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Resumo

OBJETIVO: Avadliar os efeitos da eletroestimulagdo (ES] do assoalho pélvico na uretra de ratas. METODOS: Quarenta ratas
adultas foram distribuidas, randomicamente, em quatro grupos com dez animais cada: Cirl — sem infervengdo; Sham — ndo
foi submetido a ES, recebeu um eletrodo dentro da vagina; Expd — submetido a seis sessdes de ES do assoalho pélvico; e
Exp12 - submefido a 12 sessées de ES do assoalho pélvico. Ao final do experimento, fodos os animais foram anesfesiodos,
e o fergo médio da urefra foi refirado, fixado em liquido de Bouin e processado para estudo histomorfométrico. Alguns
cortes foram corados pela hematoxilina e eosina, para descrigéio morfolégica e morfométrica, e outros, pelo picrosirius
red, para avaliagdo do colégeno fotal. As espessuras da camada muscular e do epitélio foram obtidas, nos 4 quadrantes
da uretra, pela realizagdo de 20 medicdes em cada animal. O nimero de vasos sanguineos presentes na lémina prépria
foi obtido nos quatro quadrantes, em uma drea de 10° mm? por quadrante, sendo as imagens obtidas pelo programa de
andlise de imagens AxioVision® REL 4.3 (Carl Zeiss). A proporgdo de coldgeno e de fibras musculares foi obtida de duas
imagens por quadrante, de cada l&mina da uretra corada pelo picrosirius red, com auxilio do programa Imagelab®. Os
dados foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA) e ao feste de comparagdes miltiplas de Tukey-Kramer (p<0,05).
RESULTADOS: A morfometria do colégeno, nimero de vasos sanguineos e espessura do epitélio ndo mostraram alteragdes
significantes. No entanto, a espessura do tecido muscular periuretral mostrou aumento significante no grupo Exp12 em
relagdo aos outros grupos (Exp12*>Expd==Crl==Sham; *p<0,05). CONCLUSAQ: A elefroestimulacdo funcional
prolongada do assoalho pélvico induziu aumento na espessura da camada muscular periurefral em rafas.

Abstract

PURPOSE: To evaluate the effects of electrical stimulation (ES) of the pelvic floor on the urethra of female rats. METHODS:
Forty adult rats were divided af random into four groups of ten animals each: Cirl — without infervention; Sham — not
submitted to ES, but with an electrode inserted info the vagina; Expé — submitted fo six sessions of ES of the pelvic
floor, and Exp12 — submitted to 12 sessions of ES of the pelvic floor. At the end of the experiment, all animals were
anesthetized and the middle third of the urethra was removed, fixed in Bouin's fluid and processed for histomorphometric
study. Sections were stained with hematoxylin and eosin for morphological and morphometric description, and others
were sfained with picrosirius red for the quantitation of tofal collagen. The thicknesses of the muscle layer and of the
epithelium were determined, in 4 quadrants of the urethra, by performing 20 measurements per animal. The number of
blood vessels present in the lamina propria was counted in the four quadrants over an area of 10° ym? per quadrant
and the images were obtained using the image analysis program AxioVision® REL 4.3 (Carl Zeiss). The collagen and
muscle fiber ratios in the urethrae were calculated from two images per quadrant of every slice stained with picrosirius red,
employing the Imagelab® Program. Data were subjected to analysis of variance [ANOVA) and the Tukey-Kramer multiple
comparison fest [p<0.05). RESULTS: The morphometry of the collagen, number of blood vessels and thickness of the
epithelium showed no significant changes; however, the thickness of the periurethral muscle tissue increased significantly
in Exp12 group, compared fo the other groups (Exp 12 *>Expo==Cirl==Sham; *p<0.05). CONCLUSION: Prolonged

functional electric stimulation of the pelvic floor induced an increase in periurethral muscle thickness in rats.
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Introducao

A incontinéncia urindria é condi¢io muito pre-
valente, com significativos aspectos médicos e sociais,
constituindo importante problema de satde publica
e apresentando grande impacto na qualidade de vida.
Em condig¢Bes normais, a incontinéncia urindria é mais
frequente na populag¢do feminina, atingindo aproxima-
damente 10% da populagio geral e mais de 30% nas
mulheres com mais de 60 anos. Virios fatores contri-
buem para a incontinéncia urindria, dentre os quais se
destacam a topografia intra-abdominal do colo vesical,
os componentes muscular, vascular e a elasticidade
passiva da parede uretral, assim como a musculatura e
a inervacio adequada do assoalho pélvico'~.

A Sociedade Internacional de Continéncia (ICS) refere
que o tratamento das diferentes formas de incontinéncia
urindria deve se iniciar sempre pelos procedimentos menos
invasivos, sendo o fortalecimento muscular do assolalho
pélvico a primeira escolha, por intermédio dos exercicios
perineais, dos cones vaginais e da ES’. A escolha para o
tratamento conservador também € favorecida pelo fato de
o0 tratamento cirdrgico ndo ser eficaz em todos os casos.
Recidivas dos sintomas podem ocorrer dentro de cinco
anos ap6s o procedimento cirtirgico®.

Assim, a reabilita¢io do assoalho pélvico é prescrita
como tratamento de primeira linha para mulheres com
incontinéncia urindria de esfor¢o, particularmente em
casos de incontinéncia urindria sem prolapso uterino
de primeiro grau. Entre os tratamentos conservadores,
as investigacdes indicam que os exercicios perineais,
os cones vaginais e a eletroestimulagéo sdo igualmente
efetivos’®.

Poucos sdo os trabalhos que abordam temas como
a ES, uretra e incontinéncia urindria. Acredita-se que o
estimulo elétrico seja capaz de aumentar a pressdo intrau-
retral por meio da estimulagdo direta dos nervos eferentes
para a musculatura, com aumento do fluxo sanguineo
para os musculos do assoalho pélvico, o que restabelece
as conexoes neuromusculares, com melhora da funcio das
fibras musculares, hipertrofiando-as e modificando o seu
padrdo de agdo’.

Assim, a escassez de estudos histolégicos da uretra
com o uso da estimulag¢do elétrica motivou a realizagdo
do presente estudo.

Métodos

Trata-se de estudo experimental prospectivo, realizado
na Disciplina de Uroginecologia e Cirurgia Vaginal do
Departamento de Ginecologia e na Disciplina de Histologia
e Biologia Estrutural do Departamento de Morfologia da

Universidade Federal de Sio Paulo (UNIFESP-EPM).
Foram utilizadas 40 ratas (Rastus norvegicus albinus) adultas,
virgens, pesando aproximadamente 250 g, fornecidas pelo
Centro de Desenvolvimento de Modelos de Experimentacdo
(CEDEME) da UNIFESP-EPM. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da referida instituicdo
(parecer n° 088/03) e seguiu as diretrizes do Conselho
Canadense para os Cuidados dos Animais.

Os animais foram alojados (5 por gaiola) em
Biotério, com luz (12/12 — ciclo claro/escuro) e tempe-
ratura controladas (23—-25°C), alimentados com rac¢@o
peletizada para ratos (Labina-Purina, Sdo Paulo, Brasil)
e dgua ad libitum. Depois de duas semanas, periodo de
adaptacido, as ratas foram divididas em quatro grupos,
a saber: Ctrl (n=10) — animais que ndo receberam
estimulacdo elétrica; Sham (n=10) — animais que
ndo receberam estimulagdo elétrica, mas que reberam
eletrodo endovaginal; Exp6 (n=10) — animais subme-
tidos a 6 sessdes de estimulacio elétrica endovaginal;
Expl2 (n=10) — animais submetidos a 12 sessdes de
estimulacdo elétrica endovaginal.

As sessdes de ES do assoalho pélvico foram realizadas
com uso de um estimulador especifico, equipamento
de fabrica¢do nacional da marca Viotti (Viotti S/A, Sao
Paulo, Brasil), com sonda especialmente desenvolvida
para o estudo, com 2 mm de didmetro. Foi utilizada
corrente de baixa frequéncia no modo pulso-disparo,
com pardmetros convencionados em frequéncia de
50 Hz, com pulso de 1 ms e intensidade de 20 mA.
Os animais foram submetidos a 2 sessdes semanais, com
durag¢do de 15 minutos cada, durante 3 (Exp6) ou 6 (Exp12)
semanas. Antes de cada sessdo, as ratas foram anestesia-
das com xilazina (15 mg/kg) e cetamina (30 mg/kg),
diluidas em solugido fisioldgica (0,9%) e aplicadas por
via subcutinea.

Ap6s oito dias do término das sessBes, os animais
foram novamente anestesiados e, na sequéncia, por
incisdo longitudinal no abdome, foram retiradas, em
bloco, a bexiga e a uretra. Estas foram distendidas sobre
papel cartdao e imediatamente mergulhadas em liquido
de Bouin para fixa¢do. Apés um periodo de 24 horas,
as pegas foram dissecadas e separadas em duas regides
distintas e macroscopicamente delimitadas: bexiga e
uretra. Neste estudo, seccionamos transversalmente o
ter¢o médio da uretra, o qual foi desidratado em 4lcool
etilico em concentragdes crescentes, diafanizado pelo xilol
e impregnado por parafina liquida. Os fragmentos foram
incluidos e orientados de tal maneira que pudéssemos
obter cortes transversais perpendiculares ao maior eixo
da uretra. Cortes de 5 mm foram obtidos em micrétomo
do tipo Minot e, posteriormente, as liminas coradas pela
hematoxilina-eosina e pelo picrosirius ved.
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Para efetuar as medidas das espessuras da camada
muscular e do epitélio, a uretra foi inicialmente di-
vidida em 4 quadrantes, tendo-se obtido a média de
20 mensurag¢des em cada animal e tendo sido efetuadas
5 medi¢des em cada um dos quadrantes. O nimero de
vasos sanguineos na ldmina prépria foi contado tam-
bém nos quatro quadrantes, numa 4rea de 1.000 mm?
por quadrante, realizando-se a média desses valores.
Essas imagens foram obtidas e analisadas utilizando-se
uma camera de alta resolu¢do (AxioCam Mrc — Carl
Zeiss) acoplada a microscépio de luz (objetiva de 40X)
e programa de andlise de imagens AxioVision® REL
4.3 da Carl Zeiss.

Para a andlise morfométrica das fibras coldgenas
e musculares, empregou-se a técnica de representa¢do
de imagem, efetuando-se a quantificacio por meio de
sistema computadorizado, constituido por microscépio
de luz (Carl Zeiss) com objetiva 40X, cAmera de video
colorida (Sony), computador Pentium 4, IBM, placa
gréfica para aquisi¢do de imagem 640x480 pixels (corres-
pondente, em micrémetros, a drea de 21,23x10° mm?),
24 bits (16 milhdes de cores) e software de processamento
e andlise de imagem Imagelab® (Softium Informdtica
Ltda.). Por meio desse software, foram selecionados quatro

Figura 1. Fotomicrogafias de cortes transversais da uretra de ratas
perfencentes aos quatro grupos de estudo. Nota-se a presenca de
pregas (sefas) fazendo saliéncia para o limen uretral e camada de

fibras musculares lisas no sentido longitudinal (*). H.E 400X.

quadrantes da ldmina da uretra, avaliando-se a média
da porcentagem encontrada.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de va-
ridncia (ANOVA) complementada pelo teste de contraste
de Tukey-Kramer. Fixou-se em 5% (p<0,05) o nivel para
rejei¢ao da hipétese de nulidade, assinalando-se com
asterisco os valores significantes.

Resultados

Morfologia

A uretra, nos virios grupos estudados, apresenta
basicamente a mesma estrutura, ou seja, encontra-se
formada por duas camadas bem distintas: mucosa e
muscular. A mucosa apresenta pregas longitudinais e
estd revestida internamente por um epitélio de transi¢do
(pseudoestratificado), que repousa sobre uma ldmina
prépria formada por tecido conjuntivo frouxo, rico em
vasos sanguineos. Ao redor da ldmina prépria, por¢do
externa, podemos identificar a camada muscular lisa,
constituida internamente por feixes longitudinais e,
externamente, por feixes circulares. Nos grupos Ctrl e
Sham, os aspectos morfoldgicos s@o semelhantes, ou seja,
notam-se as duas camadas bem definidas. No entanto,
as fibras musculares longitudinais s@o mais esparsas
(Figura 1). Jd nos grupos Exp6 e Expl2, os feixes de
fibras musculares longitudinais encontram-se mais
agrupados (Figura 1).

Morfometria

Na Tabela 1, estdo expressos os dados das espessuras
do epitélio periuretral e da camada muscular, assim como
a contagem das fibras coldgenas e o namero de vasos da
lamina prépria nos quatro grupos estudados. Com rela¢do
ao epitélio periureteral, na contagem de fibras coldgenas
e no nimero de vasos sanguineos, nao foram observadas
diferengas significantes entre os virios grupos de estudo.
No entanto, a espessura da camada muscular mostrou-se
significativamente maior no grupo Exp12 em rela¢do aos
grupos Exp6, Ctrl e Sham (Exp12=329,8+73,7%>Exp6
=272,2+65,6>Ctrl=256,4+41,7=Sham=273,2+59,3;
*p<0,05).

Tabela 1. Médias e desvios-padrdo do epitélio superficial, dos vasos sanguineos e do coldgeno fotal, presentes na camada muscular da uretra de ratas nos quatro grupos estudados

Grupos
Cirl Expb Exp12
Epitélio (mm) 34,254 34,2+54 35,2+7,8 34,6=7,0
Vasos (10°pm?) 35,5+32,6 35,2+99,1 35,6+18,0 35,4=14,6
Misculo (mm) 256,4+41,7 273,2+59,3 272,265,6 329,8+73,7*
Coldgeno (%) 51,149 52,2+3,7 48,6=6,3 50,9+5,1

Ctrl: controle; Sham: néo recebeu estimulo, mas o eletrodo foi infroduzido; Exp6: recebeu 6 estimulos; Exp12: recebeu 12 estimulos. (Exp12>Expb==Cirl==Sham; *p<0,05).
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Discussao

O mecanismo da continéncia urindria e a fun¢do de-
sempenhada pelas estruturas uretrais sdo muito complexos.
Entretanto, é conhecido que fatores como gravidez e hipo-
estrogenismo desempenham importantes papéis, visto que
ocorrem alteracdes fisiolégicas e anatbmicas, dentre as quais, a
diminuigdo na densidade do coldgeno e das fibras musculares.
Dentre os tratamentos ndo invasivos, a estimulacdo elétrica,
método utilizado neste estudo, é um tratamento bem conhe-
cido na clinica. Porém, raros sdo os trabalhos realacionados
ao mecanismo de a¢ao desse método terapéutico.

Sabe-se que, para a manutengio da continéncia urindria,
é imprescindivel a interacfo de alguns mecanismos, dentre
esses, os que levam ao fechamento uretral. E importante
lembrar que a resisténcia necessiria para se obter a oclusdo
uretral é promovida, em parte, pela parede muscular da uretra®.
A diminuigdo do tecido muscular, bem como o aumento do
tecido conjuntivo entre os fasciculos das fibras musculares,
sdo referidos como fatores importantes da fisiopatologia da
incontinéncia urindria’. Para a manuten¢do da continéncia
urindria, os vasos periuretrais formariam uma espécie de corpo
esponjoso, com funcdo erétil, cuja pressio intravasal seria
transmitida mecanicamente a uretra, obstruindo sua luz®.

Em um estudo no qual se avaliaram as estruturas
uretrais de ratas castradas, foi demonstrado que a reposi¢io
estrogénica diminui significativamente a quantidade de
fibras coldgenas, com aumento significativo das fibras
musculares, o que explica, em parte, a melhora da sinto-
matologia da incontinéncia urindria em mulheres quando
da utiliza¢do da terapia hormonal'.

Dentre as técnicas para o tratamento clinico da in-
continéncia urindria, a eletroestimulacio funcional (FES)
do assoalho pélvico tem sido utilizada tanto de forma am-
bulatorial quanto domiciliar, com resultados otimistas na
melhora dessa afeccdo''. A FES utilizada neste estudo foi
baseada em pardmetros jd escudados, pois, para a obtengdo
de sucesso terapéutico, a frequéncia de 50 Hz é consensual
entre os pesquisadores™®!!. Além disso, estudos experimentais
em ratas também utilizam essa mesma técnica’.

Para a incontinéncia de esfor¢o, frequéncias iguais ou
superiores a 50 Hz conseguem ativar o reflexo pudendo.
Para a incontinéncia de urgéncia, empregam-se frequéncias
entre 5 e 10 Hz, que ativam o reflexo pudendo inibitério
do detrusor, levando ao término ou diminui¢do das
contragoes involuntdrias desse musculo; a largura de pulso
oscilade 1 a 5 ms'>".

Estudos realizados em humanos, em musculos atrofia-
dos apés cirurgias ou de individuos sedentdrios, mostraram
que a fisioterapia com a ES aumentou significativamente a
propor¢ao das fibras musculares e a for¢ca muscular durante
uma contracio voluntdria mdxima sustentada, o que apoia
nossos dados em relacdo 2 musculatura uretral'*". J4 Tam
etal.', denervando parcialmente os musculos tibial anterior,

gastrocnémio e plantar em ratos, observaram que ndo houve
melhora histologicamente significante das fibras musculares
entre o grupo controle e os que fizeram exercicios ativos ou
FES. Contudo, esses dados ainda despertam controvérsias
quanto a essa fun¢do reabilitadora na incontinéncia urindria.
Neste trabalho, entre os pardmetros estudados, observamos
aumento significante somente das fibras musculares periu-
retrais no grupo que recebeu 12 estimulos, ou seja, durante
3 semanas, o que nos leva a pensar que, em tecido saudével,
é necessdrio um nimero maior e adequado de sessGes para se
obter a hipertrofia e consequente aumento de for¢a muscular.

Além disso, a espera de uma semana para o sacrifi-
cio dessas ratas poderd ser o fator causal para o grupo de
3 semanas (6 estimulos) ndo apresentar hipertrofia, pois
é sabido que, durante esse intervalo sem estimulos de
contrag¢do, a musculatura poderd apresentar um retorno a
sua condigdo inicial, o que talvez ndo tenha ocorrido com
o grupo de 12 estimulos, uma vez que esse teve o dobro
de sessdes em rela¢do ao anterior.

Com relagdo aos dados das concentragdes de fibras
coldgenas, vasos sanguineos e espessura do epitélio luminal
analisados em nosso estudo, ndo verificamos diferencas
significantes entre os grupos analisados. Porém, outros
estudos mostraram haver relagdo entre o contetdo de cola-
geno periuretral e a incidéncia de incontinéncia urindria ou
distopias genitais. Alguns autores relatam que a quantidade
de coldgeno tipos I e IIT estd significativamente reduzida ao
redor da uretra e na fdscia pubocervical em mulheres com
incontinéncia urindria de esfor¢o em comparacdo as mulheres
continentes'”'®. Em contrapartida, outros pesquisadores
relatam ter encontrado que a concentrag¢do de coldgeno
parece ser maior nas mulheres com incontinéncia urindria
de esforco'®?® e nas mulheres que apresentam prolapso
uterino®', com maior identificagdo do coldgeno tipo III.

Embora tenham sido realizados intimeros estudos cli-
nicos e experimentais, a fisiologia do tratamento clinico da
incontinéncia urindria ainda estd longe de ser plenamente
elucidada, pois ainda faltam dados anatomofuncionais das
estruturas do assoalho pélvico.

Assim, nosso estudo avaliou, por meio de um modelo
experimental, os efeitos da FES do assoalho pélvico nas estru-
turas que compdem a uretra (epitélio urindrio, coldgeno, vasos
e musculatura periuretral), onde se pode observar hipertrofia
das células musculares lisas. Esta pesquisa acrescenta novas
informagdes sobre a terapéutica da incontinéncia urindria
pela eletroterapia; porém, surge aqui a necessidade de novas
pesquisas, com maior tempo e namero de sessdes, para dar
mais sustentabilidade aos dados encontrados, principalmente
em relagdo ao tecido conjuntivo.

Conclusao

A eletroestimulagdo funcional prolongada do assoalho
pélvico induziu aumento da camada muscular periuretral.
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