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Prefacio

Em 2009, admiti na minha clinica de fisioterapia, uma paciente encaminhada
por um urologista, com queixas de perda de urina aos esforcos e flatos vaginais
durante o coito. Ap0s a anamnese e exame fisico, constatei por meio dos
marcadores cinéticos-funcionais, que a paciente tinha fragueza do musculo
esfincter anal externo e dos diafragmas pélvico e urogenital, apresentando grau 3
na escala de Ortiz. A paciente também apresentava a inabilidade de contrair os
musculos voluntarios da pelve e perineo ao comando verbal, além de aparentar
certa lassidao vaginal a palpacéo.

Apés analisar os achados cinéticos-funcionais aferidos, resolvi instituir a
conduta fisioterapéutica em trés vertentes. A primeira consistia em conscientizacéo
corporal, por meio de técnicas de imagem corporal e, explicacdo da estrutura e
funcdo da pelve e perineo. A segunda compreendia em utilizar recursos
eletroterapicos, visto que a corrente elétrica pode estimular os nervos da regido
tanto no nivel sensitivo, promovendo uma experiéncia sensitiva nos locais
estimulados, como no nivel motor, com recrutamento de fibras musculares e
contracdo passiva dos grupos musculares. A terceira consistia em prescrever
exercicios de resisténcia e forca para os musculos voluntario da pelve e perineo.
Decorrido trés meses de atendimento reavaliei a paciente e notei mudanga na
forca, no recrutamento voluntario do grupo muscular e na resisténcia do tecido
vaginal. Esse ultimo achado foi percebido pelo aumento da resisténcia a sonda de
eletroestimulacéo intravaginal durante o atendimento eletroterapéutico, o que me
inspirou a pesquisar o efeito da eletroestimulagéo nos tecidos associados a pelve e
perineo. Pelo que a busca revelou escassos estudos sobre o tema, especialmente
sobre o efeito da eletroestimulacdo no parénquima e estroma da vagina e reto-
anus, vias de administracao intracavitaria de eletroestimulagdo neuromuscular.

Depois de conversar com muitos colegas a respeito das minhas duavidas,
encontrei a Profa. Selma, que sugeriu que organizasse as informacdes coletadas
na revisao de literatura e reparasse qual o melhor modelo animal para investigar os

efeitos da eletroestimulacdo nos tecidos da pelve e perineo. Passados trés anos,
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consegui levantar os meios para viabilizar o estudo e, finalmente, entrei como
aluno no programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Médicas. Hoje, depois de oito
anos de trabalho arduo e de receber dezenas de colaboragfes de colegas e alunos
de diferentes areas de conhecimento, dou fim ao processo de doutoramento com a
certeza de que contribui para o preenchimento de algumas lacunas no
conhecimento a respeito do efeito da corrente elétrica nos tecidos da pelve e
perineo. De modo geral, nossos achados demonstraram que a eletroestimulagéo
induz modificagcbes no parénquima e estroma das estruturas da regido pélvica
positivamente, aumentando a espessura da parede dos O6rgdos pélvicos e
hipertrofiando os mdsculos voluntarios relacionados com a continéncia e
sexualidade.

Por fim, o presente trabalho inaugurou uma linha de pesquisa em
morfofisiologia aplicada a pelve e perineo na Area de Morfologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia. O grupo tem como objetivo investigar
questdes relativas aos efeitos dos recursos eletrotermofototerapicos nos tecidos da
pelve e perineo, bem como as implicacdes que o envelhecimento, a paridade, as
praticas desportivas e entre outros fenbmenos modificam a estrutura e funcao dos
orgdos dessa regido anatdomica. Diante do que foi exposto, entendo que a pesquisa
possibilitou o desenvolvimento de novas tecnologias para o0 estudo das
repercussdes dos agentes eletroterapéuticos nos 6rgdos da pelve e perineo, além
de devolver a sociedade, em especial, aos pacientes que padecem de afeccdes
nessas regibes, a expectativa de promocdo de novas metodologias e

aprimoramento de outras, para o enfretamento das disfun¢des pélvicas e perineais.



"Néao é a quantidade de dados que formam o
pensador, mas a capacidade que os
reorganiza”.

Augusto Cury

"E ndo nos cansemos de fazer o bem, pois no
tempo préprio colheremos, se nédo
desanimamos".

Géalatas 6:9

"Tudo tem o seu tempo determinado, e ha
tempo para todo o propésito debaixo do céu".
Eclesiastes 3:1

"E tudo quanto fizerdes, fazei-o de todo o
coragao, como ao Senhor".
Colossenses 3:23



RESUMO

A eletroestimulacdo (EE) é amplamente utilizada em diversas afec¢Bes dos sistemas
organicos, sobretudo na hipotonia, incontinéncias e desnervagdes. Os tecidos da pelve e
perineo podem apresentar disfungbes em funcdo do envelhecimento e mecanismo de
parto, se manifestando nas incontinéncias urinaria e fecal, além de prolapsos de 6érgaos
pélvicos. Nesses casos, a EE promove melhoria funcional, no entanto, seus efeitos nos
tecidos séo desconhecidos. O modelo murino tem sido proposto para elucidar os aspectos
fisiologicos e morfologicos da continéncia e como a EE melhora fungdo dos oOrgaos
pélvicos e perineais. Considerando que € fundamental elucidar os efeitos e os
mecanismos da EE, nosso objetivo foi avaliar o efeito da eletroestimulagéo intravaginal e
intra-anal nos tecidos associados aos 6rgéos da pelve e perineo de ratas Wistar. Assim, foi
conduzido com cinco animais/grupo. No estudo pareado avaliou-se a presséo intra-anal
em repouso e EE intravaginal, enquanto que no estudo ndo pareado, formado por trés
grupos (Controle, EE intravaginal e EE intra-anal), determinou-se o efeito de 30 sessfes
de EE durante trés semanas consecutivas (frequéncia = 50 Hz; largura de pulso = 700 us;
intensidade = 2 a 4 mA). Depois, os animais foram eutanaziados e 0s segmentos pélvicos
foram dissecados e processados segundo protocolo padrdo para microscopia Optica. Os
resultados mostraram que: 1) a sonda apresentou as dimensdes adequadas para as ratas,
sendo capaz de induzir a EE efetiva dos tecidos da pelve e perineo; 2) o manémetro
permitiu o registro adequado dos dados pressoricos; 3) a pressao intra-anal aumentou com
a passagem da corrente elétrica, indicando a contragdo muscular; 4) Ambas as vias de EE
(intravaginal ou intra-anal) aumentaram as larguras das camadas mucosa, submucosa e
muscular da uretra, vagina, reto e anus, no entanto, a via intravaginal reduziu a largura da
mucosa da vagina; 5) ambas as vias aumentaram o didmetro das fibras esqueléticas e
reduziram o nimero delas nos muasculos do assoalho pélvico (MAPs) e do esfincter anal
externo (EAE), aumentaram o numero de mionucleos das fibras esqueléticas dos MAPS,
aumentaram o total de fibras musculares lisas nos musculos da uretra, vagina, reto e do
esfincter anal interno, além de causar aumento na largura da fascia endopélvica parietal e
visceral; 6) a EE intravaginal aumentou a largura da mucosa e submucosa, bem como o
total de fibras musculares lisas e o didmetro das fibras estriadas do esfincter uretral
externo na comparagdo com a via intra-anal; 7) a via intra-anal foi mais efetiva do que a
intravaginal para aumentar a largura da mucosa e o total de fibras musculares da vagina;
8) ndo houve diferengas entre as vias de EE, intravaginal e intra-anal, nos tecidos do reto.
Em conjunto, os resultados demonstraram a eficicia da sonda de EE na transmissao do
sinal elétrico para estimular as fibras musculares e ativar as células satélites quiescentes,
resultando em hipertrofia celular, além de ativar fibroblastos resultando na maior largura da
fascia endopélvica. Assim, nossos resultados apontam para a efetividade da EE no ganho
funcional mediado pela melhora estrutural dos tecidos dos 6rgaos pélvicos.

Palavras-chaves: Eletroestimulacdo; manometria intra-anal; forca muscular; morfometria;
orgédos pélvicos; musculos do assoalho pélvico.
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ABSTRACT

Electrical stimulation (EE) is widely used in several disorders of organic systems, especially
in clinical hypotonia, incontinence and denervation. Pelvic and perineal tissues may present
dysfunctions due to aging and mechanism of delivery, manifesting in urinary and fecal
incontinence, as well as pelvic organ prolapses. In these cases, EE promotes functional
improvement; however, its effects on tissues are unknown. The murine model has been
proposed to elucidate the physiology and the morphological aspects of the continence and
how EE improves the function of the pelvic and perineal organs. Considering that, it is
fundamental to elucidate the effects and mechanisms of the EE, our objective was to
produce a probe to EE and a manometer, both adapted to the vaginal and anorectal
dimensions of nulliparous Wistar rats, as well as to evaluate the effects of EE on the
tissues of the pelvis and perineum. Thus, the study was performed with groups of five
animals/group. In the pared study was evaluate the intra-anal pressure, in the resting and
in the intravaginal EE, while, the unpaired study consisting of three groups (Control,
intravaginal EE and intra-anal EE) it was determined the effect of 30 EE sessions, during
three consecutive weeks (frequency = 50 Hz; pulse width = 700 us; intensity = 2 to 4 mA.
Afterwards, the animals were euthanized and the pelvic segments were dissected and
processed according to standard protocol for optical microscopy. The results showed that:
1) the probe presented adequate dimensions for the rats, being able to induce the effective
EE of the pelvic and perineal tissues; 2) the manometer allowed adequate recording of
pressure data; 3) intra-anal pressure increased with the electric current indicating muscle
contraction; 4) Both EE routes (intravaginal or intra-anal) increased the widths of the
mucosa, submucosa and muscular layers of the urethra, vagina, rectum and anus;
however, the intravaginal route reduced the width of the mucosa of the vagina; 5) both
routs increased the diameter of the skeletal fibers and reduced their number in the pelvic
floor muscles (MAPS) and in the external anal sphincter (EAE), increased the number of
myonuclei of the skeletal fibers of the MAPs, increased the number of smooth fibers in the
urethral, vagina, rectum and in the internal anal sphincter, increased the width of the
parietal and visceral endopelvic fascia; 6) intravaginal EE increased the width of mucosal
and submucosal, as well, the number of smooth muscle and the diameter of the striated
fibers of the external urethral sphincter, when compared to the intra-anal route; 7) the intra-
anal route was more effective than the intravaginal route to increase the width of the
mucosa and the total muscle fibers of the vagina; 8) there were no differences between
intravaginal and intra-anal EE routes in the rectum tissues. Our results have demonstrated
the efficacy of the EE probe in transmitting the electrical signal to stimulate the muscle
fibers and to activate the quiescent satellite cells, resulting in cellular hypertrophy, in
addition to activating fibroblasts resulting in the widest width of the endopelvic fascia. Thus,
our results point to the effectiveness of EE in the functional gain mediated by the structural
improvement of the tissues of the pelvic organs.

Keywords: Electrostimulation; Intra-anal manometry; Muscle strength; Morphometry; Pelvic
organs; Muscles of the pelvic floor.
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1. INTRODUCAO



A eletroestimulacéo (EE) € amplamente utilizada em diversas afec¢cfes dos
sistemas organicos, sobretudo no aparelho locomotor (Gobbo et al. 2014). Sua
indicacdo geralmente envolve quadros clinicos como hipotonia ou hipertonia
muscular, hipotrofia, paresia, plegia, dor aguda e cronica, restricbes na amplitude
de movimento, cicatrizacdo de feridas, incontinéncias, desnervacoes, edema, entre
outros (Maffiuletti 2010). Esses quadros podem estar presentes em uma
determinada afeccdo de forma Unica ou composta. Assim, observa-se que a EE
pode ser aplicada em diferentes condicdes clinicas, em diversas regides do corpo,
mostrando-se como um recurso terapéutico polivalente.

As estruturas presentes nas regidbes da pelve e perineo podem se
beneficiar com a EE (Zhang et al. 2010). A prescricdo desse método na regido da
pelve e perineo destina-se a promover a conscientizacdo sensorial e motora dos
musculos do assoalho pélvico, o fortalecimento e a dessensibilizacdo, quando em
condic¢des hipertonicas, mas conforme estudos recentes, a EE na regido da pelve e
perineo tem sido utilizada no tratamento conservador para incontinéncia urinaria e
fecal (Wright 2014; Abrams et al. 2009). Apesar de a EE ser amplamente utilizada
no tratamento das afeccbes que acometem a pelve e perineo, seus efeitos sobre o
parénquima muscular (liso e esquelético) e sobre o estroma dessa regido ainda

nao foram esclarecidos.

1.1. MUSCULOS DO ASSOALHO PELVICO E PERINEO

O assoalho ou diafragma pélvico é constituido pelos musculos levantador
do anus, coccigeo e pela fascia endopélvica que cobre as faces superior e inferior
desses musculos; esse assoalho/diafragma se estende entre o pubis anteriormente
e 0 coccix posteriormente, de uma parede da pelve a outra e tem no levantador do
anus o seu principal musculo. Anatomicamente, esse diafragma apresenta-se
como uma lamina muscular larga cujas partes sao designadas de acordo com a
direcéo e a fixacao de suas fibras (Elbadawi 1996; Haibe 2000). Os componentes
passivos dos musculos do assoalho pélvico (MAPSs), feixes vasculonervosos e
tendbes, formam a fascia endopélvica que, macroscopicamente, € formada por

ligamentos que atuam na fixacdo e na estabilizacdo dos 6érgdos relacionados



(uretra, bexiga, vagina, Utero e reto) e, microscopicamente, é constituida
predominantemente por fibras de colageno e elastina. Dada a sua constituicdo, a
fascia endopélvica, possui a propriedade de resistir, juntamente com os feixes
musculares, a forca ténsil gerada pelo aumento da presséo intra-abdominal a cada
ciclo respiratorio ou subitamente durante a tosse, espirro e manobras de Valsalva
(Elbadawi 1996).

Fisiologicamente, os MAPs sdo fundamentais para a manutencdo dos
mecanismos de continéncia urinaria e fecal, para a sustentacdo dos O6rgaos
pélvicos e para a sexualidade humana (Strohbehn 1998). Os MAPs exercem suas
funcdes de forma sinérgica com os musculos perineais do diafragma urogenital que
constitui o trigono urogenital, que sdo os musculos esfincter uretral externo,
transverso profundo, tranverso superficial do perineo, bulboesponjoso e
isquiocavernoso (Moore & Dalley 2011). E importante ressaltar que durante os
aumentos abruptos da pressao intra-abdominal, ou perante necessidades urgentes
de evacuar e expelir flatos, o esfincter anal externo (EAE) exerce agéo principal na
garantia da continéncia anal. Logo, sua funcdo é predominantemente fasica, ou
seja, de contracdo rapida e de alta presséo, enquanto o esfincter anal interno (EAI)
possui funcao tbnica, caracterizando-se por contracdo lenta e de baixa presséo
(Rao 2004).

Embora néo faca parte dos musculos que compdem o assoalho pélvico, o
esfincter anal interno (EAI), que € constituido por fibras musculares lisas
relacionadas ao canal anal, atua sinergicamente como coadjuvante na funcdo da
continéncia anal e pode ser afetado pela eletroestimulacdo (Rao 2004). Esse
sinergismo deve-se ao fato da inervacdo presente na regido da pelve e perineo
possuir conexdes com diversas regides do sistema nervoso central (medula
espinhal, tronco encefélico/ponte e cortex sensorial e motor).

Dado o sinergismo entre os musculos pélvicos e perineais, torna-se
imperativa a observacao das propriedades anatofisiologicas (Messelink et al. 2005)
de todo esse complexo funcional nos estados higidos e ao longo de condi¢cbes
potencialmente lesivas, para otimizar as medidas preventivas e terapéuticas desta

regiao.



1.2. PRINCIPAIS AFEC(}OES MUSCULARES DA PELVE E PERINEO

As entidades clinicas mais prevalentes do assoalho pélvico sdo a
incontinéncia urinaria (IU), incontinéncia anal (IA) e o prolapso de 6rgdo pélvico
(POP) (Abrams et al. 2009).

Segundo a Associacdo Internacional de Uroginecologia e a Sociedade
Internacional de Continéncia, a IU pode ser definida como perda involuntaria de
urina (Haylen et al. 2010) e pode ser caracterizada em trés tipos principais: a IU de
Urgéncia (IUU), IU de Esforco (IUE) e a IU Mista (IUM). A prevaléncia da U
feminina varia de acordo com a populacdo alvo estudada, ou seja, mulheres de
meia idade e idosas institucionalizadas ou néo, gestantes e puérperas (Hvidman et
al. 2002). Considerando mulheres de meia idade e idosas nao institucionalizadas,
estima-se que a prevaléncia de IU varie entre 20% a 36% (Myers 2014). Dessa
forma, a IU atinge uma grande parcela da populacdo feminina, resultando em
impacto consideravel para a percepcdo da qualidade de vida e também no
orcamento publico-privado (Thom et al. 2005). O custo estimado anual da IU é de
aproximadamente U$76 bilhdes (Coyne et al. 2014).

A 1A que é descrita como a incapacidade de manter o controle fisioldgico
do conteudo intestinal em local e tempo socialmente adequados (Barbosa et al.
2007) é uma afeccdo que gera transtornos a qualidade de vida de pacientes
incontinentes. Os estudos mostram que na populacdo feminina com idade
compreendida entre 15 a 60 anos a prevaléncia da incontinéncia anal € de 1,2%,
enquanto para as mulheres acima de 60 anos foi de 6,2% (Pretlove et al. 2006); o
custo anual da IA nos Estados Unidos é de aproximadamente U$ 2,4 bilhdes (Xu et
al. 2012).

O POP pode ser categorizado em dois tipos: o prolapso urogenital e o retal
(Persu et al. 2011), que clinicamente pode se manifestar acima do intréito, no
introito ou para além do introito vaginal, na presenca ou auséncia da manobra de
Valsalva (Persu et al. 2011). Essa afeccéo ocorre pela disfuncédo dos elementos de
estabilizacdo dindmica e estatica da pelve e do perineo (Bharucha et al. 2005).
Cabe aos musculos, fascias e ligamentos a tarefa de exercerem a funcédo de

sustentacdo do assoalho pélvico (Bharucha et al. 2005). A prevaléncia dessa



afeccdo esta entre 31% a 50% das mulheres acima dos 50 anos (Samuelsson et
al. 1999). O gasto estimado anual com o POP €& de aproximadamente U$5,7
bilhdes (Cheon & Maher 2013).

Diante do exposto, percebe-se que as afeccdes acima referidas geram
impacto de grande monta no orcamento da saude. Embora ndo haja dados
epidemiologicos nem de custos assistenciais destas entidades clinicas no Brasil, 0
cenario para 0s proxXimos anos aponta para o crescimento da incidéncia e dos
gastos com estas afeccbes em todo o mundo (Herschorn et al. 2007; Kopp et al.
2008). Além da importancia dos estudos epidemiol6gicos para compreender o
crescimento das afeccdes de pelve e perineo, 0s estudos translacionais e
experimentais ajudam a compreender o efeito das intervencfes terapéuticas

utilizadas no enfrentamento das limitacdes impostas por estas entidades clinicas.

1.3. ADAPTACOES MORFOLOGICAS PROMOVIDAS NA PELVE E PERINEO
PELA PARIDADE

Durante o periodo gestacional acontecem varias adaptacbes morfolégicas
nos tecidos que compdem os 6rgados abdominais pélvicos da mulher. Observa-se,
dentre outras mudancgas, o aumento no tamanho e volume do Utero que acarreta
modificacdes na disposicdo dos 6rgdos abdominopélvicos (O’Boyle et al. 2005).
Em consequéncia dessas adaptacdes ocorre aumento de sobrecarga nos
elementos de estabilizacdo pélvicos, que pode gerar disfuncbes nos tecidos do
assoalho pélvico, bem como alteracées no posicionamento dos 6rgéos peélvicos
apos o parto; disso, decorre que multiplas gestagdes/multiplos partos constituem
um fator de risco para todas as afec¢cdes musculoesqueléticas apresentadas acima
(Abrams et al. 2009).

Semelhante as multiparas, mulheres nuliparas podem apresentar as
mesmas entidades clinicas reportadas acima, o que demonstra que a
multiparidade ndo € o unico fator determinante para tais afeccbes. No entanto, a
proporcado de mulheres multiparas com IU, IA e POP é destacadamente maior em
relacdo as nuliparas (Abrams et al. 2009), sobretudo, quando relacionado ao tipo

de parto (normal ou ceséareo), ao uso de forceps, aplicacdo de episiotomia,



presenca de incontinéncias antes e durante a gestacdo. Assume-se que em
relacdo ao parto cesareo, o parto normal acarreta aumento de risco, especialmente
no que tange a manifestagéo das incontinéncias (Zetterstrom et al. 1999). De uma
forma geral, os estudos apontam para uma forte indicacdo de que a multiparidade
contribui para a ocorréncia da IU, IA e POP (Handa et al. 2007; NIH 2007). Assim,
a observacdo do efeito da multiparidade sobre os elementos de estabilizagédo
estatica e dindmica da pelve e perineo precisam de melhor esclarecimento, sendo
o modelo animal uma alternativa para esse objetivo. Conforme Wieslander et al.
(2009), o estudo de modelos animais como ratas, tem sido sugerido na tentativa de
transpor o conhecimento acerca da morfologia do assoalho pélvico e das
variacfes/disfuncbes relacionadas a mdltiplos partos e/ou processo de

envelhecimento.

1.4. ELETROESTIMULACAO MUSCULAR APLICADA A PELVE E PERINEO

Dentre os efeitos principais da eletroestimulacdo (EE) destaca-se o
aumento da forca muscular e da resisténcia a fadiga, hipertrofia, estimulacéo
trofica e angiogénese (Watson 2000; Brown & Hudlicka 2003; Cavalcante et al.
2012; Dirks et al. 2014). A EE apresenta como vantagens o baixo custo e a
auséncia de efeitos colaterais (Francine 2009).

A EE da pelve e perineo feminino permite duas vias para insercdo da
sonda do eletroestimulador. A via intravaginal € mais utilizada para o fortalecimento
dos MAPs e no tratamento da IU (Correia et al. 2011); isto se deve ao fato de as
paredes da vagina estabelecerem contado com todos os 6rgéos pélvicos e com 0s
planos musculares adjacentes (EAE, diafragmas pélvico e urogenital). A sonda
intra-anal € empregada especificamente para o tratamento da IA pelo fato de o
canal anal possuir relagdo anatdmica apenas com um 0rgdo pélvico, a parede
posterior da vagina (Vonthein et al. 2013); mas, ressalta-se que esse canal tem
relacdo com praticamente todos os planos musculares da pelve e perineo.

A recomendacédo da EE como modalidade de tratamento para as afecgdes
musculoesqueléticas da pelve e perineo séo diversas. Holzer et al. (2007) e Jung

et al. (2013), observaram que EE da regido ano-retal modula a sensibilidade do



canal anal, favorecendo a homeostase do reflexo defecatorio, bem como aumento
do mecanismo de continéncia fecal e de flatos em sujeitos com IA. Também, a EE
contribui para a neuromodulagéo vesical (Zhang et al. 2010), o aumento da
pressdo de fechamento uretral e o fortalecimento dos MAPs (Bo et al. 1999).
Similarmente, outros estudos apontam para a indicacdo da EE no tratamento
conservador das trés entidades clinicas descritas anteriormente (Worsoe et al.
2013; Rosenbaum 2011; Guralnick et al. 2015). Por mais que a indicacéo da EE
esteja usualmente vinculada como recurso terapéutico para uma determinada
afeccdo, € importante ressaltar que a mesma pode ser aplicada como medida
educadora, em sujeitos saudaveis, para conscientizacdo dos musculos da regido
da pelve e perineo (Pedraza et al. 2014). Embora a EE seja largamente utilizada
como agente terapéutico para as afeccdes de pelve e perineo, Bo et al. (1999) e
Wyndaele & Poortmans (2006) ressaltam que ha uma evidente falta de coeréncia
nos protocolos utilizados. Uma razdo para isso reside no fato de que as
informacdes basicas sobre o efeito da EE na musculatura da pelve e perineo seja
baseada em pressuposi¢des tedricas e ndo embasadas nos achados histolégicos.
Dados os achados clinicos do tratamento das incontinéncias com a
eletroestimulacdo (Bo et al. 1999; Abrams et al. 2009; Vonthein et al. 2013) e 0
potencial desse método na reparacdo de musculo estriado esquelético (hiperplasia
elou hipertrofia) e liso (Brown & Hudlicka, 2003; Zhang et al. 2010; Dirks et al.
2014), é fundamental elucidar os efeitos desse método no parénquima e no
estroma do assoalho pélvico, uma vez que a sua indicacdo tem aumentado no
ambiente terapéutico de diversas entidades clinicas, especialmente na urologia,
ginecologia e proctologia. Dessa forma, esse estudo pode contribuir para a
compreensao dos efeitos morfofuncionais da eletroestimulagdo nos tecidos

associados a pelve e perineo pelas vias intravaginal e intra-anal.



2. OBJETIVOS



2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da eletroestimulacdo intravaginal e intra-anal nos tecidos

associados aos 6rgdos da pelve e perineo de ratas Wistar.

2.2. Objetivos especificos

Desenvolver a sonda de eletroestimulacdo adaptada as dimensdes vaginais das

ratas Wistar,;
Adaptar a sonda ao eletroestimulador clinico;

Testar a efetividade do sinal da sonda produzida e compara-lo ao da sonda

comercial;

Desenvolver e calibrar um manémetro intra-anal adaptado as dimensfes de

ratas Wistar;

Determinar o efeito da eletroestimulacéo na forca de contracdo dos musculos do

assoalho pélvico;
Quantificar as fibras musculares presentes na musculatura lisa e esquelética;

Determinar por morfometria o didmetro das fibras musculares esqueléticas dos
MAPs e EAE;

Quantificar o numero de mionucleos por fibra dos musculos do assoalho pélvico
MAPSs;

Determinar a largura das camadas mucosa, submucosa e muscular associadas

a uretra, vagina, reto, anus e fascia endopélvica;

Identificar e descrever as células migratérias (analise histopatologica) nos

tecidos associados aos 6rgaos da pelve e perineo.



10

3. MATERIAL E METODOS



3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

12 Etapa
Producdo, calibracdo e adaptacéo da sonda de eletroestimulacdo e manometria

Sonda para o eletroestimulador
Dimensdes = 2 x 3 mm
n=5

Sonda de Foley - Registro da forca

n=1

Montagem dos grupos de ratas Wistar nuliparas de 12 meses (n=5)

2° Etapa:
Estudo Pareado
Determinar o efeito da EE na
forca de contragdo muscular.

3° Etapa
Estudo Nao Pareado
Determinar o efeito da EE por via
intravaginal e intra-anal
(50 Hz, 700 ms, 2 a 4 mA)

Controle, EE/via intravaginal,
EE/via intra-anal

Basal (sem
eletroestimulagéo)
X
EE / via intravaginal

Eutanasia/ CO, - Dissecagdo dos

blocos pélvicos - Processamento
histol6gico padrao / Hematoxilina e
Eosina e Tricromio de Gomori -
Obtencéo das imagens / Sistema
Apério de captura de imagens

11

Determinacao da largura Determinacéo do
das camadas (uretra, didmetro das fibras
vagina, reto, anus), EUE* musculares esqueléticas
e fascia endopélvica (MAPs e EAE) 200 fibras /

seccoes tranversais

Quantificacdo dos
mionucleos por
fibra dos MAPs

Quantificacdo do total
de fibras musculares,
lisa e estriada

2
20 fibras esqueletica / 1,6 mm

Tabulacao dos dados para as analises estatisticas

Figura 1. Organograma do estudo.
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3.2. TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo, analitico, comparativo e experimental
realizado no Laboratério de Ciéncias (LABOCIEN) do Centro Universitario de
Brasilia (UniCEUB) e no Laboratério de Histologia da Area de Morfologia da
Faculdade de Medicina - Universidade de Brasilia (UnB).

Durante a realizacdo deste estudo, as normas éticas para a pesquisa
cientifica com animais de laboratério foram rigorosamente obedecidas, conforme
determina a lei numero 6.638 de 8/05/1979 dos principios éticos para
experimentacdo com animais de laboratoério, definidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal. O estudo foi aprovado pela Comiss&do de Etica no uso de
Animais do UniCEUB em 19/04/2013 (n°® 01/2013).

3.3. ANIMAIS

Os animais neste trabalho foram ratas fémeas adultas nuliparas da
linhagem Wistar, heterogénicos, com 12 meses de idade (n=5), que equivale a 36
anos no ser humano (Sengupta 2011). As ratas eram provenientes do biotério do
UniCEUB. Durante a fase experimental, os animais eram mantidos no alojamento
de animais no biotério do UniCEUB, com temperatura controlada (23°C), ciclo
claro/escuro de 12 horas e alimentados com ra¢do balanceada e agua potavel ad
libitum. O célculo amostral do presente estudo e os critérios adotados para a
experimentagcdo e manutencdo dos animais estiveram rigorosamente dentro das

normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

3.4. GRUPOS DE ESTUDO

De forma a permitir a analise estatistica adequada, foram compostos o0s
grupos de animais (n=5) alocados aleatoriamente (Jung et al. 1999). Os grupos
foram constituidos de ratas adultas nuliparas tratadas ou ndo por via intravaginal
ou intra-anal para determinar o efeito da EE no parénquima e estroma da pelve e
perineo (estudo ndo pareado), além de um grupo de ratas nuliparas
eletroestimuladas por via intravaginal para determinar a forca de contracao

muscular (grupo pareado), conforme mostrado abaixo:

Estudo pareado

¢ Nultiparas (N);
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Estudo ndo pareado

e Controle Nuliparas (C);
¢ Nuliparas Eletroestimulada Intravaginal (EEIV);
¢ Nuliparas Eletroestimulada Intra-Anal (EEIA).

3.5. OBTENQAO E PADRONIZAQAO DA SONDA DO ELETROESTIMULADOR E
DO MANOMETRO

Considerando a inexisténcia de sonda de eletroestimulacdo adaptada as
dimensdes da vagina e canal anal de ratas Wistar e evitar possiveis sofrimentos e
desconfortos aos animais procedeu-se estudo para a producdo de sondas
adaptadas ao eletroestimulador Dualpex 961 QUARK® modelo URO. Para viabilizar
a obtencédo, a adaptacéo e padronizacdo da sonda contou-se com o auxilio de um
engenheiro biomédico da Faculdade de Engenharia Elétrica da Universidade de
Brasilia. Depois de produzidas, as sondas eram higienizadas com sabonete
antisséptico e agua corrente e, em seguida, eram armazenadas em lugar seco
para serem testadas.

Para a producdo da sonda optou-se por uma 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, mas sem causar sofrimento ao animal, de acordo
com os estudos de (Bo et al. 1999; Wyndaele & Poortmans 2006), conforme
esquematizado na figura 2. O tempo decorrido entre a passagem da
corrente/contragcdo muscular e sua interrupcao/repouso muscular (On/off) foide 5 e

10 segundos, respectivamente.

Resina isolante

Condutores metalicos

Eletrodo metilico

Figura 2. Representacdo da sonda de eletroestimulacdo anal e vaginal para ratas Wistar.
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Para a obtencdo dos registros da forca muscular, foi fabricado e calibrado
um mandmetro de pressdo adaptado ao modelo animal, utilizando-se para o
projeto um transdutor de pressao (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 grafica pelo
programa de computador da Diligent® e uma sonda de Foley (Solidor®, Diadema,
Brasil) e uma seringa de 20 mL, com 21,25 mm de diametro e émbolo de 11 cm,

conforme esquematizado na figura 3.

Seringa
—li =

Sonda de Foley

Comutador
de pressao

< u —

Computador e
Osciloscopio

Sensor de presséo e
Amplificador de Sinais

Figura 3. Componentes do mandmetro anal e suas conexoes.

3.6. DETERMINACAO DA FORCA DE CONTRACAO MUSCULAR

Para a avaliacdo da for¢ca dos musculos da pelve e perineo, foi introduzida
no anus das ratas nuliparas (estudo pareado) a sonda do manémetro elaborada
conforme descrito acima (item 3.5). Os passos para o registro da pressao intra-anal

foram os seguintes:
1. introducéo da sonda no reto-anus;
2. insuflacdo da sonda intra-anal;

3. observacéo e registro da pressao intra-anal durante 120 segundos.
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Os registros da forca ocorreram em trés momentos durante a sessdo de
eletroestimulacdo: o primeiro registrou o ténus basal intra-anal sem a insercao da
sonda de eletroestimulagcéo, o segundo capturou a contracao reflexa no momento
da insercdo da sonda da eletroestimulacdo por via intravaginal, porém sem
passagem de corrente elétrica, o terceiro registrou a contragcdo evocada nho
momento da passagem da corrente elétrica pela via intravaginal durante cinco
segundos (Figura 3). A avaliacdo da forca de contracdo do assoalho pélvico
ocorreu concomitantemente a sessdo de EE. Os parametros utilizados para a EE

foram os mesmos descritos no item 3.5.

Pressdo de
contracdo evocada

Pressdo de ténus

Pressdode
contragao reflexa

basal

* Insercdo * Sondado * Sondado
apenas da mandmetro mandmetro
sonda do intra-anale intra-anal e
mandmetro sonda do EE sonda do EE
intra-anal intravaginal intravaginal

sem a com passagem
passagem da de corrente
corrente

o _J \ J . y,

Figura 4. Desenho esquematico do tratamento com a eletroestimulacéo e o registro da
forca muscular no momento basal, apos a insercdo da sonda de EE e durante a passagem
de corrente de eletroestimulagéo.

3.7. AVALIACAO DA EFETIVIDADE DA ELETROESTIMULACAO

Para avaliar a efetividade e o efeito da eletroestimulacdo as ratas foram
submetidas a 30 sessdes, em conformidade com o protocolo de tratamento
prescrito para o fortalecimento dos musculos do assoalho pélvico e anorretais (BO
et al. 1999). As sessdes aconteciam 5 vezes por semana (dias Uteis) e durante 3
semanas consecutivas; especificamente, a eletroestimulacao acontecia em 2 vezes
consecutivas a cada dia, sendo que cada sessao durava 6 minutos com intervalo
de 5 minutos de repouso entre elas.

Os parametros utilizados na eletroestimulacdo deste estudo foram
baseados no método idealizado por Wyndaele & Poortmans (2006), com algumas

modificacbes, como a contencdo manual e ndo sedacdo dos animais. O
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procedimento consistia do posicionamento do animal sobre a palma de uma das
maos tracionando-se a pele da nuca com uma preensao bidigital entre os dedos
indicador e polegar, enquanto com a outra mao tracionava a cauda, de modo a
permitir a respiracao facilitada e pequenos movimentos isométricos do corpo. Logo
apos a contencdo do animal e seu posicionamento em decubito dorsal, outro
pesquisador procedia a introducdo da sonda do eletroestimulador previamente
lubrificada por gel condutor no canal anal (EEIA/eletroestimulacdo intra-anal) e
vaginal (EEIV/eletroestimulagédo intravaginal), sempre de modo a evitar dor e
sofrimento aos animais. Para isso, foi observado durante a sessdo de
eletroestimulacdo 0s seguintes aspectos comportamentais do animal, como
rangidos, enrijecimento da cauda ou movimentos corporais abruptos. Além disso,
com intuito de minimizar o estresse gerado pelo procedimento de insercédo de
sonda do eletroestimulador, estabeleceu-se um periodo de uma semana para
familiarizacdo com os animais, gerando condicionamento com a conduta de rotina

do estudo.

3.8. OBTENCAO DO BLOCO PELVICO

No primeiro dia apés a ultima sessao da eletroestimulacéo os animais eram
colocados em camara com concentracdo de 40% de CO,, resultando em morte
pela depressédo excessiva do SNC e hipoxia, devido ao deslocamento do oxigénio
durante a troca gasosa alveolar; o emprego desse método sobressai aos demais
por ser rapido, indolor, de baixo custo e por manter os tecidos sem residuos
quimicos. ApOs a eutanasia, os animais foram submetidos a dissecacédo para a
remocado dos blocos pélvicos em que, especificamente, eram removidos 0s
segmentos da pelve e perineo. O segmento reto-anal foi removido da pelve,
preservando-se a pele perianal, com intuito de ndo danificar nenhuma porgao do
muasculo esfincter anal externo (EAE); os MAPs eram mantidos com suas
insergdes no anel pélvico, bem como a uretra, vagina e reto. Todos 0s espécimes
foram fixados em solucdo de formol a 10% e depois submetidos ao processamento

para a obtencdo das secg¢des histologicas.

3.9. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO
Os blocos de pelve e perineo removidos conforme descrito acima foram

processados para as analises histopatologicas por microscopia de luz. Inicialmente
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0S espécimes depois de fixados, eram desidratados em solucdes com
concentracfes crescente de alcool (70%, 80%, 90% e 3x 100%), diafanizados em
xilol por 30 minutos (2 banhos) e impregnados em parafina a 60 graus (3 banhos)
e, em seguida, emblocados em parafina. Posteriormente, os espécimes foram
seccionados em seccboes de 5 ym de espessura e corados. Para o estudo
histopatolégico, nos tecidos associados aos 0rgaos da pelve e perineo, as seccdes
histologicas foram coradas com hematoxilina e eosina para avaliar possiveis
infiltrados inflamatdrios, e com tricrémio de Gomori para avaliar as fibras de
colageno e células musculares. Depois de coradas, as seccdes histologicas foram
digitalizadas e capturadas com o equipamento Aperio ScanScope® e avaliadas no
programa ImageScope version 11.2.0.780 (Aperio Technologies Inc, Vista, CA,
USA) e, posteriormente, analisadas por um Unico observador (200x e 400x).

3.10. AVALIACAO MORFOLOGICA DOS TECIDOS PELVICOS

O estudo morfolégico foi realizado nas seccdes histoldégicas dos blocos
pélvico e perineal para determinar: a) a largura das camadas epitelial, conjuntiva e
musculares da uretra, vagina, reto e anus, além da largura do esfincter uretral
externo e da fascia endopélvica; b) o total de fibras musculares lisas da uretra,
vagina e reto; c) o total e o diametro das fibras do musculo esfincter anal externo
(EAE) e dos musculos do assoalho pélvico (MAPSs); d) o total das fibras e a largura
do musculo esfincter anal interno; e) o total de mionucleos das fibras dos MAPs; f)
avaliacdo qualitativa das células migratorias do tecido conjuntivo.

Para determinar a largura das camadas teciduais da uretra, vagina, reto,
anus, EUE e fascia endopélvica foi utilizada a ferramenta de medida de
comprimento do programa ImageScope Leica® (versdo 12.0) nas imagens das
seccOes histolégicas digitalizadas. Para quantificar o total de fibras musculares,
foram delimitadas quatro areas equidistantes de 400 um? (1.6 mm?) nas seccgoes
transversais representativas da uretra, vagina, reto, esfincter anal interno (EAI),
esfincter anal externo (EAE) e dos musculos do assoalho pélvico (MAPs). Para
determinar o diametro médio (produto da soma do diametro maior e menor dividido
por dois) das fibras musculares esqueléticas dos MAPs e EAE, mediu-se 0s
diametros de 200 fibras com o formato poligonal. Para quantificar o namero de
mionucleos por fibra muscular dos MAPs, contou-se a quantidade de 20 fibras por

amostra dos animais dos grupos nao pareado (C, EEIV e EEIA).
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3.11. ANALISE HISTOPATOLOGICA

As analises gqualitativas (analise histopatoldgica) dos tecidos associados a
uretra, vagina, reto-anus e MAPs foram realizadas por um anico observador em 4
campos equidistantes (200 um?campo) das seccdes histolégicas coradas com
hematoxilina e eosina. Foram considerados o tipo de infiltrado inflamatério (tecido
conjuntivo e epitélio), possiveis alteracdes morfologicas nos tecidos (epitelial,
conjuntivo e muscular), e a presenca ou nao de hemorragia, degeneracgao celular e

necrose.

3.12. 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 as multiplas comparacfes de dados paramétricos foi utilizado o
teste de ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls ou para dados néao
paramétricos o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn. Quando o
objetivo era comparar dois grupos independentes e paramétricos foi usado o teste
t, enquanto que para dados ndo paramétricos foi usado o teste de Mann-Whitney.
Para as comparacdes entre grupos dependentes (estudo pareado) foi usado os
testes t pareado uma vez que os dados eram parameétricos. Para as comparacoes
de dados paramétricos foram utilizadas as médiastDP e para os ndo paramétricos
a mediana. As analises foram realizadas empregando-se o0 programa Prism® 5
Software Package (GraphPad, USA, 2005) e diferencas de p<0,05 foram

consideradas significantes



4. RESULTADOS
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4.1. CONSTRUCAO, ADAPTACAO E CALIBRACAO DA SONDA DE
ELETROESTIMULACAO E DO MANOMETRO

Considerando as dimensdes da vagina e canal anal de ratas Wistar e para
evitar possiveis sofrimentos e desconfortos aos animais foram produzidas,
adaptadas e calibradas 5 (cinco) sondas de eletroestimulacéo.

As sondas foram produzidas conforme demonstrado na figura 5. Em cada
uma delas foi utilizado 2 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 metélicos. O comprimento total da

sonda foi de 12.0 mm.

Figura 5. Fotografia da sonda de eletroestimulacdo produzida e adaptada as
dimensdes do canal anal e vaginal de ratas Wistar.

Depois de produzidas, as sondas foram acopladas ao eletroestimulador
para avaliar sua efetividade na eletroestimulacédo. Os resultados desse ensaio
mostraram que a transmissao do sinal elétrico gerado pelo eletroestimulador foi
conduzida de maneira efetiva, sendo capaz de induzir a contragdo muscular nos
musculos da pelve, perineo e dos adutores da coxa, conforme demonstrado na

figura 6.
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Figura 6. Fotografias do ensaio para avaliar a efetividade da sonda de eletroestimulagéo.
As imagens demonstram a contracdo efetiva dos musculos da pelve, perineo e adutores
da coxa de ratas Wistar por meio da sonda protétipo acoplada ao eletroestimulador
Dualpex® 961. Em A e D, observa-se o animal com a sonda introduzida no anus e sem
evidéncias de contracdo muscular, enquanto que em B observa-se a contracao inicial e em
C a maxima contracao.

Para avaliar se a transmissao do sinal elétrico pelas sondas produzidas
nesse estudo era comparavel a sonda comercial foram realizados ensaios de
automacédo biomédica com o auxilio de um osciloscépio. Os resultados mostraram
que a sonda comercial gerou uma amplitude efetiva de sinal de 80 mV durante 10
segundos, enquanto que as sondas confeccionadas para este estudo geraram uma

amplitude efetiva de 72,5 mV durante 10 segundos (Mann-Whitney, p>0,05) (figura
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4 e 5). A amplitude efetiva do sinal foi calculada a partir da seguinte operagao
matematica: AS - R = AES, onde AS é a amplitude do sinal, R é o ruido e AES é a

amplitude efetiva do sinal (figura 5).

| Stop (=} I 2 | 8000 samples at 80 Hz | 2017-02-15 17:06:15.352
A 4

Amplitude do sinal

f

e e e s el

BT C1 |2 |5000 samples at 80 Hz | 2017-02-15 16:50:09. 180

n v
Amplitude do sinal

Figura 7. Registro do ruido e da amplitude do sinal elétrico captados nas sondas utilizadas
na prética clinica em mulheres (A) e em ratas Wistar (B). Em ambas as figuras (A e B
observa-se em azul o ruido da corrente elétrica e em verde a amplitude efetiva do sinal. Os
resultados analisados pelo teste de Mann-Whitney ndo mostraram diferencas na amplitude
e no tempo de sinal entre a sonda convencional e a produzida nesse estudo (p = 0,580).
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Figura 8. Comparacdo da amplitude do sinal das sondas do eletroestimulador comercial
(prética clinica) e adaptada para ratas Wistar. Os resultados analisados pelo teste de
Mann-Whitney ndo mostraram diferengas na amplitude e no tempo de sinal entre a sonda
convencional e a produzida nesse estudo (p = 0,580). Estdo representados as médias e os
desvios padréo.

O instrumento para a manometria foi produzido e montado em
conformidade com projeto apresentado no item 3.5 da metodologia (figura 9). Para
a calibracdo do instrumento de manometria a sonda de Foley foi insuflada até a
tensdo limitrofe de 4 a 5 psi (1,29V a 2,15V) (4 a 5 psi), enquanto a pressao de
decaimento, apds o fechamento do sistema por 120 segundos, foi de 1,29V (3 psi)

(Figura 10).
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Figura 9. Fotografia do mondmetro produzido para a presente pesquisa. Em 1, seringa;
em 2 sonda de Foley; em 3 amplificador; em 4 sensor de pressédo e; em 5 mangueira de
conducéo de ar.

A B

Figura 10. Sequéncia de imagens demonstrando a insuflacdo da sonda de Foley. Em A
observa-se a sonda desinsuflada, em B a sonda insuflada na presséo limitrofe e em C a
sonda em maxima insuflacao.

A pressao existente no interior do sistema do manémetro gerou uma curva
de tensdo elétrica, sem amplificacdo, que ao passar pelo amplificador obteve uma
ampliacdo de 11 vezes na aquisicdo dos dados, configurando uma curva de tensao
ampliada que passou a ser a curva de calibracdo da manometria (Figura 11). Os
valores obtidos foram monitorados pelo osciloscépio digital e gravados no
programa de computador (Diligent®).

Com o intuito de facilitar a leitura, interpretacéo e comparacao dos registros
de pressao intra-anal, obtidos no presente estudo, com os dados publicados na
literatura, optou-se por transformar os registros de pressao intra-anal captados em
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tensdo elétrica para centimetros de agua (cmH.0). Portanto, os valores de

manometria, nesta pesquisa, foram representados em centimetros de agua.

15 35 55 75 95 115

S S N p——

l-..D(_In

4 Tensdo Ampliada (V)
B Tensdo Original (V)

2,5

Figura 11. Curva de calibracdo do prot6tipo da sonda e do mandmetro anal de ratas
Wistar. Na linha laranja observa-se a tenséo elétrica na sonda sem amplificacéo e na linha
azul com amplificagéo.

4.2. AVALIACAO DA EFETIVIDADE DA SONDA DE ELETROESTIMULACAO
NEUROMUSCULAR NOS TECIDOS DA PELVE E PERINEO

Para avaliar se a sonda adaptada era capaz de conduzir a
eletroestimulacéo efetiva, primeiramente foi obtido o registro da for¢a de contragao
muscular por manometria em um grupo de ratas e, posteriormente, foi avaliado os
parametros morfolégicos em outro grupo, em que as ratas foram submetidas a 30

sessoOes de eletroestimulagao.

4.2.1. DETERMINA(;AO DO EFEITO DA ELETROESTIMULA(;AO NA FORCA
DE CONTRACAO DOS MUSCULOS DO ASSOALHO PELVICO

Para avaliar o efeito da eletroestimulacdo na forga muscular/manometria do
assoalho pélvico, ratas nuliparas foram eletroestimuladas pela via intravaginal. O

registro da forca de contracdo pela introducdo da sonda de presséo intra-anal
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ocorreu antes da insercao intravaginal da sonda do eletroestimulador e apés a
insercao desta, na presenca ou auséncia da eletroestimulacdo. Os resultados da
tensdo elétrica para a escala de medida em centimetros de agua (cmH,0),
analisados pelo teste t pareado mostrou que a contracdo evocada aumentou em
261,5% (p=0,0006) a forca de pressao intra-anal quando comparada a contragao

reflexa (Tabela 1 e Figura 12).

Tabela 1. For¢ca de contracdo muscular/manometria dos muasculos do assoalho pélvico de
ratas nuliparas eletroestimulada pela via intravaginal. Os registros de for¢a foram tomados
durante o tdnus pela inser¢do da sonda de Foley (controle basal), durante a insercao da
sonda do eletroestimulador e durante a aplicacdo da eletroestimulacgéo.

N Registros da for¢ca de contragao MédiatDP

1 Controle basal / Inser¢éo da sonda de Foley 19.4+9 7

2 Introducao intravaginal da sonda de
eletroestimulacéo 25,516,1

3 Aplicacéo da eletroestimulacao 92,4+21,2
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Figura 12. Forca de contracdo/manometria (n=6) dos musculos do assoalho pélvico pela
insercao intravaginal da sonda do eletroestimulador (A) e apdés a eletroestimulacéo
intravaginal. Os resultados mostram aumento da forca quando aplicada a
eletroestimulagéo, na comparacdo com a introdugdo de ambas as sondas (p < 0,05).
Estdo mostrados os valores individuais.

4.2.2. DETERMINA(;AO DO EFEITO DA ELETROESTIMULA(;AO NOS
MUSCULOS DO ASSOALHO PELVICO

Para avaliar o efeito da eletroestimulacdo nos tecidos associados ao
assoalho pélvico, foram obtidos o total de fibras (1,6 mm?), o diametro de 200 fibras
musculares e o total de mionucleos (20 fibras), em ratas eletroestimuladas pelas

vias intravaginal ou intra-anal.
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Os resultados mostraram que, na comparagdo com o controle, ambas as
vias de eletroestimulacéo, intravaginal e intra-anal, reduziram o total de fibras em
34,1% e aumentaram o seu diametro em 25,2% (ANOVA, p<0,05), além de
aumentarem em 33,3% o total de mionucleos (Kruskal-Wallis, p < 0,05). Nao houve
diferencas nos parametros avaliados quando comparadas as duas vias de

eletroestimulacédo (p > 0,05) (Tabela 2, Figuras 13 e 14).

Tabela 2. Largura das camadas musculares e total de fibras dos musculos associados ao
assoalho pélvico de ratas tratadas ou ndo com eletroestimulacdo por trés semanas
consecutivas.

Eletroestimulacao
Parametros Controle ,
N morfolégicos Intravaginal Intra-anal
MédiatDP MédiatDP MédiatDP
Mediana Mediana Mediana
. 34,0+ 4,0 22,4+ 3,1* 24,0+ 2,5*
1 Total de fibras 34,0 22,0 24.0
n . 40,4+ 3,5 50,6+4,5* 48,3+ 2 8*
2 Diametro das fibras 40.8 482 481
., 2,9+ 0,6 4,3+0,8* 3,9+ 0,5%
3 Total de mionucleos 3.0 40 40

*Valores diferentes do controle, p < 0,05
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Figura 13. Dados morfométricos dos musculos do assoalho pélvico. Em A, total de fibras
musculares, em B o didmetro das fibras musculares e, em C o total de mionucleos por fibra
muscular. Os resultados foram analisados pelos testes de ANOVA seguido pelo método de
Sudent-Newman-Keuls (total e diametro das fibras) ou Kruskal-Wallis seguido pelo método
de Dunn para as multiplas comparag@es (total de mionucleos), sendo os grupos diferentes
estdo indicados pelas barras. Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e
minimos.
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Figura 14. Fotomicrografias das fibras musculares esqueléticas dos muasculos do assoalho
pélvico (MAPs) de ratas Wistar. Em A, controle, Em B, eletroestimuladas por via
intravaginal e em C por via intra-anal. Observar maior niumero de fibras musculares em A e
maior didmetro das fibras, bem como de miondcleos em B e C. Coloracdo de hematoxilina
e eosina (HE). Escala de 50 pum.
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4.2.3. DETERMINACAO DO EFEITO DA ELETROESTIMULACAO NA FASCIA
ENDOPELVICA PARIETAL E VISCERAL

Os resultados, analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
método de Dunn para as mdultiplas compara¢des, mostraram que 0s animais
eletroestimulados pela via intravaginal aumentaram em 176,8% a mediana da
largura da fascia endopélvica parietal na comparacdo com o controle (p=0,024);
nao houve diferenca entre o controle e o grupo eletroestimulado pela via intra-anal,
nem tampouco entre as vias de eletroestimulacdo (p>0,05). Quanto a fascia
visceral os resultados, analisados pelo teste de ANOVA seguido pelo método de
Student-Newman-Keuls, mostraram que houve aumento de 138,7% e 139,1% na
médiatDP da sua largura na comparagdo com o grupo controle (p=0,0005); ndo
houve diferencas na largura da fascia endopélvica visceral entre ambas as vias de

eletroestimulacdo (Tabela 3; Figuras 15 e 16).

Tabela 3. Largura das por¢des parietal e visceral da fascia endopélvica de ratas tratadas
ou ndo com eletroestimulagdo por trés semanas consecutivas.

Eletroestimulacéo
Intravaginal Intra-anal
MédiatDP MédiatDP MédiatDP

Mediana Mediana Mediana

Controle
N Parametros morfolégicos

1 Larguradafascia endopélvica parietal 139,1£59,7  269,4+53,0% 244,9:58,3
9 P P 98.2 271.9 2345
209,0+79,9 451,4+61,0* 499,9+115,1*

2 Larguradafascia endopélvica visceral 197.6 460.6 505.1

*Valores diferentes do controle (p<0.05).
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Figura 15. Dados morfométricos da fascia endopélvica. Os resultados mostraram aumento
na largura das fascias parietal no grupo EE/IV e que a largura da fascia visceral foi maior
para os grupos EE/IV e EE/IA na comparagdo com o controle. Estdo mostradas as
medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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Figura 16. Fotomicrografias da pelve de ratas Wistar. Em A, controle, Em B,
eletroestimuladas por via intravaginal e em C por via intra-anal. Observar maior largura da
fascia endopélvica visceral (seta) e parietal (estrela) em B e em C, na compara¢cao com o
controle A. Coloracao tricrémio de Gomori. Escala de 1 mm.
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4.2.4. DETERMINACAO DA LARGURA DAS CAMADAS TECIDUAIS
ASSOCIADAS A URETRA, VAGINA E RETO

A. URETRA

Quanto ao efeito da eletroestimulacdo nos tecidos associados a uretra, 0s
resultados mostraram que na comparacao com o controle, ambas as vias IV e IA,
aumentaram a largura do epitélio (ANOVA, seguido pelo método de Student-
Newman-Keuls, p<0,05) e da camada muscular (Kruskal-Wallis seguido pelo
método de Dunn, p<0,05) e que a via IV aumentou a largura da camada
submucosa (Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn, p<0,05); a via IA reduziu
a largura do epitélio na comparacao com a via IV (ANOVA, seguido pelo método de
Student-Newman-Keuls, p<0,05) (Tabela 4, Figura 17 A e 18).

Quanto ao esfincter uretral os resultados mostraram que a via IV
aumentou o didametro das fibras esqueléticas na comparagdo com o controle e com
a via IA, gue ambas as vias aumentaram o total de fibras lisas na comparacdo com
0 controle e que a via IA aumentou o total de fibras lisas na comparagéo com a via
IV (ANOVA, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls, p<0,0001) (Tabela 4,
Figura 17 B e 18).

Tabela 4. Largura das camadas teciduais da uretra, total de fibras musculares lisas e
largura do esfincter uretral externo de ratas tratadas ou ndo com eletroestimulagéo por trés
semanas consecutivas por via intravaginal e intra-anal.

Eletroestimulacéo
Controle _
N Parametros morfolégicos Intravaginal  Intra-anal
MédiaxDP MédiaxDP MédiaxDP
Mediana Mediana Mediana
1 Largura da camada mucosa 18836 26,1+ 3,8* 21,9£2,1%
9 19,6 26.1 221
2 Largura da camada submucosa 26,1£6,2 33,7%4,6* 30,623,2
g 23,2 34,1 30,3
3 Largura da camada muscular lisa 81,9+ 153 162,9 * 44,0% 140,7+ 57,6*
9 84.9 1557 130.2
, . 72,3+ 26,9 156,1+ 50,1* 75,9+11,6
4 Musculo esquelético (EUE) 64.8 166.0 736
. . 201,2+ 16,4 230,2+ 3,6* 253,2+ 11,7*
5 Total de fibras musculares lisas 202.0 230.0 252.0

*Valores diferentes do controle, p < 0,05
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Figura 17. Dados morfométricos dos tecidos associados a uretra. Em A, largura das
camadas mucosa, submucosa e muscular lisa e em B, tem-se o diametro das fibras do
musculo esfincter uretral externo e o total de fibras musculares lisas. Os resultados foram
analisados pelos testes de ANOVA seguido pelo método de Sudent-Newman-Keuls
(epitélio, esfincter uretral externo e esfincter uretral interno) ou Kruskal-Wallis seguido pelo
método de Dunn para as mdultiplas comparagfes (submucosa e muscular), sendo os
grupos diferentes indicados pelas barras. Estdo mostradas as medianas, quartis, valores
maximos e minimos.
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Figura 18. Fotomicrografias da uretra de ratas controle (A), eletroestimuladas pelas vias
intravaginal (B) e intra-anal (C), representativas dos resultados. Observar maior largura
das camadas da uretra em B e C (seta) e maior largura do EUE (estrela) em B na
comparacédo com A e C. Coloracao de tricromio de Gomori. Escala de 500 um.
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B. VAGINA

A eletroestimulacdo nos tecidos associados a vagina afetou os parametros
morfométricos da vagina. Os resultados mostraram que na comparacdo com o0
grupo controle, ambas as vias IV e IA, aumentaram a largura das camadas
submucosa (Kruskal-Wallis, p<0,0001) e muscular (ANOVA, p<0,0001); a via IA
aumentou a camada epitelial na comparacdo com o controle e com a via IV
(ANOVA, p<0,0001) (Tabela 5, Figura 19 A e 20).

Especificamente quanto ao musculo liso, os resultados mostraram que
ambas as vias de eletroestimulagdo aumentaram o total das fibras e que a via IA
causou maior numero de fibras do que a via IV (ANOVA, p<0,0001) (Tabela 5,
Figura 19 B e 20).

Tabela 5. Largura das camadas teciduais da vagina e total de fibras musculares lisas de
ratas tratadas ou ndo com eletroestimulacdo por trés semanas consecutivas por via
intravaginal e intra-anal.

Controle Eletroestimulacéo
N Parametros morfolégicos Intravaginal Intra-anal
Média+DP Média+DP Média+DP
Mediana Mediana Mediana
1 Largura da camada mucosa 46,3+ 8,3 al.2+ 3,1 54,3+ 13,2%
9 46,3 411 516
2 Largura da camada submucosa 68,4+ 21,3 1159+ 11,5 127,3+22,3
9 60,4 117,7* 124,8*
3 Largura da camada muscular lisa 18,7£5,3 56,3* 16,7 S8,5¢ 7,7
9 18.4 52,4 53,6
. . 120,4+ 8,4 217,81 5,3* 262,0+ 6,4*
5 Total de fibras musculares lisas 119.0 219.0 261.0

*Valores diferentes do controle, p < 0,05
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Figura 19. Dados morfométricos dos tecidos associados a vagina. Em A, largura das
camadas mucosa, submucosa e muscular lisa e em B, tem-se o total das fibras
musculares lisas. Os resultados foram analisados pelos testes de ANOVA seguido pelo
método de Sudent-Newman-Keuls para o epitélio e musculo ou Kruskal-Wallis seguido
pelo método de Dunn para as multiplas comparacdes da camada submucosa, sendo que
os grupos diferentes estado indicados pelas barras. Estdo mostradas as medianas, quartis,
valores maximos e minimos.
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Figura 20. Fotomicrografias da vagina de ratas controle (A), eletroestimuladas via
intravaginal (B) e intra-anal (C) representativas dos resultados. Observar maior largura das
camadas da vagina (estrela) em B e C. Coloracdo de tricromio de Gomori. Escala de 1

mm.
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C.RETO

Para identificar o efeito da eletroestimulacdo nos tecidos do reto foram
tomadas as medidas da largura das camadas mucosa, submucosa e muscular,
conforme descrito anteriormente.

Os resultados mostraram que na comparacdo com 0 grupo controle os
animais eletroestimulados por ambas as vias, intravaginal e intra-anal, aumentaram
as larguras das camadas mucosa (Kruskal-Wallis, p=0,0067), submucosa (ANOVA,
p=0,0023) e muscular (ANOVA, p=0,0008) (Tabela 6, Figura 21 A e 22).
Semelhantemente, ambas as vias aumentaram o total de fibras musculares lisas
do reto (ANOVA, p<0,0001) (Tabela 6, Figura 21 B e 22).

Tabela 6. Largura das camadas teciduais do reto e total de fibras musculares lisas da
camada muscular de ratas tratadas ou ndo com eletroestimulagdo por trés semanas
consecutivas por via intravaginal e intra-anal.

Controle Eletroestimulacéo
N Parametros morfologicos Intravaginal Intra-anal
Média+DP Média+zDP Média+DP
Mediana Mediana Mediana
1 Largura da camada mucosa 120.0+100.5 294,7+104,1 252.0+87.5
gura da camada mucos 50.6 288,0% 281.4%
> Larqura da camada submucosa 39.6+18.5 84,3+28,1* 66.9+23.6
9 33.9 95,0 63.3
3 Larqura da camada muscular lisa 122.1+81.9 323,7+64,8* 289.5+130.5*
9 86.7 3227 263.4
. . 168,2+7,3 237,4+35,7* 268,2+15,7*
5 Total de fibras musculares lisas T ' ' ' '
168,0 237,0 268,0

*Valores diferentes do controle, p < 0,05
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Figura 21. Dados morfométricos dos tecidos associados ao reto. Em A, largura das
camadas mucosa, submucosa e muscular lisa e em B, tem-se o total de fibras musculares
lisas. Os resultados foram analisados pelos testes de ANOVA seguido pelo método de
Sudent-Newman-Keuls para as camadas submucosa e muscular e para o total de fibras
lisas ou Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para a camada mucosa. Os grupos
que diferem entre si estdo indicados pelas barras. Estdo mostradas as medianas, quartis,
valores maximos e minimos.
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Figura 22. Fotomicrografias do reto de ratas controle (A), eletroestimuladas via
intravaginal (B) e intra-anal (C) representativas dos resultados. Observar maior largura das
camadas em B e C (estrela) na comparacdo com o controle A. Coloracéo de tricrobmio de

Gomori. Escala de Imm.
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D. Anus

Para identificar o efeito da eletroestimulacdo nos tecidos associados ao
anus foram tomadas as medidas da largura das camadas mucosa, submucosa e
do esfincter anal interno, assim como o total de fibras do EAI e o didametro e o total
das fibras esqueléticas do esfincter anal externo, conforme descrito anteriormente.

Quando comparado ao grupo controle os resultados mostraram que ambas
as vias de eletroestimulacdo foram capazes de aumentar a largura das camadas
mucosa e submucosa na comparagcdo com 0 grupo controle; também a via intra-
anal aumentou a largura da submucosa na comparagdo com a via intravaginal
(ANOVA, p<0,05) (Tabela 7, Figura 23 A e 24).

Para o esfincter anal interno foi verificada maior largura da camada para
ambas as vias de eletroestimulacdo, na comparagdo com o controle, e que a via
intra-anal causou maior largura dessa camada na comparacdo com a Vvia
intravaginal (ANOVA, p<0,0001). Também, houve aumento no total de fibras lisas
no grupo eletroestimulado pela via intravaginal na comparagdo com o controle
Kruskal-Wallis, p<0,0052) (Tabela 7, Figura 23 B e 24).

Quanto ao esfincter anal externo os resultados analisados pelo teste de
ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para as multiplas
comparacdes, mostraram que ambas as vias de eletroestimulacdo aumentaram
tanto o diametro (p=0,0008) quanto o total das fibras (p=0,0002) (Tabela 7; Figura
23 C e 25).
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Tabela 7. Largura das camadas teciduais do &anus, total de fibras musculares lisas do
esfincter anal interno (EAI), didmetro e total de fibras do esfincter anal externo (EAE) de
ratas tratadas ou ndo com eletroestimulacdo por trés semanas consecutivas por via

intravaginal e intra-anal.

Eletroestimulagéo

Controle _
N Parametros morfolégicos Intravaginal Intra-anal
MédiaxDP MédiaxDP MédiaxDP
Mediana Mediana Mediana
1 Largura da Mucosa 86,4+36,7 113,5+14,8* 119,7+39,6*
9 745 1173 107.3
5 Largura da Submucosa 172,2+67,3 462,8+54,0* 566,1+97,9*
9 171,0 463,7 525,1
3 Largura do esfincter anal interno 338.7+45.0 468,4+42,8* 535.7+50.1*
9 338.7 477.6 5455
. , . 265.0+34.0 368,2+ 9,8 357.2+38.1
4 Total de fibras do esfincter anal interno 2750 369,0* 342 0%
. . . 25.3+1.5 26,4+ 1,1* 29.1+1.2*
5 Diametro das fibras do esfincter anal externo 253 26.2 9.0
. , 90.4+17.34 59,0+ 4,3* 50.6+6.6*
6 Total de fibras Esfincter anal externo 95.0 59.0 50.0

*Valores diferentes do controle, p < 0,05
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Figura 23. Dados morfométricos dos tecidos associados ao anus. Em A, largura das
camadas mucosa e submucosa, em B, tem-se a largura da camada e o total de fibras
musculares lisas do esfincter anal interno (EAI) e em C, tem-se o diametro e o total das
fibras esqueléticas do esfincter anal externo (EAE). Os resultados foram analisados pelos
testes de ANOVA seguido pelo método de Sudent-Newman-Keuls para as camadas
mucosa, submucosa, largura do EAl e EAE (didmetro e total de fibras) ou Kruskal-Wallis
seguido pelo método de Dunn para o total de fibras lisas do EAI. Os grupos que diferem

entre si estdo indicados pelas barras.

maximos e minimos.

Estdo mostradas as medianas, quartis, valores
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Figura 24. Fotomicrografias do &nus de ratas controle (A), eletroestimuladas via
intravaginal (B) e intra-anal (C), representativas dos resultados para o esfincter anal
interno (EAI). Observar maior largura e nimero de fibras do EAI (estrela) em B e C na
comparacao com o controle A. Coloragédo de tricromio de Gomori. Escala de 500 pum.
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Figura 25. Fotomicrografias do esfincter anal externo (EAE) de ratas nuliparas controle
(A), eletroestimuladas via intravaginal (B) e intra-anal (C). Observar maior didametro das
fibras musculares esqueléticas do EAE em B e C. Coloracdo de hematoxilina e eosina

(HE). Escala de 100 pm.
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4.2.5. AVALIACAO DAS CELULAS MIGRATORIAS NOS TECIDOS
ASSOCIADOS AOS ORGAOS DA PELVE E PERINEO.

Para avaliar o efeito da eletroestimulacdo na presenca ou nao de infiltrado
inflamatorio foram feitas analises qualitativas no tecido conjuntivo associado ao
reto e anus numa area de 200 pm?,

Os resultados mostraram que os tecidos associados a uretra e vagina dos
grupos controle ou eletroestimulado ndo foram identificadas alteracbes
morfolégicas nos tecidos epitelial, conjuntivo ou muscular (liso ou esquelético)
(Figura 26).

Os resultados mostraram que em ambos 0s seguimentos (reto e anus) dos
grupos controle ou eletroestimulado nédo foram identificadas alteragbes
morfolégicas nos tecidos epitelial, conjuntivo ou muscular (liso ou esquelético)
(Figura 23). Os resultados das analises histopatoldégicas mostraram auséncia de
infiltrado inflamatério para uretra e vagina, mas para os seguimentos retal e anal foi
encontrado na mucosa um leve infiltrado inflamatério composto por eosindfilos,
linfécitos e macréfagos nos animais eletroestimulados quando comparado ao

controle (Figura 27).
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N e :
Figura 26. Fotomicrografias de seccdes histologicas da uretra (A) e da vagina (B)
representativas dos resultados obtidos para os grupos controle (A;, B,), eletroestimulado
pela via intravaginal (A, B;) e eletroestimulado pela via intravaginal (As;, B3). Observar
auséncia de alteracdes morfolégicas nos tecidos epitelial, conjuntivo ou muscular (liso ou

esquelético) nos animais eletroestimulados na comparacdo com o controle. Coloracao
Hematoxilina e Eosina. Escala de 100 um.
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Figure 27. Fotomicrografias de sec¢des histologicas do reto (A) e do éanus (B)
representativas dos resultados obtidos para os grupos controle (A;, B,), eletroestimulado
pela via intravaginal (A,, B,) e eletroestimulado pela via intra-anal (As, Bs). Observar leve
infiltrado inflamatodrio (estrelas) composto por eosindfilos, linfocitos e macrofagos nos
animais eletroestimulados quando comparado ao controle. Coloracdo Hematoxilina e

Eosina. Escala de 100um.

4.3. SUMARIO DOS RESULTADOS

Para uma melhor visualizacdo dos resultados, nas tabelas 8 e 9 estéao
sintetizados os parametros morfolodgicos estudados de animais eletroestimulados
pelas vias intravaginal ou intra-anal, na comparacdo com 0s animais do grupo

controle.
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Tabela 8. Parametros morfologicos avaliados dos animais eletroestimulados por via
intravaginal, os valores representam as modificagbes na comparagcdo com O grupo

controle.
Eletroestimulacgéo intravaginal
N % de aumento ou redugado nos parametros avaliados
N Parametros FEP FEP
MAPs Uretra EUE Vagina Reto Anus EAI EAE . .
parietal  visceral

1 Larguradamucosa 138,8 110,0 1383,2 131,44

Largurada
2 146,5 195,0 1112,8 1168,8

submucosa
3 Largura muscular 198,9 1116,2 1180,6 1165,1 138,3
4 D|ametro.das fibras 125,2 14,3

estriadas
Total de fibras
) 4,1 7

° estriadas 134, 1378
6 Total de mionucleos|133,3
7 Total de fibras lisas 114,4 180,8 141,1 138,9
8 Larguradacamada 1176,8 1115,9

Tabela 9. Parametros morfolégicos avaliados dos animais eletroestimulados por via intra-
anal; os valores representam as modificacdes na comparagcdo com o grupo controle.

Eletroestimulagéo intra-anal
% de aumento ou reducdo nos parametros avaliados

N Parametros
MAPs Uretra EUE Vagina Reto Anus EAI EAE FI.EP .FEP
parietal  visceral
Largura da
1 mucosa 116,4 12,6 1372,1 138,55
Largura da 30,6 106,6 1689 12287
2 submucosa 130, 1106, 168, 1228.
3 Larguramuscular 153,5 14,0 1197,8 1137,1 158.2
Diametro das
4 fibras estriadas 1183 1150
Total de fibras
. 29,4 44
5 estriadas 129, 144,0
5 ?I'ot:ftl de 133,3
mionucleos
Total de fibras
7 lisas 125,8 1116,7  159,4 134,8
8 Largura da 11387  1139,1

camada
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5. DISCUSSAO
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5.1. CONSIDERACOES SOBRE O DESENVOLVIMENTO DA SONDA
ADAPTADA AO ELETROESTIMULADOR DUALPEX® 961 E DO MANOMETRO
ANAL.

A eletroestimulacdo, da pelve e perineo, € comumente indicada para
afeccbes do assoalho pélvico. Apesar de ser amplamente utilizada no tratamento
conservador para queixas de incontinéncia urinaria e fecal, ainda permanecem
davidas quanto ao efeito histofuncional da corrente elétrica nos tecidos que
compdem os 6rgaos pélvicos e perineais. Acreditamos que uma das razbes para
existirem poucos conhecimentos publicados dos efeitos da eletroestimulacéo
pélvica, venha da dificuldade para encontrar equipamentos que se ajustem ao
tamanho e especificidades dos animais de laboratério, como ratos por exemplo, e
assim simular as condi¢des aplicadas no ambiente clinico.

Durante a elaboracdo da presente pesquisa, enxergamos a lacuna no
conhecimento a respeito de discussbes mais profundas a respeito das
modificacdes celulares induzidas pela eletroestimulacdo pélvica nos tecidos
epitelial, conjuntivo, muscular e nervoso. Além disso, observou-se que ndo ha um
consenso sobre a eletroestimulagdo neuromuscular promover aumento na forca
dos musculos da pelve e perineo. Exposto o problema da escassez de estudos
publicados nas bases de dados, em relacdo aos temas anteriormente informados,
decidimos responder as perguntas levantadas durante a revisdo da literatura.
Ocorre que ao checar se havia algum fabricante no Brasil ou fora do pais que
vendesse algum modelo de eletroestimulador e manbmetro adaptados as
dimensdes do canal vaginal e anal de ratas Wistar de 12 meses, nos deparamos
com a inexisténcia desse tipo de equipamento para ser comercializado no
mercado. A0 encontrarmos uma empresa norte americana que nao tinha os
produtos, mas poderia estudar a possibilidade de customizar os aparelhos a nossa
necessidade, vimos que ficaria muito dispendioso todo o projeto, além de correr 0
risco do eletroestimulador n&o atender as especificidades requeridas para o
projeto, que eram: 1) Possuir sondas vaginal e anal adaptadas a ratas Wistar com
12 meses de idade; 2) Sonda de eletroestimulacdo com pelo menos dois eletrodos

intercalados ao longo do seu eixo, para garantir variagdo na polaridade da
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corrente, ora negativa em um dos polos, ora positiva no outro, de maneira
alternada; 3) Aparelho gerador de corrente elétrica microprocessada, semelhante
aos que séao utilizados nos humanos, com a possibilidade de ajustar a largura de
pulso, a frequéncia, a intensidade e o tempo de corrente elétrica, bem como o
tempo de passagem de corrente, inclusive com tempo de subida e descida da
corrente.

A partir das dificuldades acima relatadas tomou-se a decisdo de
empreender com o projeto de adaptacdo de uma sonda de eletroestimulacdo a um
aparelho bem conhecido e amplamente utilizado no ambiente clinico do Brasil, com
o intuito de reproduzir nos animais as mesmas condicdes que as/os pacientes
submetidas(os) a eletroterapia recebem, e também diminuir muito com os custos
de elaboragcdo de um eletroestimulador e sonda. Conforme exposto nos
resultados, logramos total éxito nesta etapa, uma vez que os testes de comparacéao
de amplitude efetiva de corrente entre as sondas do Dualpex® 961 e da sonda
elaborada para a nossa pesquisa ndao mostraram diferenca com significancia
estatistica, o que apontou para uma similaridade na transmissao da corrente, e por
consequéncia, nas propriedades eletrofisiolégicas mediadas pela interacdo
maquina-homem.

Cabe destacar que durante todo o processo de eletroestimulacdo dos
animais, nao foi observada nenhuma intercorréncia adversa que inviabilizasse
alguma sessao de eletroterapia, tanto com a sonda como com 0s animais. As
sondas de maneira geral ndo precisaram ser substituidas durante as sessdes de
eletroestimulacéo. A cada sessao eram realizados testes de passagem de corrente
nos animais. Era investigado se ocorria uma contracédo efetiva dos musculos da
pelve e perineo nas ratas, por meio da movimentacdo da cauda do animal e da
aducao dos membros inferiores. Os eventos acima descritos serviam de parametro
para demonstrar a efetividade da sonda em transmitir a corrente para os animais, e
com isso garantir os efeitos histofuncionais esperados.

Quanto a seguranca elétrica do Dualpex 961 e conforme o manual do
aparelho, ele é classificado como classe Ill pelo INMETRO pelo fato de ndo possuir

partes aplicadas e ser duplamente isolado, ndo oferecendo assim, risco de choque



55

elétrico ao animal. Ressalta-se que para melhorar, ainda mais, a seguranca elétrica
foi utilizado a alimentag&o do sistema por meio de pilhas alcalinas, para diminuir o
risco de choque elétrico nos animais.

A semelhanca do que foi reportado anteriormente, quanto as dificuldades
encontradas na tarefa de obter um aparelho e sonda de eletroestimulagéo
adaptado as dimensbes do canal anal de ratas Wistar, 0 mesmo problema foi
encontrado em relacdo a manometria anal. Dessa maneira, buscou-se por meio de
revisdo da literatura identificar valores da pressédo intra-anal registrado com
manodmetros anais em ratos. Em posse de alguns trabalhos publicados (Wyndaele
& Poortmans 2006; Zutshi et al. 2009), procedeu-se a fase de elaboracdo do
mandmetro e da sonda intra-anal, ora seguindo recomendacdes sugeridas nos
trabalhos usados como referéncia, ora criando novos elementos para se
adequarem as caracteristicas exigidas para a pesquisa. Apo6s a elaboracdo e
montagem do mandmetro, realizou-se os testes para calibracdo e seguranca do
aparelno. Em seguida, executou-se testes nos animais, que revelaram a
normalidade das conexdes do aparelho e da sonda, dentro e fora da cavidade anal
dos animais.

De modo geral os animais ndo demonstraram, quaisquer mudangcas nos
comportamentos alimentares, sociais e biolégicos apds investigacdo via
monometria intra-anal. Deste modo, o mandmetro elaborado para esta pesquisa,
atendeu as necessidades esperadas e permitiu que avalidssemos os dados
funcionais de forca dos musculos da pelve e perineo, conforme serd mostrado no

decorrer da discussao.

5.2. CONSIDERACOES SOBRE AS ADAPTACOES DA SONDA DO
ELETROESTIMULADOR E SOBRE A APLICAQAO DA ELETROTERAPIA

De acordo com o que foi relatado na metodologia, optamos por adotar a
contencdo manual dos animais durante as sessoes de eletroestimulagéo e registro
de forca dos musculos da pelve e perineo, com o intuito de ndo submeter o animal
a toxidade com o uso de sedativos de maneira crbnica, ja que durante cinco dias

por semana, pelo periodo de trés semanas consecutivas, submeteriamos os
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animais ao processo de sedacdo. Essa decisdo foi devidamente aprovada pelo
Comité de Experimentacéo e Uso de Animais do Centro Universitario de Brasilia, o
qual designou um médico veterindrio para supervisionar as sessfes de
eletroestimulacéo e os registros manomeétricos de forca, bem como o processo de
eutanasia ao final do estudo. Ressalta-se que o0s estudos até o momento
publicados na literatura (Wyndaele & Poortmans 2006; Zutshi et al. 2009; Camargo
et al. 2013), ndo adotaram essa metodologia que criamos para esta pesquisa. Os
outros autores optaram por sedar o0s animais durante as sessbfes de
eletroestimulacdo/manometria. Pelo que notamos, os animais adaptaram-se bem
ao longo do experimento, pois ndo manifestaram episédios de ericdo de pélos,
producdo de ruidos tipicos de desconforto, enrijecimento do corpo, tentativas de
mordedura a sonda e aos pesquisadores, modificagdo no comportamento
alimentar, social e das necessidades fisiol6gicas no curso do estudo.

Diante dos fatos narrados acima, percebe-se que nosso estudo contribuiu
para adaptar uma sonda de eletroestimulacdo intra-anal e intravaginal as
dimensdes de ratas Wistar de 12 meses, 0 que tornou possivel testar o efeito, nos
tecidos de pelve e perineo, do eletroestimulador mais utilizado no ambiente clinico
Brasileiro, e com isso enxergar possiveis translacées dos achados ocorridos nos
animais para os seres humanos. Além disso, permitiu também a confec¢do de um
mandmetro adaptado as dimensdes de ratas Wistar de 12 meses.

Conforme ser4d demonstrado no decorrer da discussdo, existem
semelhancas histofuncionais nos tecidos de pelve e perineo de ratas com os seres
humanos (Alperin et al. 2014). Dessa forma, ao investigarmos o efeito da
eletroestimulacdo nos tecidos pélvicos e ao monitorarmos, concomitantemente, a
atividade muscular pressoérica intra-anal com o animal consciente, possibilitamos
avancos no conhecimento acerca dos ajustes nos parametros utilizados na
eletroestimulacdo dessa regido e, com isso, aprimorar as condutas
eletroterapéuticas para as diferentes necessidades clinicas, seja para a
manutencdo e aumento do condicionamento dos musculos do assoalho pélvico,

seja para tratamento das incontinéncias e prolapsos de 6rgaos.
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Ficou também demonstrado, que nosso experimento inovou no ambito da
manipulagéo do animal durante procedimento de eletroestimulagdo e manometria,
ja que até o nosso experimento, 0os pesquisadores sO conheciam relatos de
experimento com o uso de eletroestimulador e manometria intracavitaria, sedando
o animal, sessdo apoOs sessao. Procedimento este que foi substituido pela
contencdo manual, 0 que permitiu acompanhar as reacdes fisioldégicas e

comportamentais do animal durante a eletroestimulacdo e a manometria.

5.3. CONSIDERAQ()ES SOBRE MANOMETRIA E A FORCA DOS MUSCULOS
DO ASSOALHO PELVICO

A quantidade maxima de forca que um musculo ou grupo muscular pode
provocar em um determinado padrdo de movimento e em uma determinada
velocidade € denominada como forgca muscular (Nolasco et al. 2008). O grau de
forca muscular dos MAPs pode ser mensurado pela perineometria, que consiste
em um dispositivo sensivel a pressao, que permite a observacdo do registro de
forca de pressdo dos musculos estriados da pelve e perineo (Barbosa et al. 2005;
Pinheiro et al. 2012).

Sabe-se que os acontecimentos durante a vida da mulher, como a
gravidez, o parto, o sobrepeso, a menopausa e o envelhecimento acabam afetando
a forca dos MAPs e de outras estruturas que dao apoio aos 6rgaos pélvicos, como
a fascia endopélvica (Franceschet et al. 2009). Mgrkved et al. (2004),
demonstraram que existe diferenca na espessura e na forca de pressdo muscular
dos MAPs em mulheres nuliparas continentes e com incontinéncia, o que reforca a
tese de que a diminuicdo da forca dos MAPs configura em fator de risco para as
disfuncdes do assoalho pélvico.

A Fisioterapia Pélvica objetiva prevenir e tratar alteracdes funcionais da
pelve e perineo. Para esse fim, utiliza-se de recursos terapéuticos como a
cinesioterapia, eletroterapia, mecanoterapia, fototerapia e massoterapia (Souza et
al. 2009; Knorst et al. 2012).

A eletroestimulacdo é um dos recursos indicados para promover

restauracdo das fungbes contrateis de musculos que estejam em estado de
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hipotonia e diminuicédo de for¢ca, como no caso de incontinéncia urinaria de esforco,
flatos vaginais e incontinéncia fecal. Geralmente, o fisioterapeuta ao eleger a
eletroestimulacdo neuromuscular, tem como intuito otimizar as contragdes dos
MAPs e do EAE ou aumentar a forca dos referidos muasculos. Embora os
fisioterapeutas clinicos saibam dessas possibilidades que a eletroestimulacao
propicia, ndo é incomum ouvir de muitos deles a seguinte expressdo - "néo
acredito que a eletroestimulacdo induza hipertrofia e ganho de forca muscular".
Dessa forma, ignoram achados reportados na literatura que atestam sobre a
hipertrofia e aumento de forca dos MAPs (Wyndaele & Poortmans 2006).

No tocante a manometria dos musculos da pelve e perineo, antes e apos a
eletroestimulacdo, nossos resultados apontaram que o uso da corrente elétrica
induziu expressivo aumento, de 4,7 vezes, na forca de presséao intra-anal. Pelo que
corrobora com os achados de Franco et al. (2011), Watson (2000) e Knorst et al.
(2012), que observaram aumento da forca muscular e percepcao da qualidade de
vida, bem como reducdo das queixas relacionadas a perda de urinéaria, fezes e
gases, dor pélvica e prolapso de 6rgaos pélvico de grau leve, apds reabilitacdo por
exercicios, eletroestimulacdo e biofeedback. Esses achados, revelam que ha
relacdo entre aumento da forga de MAPs e melhora de marcadores funcionais do
pavimento pélvico. Nesse sentido, as adaptacdes morfolégicas observadas no
presente estudo, podem culminar em aumento na capacidade de exercer pressao
de fechamento nos Ostios uretral, vaginal e anal, além de favorecer maior
capacidade do assoalho pélvico em resistir forcas de tensdo e compressao pelos
aumentos subitos na cavidade abdominopélvica. Assim sendo, nossos resultados
também ratificam os achado de Wyndaele & Poortmans (2006), que observaram
apos eletroestimulagdo aumento na pressao retal, o que favorece a recomendacao
de exercicios (Hay-Smith et al. 2008; Hay-Smith et al. 2011) para fortalecimento
dos musculos do diafragma pélvico e urogenital, uma vez que o aumento da forca
de contracdo de tais musculos configuram como fator de protecdo para IUE, IA e
POP, e acreditamos também, para as demais disfungcbes musculares do assoalho

pélvico.
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5.4. ASPECTOS TRANSLACIONAIS DO EFEITO DA ELETROESTIMULACAO
SOBRE A FORGCA DOS MUSCULOS DO ASSOALHO PELVICO

Considerando que trés a cada dez mulheres, entre 40 a 79 anos, com uma
a trés paridade, irdo apresentar algumas disfuncfes pélvica (Nygaard et al. 2008),
faz-se necessario pensar em formas de minimizar as sobrecargas que o pavimento
pélvico fisiologicamente serd submetido durante a vida. Nesse sentido,
terapéuticas conservadoras como exercicios do assoalho pélvico e a
eletroestimulacdo que possuem como objetivo o fortalecimento dos musculos da
regido da pelve e perineo, sdo Otimas ferramentas para o enfrentamento das
disfuncbes dos MAPs e esfincteres anal e uretral (Castro et al. 2008; Rett et al.
2007). Dessa maneira, a promoc¢do de programas de fortalecimento dos musculos
da pelve e perineo devem ser incentivadas como politicas publicas para a
prevencao das disfuncdes do pavimento pélvico.

Conforme ficou demonstrado no nosso estudo, a eletroestimulagéo
aumentou a forca de pressao muscular da pelve perineo em quatro vezes em
relacdo a pressdo basal. Isto posto, percebe-se que esse recurso terapéutico
contribui para o objetivo de fortalecimento dos musculos dessa regido, o que
favorece o papel dos MAPs em estabilizar os érgaos pélvicos, evitando o aumento
da tenséo sobre os ligamentos cardinais uterinos. Dessa maneira, observa-se que
se os MAPs forem mais condicionados e mais fortes, eles cumprirdo melhor com a
tarefa de resistir aos aumentos subitos da presséo intra-abdominal, o que tera
como resultante uma contra forca a rotacdo da parede da vagina no sentido
posterior, 0 que contribui para evitar os POPs, e diminuicdo da tensdo na fascia
endopélvica (Chen et al. 2006, Ashton-Miller & DelLancey 2009). Desse modo, é
notavel que o aumento da forca dos MAPs traz consigo beneficios, que ao nosso
ver, sao poucos discutidos na literatura. Assim, constata¢cdes como as encontradas
no presente estudo, reforcam a tese de que a manutencdo e o aumento da forca

dos MAPs, sdo um fator de protecao para as disfun¢des dos 6rgaos pélvicos.

5.5. CONSIDERACOES SOBRE O EFEITO DA ELETROESTIMULACAO NOS
TECIDOS DA PELVE E PERINEO
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Os tecidos corporais séo, fisiologicamente, expostos a quatro tipos de
forcas, a de compressao, tensao, cisalhamento e torcdo. A combinagdo dessas
forcas compde a chamada propriedade viscoelastica dos tecidos (Nordin & Frankel
2003). Tal propriedade, permite aos tecidos biolégicos armazenarem e liberarem
energia mecanica, sem que haja ruptura da continuidade tecidual e, por
consequéncia, da sua estabilidade (Mchugh et al.1992; Durigon 1995; Rosario et
al. 2004). Os fatores tempo e carga Sao 0s principais responsaveis pelas
modificacdes nos tecidos. Quando essas adaptacdes sdo benéficas, recebem o
nome de efeito plastico, quando deletéria, recebem o nome de deformacao/falha
tecidual, sendo essa Ultima a responsavel pelos processos de ruptura no tecido,
bem como sua instabilidade (Mchugh et al.1992; Durigon 1995; Rosério et al.
2004).

Conforme abordado acima, aos tecidos biolégicos sdo impostas cargas a
todo instante, variando de acordo com a atividade exercida no momento. Em sendo
assim, no que tange as estruturas do assoalho pélvico, sabe-se que diversas
forcas incidem sobre essa regido. Processos fisiolégicos como a respiragao, tosse,
evacuacao (manobra de valsalva), riso, levantamento e mobilizagcdo de cargas,
mudancas de posturas (deitado, sentado, em pé) e suas variacdes, exercem forca
sobre o pavimento pélvico, impondo-o a tensdes e compressdes (Morgan et al.
2005). Para além disso, existem as modificagcbes decorrentes do processo de
envelhecimento, gestacdes, mecanismos de parto, cirurgias abdominopélvicas,
entre outras que podem contribuir para alteragbes no equilibrio de estabilizacdo
dos tecidos pélvicos (DeLancey et al. 2007). Tanto que a literatura aponta a idade,
obesidade, paridade, tipos e parto, peso do recém-nascido, menopausa, cirurgias
ginecologicas, constipagdo intestinal, fatores hereditarios, tabagismo e
sedentarismo como os principais fatores de risco para disfungcfes da continéncia e
sustencdo dos orgaos pélvicos (Torrisi et al. 2012). Existem evidéncias que tais
eventos sejam capazes de modificar o parénquima e o estroma das estruturas da
pelve e perineo (Seratii et al. 2008). Dentre esses fatores, destacam-se o niumero e

tipos de partos, bem como o peso do recém-nascido (Seratii et al. 2008).
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Posto todos os fatos narrados acima e considerando as principais variaveis
apresentadas como fatores de risco para disfuncdo pélvica, nossa pesquisa
observou que a eletroestimulacdo induz ganhos estruturais nos tecidos que

compdem a uretra, vagina, reto, anus e MAPSs.

A. EFEITO DA ELETROESTIMULA(;AO NOS MUSCULOS DO ASSOALHO
PELVICO

Apbs trinta sessbes de eletroestimulacdo por via intravaginal e intra-anal,
foi possivel observar hipertrofia das fibras musculares dos MAPs. Ambas as vias
foram capazes de induzir aumento dos mionucleos e do diametro médio do
musculo, bem como reducéo do numero de fibras musculares dos MAP's contadas
por campo microscépico. Nao foram observados sinais de altera¢cdes musculares,
como hemorragia, degeneracdo e necrose nos MAP's, o que demonstra que a EE,
dentro dos parametros utilizados no estudo, ndo promove danos ao tecido
muscular do assoalho pélvico.

Apesar de os mecanismos celulares para hipertrofia muscular ainda
permanecerem sem uma elucidacdo completa, entende-se que a eletroestimulagao
induza o aumento da area de secc¢édo transversa muscular, em funcéo da resposta
de processos adaptativos celulares como aumento da sintese proteica, aumento do
namero e tamanho das miofibrilas, assim como a adicdo de sarcdmeros no interior
da fibra muscular (Petrella et al. 2008). Para que tais eventos ocorram, faz-se
necessario que as vias reguladoras da sintese proteica sejam ativadas. Estudos
(Hitachi & Tsuchida 2014) indicam que a principal via responsavel pela hipertrofia
muscular, estriada esquelética e lisa, seja a IGF-1 (insulin-like growth factor-1).
Mackey et al. (2011) verificaram que a eletroestimulagdo (60Hz, 300ms, 27mA a
54mA) foi capaz de induzir o aumento dos fatores de crescimento tecidual (TGF-B
e IGF-1), aumento das células satélites, aumento dos macréfagos, aumento da
regeneracdo das miofibrilas. Ja foi demonstrado também na literatura, que a
sobrecarga mecanica e fatores locais de crescimento tecidual induzem o aumento
da atividade de células satélites e que essas sdo responsaveis pela adicdo de

mionucleos nas fibras musculares, o que resulta, consequente aumento da sintese
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proteica e volume muscular (Chaillou 2013). Os achados reportados anteriormente
ajudam a compreender o porqué do aumento de mionucleos, bem como a
hipertrofia muscular nos animais eletroestimulados do nosso estudo e também nos
resultados obtidos por Wyndaele & Poortmans (2006), que de modo semelhante ao
nosso trabalho, observaram hipertrofia muscular e aumento da forca dos MAP's
apos eletroestimulacdo. E ainda, ajuda explicar o motivo pelo qual houve menor
namero de células nos animais eletroestimulados em relacdo aos controles, ja que
as fibras musculares hipertrofiadas possuem maior area de seccao transversa e
volume, ocupando desta maneira uma maior area por campo microscopico. Dessa
forma, os nossos resultados corroboram com os achados de Wyndaele &
Poortmans (2006), para refutar a tese de que a eletroestimulacdo neuromuscular
nao induz hipertrofia muscular e consequente aumento da forca nos MAP's
(Pernambuco et al. 2013).

Quanto ao aumento na largura da fascia endopélvica, parietal e visceral,
nossos resultados apontam para o papel da eletroestimulagcdo nos processos que
levam a proliferacdo de coldgeno na matriz extracelular. Semelhantemente,
Mackey et al. (2011) observaram que a eletroestimulacdo foi capaz de induzir
aumento do colageno tipo |, I, 1V, XIl, bem como laminina B1, B2, a5. Sabe-se
gue na presenca de dano tecidual uma corrente elétrica endégena (~200-800
mV/mm) induz processos mitéticos e mecanismos de sinalizagdo celular, orientam
e estimulam a migracdo de células na direcdo da lesdo, um fendmeno conhecido
como eletrotaxia, devido ativagdo polarizada do ERK1/2 (Extracellular-Signaling
Regulated Kinase 1/2) (Zhao et al. 2010), também, por atuar na distribuicdo de
integrinas nas membranas celulares dos fibroblastos, promove a adesao dessas as
proteinas da matriz extracelular (Brown & Loew 1994). Ademais, tem sido
demonstrado que a EE possui efeito regulador na expressdo da MMP
(metaloproteinase). Entende-se que esse gene possua papel importante na
manutencdo do colageno e por consequéncia na matriz extracelular (Campeau et
al. 2011; Liapis et al. 2001; Eastwood et al. 1998; Ulmsten et al. 1987). Logo,
considerando que a eletroestimulacdo exdgena pode mimetizar os efeitos da

eletrotaxia enddgena, conforme afirmado por Zhao et al. (2010), é possivel que a
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aplicacado de uma corrente bifasica simétrica com intensidade de 2 a 4 mA durante
trinta dias tenha proporcionado os mecanismos de sinalizagdo celular reportados,
refletindo assim no ganho estrutural observado na fascia endopélvica.

Quanto a comparacado das vias de eletroestimulacéo, notou-se que ambas
possuem capacidade para causar hipertrofia muscular, aumento de mionucleos
nos MAP's e aumento na largura da fascia endopélvica. Cabe destacar que a via
intravaginal promoveu hipertrofia da fibra muscular de maneira superior a via intra-
anal, enquanto que a Ultima induziu aumento dos mionucleos em maior nUmero em
relacdo a primeira. Na literatura, existe uma predilecdo por parte dos
fisioterapeutas, da indicacdo e prescricdo da via intravaginal para aumentar a forca
e conscientizacdo dos MAP's em pacientes com incontinéncia urinéria (Knorst et al.
2012), ao passo que a via intra-anal € comumente recomendada para o tratamento
da incontinéncia anal para ambos os sexos (Vonthein et al. 2013). No entanto,
nossos resultados indicam que independente da via utilizada, a eletroestimulacao
promovera hipertrofia do parénquima muscular do assoalho pélvico, bem como da
fascia endopélvica.

No que se refere aos aspectos translacionais de aplicacdo clinica do
presente estudo, pode-se entender a razdo pela qual a maioria dos pacientes
submetidos ao tratamento com eletroestimulacdo neuromuscular passam obter em
sua morfologia e funcionalidade. A corrente elétrica € capaz de induzir hipertrofia
muscular e o aumento na largura da fascia endopélvica, o que favorece o aumento
de forca, aumento da resisténcia muscular, que implicard maior capacidade de
sustentacdo dos orgaos pelvicos (Petrella et al. 2008; Ashton-Miller & DelLancey
2009; Wyndaele & Poortmans 2006; Knorst et al. 2012). Além disso, os musculos
poderdo responder mais rapidamente aos aumentos subitos da pressao abdominal,
como quando por exemplo tossimos, rimos, mobilizamos e transportamos algum
objeto pesado. Todos esses fendbmenos podem ser explicados pelas adaptacdes
morfolégicas, conforme reportadas acima, além de adaptagbes neuromusculares,
como aumento da despolarizacdo das terminagdes nervosas situadas nos 6rgaos
pélvicos e seu maior espelhamento na somatotopia dos segmentos medulares

espinhais, S2 a S4, e corticais nos giros motor e sensitivo primarios e secundarios
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(Krhut et al. 2014). Ademais, as repercussfes da eletroestimulacdo também
afetam o tecido conjuntivo. Quando consideramos que é atribuida a fascia
endopélvica, papel fundamental na sustentacdo dos 6rgdos pélvicos e que a
referida estrutura foi afetada de forma positiva pela eletroestimulacéo, faz-nos
compreender o porqué de algumas pacientes com prolapso de érgaos pélvicos
grau 1 evoluirem, satisfatoriamente, de um quadro de perda urinaria e fecal para
um estado de normalizacdo dos mecanismos relacionados as continéncias urinaria
e anal (Dannecker et al. 2005; Knorst et al. 2012). Além disso, reforca a indicacédo
da fisioterapia como tratamento de primeira linha nas disfuncbes do assoalho
pélvico (Hay-Smith et al. 2009). Destacamos que até onde investigamos, 0s
achados referentes ao aumento da largura da fascia endopélvica induzida pela

eletroestimulacao é inédita na literatura.

B. EFEITO DA ELETROESTIMULACAO NA URETRA

Nossos achados mostraram que a aplicagdo de trinta sessbes de
eletroestimulacdo por via intravaginal e intra-anal aumentaram as larguras das
camadas associadas a uretra (mucosa, submucosa e muscular). Ambas as vias
foram capazes de induzir a hipertrofia do EUE e aumento do numero de células
musculares lisa da tanica muscular da uretra. Notou-se que a via intravaginal
induziu maior aumento na largura da tinica mucosa em relacéo a via intra-anal. A
explicacdo para tal fenbmeno decorre do fato da uretra esté intimamente aderida a
parede anterior da vagina e, portanto, muito proxima da irradiacdo da corrente, que
teve efeitos troficos, para a tunica mucosa.

O incremento estrutural dos tecidos associados a uretra como efeito da
eletroestimulacdo remete ndo apenas a hiperplasia do musculo liso ou hipertrofia
do musculo esquelético, mas também nos tecidos epitelial e conjuntivo que se
apresentaram maiores; esses achados sdo corroborados nos estudos de
Hechavarria et al. (2010), em que, a eletroestimulacdo causou re-epitelizagéo,
aumento na biossintese de colageno e matriz extracelular, bem como aumento de

tecido muscular na bexiga de murinos.
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Quanto ao aumento na largura das camadas teciduais uretral e hipertrofia
do EUE, nossos resultados apontam para o papel da eletroestimulacdo nos
processos que induzem a proliferacdo e migracdo de células relacionadas aos
diferentes tecidos. Entende-se que todas as células, ndo apenas os neurénios e 0s
musculos, sejam capazes de gerar e receber sinais bioelétricos (Levin 2007).
Esses, sdo compostos pelos fluxos de ions, que trafegam pelo meio intra e
extraceular (Levin 2009). A mobilizacdo desses ions formam um campo elétrico,
que por sua vez influencia a atividade dos canais de voltagem transportadores de
moléculas de sinalizacao celular e, com isso, possibilita a comunicacao entre a
célula e o meio extracelular, bem como célula-célula, seja proxima, por meio das
juncbes gap, ou distante, via mudanca no pH do liquido extracelular ou
expressando fatores de crescimento tecidual, tais como fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-f),
fator de crescimento vascular (EGF), fator de crescimento do tecido conectivo
(CTGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento epidermal
(EPGF) e o fator de crescimento insulinico (IGF) (Macdonald et al. 2007; Eming et
al. 2008; Levin 2009). Considerando a aplicacdo de corrente bifasica simétrica nos
tecidos da pelve e perineo durante vinte e um dias tenha possibilitado os
mecanismos de sinalizacdo celular reportados, acreditamos que a
eletroestimulacéo induziu a producao de fatores de crescimento tecidual, o que
resultou em ganho estrutural observado nos tecidos associados ao EUE e a uretra.

No que se refere ao ganho muscular pela hiperplasia, conforme
demonstrado pelo aumento na largura e niumero de células da tanica muscular lisa
da uretra em resposta ao uso da eletroestimulacdo e, considerando que a via
PW1/Pax7 (Mitchell et al. 2010), constitutivamente expressa pelas células
progenitoras intersticiais, como CD34%/45  (Tamaki et al. 2002a; Royer et al. 2002;
Tamaki et al. 2010), que possui a capacidade de miogénese de células musculares
lisa e esquelética (Tamaki et al. 2002b), aliada a expressdo de fatores de
crescimento mediados pelo estresse tecidual (Relaix et al. 1998; Hill et al. 2003),
que a corrente elétrica causa; tais como aumento da temperatura, aumento da

mobilizacdo de ions, além do aumento da permeabilidade capilar (Guirro 2009;
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Kitchen & Young 2003), é possivel que a eletroestimulacéo tenha deflagrado os
mecanismos de remodelacdo do parénquima uretral, o0 que ocasionou 0 aumento
no total de células musculares lisas apontadas nos resultados e também a exemplo
de Camargo et al. (2013), que observaram importante aumento da tunica muscular
da uretra ap6s doze sessoes de EE.

Quanto ao ganho muscular pelo aumento na largura/hipertrofia das fibras
esqueléticas/EUE, sabe-se que a eletroestimulacao induz a atividade proliferativa
de mioblastos (Putman et al. 2001), vista por marcacao de BrdU/Pax7, e pela
reducdo da atividade apoptotica das células satélites, por diminuicdo da dUTP,
ADP-ribose e caspase-3 (Zhang et al. 2010; Guo et al. 2012). Além disso, ha
aumento na expressao da proteina Bcl-2, que possui acdo anti-apoptotica (Guo et
al. 2012), o que em conjunto, favorece a proliferagdo das células satélites, bem
como a capacidade dos mioblastos, juntamente, com 0s mionucleos de
sintetizarem as proteinas contrateis segundo a demanda funcional da célula,
resultando em ganho de massa celular, a exemplo dos nossos resultados e dos
achados de Wyndaele & Poortmans (2006).

Como dito, a despeito das diferentes abordagens terapéuticas aplicadas a
incontinéncia urinéria, especialmente a de esfor¢co que perfaz 80% das queixas de
IU, considera-se a necessidade de aprimorar os métodos nao invasivos como a
eletroestimulacdo, uma vez que eles podem trazer uma resposta funcional
satisfatéria com menor risco aos pacientes (Vonthein et al. 2013; Bernstein et al.
2014), ao contrario das técnicas de alto custo e com consideravel percentual de
repeticdo de cirurgia, como a implantagéo de fios (sling) (Solana et al. 2007).

Considerando que a acao integrada dos tecidos associados a uretra é
fundamental na continéncia voluntaria, que a paridade (Nelson 2004) e o
envelhecimento (Akhtar & Padda 2005) causam alteracdes estruturais que podem
levar a incontinéncia urinaria e a perda na qualidade de vida dos individuos
(Abrams et al. 2009), esse estudo demonstrou, em modelo murino fisiologicamente
semelhante aos humanos (Alperin et al. 2014), como a eletroestimulacédo afeta
estruturalmente os diferentes tecidos associados a uretra de ratas nuliparas. Em

conjunto, nossos resultados mostraram que esse método aumentou
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estruturalmente todos os tecidos associados a uretra, 0s mecanismos intrinsecos e
extrinsecos para a continéncia foram afetados pela eletroestimulacdo, o que
potencialmente resultara em maior pressao de fechamento uretral, especialmente
pelo ganho do tecido muscular liso e estriado esquelético, reforcando a
aplicabilidade desse método no tratamento da incontinéncia urinaria de esforgo.
Ressalta-se ndo foram encontrados na literatura, os dados referentes a hipertrofia

do EUE apods 30 sessdes de eletroestimulacao, € inédito na literatura.

C. EFEITO DA ELETROESTIMULACAO NA VAGINA

Apos trinta sessdes de eletroestimulacdo por via intravaginal e intra-anal,
foi possivel observar aumento na largura da tlnica conjuntiva e muscular. A via
intra-anal induziu aumento da tdnica mucosa, enquanto a intravaginal a reduziu.
Notou-se também que ambas as vias foram capazes de promover a hiperplasia da
tinica muscular. A via intravaginal mostrou-se superior a intra-anal para induzir
aumento da tunica conjuntiva.

Quanto a reducdo da mucosa nos animais eletroestimulados pela via
intravaginal, nossos resultados mostram que a introducéo da sonda contribuiu para
mudanca na largura da mucosa, que é influenciada por fatores endégenos (idade,
estado hormonal e emocional, sangramentos) e exdgenos (uso de medicamentos,
hébitos de higiene, vestuério, atividade sexual e corpos estranhos) (Giraldo et al.
2005; Guaschino et al. 2008; Petricevic et al. 2008). Neste caso, acreditamos que a
inser¢cdo da sonda, bem como sua manipulacdo e ajustes durante as sessoes,
acrescida da eletroestimulacdo, que promove adaptacdes biofisicas e bioquimicas
no tecido, aliadas ao fato de os animais do grupo eletroestimulados serem
constituidos por nuliparas, ou seja, animais que ndo copularam e por consequéncia
nao pariram, sejam os motivos pelos quais induziram a reducdo da mucosa.

Em relacio ao aumento na largura da mucosa da vagina, via
eletroestimulacéo intra-anal, nossos resultados apontam para o papel da corrente
elétrica nos processos que levam a proliferacdo do epitélio de revestimento desse
orgao. Do mesmo modo, Huang et al. (2009) observaram que a eletroestimulacéo

foi capaz de induzir aumento do fator de crescimento epidérmico e queratindcitos.
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Entende-se que uma corrente elétrica de aproximadamente 200mV seja capaz de
induzir processos mitdticos e mecanismos de sinaliza¢do celular, como a ativagédo
polarizada do ERK1/2 (Extracellular-Signaling Regulated Kinase 1/2) (Zhao et al.
2010). Ademais, Jennings et al. (2010) relataram que ao aplicarem uma corrente
de 300 mV/mm na pele, os queratindcitos expressaram em grande quantidade a
quimiocina (CCL20), que por sua vez induz a ativagao da fosfolipase C 3 (PLC B),
conduzindo a formacédo de inositol trifosfato (IP3 ) e diacilglicerol (DAG), que
estimulam, respectivamente, a liberacdo de calcio do reticulo endoplasméatico e
ativacdo da proteina quinase C (PKC). A PKC conduz, por seu turno, a uma
cascata de eventos tanto intracitoplasmaticos como dentro do nucleo (Guerreiro et
al. 2011; Mellado et al. 2001; Soldevila & Garcia-Zereda 2007; Thelen 2001; Jin et
al. 2008). Em posse dessas informacgdes, nota-se que a eletroestimulacdo ativa
moléculas efetoras envolvidas no rearranjo do citosqueleto, implicadas na adesédo
e migracdo celular (Mellado et al. 2001; Soldevila & Garcia-Zereda 2007), o que
explica o aumento na largura da mucosa vaginal pela via intra-anal.

No tocante ao aumento na largura do tecido conjuntivo da vagina,
eletroestimuladas por ambas as vias, nossos resultados indicam que a corrente
elétrica promove proliferacdo dos fibroblastos, que por sua vez sintetizam os
componentes da matriz extracelular, colageno, elastina, fibronectina,
glicosaminoglicanas e proteoglicanas. Os achados de Wang et al. (2016)
corroboram com 0S nossos resultados, uma vez que observaram que a
eletroestimulacdo induz a proliferacdo de fibroblastos, via ativagdo do TGFB1-ERK-
NF-kB, o que favorece a remodelacao tecidual. Sabe-se que a eletroestimulacéo
modifica campo elétrico tecidual (Koopes et al. 2014), na area irradiada e nas
adjacéncias, o que influencia a abertura dos canais de Ca®" mediados por
voltagem, durante a passagem da corrente (Levin 2009). Esse influxo de Ca**
influencia a motilidade e contratilidade celular, modulagcéo da atividade enzimatica,
secrecdo autocrina e paracrina, além da migracdo, proliferacdo e diferenciacdo
celular (Levin 2009). Considerando que a corrente elétrica aumenta a tensdo na
matriz extracelular (Finkelstein et al. 2004) e que ha ligacdo entre as fibras da

matriz com a actina no ambiente intracelular dos fibroblastos, via integrinas av33,
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fibronectina A5B1, talina, vinculina, a-actinina, paxilina (Tsai et al. 2013; Arnaout et
al. 2007; Nayal et al. 2004) e que os fibroblastos sdo mecanosensiveis as forcas de
tensdo e compressédo tecidual (Geiger & Bershadsky 2001), acreditamos que a
eletroestimulacdo induziu a proliferacdo de fibroblastos, o que resultou em
aumento na largura do tecido conjuntivo da vagina.

Quanto ao ganho de massa na musculatura lisa da vagina apdés trinta
sessOes de eletroestimulagcédo, nossos resultados mostraram que a frequéncia de
50Hz foi capaz de induzir aumento na largura das paredes da vagina, fato este
ainda ndo descrito na literatura. Giraldi et al. (2002), observaram que o musculo
liso da parede da vagina possui comportamento de frequéncia-dependéncia, em
que o aumento da frequéncia induz maior for¢ca de contracdo e ainda, observaram
que o o6xido-nitrico (NO) exerce papel modulador no musculo liso da vagina e
uretra, ora potencializando a contratilidade, ora inibindo. Além disso, notaram que a
parede muscular possui receptores para sinaptofisina (Syn), 6xido nitrico sintetase
(NOS), neuropeptideo Y (NPY), tirosina hidroxilase (TH) e transportador vesicular
de acetilcolina (VAChT), o que pode significar que as células do musculo liso
vaginal sdo reguladas, por mediadores adrenérgico, colinérgico e ndo adrenérgico
nao colinérgico (NANC). Considerando esses achados e os de Sebe et al. (2005) e
Thor & Groat (2010), percebe-se que a tunica muscular lisa das paredes da vagina
pode se beneficiar com a eletroestimulacédo neuromuscular, da mesma forma que o
musculo EUE, uma vez que ambos 0s musculos possuem origem embriolégica
comum e receptores neurais semelhantes (Keast 2006). Cabe destacar ainda, que
a eletroestimulagdo intravaginal promoveu maior ganho de massa muscular e
tecido conjutivo que a via intra-anal. Uma explicacdo provavel para isso, vem do
fato da proximidade do eletrodo, fonte irradiadora do estimulo, com a tlnica
muscular, que possui alta afinidade com a corrente elétrica, conforme ja foi narrado
anteriormente. Assim, a eletroestimulacdo intravaginal aumentou as forcas de
tensdo no masculo liso (Goffin et al. 2006) e no tecido conjuntivo da parede da
vagina, o que deve ter contribuido para proliferacdo, migracdo, remodelacédo e

diferenciacdo dos fibroblastos para protomiofibroblastos e miofibroblastos
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(Tomasek et al. 2002; Hinz & Gabianni 2003), o que resultou em maior largura da
tunica muscular e conjutiva da vagina.

No que se refere a hiperplasia observada em nosso estudo na tunica
muscular da vagina, por ambas as vias de eletroestimulacdo, indicam que a
corrente elétrica foi capaz de induzir & proliferacdo de células musculares lisas.
Semelhantemente, Rowlands & Cooper-White (2008) observaram que a
eletroestimulacdo promoveu hiperplasia de células musculares lisas via expressao
da a-actina (SMA) e cadeia pesada de miosina de musculo liso (SMMHC) em vaso
sanguineo. Desse modo, acreditamos que a eletroestimulagdo promove a
proliferacdo, adesdo e migracdo de células musculares lisas nas paredes da
vagina (Stern-Straeter et al. 2005), por meio da expressdo MyoD, que é um fator
de transcricao diretamente relacionado com o crescimento muscular (Kawahara et
al. 2006), pela M-caderina, uma proteina de adesdo envolvida na diferenciacédo
terminal de mioblastos (Kawahara et al. 2006), diferenciagcdo dos miofibroblastos,
presentes no tecido conjuntivo adjacente a tlnica muscular, as quais sdo células
mecanossensiveis a tensdo da matriz extracelular, e pela modificacdo na
concentragéo de célcio (Ca") extracelular e intracelular, que influéncia a migracéo
celular (Berridge 1995; Wamhoff et al. 2004; Tsai et al. 2014). Com isso, postula-se
que a hiperplasia da tanica muscular lisa da vagina, tenha como resultante, um
melhor desempenho deste 6rgdo no papel de suporte ativo da vagina e nos
mecanismos de reatividade contratil frente a forcas compressivas e distensivas da
cavidade abdominopélvica (DeLancey 1992; Ashton-Miller & DeLancey 2009)

Ressaltamos que a hiperplasia das células dos tecidos muscular liso,
epitelial e conjuntivo em funcdo da eletroestimulacdo intravaginal e intra-anal,
conforme demonstrado em nosso estudo, sdo inéditos na literatura, até onde
pesquisamos.

Como dito, a despeito das modificacbes estruturais nos tecidos conjuntivo
e muscular na vagina provocadas pela idade, nimero de partos vaginais,
hipoestrogenismo e que tais fatores contribuem para o POP, IU, IA, dor pélvica,

além de queixas relativas a sexualidade, como anorgasmia e dispaureunia,
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considera-se a necessidade de diferentes abordagens terapéuticas aplicadas a
prevencao e tratamento dessas afecgdes (Baber et al. 2001; Milsom et al. 2009).
Considerando que a eletroestimulagdo induziu aumento nos tecidos
associados a vagina, em especial, no tecido conjuntivo e muscular, que possuem
papel de contencdo e estabilizacdo para os 6rgdos pélvicos (bexiga, uretra e reto)
adjacentes a ela, esse estudo demonstrou em modelo animal, o potencial
histofuncional da eletroestimulacdo para a remodelacdo vaginal, utilizando
parametros de corrente para a hipertrofia de musculo esquelético. Dessa forma,
nossos achados apontam para a prescricdo da eletroestimulacdo para além das
fronteiras do ganho de forca muscular dos MAP's e EUE, mas também para
aumentar a forca ténsil dos tecidos da pelve e perineo, e com isso, contribuir como
mais um agente terapéutico a ser considerado no enfrentamento das afeccdes

funcionais destas regioes.

D. EFEITO DA ELETROESTIMULAQAO RETO-ANUS

Nossos achados mostraram que a aplicacdo de trinta sessbes de
eletroestimulacdo por via intravaginal e intra-anal aumentaram as larguras das
camadas associadas ao reto (mucosa, submucosa e muscular) e o nimero de
eosinofilos, macrofagos e linfocitos associados a mucosa e ao epitélio de
revestimento do reto e anus, bem como causou hiperplasia do musculo liso do
esfincter anal interno (EAI) e hipertrofia do muasculo do esfincter anal externo
(EAE).

O ganho estrutural dos tecidos associados ao reto e anus como efeito da
eletroestimulacéo reflete ndo somente a hiperplasia do musculo liso ou hipertrofia
do musculo esquelético, mas também nos tecidos epitelial e conjuntivo que se
apresentaram maiores; esses achados séo corroborados nos estudos de Alvarez et
al. (1983), em que, a eletroestimulagdo causou maior taxa de re-epitelizagéo e
aumento na biossintese de colageno em lesdes cutdneas experimentais em
porcos.

Quanto ao aumento na largura das camadas teciduais e ao maior numero

de leucdcitos na mucosa retal e anal, nossos resultados apontam para o papel da
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eletroestimulacédo nos processos que levam a proliferacdo e migracdo de células
relacionadas aos diferentes tecidos. Sabe-se que na presenca de dano tecidual
uma corrente elétrica enddégena (~100-200 mV/mm) induz processos mitoticos e
mecanismos de sinalizacdo celular, orientam e estimulam a migracéo de células na
direcdo da lesdo, um fendmeno conhecido como eletrotaxia (Robinson 1985),
devido ativacdo polarizada do EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), ERK1/2
(Extracellular-Signaling Regulated Kinase 1/2) e da kinase PI3 (Zhao et al. 2010),
também, por atuar na distribuicdo de integrinas nas membranas celulares dos
fibroblastos, promove a adesao dessas as proteinas da matriz extracelular (Brown
& Loew 1994). Logo, considerando que a eletroestimulacdo exdégena pode
mimetizar os efeitos da eletrotaxia enddgena, conforme afirmado por Zhao et al.
(2010), é possivel que a aplicagdo de uma corrente bifasica simétrica com
intensidade de 2 mA (220mV) durante vinte um dias tenha proporcionado o0s
mecanismos de sinalizacéo celular reportados, refletindo assim no ganho estrutural
observado nos tecidos associados ao reto e anus.

Quanto ao ganho muscular pela hiperplasia muscular em resposta ao uso
da eletroestimulacéo e, considerando que a proteina tirosina quinase Abl (Abelson
tyrosine kinase), constitutivamente expressa nas células musculares lisas, possui
uma variedade de fun¢cdes que incluem a regulacédo da actina, migracdo e adesao
(Cleary et al. 2014), mas também a proliferacédo celular em resposta a ativacao de
fatores de crescimento (Jia et al. 2012; Wang et al. 2013), pela modulacao
dindmica da actina, fosforilacédo e ativacdo de uma cascata de proteinas quinases
como Raf-1, MEK1/2 e ERK1/2 durante a ativagdo miogénica (Widmann et al.
1999), é possivel que a eletroestimulacdo mimetizando os efeitos da eletrotaxia
endoégena tenha favorecido o aumento no total de células musculares lisas
observada nos resultados.

Quanto ao ganho muscular pelo aumento no diametro/hipertrofia das fibras
esqueléticas/EAE, sabe-se que este processo é adaptativo e resulta em um
aumento da area muscular/fibora muscular como resposta ao aumento da sintese
proteica intracelular (Gondin et al. 2011). Embora os mecanismos celulares

envolvidos na hipertrofia muscular ndo estejam totalmente elucidados sabe-se que
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ela esta relacionada diretamente ao numero de miondcleos e a taxa de sintese e
degradacdo das proteinas dos miofilamentos (Gundersen 2011). Em condi¢cbes de
atonia muscular ou no envelhecimento observa-se a perda gradativa dos
mionucleos das fibras esqueléticas, resultando na diminuicdo da sintese protéica
(Siu et al. 2005a; Siu et al. 2005b; Gundersen 2011). No entanto, a reversao desse
processo pode se dar na presenca de estimulo excitatério (Hakkinen et al. 2000;
Silva 2006; Jones et al. 2009) em que as células satélites, associadas a face
interna das fibras musculares, sdo ativadas e passam a compor 0s mionucleos e
recompor ativamente a sintese protéica (Allen et al. 1999; Cornelison et al. 2001),
resultando em ganho de massa celular, a exemplo dos nossos resultados e dos
achados de Wyndaele & Poortmans (2006).

Como dito, a despeito das diferentes abordagens terapéuticas aplicadas a
incontinéncia anal, considera-se a necessidade de aprimorar os métodos néao
invasivos como a eletroestimulacdo, uma vez que eles podem trazer uma resposta
funcional satisfatéria com menor risco aos pacientes (Vonthein et al. 2013;
Bernstein et al. 2014), ao contrario das técnicas de alto custo e complexidade
como a implantacéo de eletrodos sobre o nervo sacral (Solana et al. 2007).

Considerando que a acao integrada dos tecidos associados ao reto e anus
€ fundamental na continéncia voluntaria, que a paridade (Nelson, 2004) e o
envelhecimento (Akhtar & Padda 2005) causam alteracdes estruturais que podem
levar a incontinéncia anal e a perda na qualidade de vida dos individuos (Akhtar &
Padda 2005), esse estudo demonstrou, em modelo murino fisiologicamente
semelhante aos humanos (Alperin et al. 2014), como a eletroestimulacdo afeta
estruturalmente os diferentes tecidos associados ao reto e anus de ratas nuliparas.
Em conjunto, nossos resultados mostraram que esse método aumentou
estruturalmente todos os tecidos associados ao reto e anus e, sobretudo, quanto
ao tecido muscular nossos resultados apontam para o ganho estrutural com
reflexos no ganho funcional, reforcando a aplicabilidade desse método no

tratamento da incontinéncia anal.
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6. CONCLUSAO
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Os resultados das comparacfes entre o grupo controle ndo estimulado e os

grupos tratados com a eletroestimulacado permitem as seguintes conclusoes:

A sonda de eletroestimulacdo foi satisfatoriamente adaptada as dimensfes
anorretais das ratas Wistar de 12 meses e acoplou-se perfeitamente ao

eletroestimulador clinico Dualpex® 961,

Nao houve diferenca de transmissdo efetiva de sinal elétrico entre a sonda

comercial para humanos e a sonda produzida e adaptada para as ratas;

A sonda de eletroestimulacéo foi capaz de induzir a contragdo muscular efetiva

dos musculos da pelve e perineo;

O mandmetro produzido permitiu o registro adequado dos dados pressoricos
dos musculos da pelve e perineo e adaptou-se perfeitamente ao segmento

anorretal;

A pressdo intra-anal aumenta durante a passagem da corrente elétrica,

indicando a contracdo muscular dos MAPSs;

Ambas as vias de eletroestimulacéo, intravaginal e intra-anal, aumentaram as
larguras das camadas mucosa, submucosa e muscular da uretra, vagina, reto e

anus, no entanto a via intravaginal reduziu a largura da mucosa da vagina;

Ambas as vias causaram aumento no diametro das fibras musculares
esqueléticas e reducdo no numero delas nos musculos do assoalho pélvico e

do esfincter anal externo;

Ambas as vias, intravaginal e intra-anal, aumentaram o numero de mionucleos

por fibras musculares esqueléticas dos MAPS;

Ambas as vias de eletroestimulacao, intravaginal e intra-anal, aumentaram o
total de fibras musculares lisas nos muasculos da uretra, vagina, reto e do

esfincter anal interno;

Ambas as vias, intravaginal e intra-anal, causaram aumento na largura da

fascia endopélvica parietal e visceral,



76

e Na uretra, a via de eletroestimulacédo intravaginal causou maior aumento na
largura das camadas mucosa e submucosa, bem como no total de fibras
musculares lisas e no didmetro das fibras estriadas do esfincter uretral externo

do que a via intra-anal,

e Quando comparadas as vias de eletroestimulagéo, a via intra-anal foi mais
efetiva do que a intravaginal para aumentar a largura da mucosa e o total de

fibras musculares da vagina;

e Ambas as vias, intravaginal e intra-anal, causaram no anus aumento na largura
das camadas mucosa, submucosa e muscular lisa (esfincter anal interno), bem

como no diametro das fibras estriadas do esfincter anal externo;

e Na&o houve diferengas entre as vias de eletroestimulacgédo, intravaginal e intra-

anal, nos tecidos do reto.

Os resultados demonstraram a eficacia da sonda de eletroestimulacéo na
transmissdo do sinal elétrico que afetou estruturalmente os tecidos associados aos
orgaos pélvicos das ratas. Especificamente, a eletroestimulacdo intravaginal ou
intra-anal foi capaz de estimular as fibras musculares para ativar as células
satélites quiescentes, resultando em hipertrofia celular, além de ativar fibroblastos
resultando na maior largura das camadas visceral e parietal da fascia endopélvica.
Assim, nossos resultados apontam para a efetividade da a eletroestimulacdo no

ganho funcional mediado pela melhora estrutural dos tecidos dos érgaos pélvicos.
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7. LIMITACOES E PERSPECTIVAS
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O presente estudo foi realizado para responder a questionamentos sobre
os efeitos da eletroestimulacéo intravaginal e intra-anal nos tecidos da pelve e
perineo que ndo puderam ser respondidos, até a presente data, devido a caréncia
de pesquisas nesta area. Embora a eletroestimulacdo seja largamente utilizada
como agente terapéutico no tratamento das disfungbes pélvicas, de modo geral, as
pesquisas com eletroestimulacdo concentram seu foco no efeito histofuncional da
corrente elétrica sobre os musculos estriados esqueléticos, ignorando o fato de que
antes de atingir as fibras musculares esqueléticas e despolariza-las, a corrente
elétrica atravessara as tunicas epitelial, conjuntiva e muscular lisa, que formam as
paredes dos 6rgaos pélvicos, bem como ao tecido conjuntivo que forma as fascias
e ligamentos da pelve.

Os resultados encontrados demonstraram a viabilidade da utilizacdo da
eletroestimulacdo intravaginal e intra-anal para aumentar a forca de pressdo dos
MAPs, bem como, contribuiu para hipertrofia dos musculos esqueléticos dos
diafragmas pélvico e urogenital, além do esfincter anal externo. Ela também se
mostrou eficaz para aumentar largura das tunicas epitelial, conjuntiva e muscular
lisa da uretra, vagina e reto, e ainda, o numero de fibras musculares lisas nestes
orgdos. Pelo que também, aumentou a largura e o nimero de fibras do esfincter
anal interno. Com tudo isso, os achados encontrados apontam para o potencial
terapéutico que a eletroestimulagcéo possui para modificar o parénquima e estroma
dos 6rgaos pélvicos, sem provocar iatrogenias, estimulando a adaptacdo autécrina
e paradquina nas células e tecidos, com possiveis implicagbes positivas para a
continéncia urinaria e anal, bem como estabilizacdo dos 6rgaos, uma vez que tanto
0S mecanismos dinamicos como estaticos, os musculos (liso e esquelético) e as
tinicas conjuntivas (uretra, vagina, reto, anus e fascia endopélvica),
respectivamente, envolvidos no processo de continéncia e estabilizacao,
responderam aumentando seu volume e largura, o que possivelmente aumenta a
forca ténsil como um todo dos tecidos da pelve.

Destacamos a necessidade de outras pesquisas que investiguem quanto a
tipagem de fibras esqueléticas dos musculos do diagrama pélvico e urogenital apés

a eletroestimulagéo, para revelar se ajustes nos parametros (frequéncia, amplitude,
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intensidade) da corrente, frequéncia de exposicdo na semana ao recurso, podem
modificar a plasticidade muscular, bem como as propriedades contrateis,
metabdlicas e morfoldégicas das fibras em resposta ao estimulo elétrico. Ha
também a preméncia em mais pesquisas que confirmem os resultados
encontrados em nosso estudo para proliferacdo de células muscular lisa, no tecido
conjuntivo (fibras de coldgeno, reticulares e elastina) e tecido epitelial na uretra,
vagina, reto e anus, uma vez que a confirmacdo desses achados abrird novas
perspectivas para remodelacdo dos tecidos da pelve e perineo, contribuindo na
prevencao e tratamento das disfuncdes pélvicas.

Entendemos que nosso estudo apresentou algumas limitacdes, tais como,
a baixa quantidade de amostras por grupo, falta de uso de métodos
imunohistoquimicos para marcacdo de células tronco, tipificacdo das fibras
musculares esqueléticas com ATPase, marcacdo de células em proliferacdo
(muscular lisa e esquelética, fibras de colageno, reticulares, elastina), mensuracdo
do comportamento da forca muscular ao longo das trinta sessbes, criando para
iSSO um grupos pareado de ratas eletroestimuladas por via intra-anal e intravaginal,
para com isso reforgar o conhecimento acerca da prescricdo da eletroestimulacao
para o ganho de forca muscular. Apontamos também para o possivel viés de
afericdo da sonda de Foley no registro da pressao intra-anal. Ressaltamos,
entretanto, que a falta de utilizagcdo dos métodos anteriormente citados, deveu-se a
dificuldade em angariar recursos financeiros para custea-los, o que impossibilitou o
acesso aos tais. Quanto a limitagdo do baixo nimero de amostras por grupo,
tivemos oposicéo, por parte do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), para
composigdo de grupos acima de cinco animais, pois a recomendagao vigente do
CEUA sinaliza para substituir, reduzir ou refinar o uso de animais para fins
cientificos (3Rs), com vistas a inibir a eutanasia exagerada de animais e mal-uso
de recursos financeiros. No tocante a sonda de Foley, admitimos que o registro da
presséao intra-anal possa ter recebido algum incremento do seu valor em funcao da
oscilacdo da pressorica intra-abdominal, que a cada ciclo inspiratério aumenta a

pressdo na cavidade pélvica, e consequentemente, na pressao intra-anal. No
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entanto, destacamos que trata-se de um mecanismo fisiologico que pode ter

ocorrido em todas as coletas de avaliacdo de pressao, de maneira aleatéria.
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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 tissues 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 the anorectal segments wore dissoctod and prococtod 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 cused hyperplasia of the smooth muscle of the
internal anal cphincter and hyportrophy 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; histelogy; rectum.

incontinence (Yiou et al. 2001; Rag, 2004). Although there
are few epidemiological surveys fecal incontinence is pre-
sent in an estimated 2-33% of the population (Whitehead

Introduction

The muscles associated with the anus are critical in main-

taining continence. The integrated action of the musdes of
the sphincter and pelvs, 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 loss of physiological control of
the intestinal contents, reculting in physical and psychologi-
cal disability, los of self-esteem and consequently a reduc-
tion in the guality of life of individuals affected by fecal
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et al. 2009; Brown et al. 2012) and & more common in older
women, posibly due to complicatiors related to vaginal
delivery mechanisms (Snoks 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 whoam clinical svaluation
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, diarhea control, biofeedback techniques and
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Quadro 1. Escala de Ortiz. Classificacao funcional do assoalho pélvico de acordo com a
contracao voluntaria.

Funcéao subjetiva

Grau Visualizacdo da contracdo em A palpacéo
posicao ginecologica
0 Ausente Ausente
1 Ausente Reconhecivel
2 Débil Reconhecivel
3 Presente Sem resisténcia
4 Presente Com resisténcia <5 (resisténcia mantida)
5 Presente Com resisténcia >5 (resisténcia mantida)

Fonte: Contreras Ortiz O, Coya Nufiez F, Ibafiez G. Evaluacion funcional del piso pelviano femenino
(classificacién funcional). Bol Soc Latinoam Uroginecol Cir Vaginal 1994; 1: 5-9.




