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PREFACIO

Ao observar que os pesquisadores da area da morfologia da Faculdade
de Medicina concentravam seus esforcos para caracterizar as modificacdes
encontradas na estrutura da pelve e perineo feminino nas mais diversas fases da
gestacdo, mas principalmente em decorréncia do trabalho de parto, compreendi
a importancia do tema, sobretudo, pela grande incidéncia de ocorréncias na
regido pélvicas e perineais em mulheres; além das implicagbes fisicas, os
individuos afetados reduzem muito a sua qualidade de vida, uma vez deixam o
convivio familiar, social, sexual e desenvolvem grande sofrimento psicolégico.

O sonho de fazer um mestrado, levou-me a aceitar prontamente a
oportunidade em trabalhar com a equipe de pesquisa em Morfologia e
Imunologia aplicada coordenada pela Profa. Selma Kiickelhaus na Area de
Morfologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia,
desenvolvendo um projeto de grande relevancia cientifica e, aliar a isso, meus
conhecimentos técnicos na obtencdo de imagens histolégicas. Assim,
considerando que se trata de um tema ainda envolto por tabus e
desconhecimento aceitei 0 desafio de estudar e saciar a curiosidade pelos efeitos
que da multiparidade nos tecidos pélvicos e perineais.

Conhecer a microanatomia do assoalho pélvico foi realmente um
conhecimento pessoal gratificante e participar da propagacao deste
conhecimento com a elaboragcdo desse trabalho traz uma satisfagdo a mais.
Também, acredito que o0 avanco de novas tecnologias pode permitir intervencdes
e propostas terapéuticas e propagar 0s conhecimentos aqui gerados pode
contribuir no futuro para minimizar o sofrimento dos individuos afetados por

afeccbes pélvicas.
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RESUMO

A gestacdo e o parto vaginal produzem adaptacbes nos tecidos da pelve e perineo para
passagem do concepto, o que aumenta o risco para afec¢Bes dos Orgdos pélvicos,
sobretudo em condicbes de multiparidade e do mecanismo de parto. As afeccbes do
assoalho pélvico feminino como as incontinéncias, urinaria e fecal, e os prolapsos de 6rgéos
pélvicos constituem um importante problema de saude publica, pela sua alta prevaléncia e
incidéncia, bem como pelas repercussdes deletérias na qualidade de vida e pelos elevados
custos de tratamento. Considerando que os tecidos dos 6rgdos pélvicos podem sofrer
alteracBes estruturais e funcionais em decorréncia de processos lesivos como os advindos
da gestacdo e do mecanismo de parto, torna-se necessario identificar e quantificar essas
alteracbes para compreender 0os mecanismos envolvidos nesse processo e dar suporte para
novas propostas terapéuticas. No entanto, dada a impossibilidade de propor estudos dessa
natureza com tecidos humanos, um modelo animal que seja morfofuncionalmente
semelhante aos humanos, que inclusive apresentam afec¢des de pelve e perineo, podem
agregar novos conhecimentos. Assim, esse estudo teve como objetivo descrever e
comparar a arquitetura tecidual e a forca muscular dos 6rgaos da pelve e perineo de ratas
Wistar nuliparas e multiparas. O estudo foi conduzido com grupos de nuliparas e multiparas
(n=5) de 12 meses de idade; as multiparas acasalaram por trés vezes gerando 10,0+1,5
filhotes por ninhada. Vencidos os 12 meses e tomadas as medidas da forca de contracao
muscular, os animais eram eutanasiados em camara de CO2 e entdo submetidos a
dissecacdo para a remocgdo dos blocos pélvicos. Os espécimes histolégicos depois de
fixados foram desidratados em alcool, diafanizados em xilol, embebidos e emblocados em
parafina para a microtomia e entdo, as sec¢des histoldgicas (5 pym) foram coradas com
hematoxilina e eosina e com Tricromio de Gomori. Os resultados mostraram que a
multiparidade: 1) reduziu a espessura da mucosa da uretra e vagina, aumentou a mucosa
do reto, mas ndo afetou a mucosa do anus; 2) reduziu a largura da submucosa da vagina,
aumento no anus e nao afetou a largura dessa camada na uretra ou no reto; 3) aumentou a
largura da camada muscular do reto, reduziu na vagina, mas néo afetou essa camada na
uretra ou anus; 4) reduziu o total de fibras musculares lisas da uretra e anus, aumentou no
reto, mas nao afetou o total de fibras na vagina; 5) reduziu o diametro e total de mionucleos
das fibras musculares esqueléticas do assoalho pélvico; 6) ndo afetou a largura das
camadas visceral ou parietal da fascia endopélvica ou os pardmetros morfométricos do
esfincter uretral externo; 7) diminuiu o tdénus intra-anal e a forga de contracdo evocada; 8)
nao afetou o tecido conjuntivo; 9) aumentou o nimero de leucécitos na mucosa da uretra e
vagina das multiparas, mas nao no reto ou anus. No conjunto, os resultados mostraram que
a multiparidade causaram hipotrofia das estruturas dos musculos do assoalho pélvico, lisos,
estriados, bem como no anus das ratas multiparas que implicaram na reducdo da
efetividade da contracdo reflexa, mas paralelamente demostrou que a musculatura
respondeu positivamente quando eletro estimulada, aumentando a for¢ca de contracéo
evocada. Assim, nossos resultados permitem relacionar as alteracdes estruturais causadas
pela multiparidade com o desenvolvimento de afeccdes de 6rgaos pélvicos e perineais.

Palavras-chaves: Orgdos pélvicos; Assoalho pélvico; Multiparidade; Nulipara; Forca
muscular.
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ABSTRACT

Gestation and vaginal delivery produce adaptations in the tissues of the pelvis and perineum
for the passage of the concept, which increases the risk for affections of the pelvic organs,
especially in conditions of multiparity and the mechanism of delivery. Female pelvic floor
affections such as urinary and fecal incontinence and pelvic organ prolapse constitute an
important public health problem because of its high prevalence and incidence, as well as the
deleterious repercussions on the quality of life and the high costs of treatment. Considering
that pelvic organ tissues undergo structural and functional changes as a result of harmful
processes such as those arising from gestation and the mechanism of delivery, it is
necessary to identify and quantify these changes in order to understand the mechanisms
involved in this process and to support new Therapeutic proposals. However, given the
impossibility of proposing studies with human tissues, an animal model that is
morphologically similar to humans, which even present pelvic and perineal affections, may
aggregate new knowledge. Thus, this study aimed to describe and compare the architecture
of the tissues and the muscular strength of pelvic and perineum organs of nulliparous and
multiparous Wistar rats. The study was conducted with groups of nulliparous and multiparous
(n = 5) of 12 months of age; the multiparous rats mated three times (10.0 + 1.5 rats/brood).
After 12 months, measurements of muscle contraction force were taken and the animals
were euthanized and then submitted to dissection to remove the pelvic blocks. After fixation,
the specimens were dehydrated in alcohol, diaphanized in xylol, embedded and blocked in
paraffin. After that, the histological sections (5 um) were stained with hematoxylin and eosin
and with Gomori trichrome. The results showed that the multiparity: 1) reduced the width of
the mucosa in the urethra and vagina, increased the width of the mucosa in the rectum, but
does not affect the mucosa of the anus; 2) reduced the width of the submucosa in the
vagina, increase in the anus and did not affect the width of this layer in the urethra or rectum;
3) increased the width of the muscular layer of the rectum, reduced in the vagina, but did not
affect this layer in the urethra or anus; 4) reduced the total smooth muscle fibers of the
urethra and anus, increased in the rectum, but did not affect the total fibers in the vagina; 5)
reduced the diameter and total number of myonuclei of the skeletal muscle fibers of the
pelvic floor; 6) did not affect the width of the visceral or parietal layers of the endopelvic
fascia or the morphometric parameters of the external urethral sphincter; 7) decreased intra-
anal muscular tonus and the evoked contraction force; 8) did not affect the parenchyma or
the stroma of connective tissue; 9) increased the number of leukocytes in the mucosa of the
urethra and vagina of the multiparous, but not in the rectum or anus. The results showed that
multiparity structurally reduced the smooth and striated muscles of the pelvic floor and anus
of multiparous rats, which implied a reduction in the effectiveness of intra-anal muscular
tonus and the evoked contraction force. Thus, our results allow us to relate the structural
changes caused by multiparity with the development of affections of pelvic and perineal
organs.

Keywords: Pelvic organs; Pelvic floor; Multiparity; Nulliparous; Muscle strength.
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1. INTRODUCAO



A gestacdo e o0 parto vaginal produzem adaptacdes nos tecidos
associados a pelve e perineo (MacLennan et al., 2000). Tais adaptacfes séo
necessarias para preparar as estruturas de suporte dos érgaos pélvicos, bem
como dos tecidos associados ao canal de parto, para passagem do concepto.
Para isso, a regido em questao recebera acao de varios hormdnios, em especial
da relaxina, horménio produzido pelos ovarios e placenta, que tem como funcéo
diminuir a sintese de colageno no tecido conjuntivo, favorecendo a dilatacdo do
Utero, elasticidade da fascia endopélvica, distensibilidade vaginal e alongamento
da matriz extracelular (Ferlin et al., 2016).

O interesse de diferentes organizacfes, nos ultimos anos, para investigar
as modificacdes que a paridade induz nos érgaos pélvicos tem crescido (Abrams
et al., 2009) uma vez que na via de parto vaginal, aumenta significativamente o
risco para afeccbes dos Orgdos pélvicos, sobretudo em condicbes de
multiparidade e do mecanismo de parto (O'Boyle et al., 2005). Devido ao grande
aumento de afeccbes do 6rgao pélvicos, novos pesquisadores buscam estudar e
compreender as modificacdes estruturais ocorridas na pelve e perineo. Os
estudos séo realizados em diversas mulheres e em diferentes fases da gravidez,
o0 método de realizar tais estudos € feito por exames de imagens, desde o
puerpério ou ainda apdés meses ou anos do trabalho de parto (Ashton-Miller &
DeLancey, 2009; Staer-Jensen et al., 2015).

Os modelos animais tém sido largamente utilizados por facilitar o estudo
de alteracbes em estruturas anatdbmicas ou para explicar aspectos
morfofuncionais, tanto que Abramowitch et al. (2009), reportaram que o estudo em
ratas tem auxiliado na tentativa de transpor o conhecimento acerca da morfologia do
assoalho pélvico e das variagdes/disfuncdes relacionadas a multiplos partos. Cabe
destacar ainda, que dentre os modelos animais utilizados para o estudo das
modificacoes na pelve e perineo, as ratas possuem semelhanca, do ponto de vista
morfofuncional, quando comparado aos humanos (Alperin et al., 2014). Desta

maneira, percebe-se que o modelo animal pode mimetizar as modificacbes e



adaptacdes nos tecidos da pelve e perineo de mulheres, decorrentes de multiplas

gestacoes.

1.1. AfeccBes do assoalho pélvico

As afeccbes do assoalho pélvico feminino constituem um importante
problema de saude publica, devido sua alta prevaléncia e incidéncia, bem como
pelas repercussfes deletérias na qualidade de vida e pelos elevados custos de
tratamento (Thom et al., 2005); a incontinéncia urinaria (IU), incontinéncia anal (IA) e
0s prolapsos de o6rgdos pélvicos (POP) representam as principais disfuncdes

pélvicas (Handa et al., 2007) (Figura 1).

Normal Anatomy

/ 34 cge
Prolapse/ Rectocele

Figura 1. Afeccdes do assoalho pélvico. Fonte:
http://www.fisioterapiamaesefilhos.com/artigos/

No caso das incontinéncias, tem-se a perda involuntaria da urina ou do
conteudo intestinal. Estas condicGes que refletem a perda funcional da musculatura
esfincteriana podem afetar individuos de diferentes idades e géneros, aumentando
progressivamente com a idade, sendo que um em cada trés individuos idosos

apresenta algum problema com o controle da bexiga. As mulheres, contudo, tém trés



vezes mais chances de sofrerem incontinéncia, principalmente por causa do esforco
fisico causado pela gestacdo, mas, sobretudo, devido aos danos teciduais oriundos
do parto vaginal, bem como pela diminuicdo nos niveis de estrogeno observado com
a menopausa; ressalta-se que a incontinéncia anal € sete a oito vezes mais
frequente em mulheres com mais de trés partos vaginais, bem como em individuos
com mais de 70 anos de idade.

Os dados americanos mostram que anualmente sdo aportados cerca de 84
bilhdes de dolares para o tratamento das afeccdes de pelve e perineo (Xu et al.,
2012; Cheon & Maher, 2013; Coyne et al., 2014). Apesar de ndo se conhecer os
custos de tratamento das afeccbes perineais e pélvicas no Brasil, as observacdes
epidemioldgicas atuais, aliada ao aumento da populacdo idosa, permitem projetar
um aumento consideravel nos custos dos tratamentos para os sistemas publico-
privados de saude para as proximas décadas (Herschorn et al., 2007; Kopp et al.,
2008).

As incontinéncias acarretam a reducédo na qualidade de vida dos individuos
afetados na proporcdo da gravidade do quadro clinico. A clinica das incontinéncias
pode variar de leve a moderada causando pequenos escapes em situacfes de
aumento na pressdao abdominal (tosse, espirro, levantamento de peso, etc),
denominada incontinéncia por esforco, ou na incapacidade de controlar a
musculatura esfincteriana quando ocorre a necessidade da miccéo ou eliminacéo de
gases, por exemplo, nesse caso tem-se a incontinéncia de urgéncia; é possivel
também que alguns individuos apresentem incontinéncia mista, quando ocorre a
urinaria e anal conjuntamente. Nos casos mais graves, por exemplo, tem-se a
incontinéncia intensa que pode ser por transbordamento, quando ocorre a perda
intermitente ou total das excretas posteriormente ao seu acumulo na bexiga, ocorre
a perda funcional do esfincter permitindo o escape continuo de urina ou fezes
(Camarano & Kanso, 2010). Tao impactante quanto as incontinéncias, o prolapso de
orgaos pélvicos (vagina, uretra, bexiga, reto e até o intestino) reduzem e muito a

qualidade de vida dos individuos afetados. Nessa condigdo comum na multiparidade



associada ao envelhecimento, as alteracGes estruturais nos tecidos de sustentacao
dos 6rgdos pélvicos sdo tantas que causam a protusdo dos Orgaos para 0 meio

externo (Oliveira & Carvalho, 2006).

1.2. Fatores de risco para afeccdes pélvicas

Como reportado, a multiparidade, a senilidade e a menopausa sao 0s
principais fatores de riscos para as desordens do assoalho pélvico (Abrams et al.,
2009; O’Boyle et al., 2005; Nygaard et al., 2008). Sabe-se que durante o periodo
gestacional ocorrem varias adaptacées morfoldégicas nos tecidos que compdem os
orgaos abdominais pélvicos da mulher. Observa-se dentre outras mudancas, o
aumento no tamanho e volume do Utero que acarreta modificagcdes na disposicao
dos 6rgaos abdominopélvicos (O’Boyle et al., 2005). Em consequéncia disso, ocorre
aumento de sobrecarga nos elementos que estabilizam os 6rgdos pélvicos, que
podem desencadear disfuncbes nos tecidos do assoalho pélvico, bem como
alteracdes no posicionamento dos érgdos pélvicos apos o parto (Rahn et al., 2008).

Semelhante as multiparas, nuliparas podem apresentar as mesmas
entidades clinicas reportadas acima, o que demonstra que a multiparidade ndo é o
Gnico fator determinante para tais afeccdes e aponta para possiveis fatores
intrinsecos dos individuos afetados. Alguns estudos mostram que as desordens do
pavimento pélvico sdo mais comuns em mulheres primiparas da mesma idade,
independentemente do modo de parto (Kopp et al.,, 2008; Nygaard et al., 2008;
Hansen et al., 2012) na comparagdo com nuliparas, inclusive para prolapsos de
orgaos pélvicos (Kudish et al., 2011). Apesar dessas constatacdes, a proporcdo de
mulheres multiparas com disfun¢cdes no assoalho pélvico € destacadamente maior
em relacdo as nuliparas (Abrams et al., 2009).

Segundo MacLennan et al. (2000), a incidéncia das desordens do assoalho
pélvico varia de acordo com a via de parto, sendo que algum tipo de disfuncdo é
observado em 58% das mulheres submetidas ao parto vaginal e em 43% daquelas

submetidas ao parto cesareo e ainda, que mulheres primiparas submetidas ao parto



vaginal, possuem duas vezes maior risco de manifestar sintomas de incontinéncia
de esforco em comparacdo com as mulheres submetidas a cesariana (Handa et al.,
2011). Memom & Handa (2012) mostraram num estudo de metanalise com 350
achados cientificos que as mulheres apresentam uma alta incidéncia de alteracdes
geniturinarias e fecais ap0s a gestacao, especialmente apos o parto vaginal.

Na comparagdo com o0 parto cesareo, 0 parto vaginal acarreta aumento de
risco, especialmente no que tange a manifestacéo das incontinéncias (Zetterstrom et
al., 1999), inclusive a incontinéncia anal (Abramov et al., 2005). O parto vaginal
submete os musculos do assoalho pélvico (MAPSs), a fascia endopélvica, a vagina e
os demais tecidos associados a pelve e perineo ao estresse mecanico importante,
principalmente durante o periodo expulsivo do parto, no qual o pavimento pélvico
estira de 2,5 a 3,5 vezes do comprimento normal (Ashton-Miller & DeLancey, 2009).
Mant et al. (1997) e Patel et al. (2006) apontaram que o parto vaginal aumenta de 4
a 11 vezes o risco de prolapsos de 6rgdos pélvicos. Também, tem sido mostrado
que complicacBes no parto normal, como o trauma obstétrico do esfincter anal,
costumam suscitar incontinéncia anal pos-parto, todavia, na auséncia disso, o parto
vaginal ndo parece aumentar o risco de incontinéncia anal (Borello-France et al.,

2006).

1.3. Constituicdo e adaptacfes dos 6rgédos pélvicos e perineais

A sustentacdo dos oOrgados peélvicos é fornecida pelos componentes do
assoalho pélvico. Segundo DelLancey (1992), o assoalho pélvico é o conjunto de
estruturas situadas entre o peritbnio visceral e a pele da vulva. Deste modo, de cima
para baixo, observa-se a fascia endopélvica, o0 musculo levantador do anus e a
membrana perineal (diafragma urogenital) (Wei & DelLancey, 2004). O complexo
muscular do levantador do anus, é o principal responsavel pelo sistema de suporte
dos 6rgédos pélvicos (Ashton-Miller & DelLancey, 2009). Além de apoiar as visceras
da pelve, ele mantém o hiato urogenital fechado, contra a acdo de abertura da

pressdo intra-abdominal, do mesmo modo que contribui para manutencdo da



continéncia anal (DeLancey, 1988). Sabe-se que uma contracdo voluntaria dos
musculos elevadores do anus aumenta ainda mais a forca de fechamento dos o6stios
da uretra, vagina e reto-anus (DelLancey, 1988). Dessa forma, injurias nos musculos
levantadores do anus podem levar ao alargamento do hiato e causar o descenso
dos 6rgdos pélvicos, o que resultard em manifestacbes de sinais e sintomas nos
aparelhos genitourinarios, bem como no segmento reto-anal (Delancey, 2005;
DeLancey et al.,, 2007; Dietz & Simpson, 2008). Sabe-se que as forcas de
compressdo, estiramento e cisalhamento, geradas pelo parto vaginal, causa
isquemia nos tecidos associados a pelve e perineo, o que pode suscitar em alguns
casos, dano neuromuscular do nervo pudendo, e consequente incontinéncia urinaria
e fecal ou ainda prolapsos de 6rgaos pélvicos (Lien et al., 2005). Alguns fatores
presentes no parto vaginal sdo considerados potencialmente lesivos aos
componentes do assoalho pélvico, dentre eles destacam-se o uso de férceps,
macrossomia fetal, apresentacdes posteriores, uso de episiotomia (especialmente a
mediana, que aumenta o risco de laceracfes de esfincter anal) e periodo expulsivo
prolongado (Vieira et al. 2008).

Considerando que os tecidos dos érgdos pélvicos podem sofrer alteracdes
estruturais e funcionais em decorréncia de processos lesivos como os advindos da
gestacdo e do mecanismo de parto e, que tais alteracdes, podem se relacionar com
afeccdes de pelve e perineo presentes nos individuos afetados, torna-se necessario
identificar e quantificar essas alteragbes para compreender 0S mecanismos
envolvidos nesse processo e dar suporte para novas propostas terapéuticas.
Considerando também que as pesquisas concentram esforcos nos exames de
imagem topogréficas, propostas de estudos morfolégicos e morfométricos que
permitam comparar o parénquima e o estroma dos tecidos da pelve e perineo
tornam-se fundamentais. No entanto, dada a impossibilidade de propor estudos
dessa natureza com tecidos humanos, estudos com modelo animal que seja
morfofuncionalmente semelhante aos humanos, que inclusive apresentam afecc¢bes

de pelve e perineo, podem agregar novos conhecimentos. Assim, estudos com ratas



Wistar podem fornecer informacdes importantes acerca das alteraces estruturais e
funcionais que ocorrem na multiparidade a semelhanca das observadas em

humanos.



2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Descrever e comparar a arquitetura tecidual e a forca muscular dos 6rgaos

da pelve e perineo de ratas Wistar nuliparas e multiparas.

2.2. Objetivos especificos

Determinar a largura das camadas teciduais (mucosa, submucosa e muscular)

associadas a uretra, vagina, reto, anus e assoalho pélvico;

¢ Quantificar o numero de fibras musculares lisas dos 6rgaos;

e Determinar o total, o diametro e os miondcleos das fibras musculares esqueléticas
dos esfincteres da uretra e anus;

e Determinar a forga muscular no repouso e na contragao;

¢ Avaliar o tecido conjuntivo, matriz extracelular e as células migratorias.



3. MATERIAL E METODO



3.1. Delineamento experimental

Selecdo aleatoria de ratas
Wistar jovens (30 dias) para a
montagem dos grupos

Grupo de nuliparas
(n=5)

Grupo de multiparas
(n=5)

Fémeas adultas (2 meses) colocadas para
acasalar 3 vezes (ninhadas = 10,0£1,5 filhotes)

Animais mantidos no biotério UniCEUB por 12 meses — racao e agua ad libitum

Obtencéo da for¢a de contragdo muscular / manometria
Todnus muscular, contragdo reflexa e contracdo evocada (Souza. et al. 2017)

Dissecacéo dos
blocos pélvicos

Eutanasia dos
animais com CO2

Fixacao
(Formol 10%)

(Apério ScanScope)

. ~ . L Impregnacéo e . .
Desidratacédo Diafanizacéo en?blo?:an?ento Microtomia
(Alcool 70% a 99%) (Xilol) : (5 um)
(Parafina 60 °C
Digitalizacéo das imagens Coloragéo

(HE, tricromio de Gomori)

Obtencédo dos dados morfolégicos e morfométricos

(Programa Image Scope)

Determinacgéo da largura das
camadas dos 6rgéos (uretra,
vagina, reto, anus,
assoalho pélvico e EUE)

Quantificacéo do total de fibras
estriadas esqueléticas e seus
miondcleos numa area de 1,6

mm? (EUE, EAE e MAPS)

Determinacao do diametro
de 200 fibras estriadas
esqueléticas
(EAE e MAPSs)

Andlise histoldgica do tecido conjuntivo associados aos
orgaos (Matriz extracelular e células migratérias)

Tabulagdo dos dados e analise
estatistica dos resultados

Figura 2. Organograma do estudo.
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3.2. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo descritivo e comparativo para descrever e comparar a
arquitetura tecidual dos oOrgdos de pelve e perineo de ratas Wistas nuliparas e
multiparas. O célculo amostral e os critérios experimentais e de manutencdo dos
animais seguiram as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), sendo aprovado em 19/04/2013 pela Comisséo
de Etica no uso de Animais do UniCEUB (n° 01/2013).

3.3. Animais

Para o estudo foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (n=12) por se tratar
de um animal com forma e funcdo dos 6rgdos pélvicos similar a dos humanos
(Alperin et al., 2014). As ratas eram nuliparas ou multiparas (3 gestacdes com
10,0+1,5 filhotes por ninhada) com 12 meses de idade provenientes do biotério do
Centro Universitario de Brasilia. Durante a fase reprodutiva, 0os animais eram
mantidos com temperatura controlada (23°C), ciclo claro/escuro de 12 horas e
alimentados com racéo balanceada e agua potavel ad libitum, no alojamento de
animais no biotério do Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB). A coleta dos
dados foi realizada no Laboratério de Técnicas Histolégicas da Faculdade de

Medicina, Universidade de Brasilia

3.4. Obtencao das amostras

Completada a idade de 12 meses e depois de tomadas as medidas da forca
de contracdo muscular, 0s animais eram eutanasiados em camara com
concentragéo de 40% de COz, e entdo submetidos a dissecagéo para a remogéo dos
blocos pélvicos, sendo o segmento reto-anal removido da pelve, mas preservando-

se a pele perianal, para ndo danificar os musculos associados. Em seguida, os
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espécimes eram fixados em solucdo de formol a 10% e entdo processados para a

obtencéo das secc¢des histoldgicas.

3.5. Obtencéo das imagens histoldgicas

Para a obtencdo das imagens os espécimes histologicos fixados eram
desidratados em alcool por 1 h (70%, 80%, 90% e 3x 100%), diafanizados em xilol
por 30 minutos (2 banhos), embebidos em parafina a 60 graus por 1 h (3 banhos) e
emblocados em parafina para a microtomia em seccdes histolégicas de um de
espessura. As seccles histoldgicas foram coradas com hematoxilina e eosina para
avaliar possiveis infiltrados inflamatorios e com Tricromio de Gomori para avaliar a
matriz extracelular de tecido conjuntivo e o tecido muscular. As imagens foram
obtidas pela digitalizacdo das seccbes histolégicas no equipamento Aperio
ScanScope® com objetiva de 20 e posteriormente ampliadas (200x, 400x e 1000x)
no programa ImageScope version 11.2.0.780 (Aperio Technologies Inc, Vista, CA,

USA) e entdo, analisadas por um unico observador.

3.6. Obtencao dos dados morfométricos dos 6rgéos e assoalho pélvico

Para determinar a largura das camadas teciduais (mucosa, submucosa e
muscular) dos 6rgaos pélvicos (uretra, vagina, reto e anus) e o diametro das fibras
musculares esqueléticas utilizou-se a ferramenta de medida do programa
ImageScope Leica® (versdo 12.0) nas imagens das seccBes histolégicas
digitalizadas. Para a obtencéo da largura delimitou-se quatro areas equidistantes de
400 pm? (1.6 mm?) nas seccdes transversais dos 6rgdos e dos musculos e entdo,
calculou-se a média. Para determinar o didmetro médio das fibras musculares
esqueléticas foram tomadas as medidas do diametro maior e menor de 200 fibras
para todos os musculos esqueléticos. Para quantificar o nimero de mionucleos por
fibra muscular esquelética dos musculos do assoalho pélvico (MAPS) e EAE, foram

analisadas de 20 fibras de cada musculo em seccdes transversais. Ja para
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quantificar os miondcleos do EUE, delimitou-se quatro areas equidistantes de 400
um? (1.6 mm?) nas seccdes longitudinais do musculo e entdo, calculou-se a média.
Para determinar o total de fibras musculares lisas (esfincter anal interno) e
esqueléticas (esfincter uretral externo, esfincter anal externo e musculos do
assoalho pélvico) foram selecionadas as seccdes transversais digitalizadas de cada
muasculo, com aumento de 400 x para os musculos esqueléticos e 1000 x para o
muasculo liso. Os resultados foram expressos em médiatDP para dados

paramétricos ou mediana para 0s ndo parametricos.

3.7. Andlise histopatoldgica

Para as analises qualitativas das seccfes histolégicas considerou-se a
presenca ou auséncia de tecido necrotico e/ou células em degeneracédo, a estrutura
dos tecidos musculares e do estroma adjacente, a presenca ou auséncia de
infiltrado inflamatdrio e a presenca ou auséncia de micro-hemorragias. As analises
foram feitas por um Unico observador e nas secc¢fes histologicas coradas com

hematoxilina e eosina.

3.8. Determinacédo da forca de contracdo muscular

Para a obtencdo dos registros da forca muscular das ratas nuliparas e
multiparas, foi utilizado um mandémetro de pressdo adaptado ao modelo animal com
um transdutor de pressdo (Honeywell®, Phoenix, United States) acoplado a um
amplificador com ganho de 11 vezes (Honeywell®, Phoenix, United States), um
osciloscopio digital (Diligent®, Pullman, United States) com interface gréafica pelo
programa de computador da Diligent®, uma sonda de Foley (Solidor®, Diadema,
Brasil) e uma seringa de 20 mL, com 21,3 mm de diametro e émbolo de 11 cm
(Sousa et al.,, 2017). Depois de introduzida no anus das ratas, a sonda do
mandmetro foi insuflada e o registro da pressao intra-anal foi tomado durante 120

segundos (Figura 2).
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Figura 3. Fotografia do manémetro utilizado para medir a forca e que foi produzido e
calibrado nos estudos de Sousa et al. 2017. Os componentes do mandmetro séo a seringa
(1), a sonda de Foley (2), o amplificador (3), 0 sensor de pressédo (4) e a mangueira de
conducao de ar (5).

Para a medicao da for¢ca dos musculos da pelve e perineo, foi introduzida no
anus das ratas nuliparas e multiparas (estudo pareado) a sonda do man6émetro. Os
passos para o registro da pressédo intra-anal foram os seguintes: 1) introducdo da
sonda no reto-anus; 2) insuflacdo da sonda intra-anal; 3) observacao e registro da
pressao intra-anal durante 120 segundos.

Os registros da forgca ocorreram em trés momentos: 0 primeiro registrou a
pressao de tbnus basal dos musculos da pelve e perineo, 0 segundo capturou a
pressao mediada pela contracdo reflexa dos musculos no momento da insercao da
sonda de eletroestimulacgdo, por via intravaginal, sem passagem de corrente elétrica,
o terceiro gravou a pressao mediada pela contracdo evocada dos musculos da pelve

e perineo no momento da eletroestimulacgdo intravaginal (Figura 4).
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Figura 4. Esquema para a determinacéo da for¢a de contracdo muscular.

Os parametros utilizados para a eletroestimulacao foram: corrente bifasica
simétrica retangular com largura de pulso de 700-us e frequéncia de 50 Hz, em que
a intensidade foi padronizada inicialmente entre 2 a 4 mA ou até a contracdo
muscular visivel ao observador, sem causar sofrimento ao animal, de acordo com o0s
estudos de (Sousa et al., 2017; Wyndaele & Poortmans, 2006), conforme
esquematizado na figura 2. O tempo decorrido entre a passagem da
corrente/contracdo muscular e sua interrupcao/repouso muscular (On/off) foi de 5 e

10 segundos, respectivamente.

3.9. Analise estatistica

A normalidade das varidveis e a homogeneidade das variancias foram
analisadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Barttlet, respectivamente. Para
comparacdes entre dois grupos com distribuicdo paramétrica foi usado o teste t e
para dois grupos com distribuicAo ndo paramétrica foi usado Mann-Whitney;
diferencas de p<0,05 foram consideradas significantes. As andlises e as
representacdes graficas foram feitas empregando-se o programa Prism® 5 Software

Package (GraphPad, USA, 2005).



4. RESULTADOS



19

Para avaliar como a multiparidade afeta os tecidos associados aos 0rgaos
da pelve e perineo foram avaliados diferentes parametros morfolégicos em seccdes
histol6gicas obtidas de ratas nuliparas e multiparas advindas de 5 gestacbes

multiplas.

4.1. Determinacao da largura das camadas teciduais

A. Uretra

Os resultados para a uretra mostraram que a médiatDP da largura da
mucosa obtida para o grupo de multiparas foi menor (15,6+5,2) do que para o grupo
de nuliparas (19,8t 2,5) (Teste t, p = 0,043). Para as camadas submucosa ou
muscular os resultados, analisados pelos testes de Mann-Whitney ou teste t,
respectivamente, mostraram nao haver diferencas entre 0s grupos, assim como na

médiazDP do esfincter uretral externo (Tabela 1; Figura 5 e 6).

Tabela 1. Largura das camadas mucosa, submucosa, muscular lisa e estria esquelética da
uretra de ratas nuliparas e multiparas.

Nuliparas Multiparas
Largura das camadas Média+DP
Mediana
19,8+ 2,5 15,6+ 5,2*
1 Mucosa 19,9 15.8
26,8+6,2 23,1+5,8
2 Submucosa 232 1.4
86,0 + 8,8 83,2+ 33,3
3 Muscular 86.0 90,2
. 85,5+21,7 72,3+26,9
4 | Esfincter uretral externo 84.9 64.8

*Valores diferentes do controle, p < 0,05
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Figura 5. Largura das camadas mucosa, submucosa e muscular da uretra de ratas
nuliparas e multiparas. Os resultados mostraram na compara¢do com as nuliparas, que as
ratas multiparas apresentaram reducdo na largura da camada mucosa (Teste t, p=0,043),
mas ndo houve diferencas entre as larguras das camadas submucosa ou muscular (p>0,05).
Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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Figura 6. Fotomicrografias da uretra 3% ) de ratas nuliparas (A) e multiparas (B)
representativas dos resultados. Observar maior largura da mucosa da uretra em A na
comparacao com B. Coloracéo de tricromio de Gomori, aumento 40x.

B. Vagina

Os resultados para a vagina mostraram que a médiatDP da largura da
mucosa obtida para o grupo de multiparas foi menor (33,6+7,7) do que para 0 grupo
de nuliparas (45,8+ 8,5) (Teste t, p = 0,0002), bem como as medianas das larguras
das camadas submucosa e muscular nas multiparas (Mann-Whitney, p<0,05)

(Tabela 2; Figura 7 e 8).
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Tabela 2. Largura das camadas mucosa, submucosa e muscular da vagina de ratas

nuliparas e multiparas.

Nuliparas Multiparas
Largura das camadas Média+DP
Mediana
+ 33,6+ 7,7*
1 | Mucosa 458£8,5
46,3 32,9
76,0+14,5 64,6+15,8*
2 | Submucosa 715 59,2
24,5+ 7,9 18,7 + 5,3*
3 | Muscular 222 18,3

*Valores diferentes do controle, p < 0,05
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Figura 7. Largura das camadas mucosa, submucosa e muscular da vagina de ratas
nuliparas e multiparas. Os resultados mostraram na comparag¢do com as nuliparas, que as
ratas multiparas reduziram a largura da camada mucosa e aumentaram as larguras das
camadas submucosa e muscular (p<0,05). Estdo mostradas as medianas, quartis, valores
maximos e minimos.
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Figura 8. Fotomicrografias da vagina Y5 ) de ratas nuliparas (A) e multiparas (B)
representativas dos resultados. Observar menor largura da mucosa e maior largura da
submucosa e muscular em B, na comparacdo com A. Coloracdo de tricrdomio de Gomori,
aumento 30x.

C. Reto

No reto, os resultados mostraram que as ratas multiparas apresentaram
aumento na mediana da largura da mucosa e na mediatzDP da largura da camada
muscular, na comparag¢do com o0 grupo de nuliparas; para a submucosa nao houve

diferencas entre os grupos (Tabela 3; Figura 9 e 10).
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Tabela 3. Largura das camadas mucosa, submucosa e muscular do reto de ratas nuliparas
e multiparas.

Nuliparas Multiparas
Largura das camadas MédiatDP MédiatDP
Mediana Mediana
120,0+ 100,5 197,1+ 92,1*
1 Mucosa 59,6 243,1
39,7+18,5 43,9+£19,6
2 Submucosa 333 39.0
122,1£81,9 213,5+ 104,4*
3 Muscular 86.7 200 2
*Valores diferentes do controle, p < 0,05
5001
Teste t 't
0=0.031 Multiparas
4004 3 Nuliparas
Mann-Whitney
p=0,041

3004 —l_

Largura das camadas do reto (um)

. %
2004 —l_ ? —|_ %
100- é %
= =@ = -

Mucosa Submucosa Muscular

Figura 9. Largura das camadas mucosa, submucosa e muscular do reto de ratas nuliparas
e multiparas. Os resultados mostraram na comparacdo com as nuliparas, que as ratas
multiparas apresentaram maiores larguras na mucosa e muscular (p<0,05); mas ndo houve
diferencas para a submucosa entre os grupos (Teste t, p>0,05). Estdo mostradas as
medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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Figura 10. Fotomicrografias do reto iﬁ() de ratas nuliparas (A) e multiparas (B)

representativas dos resultados. Observar maior largura das camadas e muscular em B, na
comparagdo com A. Coloragéo de tricromio de Gomori, aumento 20x.

D. Anus

Os resultados mostraram que as ratas multiparas apresentaram aumento na
mediatDP da largura da camada submucosa quando comparado com as nuliparas;
nao houve diferencas nas camadas mucosa (Mann-Whitney, p>0,05) ou muscular

(Teste t, p>0,05) entre os grupos (Tabela 4; Figura 11 e 12).
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Tabela 4. Largura das camadas mucosa, submucosa e muscular do anus de ratas nuliparas

e multiparas.
Nuliparas Multiparas
Largura das camadas Média+DP Média+DP
Mediana Mediana
86,4+36,7 90,1+20,3
1 | Mucosa 74,5 84,4
172,2+67,3 276,2+40,9*
2 | Submucosa 171,0 278,3
835,9+61,1 795,7+38,4
3 | Muscular 825,3 789.8
*Valores diferentes do controle, p < 0,05
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Figura 11. Largura das camadas mucosa, submucosa e muscular do anus de ratas
nuliparas e multiparas. Os resultados mostraram que quando comparado com as nuliparas
as ratas multiparas apresentaram maior largura da camada submucosa (p<0,05); ndo houve
diferencas entre os grupos para as camadas mucosa (Mann-Whitney, p>0,05) ou muscular
(Teste t, p>0,05). Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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Figura 12. Fotomicrografias do anus de ratas nuliparas (A) e multiparas (B) representativas
dos resultados. Observar maior submucosa em B, na comparagdo com A. Coloracdo de
tricromio de Gomori, aumento 40x.

4.2. Avaliagdo da musculatura lisa

Para avaliar se a multiparidade afeta o muasculo liso associado aos 6rgaos pélvicos
(uretra, vagina, reto e anus) foi quantificado o total dessas fibras em 10% da area total do
musculo. Os resultados mostraram que, ha comparacao com o grupo de nuliparas, as ratas

multiparas reduziram o total das fibras lisas na uretra e no anus (esfincter anal interno), mas
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aumentaram no reto (Teste t, p<0,05); para a vagina nao houve diferencas entre 0os grupos

(teste t, p>0,05) (Tabela 5, Figuras 13 e 14).

Tabela 5. Total de fibras musculares lisas nos 6rgdos pélvicos de ratas nuliparas e
multiparas.

Nuliparas Multiparas
Fibras musculares lisas Média+DP
Mediana
1 Uretra 201,2+16,4 153,6+ 11,9*
2 Vagina 120,4+8,4 109,0+9,0
3 Reto 141,6+19,5 168,2+7,4*
4 Anus 265,0+34,0 199,6+19,2*

*Valores diferentes do controle, p < 0,05

7 _ 7 /

Figura 13. Total de fibras musculares lisas nos 6rgaos pélvicos (uretra, vagina, reto e anus)
de ratas nuliparas e multiparas. Os resultados, analisados pelo teste t, mostraram
diminuicdo no total de fibras na uretra e no esfincter anal interno, mas aumento dessas
fiboras no reto nas multiparas, na comparacdo com as nuliparas (p<0,05); ndo houve
diferencas no total de fibras lisas entre os grupos para a vagina (p>0,05). Estdo mostradas
as médias e os desvios padrao.
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Figura 14. Fotomicrografias dos orgédos pélvicos, uretra (A,B), vagina (C,D), reto (E,F) e
anus (G,H) de ratas nuliparas (A,C,E,G) ou multiparas (B,D,F,H). Observar maior densidade
das camadas musculares lisas em A, F e G na comparacdo com B, E e H, respectivamente.
Coloracao de tricromio de Gomori. Barras = 500 um.
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4.3. Avaliacdo da musculatura estriada esquelética
O estudo da musculatura estriada foi realizado no assoalho pélvico e na

musculatura esfincteriana da uretra e anus

A. Musculo do assoalho pélvico e fascia endopélvica

Os resultados mostraram que a multiparidade afetou o assoalho pélvico,
uma vez que, na comparagdo com as nuliparas, as ratas multiparas apresentaram
aumento na media+dp do total de fibras esqueléticas (1,6 mm?) (Teste t, p<0,05),
mas reduziram a mediatdp e a mediana do diametro e o total de mionucleos,
respectivamente (p>0,05). Os resultados mostraram também que, quando
comparada com o grupo de nuliparas, a multiparidade ndo afetou a largura das
camadas visceral ou parietal (Teste t, p>0,05) da fascia endopélvica (Tabela 6;

Figura 15 e 16).

Tabela 6. Parametros morfométricos do assoalho pélvico, masculos e fascia, de ratas
nuliparas e multiparas.

Nuliparas Multiparas
Parametros morfométricos Média+tDP
Mediana
Total de fibras 34,0£4,1 49,2+ 5,5*
34,0 51,0
1 Masculos Diametro das 40,4+ 3.6 36,3+ 1.0%
fibras 40,8 36,7
Miontcleos 2,9+ 0,6 2,3+ 0,4*
3,0 2,0
visceral 103,7+16,38 92,1+38,57
2 | Fascia 95,7 82,38
parietal 38,7+ 9,8 29,5+ 15,5
40,6 22,1

*Valores diferentes do controle, p < 0,05
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Figura 15. Parametros morfométricos dos musculos do assoalho pélvico (total de fibras,
diametro das fibras e total de mionucleos) (A) e largura das camadas visceral e parietal da
fascia endopélvica (B). Os resultados, analisados pelos testes t ou Mann-Whitney,
mostraram que ratas multiparas apresentaram maior total de fibras esqueléticas, mas
menores diametros e total de mionucleos, na comparacdo com as nuliparas (p<0,05). Os
resultados mostraram também que a multiparidade néo afetou a larguras das camadas
visceral ou parietal (Teste t, p>0,05), na comparacédo com as nuliparas. Estdo mostradas as
medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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Figura 16. Fotomicrografias do assoalho pélvico de ratas nuliparas (A) e multiparas (B)
representativas dos resultados. Observar maior numero de fibras esqueléticas e menor
didmetro em B, na comparacdo com A. Coloragdo HE, aumento 400x.

B. Esfincter anal externo (EAE)

Os resultados mostraram que, na comparagdo com as nuliparas, a
multiparidade n&o afetou o diametro, total de fibras e mionucleos do esfincter (Teste
t, p>0,05) ou o total de mionucleos (Mann-Whitney, p>0,05) (Tabela 7, Figuras 17 e
18).
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Tabela 7. ParAmetros morfométricos dos musculos do esfincter anal externo (EAE) do anus
de ratas nuliparas e multiparas.

Nuliparas Multiparas
Fibras musculares esqueléticas MédiatDP
Mediana
Total de fibras 90,4£17,3 81,8+13,8
95,0 78,0
Esfincter anal externo | Diametro das fibras 25,3+1,5 24,612,4
25,0 24.8
Mionucleos 2,0£0,5 2,1+0,6
2,0 2,0

1501
o B Multiparas
3 1204 3 Nuliparas
)
©
g
o 90
[J]
3]
% wl L
3 604
o
e]
o
=]
g 30 ==
S L
=

0 T T T T e S

Total de fibras Diametro (um) Mionucleos

Figura 17. Parametros morfométricos do musculo estriado esquelético esfincter anal
externo. Os resultados mostraram que, na comparacdo com as nuliparas, a multiparidade
nao afetou o diametro (Teste t, p>0,05), total das fibras e mionucleos (Mann-Whitney,
p>0,05) das fibras do esfincter uretral externo. Estdo mostradas as medianas, quartis,
valores maximos e minimos.
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Figura 18. Fotomicrografias do esfincter anal externo, (A) nuliparas e (B) multipara de ratas
Wistar. Ndo houve diferencas no total, didmetro ou mionucleos das fibras musculares entre
0s grupos de nuliparas e multiparas. Coloracdo HE, aumento 200x.

4.4. Avaliacao da forgca muscular

Para avaliar a forca dos musculos da pelve e perineo foram tomadas a
medida de tbnus muscular pela introducéo da sonda de Foley no anus, a forca de
contracao reversa pela introducdo da sonda de eletroestimulador na vagina e pela

forca de contragcédo evocada pela aplicacéo da eletroestimulacéo.
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Os resultados mostraram que, na comparacdo com as nuliparas, as ratas
multiparas apresentaram reducéo de 56% e 49% na mediazDP do tonus intra-anal e
na contracao evocada (Teste t, p=0,033; Teste t, p=0,030), respectivamente (Tabela

8, Figura 19).

Tabela 8. Parametros de forca muscular dos 6rgaos pélvicos e perineais obtidos para as
ratas nuliparas e multiparas.

Nuliparas Multiparas
Parametros de forga Média+DP
Mediana
! Ténus muscular intra-anal 19:429,7 8,4£1,8
15,1 8,0
~ 25,5+16.13 16,5+3,2
2 Contracéo reflexa 19.9 163
~ 56,0+ 26,2 28,5+5,1*
3 Contracao evocada 56.1 28 23
*Valores diferentes do controle, p < 0,05
A B o
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Figura 19. Parametros de forca muscular de ratas nuliparas e multiparas, tdnus intra-anal
(A) contracdo reflexa (B) e contracdo evocada (C). Os resultados mostraram que, na
comparagdo com as nuliparas, as ratas multiparas diminuiram o ténus intra-anal (Teste t,
p=0,033) e a forca de contracdo evocada (Teste t, p=0,033). Estdo mostradas as medianas,
quartis, valores maximos e minimos.

4.5. Avaliacdo das células migratérias nos tecidos associados aos 0rgéos da
pelve e perineo.
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Para a avaliacdo histopatoldgica foi feita a analise qualitativa do parénquima
e do estroma que compde os diferentes 6rgdos pélvicos (uretra, vagina, reto, anus, e
assoalho pélvico), bem como foram identificadas e quantificadas as células
migratérias numa area total de 200 um?, em trés quadrantes equidistantes, das
seccOes histologicas coradas com hematoxilina e eosina.

Os resultados mostraram gue no parénquima ou estroma dos orgaos obtidos
das nuliparas ou multiparas (uretra, vagina, reto, anus e assoalho pélvico)nao foi
observada alteracdes sugestivas de processos patologicos, como tecido necraético,
células em degeneracéao, processos fibroticos ou microhemorragicos.

Quanto aos leucécitos foi observado maior numero dessas células,
predominantemente formado por eosinofilos, linfocitos e macréfagos, na mucosa da
uretra e vagina das multiparas (uretra = 15,0£3,8; vagina = 13,1+2,0) ha comparagao
com as nuliparas (uretra = 9,7£2,9; vagina = 9,3+1,8) (Teste t, p<0,05) (Figura 20).
Para o reto e anus, o total de leucdcitos ndo diferiu entre os grupos de nuliparas
(reto = 11,6£1,2; anus = 7,9+1,1) ou multiparas (reto = 11,0+2,7; anus = 7,3t1,5)
(Teste t, p>0,05).
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Figura 20. Total de leucocitos presentes na mucosa dos 6rgdos peélvicos e perineais de
ratas nuliparas ou multiparas. Os resultados analisados pelo teste t mostraram maior
namero de células na mucosa da uretra e vagina das multiparas, na comparagdo com as
nuliparas (p<0,05); para a mucosa do reto e anus ndo houve diferenca entre os grupos
(p>0,05). Estdo mostradas as médias e os desvios padrao.
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Figura 21. Fotomicrografias da mucosa dos 6rgéos pélvicos, uretra (A,B), vagina (C,D), reto
(E,F) e anus (G,H) representativas dos resultados obtidos para nuliparas (A,C,E,G) ou
multiparas (B,D,F,H). Observar maior nimero de leucécitos/200 pm? em B e D na
comparacdo com A e C, respectivamente. Ndo houve diferencas no total de leucocitos no
trecho reto-anal entre os grupos. Coloracédo HE. Barra = 100 pm.




5. DISCUSSAO
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5.1. Consideracdes sobre a uretra

A uretra é constituida, de uma perspectiva mais interna para uma externa,
em toda sua extensdo, por uma tunica mucosa, submucosa e muscular lisa (Gartner
& Hiatt, 2003). A mucosa é formada por tecido epitelial, cuja a principal funcéo é a
protecdo (Gartner & Hiatt, 2003). JA a submucosa, caracteriza-se pela macica
presenca de tecido conjuntivo fibroeslastico, além de um rico plexo vascular, que
possui papel chave na estabilidade da uretra (Delancey, 1988; Gartner & Hiatt,
2003). Por sua vez, a tunica conjuntiva € envolvida pela tinica de musculo liso
(Gartner & Hiatt, 2003). Funcionalmente, a tinica muscular lisa mantém as paredes
da uretra colabadas (DelLancey, 1988; Sampaio et al., 2001).

DeLancey (1988), denomina de mecanismo intrinseco de continéncia
urinaria ao conjunto das trés camadas. Entende-se que este mecanismo eficiente de
constricdo contribui para o fechamento da uretra e, por conseguinte, da manutencgao
da presséo intra-uretral superior em relacdo a pressao intra-vesical, 0 que garante o
armazenamento da urina (DelLancey, 1988; Sampaio et al., 2001).

Sabe-se que a uretra possui trés porcdes anatdbmicas, proximal, média e
uma distal. Nota-se que ao redor dos dois ultimos seguimentos uretral a presenca do
esfincter uretral externo (Cannon et al., 2002; Jung et al., 2012). Este possui duas
porcdes, sendo uma externa, o rabnoesfincter, musculo estriado esquelético do tipo |
de contracdo lenta, e uma porc¢do interna, o musculo periuretral, formado por fibras
do tipo Il de contracdo rapida, predominantemente (Oelrich, 1983; Woodman &
Graney, 2002). A primeira porcdo € responsavel pela contracdo tonica da uretra,
com acdo sinérgica ao mecanismo intrinseco (Sampaio et al., 2001; Jung et al.,
2012). A segunda porcdo € responsavel por constringir a uretra, vigorosamente,
durante os aumentos subitos da pressao intra-abdominal. Oelrich (1983) e Jung et
al. (2012), salientam que a porcéo periuretral do EUE age de forma concomitante
aos musculos do assoalho pélvico, aumentando a presséo intra-uretral. A todo, esse

conjunto de estruturas, chama-se de mecanismo extrinseco da continéncia urinaria.
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Compreende-se que muitos fatores sdo responsaveis por afetar o
funcionamento dos mecanismos intrinseco e extrinseco uretral, tais como
envelhecimento, menopausa, obesidade, neuropatias, cirurgias mdltiplas, parto
vaginal, trauma obstétrico e radioterapia pélvica (Heesakkers & Gerretsen, 2004).
Phillips & Monga (2005), destacam que multiplos partos sejam capazes de expor 0s
tecidos associados a pelve e perineo a for¢as tensionais para além da capacidade
viscoelastica, o que ocasiona, em algumas mulheres, alteragcdes no parénquima
uretral permanentemente. Dessa forma, ha necessidade de investigacdes que visem
caracterizar onde ocorrem as possiveis alteracées, se nas estruturas do mecanismo
intrinseco ou extrinseco da continéncia.

Nesse sentido, o presente estudo objetivou caracterizar e comparar, por
meio de analise morfoldgica, os tecidos associados a continéncia, urinaria e fecal, e
a sexualidade. No que se refere as estruturas de mecanismo extrinseco da
continéncia urinaria, nossos resultados indicaram que os musculos do assoalho
pélvico de ratas multiparas apresentaram menor diametro em relacdo as nuliparas,
bem como menor largura do EUE. Tais resultados apontam para uma alteracéo
importante das estruturas responsaveis pela continéncia urinaria feminina. Dessa
forma, corroboram também com os achados de alguns estudos (Feola et al., 2011,
Xelhuantzi et al., 2014), que observaram que a multiparidade reduz a largura da
musculatura estriada esquelética periuretral e do assoalho pélvico e, com isso,
podem favorecer alteragbes nos tecidos responsaveis pelo mecanismo de
continéncia urinaria. Pelo que esses achados apontados, ajudam a confirmar o
porqué de algumas mulheres com disfuncdes de érgdos pélvicos, quando solicitadas
a realizarem testes irritativos, como tossir e manobra de Valsalva, perderem urina
durante a execucdo das tarefas solicitadas, pelo fato de os musculos responsaveis
pela contracéo reflexa durante os aumentos subitos da pressao intra-abdonimal ndo
conseguirem realizar contragcdo efetiva para evitar a perda de urina. Esses ao
contrairem, comprimem a uretra junto a parede anterior da vagina, por meio de duas

vias; pelo aumento da tensdo da fascia endopélvica que circunda a uretra, bexiga,
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vagina e reto, e pelo musculo esfincter da vagina, que é feixe dos MAP's (Sampaio
et al., 2001). Em sendo assim, os resultados do presente estudo, reforcam a tese de
que a multiparidade, tendo como via de parto a vagina, contribui de maneira
significativa para reducédo do diametro dos musculos responsaveis pela continéncia
urinaria, o que favorece a manifestacdo de perda de urina aos esforcos.

Em relacdo as estruturas de mecanismo intrinseco da continéncia urinaria,
nossos achados revelaram que as multiparas possuem menor largura nas tunicas
mucosa, submucosa e muscular da uretra, bem como menor nimero de células
musculares lisas em relacdo as nuliparas. Dessa forma, esses resultados indicam
gue multiparas possuem menor volume de tecidos responsaveis pelo fechamento
uretral fisiolégico, o que pode comprometer também o mecanismo de continéncia
urinaria. Esses resultados corroboram com os achados de Xelhuantzi et al. (2014),
gue observaram que ratas multiparas possuem menor tunica mucosa e submucosa
gquando comparadas as nuliparas. Além disso, relataram que nuliparas possuem
maior quantidade de mdusculo liso, colageno e vasos sanguineos no trato urinario
inferior em relacdo as multiparas. Algumas hipoteses séo cogitadas para explicar 0os
fenbmenos até aqui discutidos. Como o dano mecanico induzido pelo parto, que
além de estirar a uretra, comprime suas paredes, 0 que provoca reducdo do
suprimento sanguineo, que ocasiona a atrofia do tecido (Cannon et al., 2002; Jung
et al.,, 2012), que por sua vez resulta em retracdo das células para um tamanho
menor no qual a sobrevivéncia ainda é possivel. No muasculo atrofico, as células
contém menor quantidade de mitocondrias e reticulo endoplasmatico, para adequar
o volume celular aos niveis reduzidos de suprimento sanguineo, nutrientes ou
estimulos tréficos (Rydevik et al., 1990). Em posse dessas informagdes, nota-se que
os multiplos mecanismos de parto, promovem perda de massa nas tunicas da
uretral, o que compromete os mecanismos de continéncia urinaria intrinseco e

extrinseco.
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5.2. Consideracdes sobre a vagina

As disfungdes funcionais do assoalho pélvico tém impacto na qualidade de
vida e auto-imagem da mulher, sendo o prolapso de 6rgao pélvico (POP) uma das
mais comuns afeccdes funcionais da pelve (Barber et al., 2001; Melville et al., 2005).
O POP tem maior incidéncia em mulheres multiparas, que pariram via parto nhormal,
e idosas (Luber et al., 2001; Reay Jones et al., 2003). De tal modo que Mant et al.
(1997) e Nygaard et al. (2008), observaram que mulheres que pariram tem quatro
vezes mais probabilidade em relacéo as nuliparas, de desenvolverem POP apds um
anico parto vaginal, e este risco quase dobra a partir do segundo parto. Sabe-se que
o0 parto vaginal € mecanicamente exigente, visto que requer por um lado, alta
capacidade elastica da vagina para proporcionar distensdo maxima durante a
passagem do concepto, versus a manutencao da resisténcia para evitar a ruptura e
consequente lesdo dos tecidos relacionados com o terco distal da pelve e perineo
(Lien et al., 2004).

Muitos estudos tém sido conduzidos com o intuito de apontar quais as
adaptacdes e alteracbes morfologicas que a multiparidade promove nos
componentes da regido em questdo (Abramowitch et al., 2009; Lukacz et al., 2006).
Pelo que nosso estudo, corroborou com a literatura ao demonstrar que multiparas
possuem menor largura das tanicas mucosa, conjuntiva e muscular em relacdo as
nuliparas.

Quanto a menor largura da mucosa vaginal em multiparas, nossos
resultados corroboram com os achados de outros estudos (Feola et al., 2011;
Xelhuantzi et al., 2014), que notaram menor largura da mucosa vaginal em
multiparas frente as nuliparas. Assim, esses resultados apontam que a
multiparidade reduz a espessura do epitélio, uma vez que durante a passagem do
feto pelo canal de parto h&a isquemia transitéria da mucosa, gerada pela compresséo
dos vasos sanguineos na submucosa, além de estiramento das fibras do plexo

hipogastrico inferior e do nervo pudendo, responsaveis pela inervacdo sensitiva e
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motora, visceral e somatica, dos tecidos da pelve e perineo, que também exercerem
funcdo neurotrofica nesses tecidos (Damaser et al., 2005; Rocha et al., 2007).

Em relacdo a menor largura da tunica de tecido conjuntivo da vagina nas
multiparas, nossos resultados confirmaram os relatos da literatura (Lowder et al.,
2007; Abramowitch et al., 2009), em que a multiparidade contribui para reducédo do
tecido conjuntivo e, dessa maneira, pode comprometer o papel biomecéanico da
vagina na sustentacdo dos orgaos peélvicos. Esse achado aliado ao menor diametro
dos MAPs, confirmam o maior fator de risco que as multiparas tém em relacdo as
nuliparas para disfuncdes do assoalho pélvico, visto que possuem modificacées nos
tecidos responsaveis por resistir forcas de compresséo e tensdo (DeLancey, 1992).
Rundgren (1974) e Rahn et al. (2008), demonstraram que a prenhez e a
multiparidade induzem adaptacbes na biomecanica dos tecidos da vagina,
aumentando a extensibilidade, ou seja, a capacidade de alongar-se no sentido
longitudinal e transversal, no entanto, diminui a forca ténsil, que € a capacidade de
resistir carga acima da propriedade viscoelastica. Diante disso, percebe-se que o0s
elementos de suporte da vagina sofrem modificagbes importantes devido a
multiparidade, o que a expde para as disfuncées do assoalho pélvico.

No que se refere a tinica muscular da vagina, nossos resultados apontaram
para uma menor largura e nimero de fibras nas multiparas em ralacdo as nuliparas.
Esses achados indicam que a multiparidade afeta o suporte ativo da vagina mediado
pela tanica muscular (Feola et al., 2011), uma vez que o parto vaginal estira e
comprimi os tecidos da pelve e perineo (Ashton-Miller & DelLancey, 2009). Ademais,
cada tecido reage de maneira diferente ao estresse biomecanico, visto que eles
possuem capacidade variavel para adaptar-se as exigéncias do parto. Sabe-se que
0s musculos tém maior extensibilidade que os ligamentos, que por sua vez possuem
maior capacidade elastica que 0s nervos, que sdo mais inelasticos, o que 0s
expdem a lesdes (Rydevik et al., 1990; Nordin e Frankel, 2003). Considerando que
0s nervos séo estirados e comprimidos durante o parto vaginal, que eles possuem

papel de condutores de estimulos sensitivo-efetuador, bem como fatores tréficos nos
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tecidos (Chao, 2003), mediados pelo fator de crescimento neuronal (NGF), e que a
multiparidade reduz a forca ténsil da tunica muscular da vagina, o que interfere na
interacdo entre musculo liso e NGF (Feola et al., 2011; Sofroniew et al., 2001),
acreditamos que seja plausivel que os mudltiplos partos promovam diminuicdo na
largura da parede da vagina, em funcdo do efeito dos multiplos estiramentos e de

alteracdes nos fluxos axoplasmaticos neuronais.

5.3. Consideracdes sobre reto-anus

O organismo da mulher experimenta adaptacdes anatdbmicas e funcionais
durante a vida, especialmente na gravidez. Essas adaptacdes ocorrem nas mais
variadas esferas morfofuncionais (molecular, bioguimica, hormonal, celular,
tecidual), tanto sistémicas como locais. No que diz respeito as mudancas
morfolégicas promovidas pela gestacdo nas estruturas que compdem a pelve e
perineo, em especifico o reto e anus, sabe-se que esses segmentos sdo muito
exigidos durante a fase expulsiva do trabalho de parto, o dito secundamento, uma
vez que a regido perineal, formada pelo 6stio da vagina, parede posterior da uretra e
anterior do reto-anus, constituem o estreitamento distal do canal de parto, sendo
submetida a forcas de tracdo, cisalhamento, presséo e tor¢cdo (Montenegro & Filho,
2011). Em decorréncia dessas forgas incidindo sobre os tecidos, acreditamos que o
parénquima e o estroma do reto e anus, submetidos a mdultiplos trabalhos de parto
vaginal, tenham modificacfes importantes.

No tocante a maior largura da mucosa e submucosa apresentada pelas
multiparas em relacdo as nuliparas, nossos achados demonstraram que a
multiparidade induziu uma biorremodelacao, em especial, do tecido conjuntivo anal.
Entende-se que o tecido conjuntivo confere resisténcia e elasticidade nos 6rgaos,
além de desempenhar um importante papel em processos de cicatriza¢do (Gartner &
Hiatt, 2003). Assim, é possivel que os multiplos mecanismos de parto, com grande
forcas de tenséo aplicadas nos tecidos componentes do canal de parto e nas

adjacéncias deste, tenham induzidos o aumento tanto do tecido conjuntivo na
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submucosa como do tecido epitelial da mucosa, em respostas aos repetidos
estimulos tensionais, que por seu turno, ativam sinalizadores mecanicos da
membrana celular dos fibroblastos, via ativacdo dos genes talina e p130Cas, e das
células progenitoras epiteliais, via ativacdo dos genes vinculina e paxilina, das
respectivas tanicas (Geiger & Bershadsky, 2001; Gillespie & Walker, 2001;
Hayakawa et al., 2012).

Quanto ao menor diametro e niumero de fibras do EAE, bem como menor
largura e numero de fibras do EAIl apresentado pelas multiparas em relacdo as
nuliparas, nossos achados apontam para diminuicdo no parénquima muscular
estriado esquelético e liso responsaveis pela continéncia de gases e fezes nas ratas
multiparas. Esses resultados podem ser explicados pela distensdo que o anus
recebe durante a passagem do feto no canal de parto, ja que o pavimento pélvico é
estirado 1,5 vez a 3,5 vezes acima do comprimento fisiologico, e também
comprimido a uma pressao de 19kPa durante a expulsdo do concepto (Ashton-Miller
& Delancey, 2009), o que tem como resultante um adelgacamento das fibras
musculares. Phull et al. (2011) demonstraram que a compressdo dos tecidos
pélvicos, em funcdo do parto, causa diminuicdo do fluxo sanguineo e hipdxia
tecidual, o que resultou em ruptura de fibras musculares esqueléticas e modificacdes
no trofismo dos musculos lisos. A vista disso, percebe-se que ambos os musculos
responsaveis pela continéncia anal, fezes e flatos, reduziram seu volume. Em sendo
assim, 0s nossos resultados corroboram com o entendimento de que mdultiplos
partos modificam os tecidos perianal, expondo-os a risco de lesdao (Quigley, 2007,
Mérnard et al., 2016).

No que se refere ao aumento das tlnicas mucosa, conjuntiva e muscular
observado no reto das multiparas em relacdo as nuliparas, nossos achados
apontam para um ganho de massa no parénquima do reto mediado pela adaptagéo
aos multiplos partos. Yao et al. (2008), observaram que a relaxina promoveu inibi¢cao
da apoptose das células epiteliais do Utero e vagina, e concomitante crescimento do

epitélio da vagina e do utero via ativagdo dos LGR-7 (Leucine-rich repeat-containing
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G-protein coupled receptor). Além do mais, Burger et al. (1998), notaram que a
relaxina induziu crescimento no tecido conjuntivo.

Em relacdo a tunica muscular, nossos resultados revelaram mudancas
significativas para camada muscular, uma vez que houve grande aumento na média
da largura dessa tunica, o que corrobora com os achados de Zhao et al. (1996), que
constataram crescimento da tunica muscular nos orgdos do canal de parto
mediados, pela acdo da relaxina. Dessa forma, acreditamos que secrecdo da
relaxina durante as multiplas gestacfes possa ter contribuido para o0 aumento na
largura das tunicas mucosa submucosa e muscular do reto, a semelhanca do que
ocorreu com os tecidos da vagina e do Utero nos estudos de Yao et al. (2008),

Burger et al. (1998) e Zhao et al. (1996).

5.4. Consideracdes sobre o assoalho pélvico

Nossos achados revelaram que multiparas possuem menor didmetro de
fiboras e nidmero de mionucleos, bem como maior numero de células nos MAP's,
qgquando comparadas as nuliparas. Esse resultado pode ser explicado pelas
adaptacdes morfoldgicas intrinsecas ao periodo gestacional e ao mecanismo de
parto. Durante o periodo gestacional a forca de compressdo sobre a musculatura
pélvica aumenta a medida que transcorrem as semanas, isto ocorre devido ao
ganho de peso fetal e uterino (Herrera et al., 2000; Grob et al., 2016). Outro fato que
deve ser pontuado é o aumento da frequéncia da contratilidade uterina, que empurra
o feto em direcdo aos diafragmas pélvico e urogenital em baixa pressao (1 contracao
por hora com uma pressao de 6 a 8 mmHg) antes do inicio da dilatacao (trabalho de
parto) (Montenegro & Filho, 2011). Ademais, a partir do inicio da dilatacdo a
frequéncia e a pressdo das contragbes uterinas aumentam em larga escala,
chegando ao final do periodo expulsivo a uma contratilidade trinta vezes maior
aliada a uma pressao sete vezes superior do periodo anterior ao inicio do parto (30
contragdes por hora com uma pressao de 50mmHg por contracdo) (Montenegro &

Filho, 2011). Esses fenbmenos evocam um estiramento de trés vezes acima do
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comprimento normal dos muasculos pélvicos, e com isso expdem os tecidos moles a
risco de lesdo (Ashton-Miller & DelLancey, 2009), tanto que Nygaard et al. (2008),
observaram que mulheres que pariram por via vaginal possuem maior ocorréncia de
IA e IU comparadas as nuliparas. Os autores anteriormente citados, pontuam que a
prevaléncia da IA é de 20% a 80% superior nas multiparas e destacam que o maior
registro de IA esta diretamente associado ao numero de partos vaginais. DeLancey
(2005) demostrou, por meio de imagem de ressonancia magnética, o assoalho
pélvico de uma primipara imediatamente apdés o parto vaginal. Na ocasido, a
paciente apresentou atrofia importante dos MAP's, quando comparada a uma
nulipara. O pesquisador salientou que laceracbes no levantador do anus em
primiparas ndo sdo incomuns, uma vez que afetam de 10% a 15% desse publico.
Segundo o autor, a modificacdo estrutural dos MAP's ocorre em funcdo da tenséo
para além da capacidade visco elastica dos tecidos da pelve e perineo, gerando
instabilidade nos elementos de sustentacdo e continéncia exercidos pelos MAP's.
Corroborando com o tema, Hilde e Van der Goot (2013), acompanharam 277
nuliparas durante o processo gestacional e seis meses ap6s o parto. Os
pesquisadores observaram que as participantes que se submeteram ao parto
cesariano, reduziram em 10% a pressao de fechamento vaginal, enquanto que
mulheres submetidas ao parto vaginal reduziram em 30%, 60% e 59% a presséao de
fechamento vaginal, forca e resisténcia dos MAP's, respectivamente.

Dessa forma, acreditamos que alguns dos eventos abordadas anteriormente,
tenham contribuido, em nosso estudo, para as multiparas apresentarem menor
diametro das fibras dos MAP's em relacdo as nuliparas, uma vez que cada
mecanismo de parto envolve toda uma cadeia de eventos biomecanicos, que por
sua vez induzem adaptacdes nos tecidos da pelve e perineo (Ashton-Miller &
DelLancey, 2009). E sabido que os musculos possuem um sistema de reparo
tecidual, o qual é ativado no momento da lesdo, especialmente apds a ruptura da
membrana basal, que estimula a migracdo de células satélites para o local da leséo,

com o propésito de produzir mioblastos e, consequentemente, novas células
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musculares (Nagata et al., 2006). Dessa forma, talvez seja esse o motivo pelo qual
as multiparas do nosso estudo, apresentaram um maior numero de fibras em
relacdo as nuliparas.

Quanto ao menor diametro das fibras musculares e largura da fascia
endopélvica apresentados pelas multiparas em relacdo as nuliparas, entendemos
gue provavelmente as forcas de tensdo geradas pelo processo gestacional e a fase
de expulsdo do parto, sob no aparelho de contencdo elastica das visceras, irdo
resultar em diferencas na fascia endopélvica. Essa hipétese, fundamenta-se nos
estudos de Chen et al. (2006) e Lien et al. (2004), que investigaram o efeito do
aumento da pressao intra-abnominal (PIA) e do periodo expulsivo do parto normal
sobre as estruturas de suporte do assoalho pélvico. Os referidos autores, notaram
gue o aumento da PIA, aliada com o aumento das forcas de tensdo e compressao,
estiraram o0s elementos de suporte, resultando em adelgacamento da fascia
endopélvica, a semelhanca do que foi descrito para os MAP's. Sabe-se que a tenséo
mecanica nos tecidos, induzem modificacdes nos elementos constituintes da matriz
extracelular (MEC) (Eastwood et al., 1998), especialmente nas fibras de colageno,
visto que elas sdo responsaveis por resistirem as forcas de tensdo impostas a
matriz. Desse modo, 0s estimulos mecanicos sobre as fibras da matriz repercutem
diretamente nos fibroblastos, uma vez que eles possuem ligacdo com as fibras, por
meio das integrinas e adesinas (Benjamin & Ralphs, 1997; Benjamin & Ralphs,
1998). Os fibroblastos ndo apenas possuem ligacdo com as fibras do MEC, mas
também as produzem e remodelam. Portanto, € possivel que a tenséo persistente
sobre a fascia endopélvica, devido a multiparidade e aos mecanismos de partos,
para além das propriedades viscoelasticas do tecido, tenha gerado o remodelamento
da MEC via fibroblastos, pois os tais secretam TGF-B1 (transforming growth factor-
B1), que tem multiplas agdes (proliferagcao, diferenciacao e antiproliferacédo celular)
nos componentes da matriz (Desmouliere et al., 1993). Além do mais, a secrec¢édo da
relaxina durante a gestacdo, também contribui para remodelacdo do tecido

conjuntivo da pelve e perineo, com o intuito de aumentar distensibilidade do canal de
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parto, ligamentos e fascias pélvicas, via inibicAo da metaloproteinase (MMP) e
estimulacdo das gelatinases, o que resulta em menor condensacdo do colageno
(Zhao et al., 1996 Klein, 2016).

Em relacdo ao menor numero miondcleos observados nos MAPs das
multiparas, cremos que esteja relacionado ao menor didametro da fibra muscular
apresentado por esse grupo, ja que existe uma correlacéo direta entre diametro fibra
muscular e a quantidade de miofibrilas, que por sua vez contém os sarcomeros, que
sao constituidos pelas proteinas contrateis, que possuem necessidade metabdlica e
remodeladora dependente dos mionucleos (Machado, 2008; Chaillou, 2013). Assim,
percebe-se que o menor o volume muscular leva a uma atividade metabodlica menor

gue, dessa maneira, resulta em um menor numero de miondcleos.

5.5. Consideracdes sobre manometria e a forca dos musculos do assoalho
pélvico

Os musculos do assoalho pélvico, bem como os musculos do diafragma
urogenital, esfincter anal externo e interno, esfincter uretral externo e interno, além
das tanicas mucosa, conjuntiva e muscular lisa da uretra, vagina e anus cumprem
com a importante tarefa de sustentar os 6rgados pélvicos, manter a continéncia
urinaria e fecal, e facilitar o intercurso sexual (Moore & Persaud, 2008; Joviliano,
2011). Sabe-se que, especialmente, a fraqueza desses grupos musculares favorece
a manifestacdo de afeccdes como prolapso de 6rgaos pélvicos, incontinéncias e
gueixas sexuais.

Pelo exposto até aqui, percebe-se que a investigacdo da forca dos musculos
da pelve e perineo deve ocupar papel importante nas consultas com ginecologistas,
urologistas, proctologistas e fisioterapeutas, visto que tais musculos possuem papel
chave na fisiologia da regido em questdo. Assim, discutem-se as repercussdes da
multiparidade na investigacdo das pressdes intra-anal durante o tbnus basal de

repouso, bem como na contracao reflexa e evocada.
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Quanto ao tonus basal, observou-se que as multiparas possuem menor
forca em relacdo as nuliparas. Esses achados corroboram com Pool-Goudzwaard et
al. (2004), que demonstraram que a multiparidade pela via vaginal contribui para o
menor desenvolvimento de forca dos MAPs. Da mesma forma, Meyer et al. (1998),
apontaram que o parto vaginal diminuiu o registro de forca de presséao intra-uretral,
intravaginal e intra-anal apos nove semanas do parto. Balsamo et al. (2001),
observaram que o aumento da intensidade da sintomatologia de incontinéncia fecal
estd relacionado a diminuicdo progressiva das pressdes basal de repouso.
Conforme o que foi exposto acima e correlacionando com os achados do nosso
experimento, entendemos que todos 0s elementos constituintes responsaveis pela
continéncia urinaria e fecal sofrem modificacfes induzidas pela gestacdo e pelo
mecanismo de parto, o que explica a diferenca encontrada entre as multiparas e
nuliparas.

Em relacdo a contracdo reflexa, os dados demonstraram nao existir
diferenca entre nuliparas e multiparas. Isso pode ser explicado pelo reflexo
vaginopuborretal preservado em ambos 0s grupos, que consiste numa contracao
muscular dos MAPs em funcdo de estiramento do introito vaginal e das suas
paredes (Shafik, 1995). O mecanismo desse reflexo é semelhante ao classico
reflexo de estiramento monossinaptico (Rodrigues, 2010). Assim, ao introduzir a
sonda do eletroestimulador na vagina das ratas, deflagrou-se o reflexo
vaginopuborretal, que apresentou como resultante a contracdo dos musculos da
pelve e perineo, além de aumentar a tensdo dos musculos lisos das paredes dos
orgaos dessa regido (Shafik, 1995). Ademais, é importante salientar que a vagina &
0 Orgdo da copula feminino e a estimulagdo dela inicia uma série de padrdes
comportamentais, que se expressao em movimentos estereotipados (Pfaus, 2009),
gue neste caso, culminaram em aumento da tensdo muscular na pelve e perineo
registrados pelo manémetro.

No tocante a contracdo evocada, observou-se que as multiparas

desenvolveram menor forca de contragdo em relacdo as nuliparas, o que corrobora
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com a literatura. Morkved et al. (2003), constataram que a paridade reduz a forca
muscular de forma significativa. Os mesmos autores, em outro estudo,
demonstraram também que mulheres incontinentes possuem menor registro de
forca dos MAPs em relacéo as continentes (Morkved et al., 2004). Um outro aspecto
gue merece destaque dos nossos resultados, foi que ambos 0s grupos aumentaram
a forca dos mdusculos da pelve e perineo durante a contracdo evocada,
demonstrando que os programas de exercicios e a eletroestimulacdo para essa
regido podem ser utilizados para aumentar a forca desses musculos, que segundo
Klein et al. (1997) e Hay-Smith et al. (2011), indicam que o aumento da forca dos

MAPs constitui um fator de protecdo contra afeccdes do pavimento pélvico.
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Os resultados das comparagfes entre o grupo de nuliparas e multiparas

permitem concluir que na multiparidade ocorrem:

e Reducao na largura da camada mucosa da uretra e vagina, aumento na mucosa

do reto, mas nao afeta a mucosa do anus;

e Reducéo na largura da camada submucosa da vagina, aumento no anus e néo

afeta a largura dessa camada na uretra ou no reto;

e Aumento na largura da camada muscular do reto, reducdo na vagina, mas nao

afeta essa camada na uretra ou anus;

e Reducéo no total de fibras musculares lisas da uretra e anus, aumento no reto,

mas nao afeta o total de fibras na vagina;

e Reducéo no didmetro e total de mionucleos das fibras musculares esqueléticas do

assoalho pélvico;

¢ Nao afetou a largura das camadas visceral ou parietal da fascia endopélvica ou os

parametros morfométricos do esfincter uretral externo;
e Diminuicdo do tbnus intra-anal e da for¢ca de contracéo evocada,;
¢ Nao afetou o parénquima ou estroma do tecido conjuntivo;

e Aumento o numero de leucécitos na mucosa da uretra e vagina das multiparas,

mas nao para o reto ou anus.

No conjunto, os resultados mostraram que a multiparidade diminuiu
estruturalmente os musculos lisos e estriados do assoalho pélvico e anus das ratas
multiparas que implicaram na reducao da efetividade do tdnus intra-anal muscular e
da forca de contracdo evocada. Assim, nossos resultados permitem relacionar as
alteracbes estruturais causadas pela multiparidade com o desenvolvimento de

afeccdes de Orgaos pélvicos e perineais.



7. LIMITACOES E PERSPECTIVAS
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O estudo realizado apresentou como limitagbes a impossibilidade de
identificar as fibras reticulares e do sistema elastico pela que permitiriam descrever a
elasticidade do estroma tecidual e a sustentacdo das células migratérias e a
justaposicéao celular. Outra limitacdo importante refere-se a identificacdo dos tipos de
fiboras musculares cuja técnica demanda seccbes histologicas obtidas sob
congelamento e, considerando que as amostras bioldgicas nesse estudo foram
fixadas em solucdo de formol essa identificacdo foi impossibilitada. Além dessas,
considera-se uma limitacdo importante a auséncia de imunomarcacdo para
descrever células em proliferacdo que poderia demonstrar a hiperplasia observada
para o tecido muscular liso ou mesmo o aumento de miondcleos.

Dentre as perspectivas pretende-se descrever os efeitos da multiparidade
nas fibras reticulares e as do sistema elastico e na proliferacdo de células no
estroma e parénquima dos 6rgdos associados & pelve e perineo. Considerando o0s
resultados obtidos para a forca de contracdo muscular, sera de grande valia a
determinacdo dos tipos de fibras musculares esqueléticas na musculatura
esfincteriana.

Os resultados obtidos nesse estudo para a forca de contracdo evocada
apontam para o efeito da eletroestimulacdo na musculatura esfincteriana, assim,
pretende-se num futuro préximo identificar o efeito desse método nos tecidos de

ratas nuliparas e multiparas.
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Electrical stimulation structurally affects the tissues of
the rectum and anus of nulliparous rats
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Abstract

Considering that the musdes of the anus perform a critical role in maintaining continence, losses in their
structure can negatively affect the physiological control of the intestinal contents, Anorectal electro-stimulation
(ARES) has been reported to have a positive effect on the functionality of treated patients, but how ARES
affects the structural tissues of the anorectal segment remains unknown. Because the study of how ARES
structurally affects human tisues is not possible, this study aimed to clarify these effects in a murine model,
which has a similar anorectal segment (structure and physiology) to humans. For the descriptive and
comparative study, randomly selected nulliparous adult Wistar rats (n=5) were submitted to 30 anorectal
sessions of ARES with a biphasic current (700 s, 50 Hz from 2 to 4 mA). After treatment, the animals were
euthanized, and tho anorectal segments wore dissoctod and proceccod for histopathological analysis. Our
results showed that ARES increased the widths of the mucosal, submucosal and muscle layers of the rectum, as
well as the number of leukocytes in the mucesa. ARES also caused hyperplasia of the smooth muscle of the
intaernal anal ephincter and hypertrophy of the external anal sphincter musde. In conclucion, our results chowed
that ARES had not only a positive effect on the structure (morphology) of all tissues associated with the rectum
and anus but, more importantly, on the structural gain of the musdes (hyperplasia and hypertrophy), which
could point to a functional gain of the anal <phinctor, roinforcing the applicability of ARES a a non-invasive
treatment for anal incontinence.

Key words: anal sphincter; electrical stimulation; fecal incontinence; histology; rectum.

incontinence (Yiou et al. 2001; Rag, 2004). Although there

Introduction
are few epidemiological surveys fecal incontinence is pre-
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The muscles associated with the anus are critical in main-
taining continence. The integrated action of the muscles of
the sphincter and pelvis, rectal compliance, consistency of
the feces and the intestinal trarsit ime cooperate in main-
taining voluntary continence {Saad et al. 2002). Failures in
this integration can cause a los of physiolagical control of
the intastinal contents, reculting in physical and psychologi-
cal disability, los of self-esteem and consequently a reduc-
tion in the quality of life of individuals affected by fecal
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sent in an estimated 2-33% of the population (Whitehead
et al. 2009; Brown et al. 2012) and & more common in older
women, posibly due to complicatiors related to vaginal
delivery mechanisms (5noks et al. 1990).

Therapeutic approaches applied to the treatment of fecal
incontinence (F1) depend on its severity. Conservative treat-
ment is intended for patients for whom clinical evaluation
and diagnostic methods have not identified significant
structural or functional lesions, while invasive approaches
are intended for more severe cases in which tissue damage
and/or marked dysfunction are verified and for whom non-
invasive treatments do not work (Van Koughnett & Wexner,
2013; Duelund-Jakobsen et al. 2016).

Among conservative and noninvasive treatments, food
re-education, diarrhea control, biofeedback techniques and
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