. 1986; Ashton-Miller & DeLancey 2009; Dietz & Wilsom
2005; Vieira et al. 2008; Martinho et al. 2019).

Estudos de imagens de ressonancia magnética forneceram evidéncias de
que as regides do AP que experimentam mais alongamento durante o segundo
estagio do trabalho de parto correm maior risco de lesdo, especialmente com uso
de forceps, e 0o musculo pubococcigeo, o mais curto e mais medial do MLA,
apresentou a maior tensdo tecidual com uma relacdo de alongamento de 3,26
(Ashton-Miller & DeLancey 2009).

Para Dietz e Wilsom (2005) ao revisarem as evidéncias disponiveis,
pareceu-lhes que havia motivos suficientes para supor que o parto vaginal (ou
mesmo a sua tentativa) poderia causar danos ao nervo pudendo ou seus ramos,
ao esfincter anal, ao MLA e/ou estruturas fasciais de suporte dos 6rgaos pélvicos.
Ainda pareceu-lhes haver poucas duvidas de que o parto vaginal pode ter efeitos
negativos significativos sobre o nervo pudendo e seus ramos em algumas
mulheres, pois a extensao da deterioracdo resultante na funcdo nervosa parece
estar associada ao comprimento do segundo estagio do trabalho de parto, em vez
do modo de parto, implicando que mesmo uma tentativa de parto vaginal que

termine em uma cesariana de emergéncia, apés a dilatagdo completa, pode ter
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efeito adverso na inervacdo do AP. Portanto, ha indicios que o parto vaginal parece
ser um fator precipitante para desnervacéo do AP, de forma mais grave em algumas
mulheres, podendo ter um papel importante no desenvolvimento das disfuncdes
pélvicas (Anderson 1984; Snooks et al.1984; Snooks et al. 1985; Snooks et al.
1986; Allen et al. 1990; Tetzschner et al. 1995).

A gravidez e o parto parecem ser importantes fatores associados com o
desenvolvimento de IU na mulher e, portanto, todas as mulheres que tiveram um
filho ou mais filhos, podem ser consideradas "em risco” de desenvolver essa
disfuncdo em uma data posterior (Moore et al. 2013). A gravidez ocasiona, com 0
aumento do utero, além de mudancas na posi¢cao dos érgdos abdominopélvicos,
uma sobrecarga para o AP (O'Boyle et al. 2005). Os indicios que o parto vaginal
seja um fator precipitante para lesfes estruturais e disfuncdes pélvicas, observado
em algumas mulheres (Dietz e Wilsom 2005), ndo pdde ser comprovado nas ratas
multiparas do grupo controle do presente estudo que tiveram trés gestacdes e
aproximadamente 10 filhotes por ninhada, mas os tecidos epitelial, conjuntivo e
muscular apresentaram menor espessura nestas ratas multiparas do grupo controle
em comparacao com o grupo de ratas multiparas com EV.

Com relacdo aos tipos de parto, estudos apontaram protecdo para as
disfuncbes pélvicas no parto cesario em relagdo ao parto vaginal (MacLennan et al.
2000; Dietz & Wilsom 2005; Milsom et al. 2013). No entanto, outros concluiram que
ha pouca protecdo em relacdo ao parto ceséario de urgéncia (apds a dilatacao
completa) em relacéo ao eletivo (Milsom et al. 2013). Apesar do efeito protetor do
parto cesario eletivo, para muitas mulheres o inicio da incontinéncia ocorre durante
o periodo gestacional, em funcao das alteracdes fisiologicas temporarias, mas que
podem indicar uma predisposi¢cao para a IU (Milsom et al. 2013). Sabe-se que a
gravidez induz adaptacdes especificas na vagina e em seus tecidos de suporte que
proporcionam maior distensibilidade vaginal para facilitar a passagem do feto, mas

ocorrem a custa de maior suscetibilidade a lesdo no caso em que a distensibilidade
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maxima seja excedida, resultando em danos evidentes ou subclinicos, seguidos de
recuperacédo incompleta (Alperin et al. 2010).

Na pesquisa de Melville et al. (2005), o parto vaginal com uso de
instrumentos (ventosa ou forceps) foi um dos fatores de risco fortemente associado
a probabilidade de ocorréncia de incontinéncia fecal (IF).

Driusso et al. (2020) numa revisdo sistematica com meta-analise para
responder a pergunta se existem diferencas na funcdo muscular do AP em curto
prazo apos parto cesario e parto vaginal em primiparas, conseguiu demonstrar que
nao houve diferenca na forca de contracdo dos MAPs avaliada por manometria
vaginal. No entanto, os autores identificaram a reducédo da forca dos MAPs em
mulheres submetidas a episiotomia ou parto vaginal instrumentado, quando
comparado com mulheres submetidas ao parto cesario. Alem disso, os autores
sugeriram estudos longitudinais e periodos longos de seguimento para fortalecer a
qualidade das evidéncias e fornecer provas mais conclusivas para orientar a pratica
clinica.

Em relacdo ao nimero de partos, Amaro et al. (2003) mostraram em seu
estudo que das mulheres com IU, 95% eram multiparas, sendo que 77% delas
tiveram parto vaginal. Como reportado, 0 aumento da paridade esta associado ao
maior risco de incontinéncias, sendo que a IU de urgéncia ou a IF, estdo
relacionadas ao maior numero de partos vaginal (Amaro et al. 2003; Whitehead et
al. 2009; Koelbl et al. 2009). ambém prevaléncia da incontinéncia urinaria de
esforco (IUE) persistente é significativamente maior em multiparas do que em
nuliparas (Cardozo et al. 2005; Santos et al. 2006; Milson et al. 2017).

Além das incontinéncias, os estudos sugerem que o parto vaginal é um fator
de risco importante também para os prolapsos de 6rgaos pélvicos (POP) e suas
perturbacdes associadas na funcdo urinaria, intestinal e sexual (Bump & Norton
1998; Jelovsek et al. 2007). Segundo Alperin et al. (2010) a maioria das mulheres

nao desenvolve sintomas de prolapso por anos ou décadas apOs o parto vaginal.
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Para Ashton-Miller e DeLancey (2009), caracteristicas especificas da lesdo durante
o parto vaginal influenciam se uma mulher desenvolve prolapso mais tarde na vida.
O estudo em modelo biomecéanico, desenvolvido por esses mesmos autores,
revelou que quanto maior o comprometimento muscular pubovisceral (musculo
pubococcigeo), maior o prolapso da parede anterior da vagina (cistocele). Handa
et al. (2019) concluiram em seu estudo que a forte associacdo entre POP e avulsdo
do MLA pode ser explicada em grande parte por um hiato maior e fraqueza
muscular apos a avulsdo, como consequéncia do parto vaginal.

As andlises qualitativas, no presente estudo, mostraram que nos grupos de
nuliparas e multiparas, com ou sem eletroestimulacéo, os trés érgaos (reto, vagina
e uretra) analisados estavam preservados, sem a presenca de alteracdes
morfologicas, hemorragias, degeneracdes e ou necrose nos tecidos associados, ou
ainda presenca de infiltrado inflamatério. Também, houve aumento da forca de
contracdo nas ratas eletroestimuladas (tdbnus evocado) indicando boa resposta dos
MAPs a EV por conta da hipertrofia que foi possivel acontecer nesses tecidos do

AP.

5.2. EFEITO DA ELETROESTIMULACAO NOS TECIDOS PELVICOS

Na analise dos efeitos da EE, Min et al. (2017) e Havton et al. (2019),
demonstraram que variaveis como intensidade de corrente, pulso e localidade da
intervencao sao fatores preditivos na inducéo de efeito terapéutico deste recurso
da fisioterapia. Esses achados sédo corroborados nos estudos de Min et al. (2017),
em que, apés a EE com frequéncia de 20 e 50 Hz, camundongos fémeas
apresentaram aumento significativo na expressdo proteica de colageno,
fortalecimento da musculatura pélvica e regides perineais, evidenciando que o
limiar de intensidade da corrente elétrica pode ser fator responsavel por esses

achados.

51



No presente estudo, os resultados indicaram que 0 aumento nos
componentes dos tecidos, sobretudo, o conjuntivo e o muscular influenciou
favoravelmente na forca de contracéo nas ratas eletroestimuladas apos 30 sessoes
com frequéncia de 50 Hz. Além dos tecidos musculares e conjuntivos, a EV

favoreceu também a proliferacéo de células epiteliais e endoteliais.

5.2.1. TECIDO MUSCULAR

Os resultados obtidos para as ratas nuliparas e multiparas mostraram que a
aplicacao de 30 sessfes de EV com largura de pulso de 700ms, frequéncia de 50
Hz e intensidade de 2 mA foi suficiente para proporcionar maior espessura do tecido
muscular esquelético estriado dos MAPs, com repercussao na forca de contracao
muscular avaliada pelo tonus evocado pela EV. Como ja foi relatado, os achados
de aumento de espessura dos MAPs e aumento da forca de contracdo muscular
nas ratas NEV do nosso estudo, corroboraram com os achados de Souza (2017) e
de Wyndaele e Poortmans (2006). O acréscimo (recrutamento) de fibras
musculares esqueléticas do tipo Il foi observado por Wyndaele & Poortmans (2006)
e concluiram que a EE intermitente é eficaz e tem influéncia nas fibras rapidas nos
musculos pélvicos de ratos.

O presente estudo sugere que o aumento do tbnus evocado pela EV foi
reflexo direto do aumento da espessura (hipertrofia) do tecido muscular esquelético
estriado dos MAPs avaliada pelas medidas dos diametros das fibras, total de fibras
e guantificacdo dos mionucleos nos grupos com EV (nuliparas com EV = NEV e
multiparas com EV = MEV), na comparacao com seus respectivos grupos controles
(nuliparas controle = NC e multiparas controle = MC).

Os MAPs, como se sabe, sédo constituidos de fibras musculares estriadas
multinucledas, com os nucleos situados na feriferia do citoplasma. Além disso, sao
células diferenciadas permanentes, de modo que ndo podem mais se dividir.

Entretanto, os muasculos esqueléticos adultos de mamiferos sao fisiologicamente
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capazes de crescer, de aumentar o volume (sofrer hipertrofia) e também, em caso
de lesbes, de regenerar suas fibras, cujos processos adaptativos sédo atribuidos a
uma populacdo de células (Hawke & Garry 2001), que foram observadas pela
primeira em 1961 por Mauro e Katz quando estudavam musculo de ra (Kartz 1961,
Mauro 1961). Devido sua intima associacdo com a periferia da fibra muscular
esquelética, essas células foram denominadas de células-satélite (CS) por Mauro
(1961). Mais especificamente, elas residem, estdo encravadas em reentrancias,
entre a membrana plasmatica (sarcolema) da miofibra esquelética e sua lamina
basal (externa) circundante e continua (Mauro 1961; Muir et al.1965). Mauro (1961)
ao descrever pela primeira vez as CS, especulou que tais células poderiam ser
remanescentes do desenvolvimento embrionario da célula muscular multinucleada
gue resulta do processo de fusdo de mioblastos individuais. Muitos estudos, além
de trabalhos de revisao, sobre as CS in vitro e in vivo foram publicados desde entéo.
Vérios estudos comprovaram por meios diretos ou indiretos que as células satélites
adultas se originam de células multipotenciais do somito (Bentzinger et al. 2012).

Muir et al. (1965) evidenciaram pela primeira vez que as CS, monucleadas,
fusiformes, com citoplasma muito escasso, ndo sao continuas com suas fibras
musculares, ou seja, sdo entidades separadas. Nenhum outro tipo de célula esta
localizado nesta posicao (Schultz & McCormick 1994). O eixo longo da célula
satélite é paralelo ao eixo longo da fibra muscular e seu comprimento pode chegar
a 25 uym, mas sua largura é inferior a 5 um (Muir et al. 1965).

As CS do musculo esquelético maduro representam uma populacao
pequena, morfologicamente possuindo poucas organelas, nucleo pequeno e
cromatina condensada, caracterizando sua quiescéncia e estado transcricional
inativo, ou seja, mitoticamente em repouso (fase GO) (Schultz et al.1978; Hawke &
Garry 2001). Entretanto, em resposta a estimulos, as CS quiescentes tornam-se
ativadas, sendo induzidas a proliferar, se diferenciar, podendo se fundir com as

miofibras preexistentes, incorporando a elas novos mionucleos, favorecendo o
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crescimento em volume (hipertrofia) delas que € acompanhado por um grande
aumento no numero de mionucleos, ou podem se unir para formar novas miofibras
durante a regeneracdo no caso de danos (Schultz & McCormick 1994; Hawke &
Garry 2001; Zammit et al. 2002; Petrella 2008; Dumont et al. 2015; Rocheteau et
al. 2015; Giordani et al. 2018; Sousa-Victor et al. 2022). Os achados nos estudos
de Petrella et al. (2008), sugeriram que a adicdo de miondcleos por meio de
recrutamento de CS pode ser necessaria para atingir uma hipertrofia substancial
(crescimento robusto) da miofiora em humanos, ou seja, a hipertrofia é
impulsionada pela ativacdo de CS e adi¢cdo de mionucleos mediada por elas. Os
ndcleos derivados das CS comecam a sintetizar proteinas musculares (miofibrilas)
especificas que aumentam o volume das fibras musculares, caracterizando a
hipertrofia, através da formacdo de novos sarcomeros, em posicdo externa as
miofibrilas existentes (Bentzinger et al. 2012).

O musculo esquelético € um tecido que apresenta importante plasticidade,
respondendo, de forma adaptativa, a diferentes condi¢des fisiol6gicas, na tentativa
de manter sua homeostase, dispondo de um conjunto de moléculas reguladoras
interligadas em vias de sinalizacao intracelulares que controlam a massa muscular
(hipertrofia) e o processo de regeneracdo (Yin et al. 2013). Vérias vias de
sinalizacao estdo envolvidas na regulacdo da massa muscular esquelética. A via
do fator de crescimento semelhante a insulina-1 (Insulin-like Growth Factor-1) (IGF-
1) / Akt (proteina quinase B) e a via B-adrenérgica sao reguladores positivos do
crescimento do musculo esquelético (Barton-Davis et al. 1999; Hitachi & Tsuchida,
2004). A via IGF-1/Akt desempenha um papel central na hipertrofia deste masculo
(Hitachi & Tsuchida, 2004). O IGF-1 € um hormdnio circulante, que se origina das
atividades metabdlicas do figado, além de ser sintetizado no musculo esquelético,
atuando na regulagcdo do crescimento e manutencdo da massa muscular
(Clemmons, 2009). No musculo esquelético, as CS produzem e secretam IGF-1

que estimula a sua proliferagcéo e diferenciagdo em mioblastos e fusdo desses a
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uma fibra preexistente para promover a hipertrofia muscular. Além disso, o IGF-1,
além de estimular a sintese de proteinas e hipertrofia, inibe a degradacédo de
proteinas (Clemmons, 2009).

A identificacdo das CS quiescentes pode ser realizada através de varias
técnicas, entre as quais a analise da expressdo de marcadores moleculares
nucleares e de superficie, especialmente os componentes da familia Paired box
protein, como o Pax7 (Yin et al. 2013). Quando as CS séo ativadas, essas proteinas
desencadeiam a expressao dos fatores de regulacdo miogénica (MRFs, do inglés
Myogenic Regulatory Factor), que sdo: o fator miogénico 5 (Myf5); o fator de
diferenciacdo miogénica 1 (MyoD); a miogenina (MyoG) e o fator regulador
miogénico 4 (MrF4), que estimulam a transcricdo de genes musculo especificos
durante a miogénese, proliferacdo, diferenciacdo celular, crescimento e
regeneracao (Holterman & Rudnicki, 2005; Bentzinger et al. 2012; Dumond et al.
2015). O Myf5 e o MyoD séo especificos das CS ativadas em proliferacdo (Dumond
et al. 2015). Evidéncias sugerem que o MyoD e o Myf5 promovem a ativacao das
CS e a sua diferenciacdo em mioblastos, enquanto a MyoG e o MrF4 promovem a
maturacdo da fibra muscular (Yin et al. 2013). As CS podem ser subclassificadas
de acordo com a expressdo de Myf5, um marcador miogénico. As CS, que nunca
manifestaram a expresséo de Myf5, sdo consideradas células-tronco satélites (CS
tronco), que se dividem simetricamente, originando duas células filhas idénticas a
CS mée, mantendo o nicho de CS tronco e auxiliando no processo de crescimento
e regeneracdo muscular a longo prazo (Kuang et al. 2007; Yin et al. 2013). As CS
gue ja expressaram Myf5, sdo consideradas CS miogénicas e sofrem um processo
de divisdo celular assimétrico, originando uma célula filha que néo expressa Myf5
(CS tronco) e outra na qual esse fator € expresso (CS miogénica). As CS
miogénicas estdo comprometidas com a diferenciacdo durante o crescimento e
regeneracdo muscular (Kuang et al. 2007; Yin et al. 2013). Portanto, a

heterogeneidade das células satélites, atualmente apoiada por diferentes estudos,
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esta baseada na existéncia de subpopulacdes, uma destinada a manter o pool de
CS tronco (predisposta a autorrenovacéo) e outra que progride para a linhagem
miogénica (CS miogénica) precursora para o0 surgimento de mioblastos
(Beauchamp et al. 2000; Collins et al. 2005; Kuang et al. 2007; Petrella 2008; Sacco
et al. 2008; Rocheteau et al. 2012; Dumont et al. 2015).

Exercicios resistidos e ou com sobrecarga mecanica, e fatores locais de
crescimento tecidual induzem o aumento da atividade de CS com consequente
aumento de miondcleos, resultando na producdo maior da sintese proteica e
consequente aumento da area seccional da fibra (hipertrofia) muscular esquelética
(Barton-Davis et al. 1999; Bellamy et al. 2014; Bazgir et al. 2017; Petrella et al.
2008).

A EE, objetivando a obtencdo de contracbes musculares, mediante a
aplicacdo de estimulos intermitentes de baixos niveis de corrente, também tem
demonstrado ser eficaz na inducdo de hipertrofia dos MAPs de ratas Wistar,
conforme resultados dos estudos de Souza (2017), de Windaele & Poortmans
(2006) e, atualmente, nos resultados do presente estudo.

Pelo exposto, os efeitos proprocionados pela EV nos MAPs das ratas Wistar
multiparas (MEV) e nuliparas (NEV), no presente estudo, comparado com as
nuliparas e multiparas controle (NC e MC), provavelmente foram decorrentes da
liberacdo de um conjunto de moléculas reguladoras interligadas em vias de
sinalizacao intracelulares pela ativacdo das CS quiescentes; pela secrecdo de
fatores de crescimentos, principalmente o IGF-1; pela expressdo de proteinas,
especialmente da familia Paired box (Pax7) que por conseguinte desencadearam
a expressao dos MRFs (MyoD, Myf5, MioG e MrF4) para que houvesse a
diferenciacéo e proliferacdo de CS precursoras miogénicas para formar mioblastos
adultos, que se fundem a fibra muscular pré-existente, incorporando novos
mionucleos, resultando em um aumento na quantidade deles na miofibra, que

passam a produzir novas miofibrilas (novos sarcomeros) onde o aumento dessas
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proteinas especificas, acrescido as miofibrilas pré-existentes, ocasiona 0 aumento
de volume/diametro dessas miofibras, caracterizando a hipertrofia dos MAPSs. Isso
pode esclarecer os resultados nas ratas MEV e NEV que mostraram aumento do
namero de mionucleos e do didmetro das fibras dos MAPs. Por conta do diametro
aumentado das fibras musculares, ou seja, por terem apresentdo maior area de
seccdao transversa e aumento do volume, elas ocuparam maior area (espacgo) por
campo microscopico, 0 que ocasionou uma contagem de menor nimero do total de
fibras nas ratas MEV e NEV em comparacédo com as ratas NC e MC.

Finalmente, na comparacéo das ratas MEV com as NEV o fato de nao ter
havido diferencas significativas na histomorfometria dessas ratas, significa dizer
que o efeito da EV nas ratas MEV foi tdo eficaz quanto nas ratas NEV. Esse
resultado foi muito importante para mostrar que as ratas MEV, mesmo na
possibilidade de existéncia de alteracbes anteriores nos MAPS, inerentes as
multiplas gestacbes e multiplos partos, responderam satisfatoriamente a EV,
igualhando-se aos efeitos observados nas ratas NEV, sem gestacdes e partos. No
presente estudo néo foi observado lesdes estruturais como rompimento celular no
tecido muscular nas ratas com EV, mas apesar disso, essas ndo puderam ser
descartadas totalmente, principalmente nas ratas MEV. O musculo esquelético em
resposta a lesbBes repetidas mostra capacidade de obter uma regeneracdo
completa e de restaurar a arquitetura celular (Shi e Garry, 2006). Tal capacidade
de suportar lesdes multiplas implica no reabastecimento do pool de células satélites
durante o processo regenerativo (Moss e Leblond 1971; Schultz & Jaryszak 1985;
Schultz 1996). Talvez isso explique a resposta das ratas MEV diante de possiveis
lesBes repetidas pela multiparidade e mudltiplos partos, ou seja, a EV pode ter
induzido o reabastecimento do pool de células satélites nas MEV para ocorrer uma
resposta semelhante a das NEV em relagéo a hipertrofia dos MAPs.

Embora o resultado da hipertrofia ter sido semelhante nas ratas MEV e NEV,

e repercutido no aumento do ténus evocado nestas ratas, foi evidenciada uma
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tendéncia estatistica para a diferenca na for¢a de contracdo muscular evocada pela
EV entre as multiparas (MEV = 24,2 + 10,9 cmH20) e entre as nuliparas (NEV =
66,6 = 60,2 cm H20) (Teste t, p = 0,0927). Esse resultado pode ser explicado por
possiveis alteracdes estruturais pontuais no grupo de ratas MEV pelas multiplas
gestacdes e multiplos partos (com mais de 10 filhotes em cada parto), que diminuiu
em 64% o ténus evocado pela EV, na comparacdo com as ratas NEV. Sugere-se
gue em estudos futuros 0 nimero de animais por grupo seja maior para comprovar
ou afastar essa tendéncia.

A identificacdo das CS pode ser realizada por imunomarcacédo em tecidos
com técnicas histologicas de rotina, utilizando-se marcadores moleculares
expressos tanto nas CS quiescentes quanto nas CS ativadas em processo de
divisdo celular para formar mioblastos. No presente estudo, analisamos o nimero
de CS em processo de proliferacdo celular com o anticorpo primario Ki67, ou seja,
sem marcadores especificos. O anticorpo Ki67 é amplamente utilizado como um
marcador nuclear para calcular a quantidade de proliferacéo de células tumorais na
histopatologia (Gerdes et al. 1991; MacCallum & Hall 2000). O Ki67 € uma proteina
nao histona expressa nos nucleos durante a divisdo celular. Portanto, as CS
estando em proliferacdo (em divisdo celular), teriam seus nucleos imunomarcados
pelo anticorpo contra a proteina Ki67 e corados em castanho, ou seja, mostrariam
uma imunohistoquimica positiva. Como era de se esperar, 0s grupos de ratas MEV
e NEV mostraram maior imunomarcacao Ki67 positiva nos nucleos das células
satélites das fibras musculares estriadas dos MAPs na comparacdo com seus
respectivos grupos controle (MEV > MC; NEV > NC).

Ainda falando de tecido muscular, nosso estudo demonstrou o efeito positivo
da EV no aumento da espessura da tunica muscular lisa associada aos trés 6rgaos
pélvicos (vagina, uretra e reto) nas ratas MEV em relagao as ratas de seu respectivo

grupo controle (MC).
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Na uretra e no reto, as ratas MEV superaram a espessura desta tunica
muscular em relagao ao grupo de ratas NC.

Na avaliacdo imunohistoquimica com o anticorpo primario Ki76, o presente
estudo também mostrou maior quantidade de mioblastos associados ao tecido
muscular liso das ratas MEV e NEV, na comparacdo com seus respectivos grupos
controle (MC e NC). Embora o ganho estrutural do musculo liso néo reflita na forca
de contracdo muscular, essa camada integra os tecidos dos 6rgaos pélvicos e esse
ganho se soma ao dos demais tecidos e mostra a amplitude dos efeitos da EE.

Rowlands e Cooper-White (2008) observaram que a EE promoveu
hiperplasia de células musculares lisas via expressao de alfa actina e cadeia
pesada de miosina de musculo liso (SMMHC) em vaso sanguineo.

Considera-se que a hiperplasia da tunica muscular lisa da vagina,
aumentando sua espessura, resulte num desempenho melhor tanto no suporte
ativo deste 6rgao quanto na capacidade contratil frente as forgas compressivas e

distensivas da cavidade abdominopélvica (DeLancey 1992).

5.2.2. TECIDO CONJUNTIVO

Os resultados do presente estudo mostraram que a EV aumentou a
espessura do tecido conjuntivo associado aos trés 6rgaos pélvicos (vagina, reto e
uretra) das ratas MEV e NEV em relacdo aos seus respectivos grupos controle
(MEV > MC; NEV > NC). Nossos resultados corroboraram com os resultados
obtidos nas ratas nuliparas do estudo de Sousa (2007) uma vez que o estudo com
multiparas esta sendo feito somente agora no presente estudo. Embora o ganho
estrutural do tecido conjuntivo ndo reflita na forca de contracdo muscular, essa
camada integra os tecidos dos 6rgaos pélvicos e esse ganho se soma ao dos

demais tecidos e novamente mostra a amplitude dos efeitos da EE.

59



Na analise semiquantitativa, o resultado mostrou maior namero de
fibroblastos/fibrécitos nas mucosas das ratas MEV em relagdo aos demais grupos
(NC < MEV > NEV).

Especificamente, na presenca de lesdes ou remodelacdo tecidual os
fibroblastos proliferam e aumentam os fatores de crescimento, como os fatores de
crescimento de fibroblastos FGF-1 e FGF-2 (Peplow & Baxter 2012), mas além
desses, estdo presentes o fator de crescimento transformador (TGF), fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento de queratindcitos (KGF) e fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), que em conjunto, induzem a diferenciacdo dos
monaocitos em macrofagos para remover células mortas, mas também, estimulam
a proliferacéo de células tronco, promovem a formacao de novos vasos sanguineos
e liberam mediadores inflamatorios (Pierce & Mustoe 1995).

Quanto ao efeito da EE, os achados de Rouabhia et al. (2013) mostraram
em cultivos celulares que a aplicacdo de doses de 50 e 200 mV/mm causou
aumento no numero de fibroblastos viaveis, promoveu o crescimento e migracao
de fibroblastos da pele e a transdiferenciacdo de fibroblasto para miofibroblasto.
Segundo estes autores, esses efeitos sdo possivelmente devido a maior expressao
de fatores de crescimento de fibroblastos FGF-1 e FGF-2.

Considerando o ganho estrutural no tecido conjuntivo observado nas ratas
MEV e NEV do nosso estudo, possivelmente, também esteja relacionado a
proliferacéo e diferenciacéo de células mesenquimais em fibroblastos, como efeito
da maior expressao de FGF-1 e FGF-2.

E possivel também que o ganho estrutural na matriz extracelular do tecido
conjuntivo das ratas NEV, uma vez que nao houve diferenca no total de fibroblastos
quando comparado ao seu respectivo grupo controle (NC = NEV), se deva ao fato
da inexisténcia de gestacfes e partos nestes grupos de ratas, denotando maior

higidez dessas células nas nuliparas.
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Nos processos de reparacdo tecidual ha uma complexa sequéncia de
eventos que culminam ou ndo com remodelacao dos tecidos e que dependem da
resposta imunitaria individual a leséo, a presenca ou nao de agentes infecciosos e
0 uso de substancias e/ou métodos que favorecam esse processo. Dentre 0s
fatores individuais, o processo inflamatério € fundamental para aportar no sitio
lesionado um conjunto de células de defesa que atuam, tanto na protecédo contra
agentes infecciosos, quanto na sinalizacao celular. Dessa forma, tem-se 0 aumento
no aporte de leucdcitos e proliferacdo de fibroblastos que, por um conjunto de
sinalizadores celulares como as glicoproteinas, imunoglobulinas, citocinas, fatores
de crescimento e microparticulas circulantes, atuam na modulacdo da resposta
angiogénica e reparadora em leitos lesados (Niewland 2007; Dulmovits & Herman
2012).

Embora a analise qualitativa ndo tenha demonstrado infiltrado inflamatério
nas mucosas dos 6rgdos analisados, a analise quantitativa demonstrou maior
namero de células migratérias (leucdcitos granulécitos e agranuldcitos) nas
mucosas das ratas MEV e NEV, na comparacdo com seus respectivos grupos
controle (MEV > MC; NEV > NC). A presenca de maior numero de leucocitos nas
ratas MEV e NEV, principalmente nas mucosas da vagina, onde as sondas estavam
posicionadas na luz desse o6rgdo, talvez possa ser explicada pela possivel
ocorréncia do fendmeno eletrotaxia (movimento de organismos ou células sob
influéncia da eletricidade).

Finalmente, foi observado inUmeras células mesenquimais Ki67* adjacentes
aos capilares, que sdo as responsaveis pela formacado de novas células endoteliais
(pericitos), indicando que a EV favoreceu o surgimento de novos vasos sanguineos.
Um dos aspectos da renovacgéao tecidual e/ou reparacao de lesdes € a formacéo de
NoVOos vasos sanguineos (angiogénese). Sabe-se que a EE tem a capacidade de
acelerar a reparacédo de lesdes, ativando as vias de sinalizacdo da angiogénese e

pela proliferacéo de fibroblastos. Isso foi demonstrado num estudo in vitro, em que
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a EE ativou a via de sinalizacdo da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK),
desencadeando o surgimento de novos vasos sanguineos (Rajendran et al. 2021).
Além disso, Bai et al. (2011) mostrou que células endoteliais humanas sob EE s&o
induzidas a expressarem o receptor para o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e, consequentemente, regulam positivamente a secrecdo de VEGF e a

migracao de células endoteliais.

5.2.3. TECIDO EPITELIAL

No nosso estudo, na uretra, houve aumento do epitélio das ratas MEV em
comparagao com o seu respectivo controle (MC). Na vagina ndo houve aumento
da espessura do epitélio nas ratas MEV e NEV em relagcdo as MC e NC
respectivamente. No reto ndo houve diferencas entre os grupos.

Cui et al. (2021) demonstraram que a proliferagao de queratindcitos e sua
secrecao de citocinas e fatores de crescimento podem ser ativados pela EE para
favorecer a cicatrizacdo de lesdes cutaneas. Também observaram em cultivos de
queratindcitos eletroestimulados que estes exibiram maior capacidade de
proliferacdo e secrecdao de interleucinas (IL-6, IL-1a e IL-8), regulador de
crescimento oncogénico (GROa), FGF2 (fator de crescimento de fibroblastos) e
VEGF-A (fator de crescimento endotelial vascular); além disso, os queratindcitos
aumentaram a producgao de queratina decorridas 6 h da EE.

O resultado do aumento do espessamento do epitélio na uretra das MEV
pode indicar que a EV ocasionou maior expressdo de citocinas e fatores de
crescimento, favorecendo o ganho estrutural no tecido epitelial de revestimento
neste érgao.

O resultado na vagina, de nao ter produzido o aumento da espessura da
camada epitelial nas ratas NEV corroborou com o resultado do estudo de Sousa
(2017). Segundo este autor, provavelmente o ndo crescimento do epitélio na vagina

das ratas nuliparas eletroestimuladas deveu-se ao fato da introdugdo da sonda,
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assim como a manipulacdo e ajustes durante as sessodes, terem sido feitas na
prépria luz desse 6rgao, além do fato que a EE promove adaptagdes biofisicas e
bioquimicas no tecido. Do mesmo modo poderiamos transferir tal explicacéo para
o resultado de nédo ter havido aumento do epitélio na vagina das MEV do nosso
estudo, por terem também na luz da vagina a sonda de EE. Além disso, poderia ser
acrescido, talvez, o fato de terem tido multiplos partos, com varios filhotes em cada
parto atravessando a luz deste 6rgéao.

A imunomarcacgao com o Ki67 mostrou que as células epiteliais basais dos
epitélios de revestimento das MEV, encontravam-se em maior quantidade do que
nos demais grupos (NC < MEV > NC: MEV > NEV) indicando uma resposta positiva
na renovacao epitelial, até mesmo na vagina onde a sonda estava posicionada na
luz desse 6rgdo. Portanto, embora na vagina essa renovacao epitelial ndo tenha
resultado em aumento do espessamento da camada epitelial, a imunomarcacao
Ki67 positiva nas células basais demonstrou que ndo houve dano pela EV a
renovacdo do epitélio de revestimento deste 6Orgdo, apesar da sonda estar
posicionada na sua luz.

Considerando a interacdo entre os 6rgaos pélvicos e o AP, acredita-se que
a aplicacédo de 30 sessbes de EV com largura de pulso de 700 ms, frequéncia de
50 Hz e intensidade de 2 mA favoreceu o ganho de elementos teciduais estruturais,
com reflexos positivos na sustentacdo e funcdo destes érgdos e na forca de
contracdo dos MAPs. Acreditamos também que o presente estudo, corraborando
com o estudo de outros (Wyndaele & Poortmans 2006; Sousa 2007), com efeito
positivo da EV em ratas Wistar, tanto em multiparas quanto em nuliparas, possa
contribuir para reforcar sua aplicabilidade na prevencao/tratamento/cura das
disfungbes do AP para uma melhor qualidade de vida das mulheres, principais

portadoras destas afeccdes.
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6. CONCLUSAO



Os resultados da comparacgdo entre os grupos de ratas Wistar nuliparas e

multiparas (controle x intervencao) permitem concluir que a EV:

Aumentou a forga de contragdo dos MAPs em nuliparas e multiparas;
Aumentou a espessura dos MAPs (hipertrofia muscular) em nuliparas (NEV
> NC) e multiparas (MEV > MC) pela mitose das células satélites e aumento
no didmetro das fibras;

> Nao aumentou a espessura do epitélio de revestimento na vagina das
nuliparas (NEV < NC) nem nas multiparas (MEV < MC) mas aumentou na
uretra das multiparas (MEV > MC);

> Aumentou a espessura do tecido conjuntivo associado aos trés orgaos
(vagina, uretra e reto) nas nuliparas (NEV > NC) e multiparas (MEV > MC);

> Aumentou a espessura da camada muscular (musculo liso) na vagina, na
uretra e no reto das multiparas (MEV > MC), assim como na uretra e no reto
das nuliparas (NEV > NC);

> Aumentou o total de leucdcitos/200 pmz) nas mucosas das nuliparas (NEV
> NC) e multiparas (MEV > MC);

> Aumentou o total de fibroblastos/fibrécitos/700 pmz) nas mucosas das
multiparas, na comparagao com os demais grupos (MEV > MC; MEV > NC;
MEV > NEV);

> Houve maior imunomarcagao Ki67+ nas células epiteliais basais, endoteliais,
musculares lisas e nos fibroblastos no grupo das multiparas, na comparacéao
com seu grupo controle (MEV > MC);

> Houve maior imunomarcacao Ki67+ nas células satélites dos MAPs nas

nuliparas (NEV > NC) e multiparas (MEV > MC).

Considerando o conjunto dos resultados no presente estudo, ficou
comprovado que a aplicacdo de 30 sessbes de EV com largura de pulso de 700

ms, frequéncia de 50 Hz e intensidade de 2 mA favoreceu o ganho estrutural,
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sobretudo, nos tecidos conjuntivo e muscular, com reflexos diretos no aumento da
forca de contracdo muscular dos MAPs. Os resultados mostraram a efetividade da
EV tanto em ratas Wistar nuliparas quanto em multiparas. Tal fato pode apontar
para o reforgco do seu uso na pratica clinica, visando o fortalecimento do AP e o
controle da continéncia exercida pelos 6rgdos pélvicos. Concluindo, esses
resultados podem contribuir para uma maior aceitagdo do seu uso na prevencgao/
tratamento/cura das disfungbes do AP, melhorando a qualidade de vida das

mulheres, que sédo as mais frequentemente atingidas por tais afeccoes.
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7. PERSPECTIVAS E LIMITACOES



O presente estudo foi realizado para avaliar o efeito da EV no AP e 6rgaos
pélvicos de ratas Wistar multiparas e nuliparas objetivando esclarecer tal efeito
diretamente na histomorfometria dos tecidos que fazem parte destas estruturas
pélvicas, tendo em vista que € escasso 0 seu conhecimento e praticamente inviavel
a realizacdo de estudos microscoOpicos prospectivos nessa regido em humanos
vivos. Além disso, buscou-se responder questionamentos sobre a aplicabilidade
da EV diante dos problemas relativos as disfunc¢des do AP. Poucos séo os trabalhos
na literatura com os quais se pode comparar os resultados do presente estudo em
ratas Wistar nuliparas. Nosso estudo, pela primeira vez, até onde foi pesquisado,
utilizou a EV em ratas Wistar multiparas, para avaliar seu efeito na histomorfometria
do AP e dos tecidos associados a vagina, a uretra e ao reto, tendo em vista
possiveis alteracfes inerentes a multiplas gestacdes e multiplos partos, que trazem
riscos importantes para o aparecimento das disfuncfes pélvicas.

A escolha de ratas Wistar para o presente estudo, como ja foi mencionado,
deveu-se ao fato do rato de laboratério ser o animal que demonstrou ter mais
semelhancas dos tecidos da regido pélvica com os de humanos.

Ficou demonstrado pelos resultados do nosso estudo que a EV afetou
positivamente os tecidos, tendo em vista a hipertrofia alcancada nas fibras
musculars esqueléticas dos MAPs, refletindo no aumento da sua forca, e 0 aumento
de espessura (ganho estrutural) das camadas que constituem o0s 0rgaos pélvicos
(vagina, uretra e reto) tanto nas ratas Wistar multiparas quanto nas nuliparas.
Também ficou comprovado que a EV néo causou danos nos tecidos submetidos,
apontando para a seguranca desta intervencao.

Todos os resultados do presente estudo apontam para o pontencial que a
EE possui para a viabilizagdo de seu uso terapéutico, principalmente nas mulheres,
sejam multiparas ou nuliparas, que estejam sob risco de desenvolver ou que ja
tenham comprovada a disfuncéo pélvica, visando melhorias na qualidade de vida

delas.
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O presente estudo, apesar dos resultados positivos obtidos, teve algumas
limitacBes que foram impostas principalmente pela falta de recursos financeiros e
pelas dificuldades de ordem técnica e laboratorial. Dentre as limitacdes podemos
citar: 1) a falta de tipagem das fibras musculares esqueléticas dos MAPs, para
podermos comparar com os resultados de outros pesquisadores que encontraram
um recrutamento de fibras tipo Il sob efeito da EE; 2) a falta de utilizacdo de
marcadores especificos para células satélites ativadas (miogénicas); 3) a nao
utilizacao de coloracdes especificas para fibras colagenas, elasticas e reticulares
para analisar a matriz extracelular produzida que, além da contagem aumentada
dos fibroblastos obtida no nosso estudo, contribuiria para acrescentar dados para
o resultado do aumento da espessura do tecido conjuntivo; 4) n =5, tanto para os
grupos de multiparas (MC e MEV) quanto para os de nuliparas (NC e NEV), que
pode, inclusive, ter influenciado no resultado do tébnus muscular evocado que
mostrou uma tendéncia estatistica para menor nas ratas MEV em relacdo as NEV.
Com relacdo ao numero de ratas por grupo (n=5), ndo foi possivel ser maior tendo
em vista a determinacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), a qual
analisou e aprovou o presente estudo. Essa comissdo, de acordo com a
recomendacao vigente, sinalizou reduzir o uso de animais para inibir exageros de
eutanasia e uso indevido de recursos financeiros.

Sugerimos que nos proximos estudos essas limitacbes possam ser

dirimidas.
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Abstract: Pelvic, perineal, and nervous bkesions, which derive prinapally from pregnancy and child-
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showed beneficial results and revealed new perspectives on ways to evoke responses in the lower
urinary tract in a non-invasive way. Thus, it s possible to conclude that this type of intervention may
be a non-invasive alternative to treat pelvic and penineal dysfunctions.

Keywords: pelvic floor electrical stimulation; musde contraction; pelvic floor contraction

L Introduction

During pregnancy and, principally, at childbirth, pelvic floor nerves and muscles reach
alterations beyond the normal physiology, which are determinant for favoring childbirth
but also induce pelvic and perineal muscle dysfunctions [1]. In this aspect, muscle and
nerve expansion may induce the prolapse of pelvic organs, perineal lesion, and stress
urinary incontinence, besides damaging the pudendal nerve, which may reflect on the
innervation of the pelvic floor [2].

Stress urinary incontinence reaches 54.3% of pregnant women and is characterized
by involuntary urine loss caused by abdominal pressure without detrusor muscle con-
traction [3]. In addition, muscular and vascular components contribute to urethral wall
elasticity and pelvic floor innervation, but they also contribute to the conditions associated
with this clinical picture [1]. Lower urinary tract dysfunction caused by neurological disor-
ders, such as medullary lesions, sclerosis, and cerebrovascular accident, represents another
clinical condition affecting urination efficiency, detrusor, and urethral sphincter contraction,
bladder storage volume [5].
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