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RESUMO

A insuficiéncia placentaria € uma complicacdo importante durante o periodo gestacional,
podendo levar ao comprometimento de diferentes érgdos fetais, inclusive o intestino. A
Estimulacdo Elétrica Nervosa Transcutanea (TENS), um recurso terapéutico utilizado na
fisioterapia devido aos seus efeitos analgésicos, tem sido associada ao aumento do fluxo
sanguineo em diversos 6rgdos, mas seus efeitos sobre a perfusdo tecidual ainda néo estdo
completamente esclarecidos. O objetivo do presente estudo foi avaliar os impactos da
restricdo de fluxo sanguineo uterino sobre o intestino fetal e os efeitos da TENS neste
contexto. Fémeas da espécie Rattus norvegicus albinus foram submetidas a ligadura da
artéria uterina direita no 15° dia de gestacdo; o corno uterino contralateral foi utilizado
como controle. As sessdes de TENS foram realizadas uma vez ao dia, com duracao de 30
minutos, do poés-operatério imediato até o 19 ° de gestacdo quando as ratas foram
anestesiadas com tiopental sodico (40 mg/kg, i.p.), e submetidas a eutanasia com cloreto
de potassio em dose letal. Os fetos destas matrizes foram incluidos no estudo, conforme
a distribuicdo dos grupos: LE (n=6) — ligadura com estimulo; CE (n=6) — controle com
estimulo; LS (n=6) — ligadura sem estimulo e CS (n=6) controle sem estimulo. Apds
processamento histologico e coloragdo por hematoxilina e eosina, o intestino fetal foi
analisado morfometricamente quanto ao didmetro das alcas intestinais, altura de
vilosidades, espessura total da parede intestinal, e espessura da camada muscular e da
lamina propria. Os vasos intestinais identificados na camada serosa foram mensurados
guanto ao seu calibre. A expressédo do transportador de glicose 1 (GLUT-1) foi avaliada
apos técnica de imuno-histoquimica. Os resultados revelaram aumento na espessura da
lamina propria e no calibre dos vasos da serosa nos grupos submetidos ao TENS,
sugerindo um efeito vasodilatador do estimulo elétrico no intestino fetal.

Palavras-chave: Gestacdo. Hipdxia. Neuroestimulacao elétrica. Morfometria intestinal
fetal.



ABSTRACT

Placental insufficiency is an important complication during pregnancy, which can lead to
the involvement of different fetal organs, including the intestine. Transcutaneous
Electrical Nerve Stimulation (TENS), a therapeutic resource used in physiotherapy due
to its analgesic effects, has been associated with increased blood flow in several organs,
but its effects on tissue perfusion are not yet fully understood. The aim of the present
study was to evaluate the impacts of the restriction of uterine blood flow on the fetal
intestine and the effects of TENS in this context. Females of the species Rattus norvegicus
albinus were submitted to ligation of the right uterine artery on the 15th day of pregnancy;
the contralateral uterine horn was used as a control. The TENS sessions were performed
once a day, lasting 30 minutes, from the immediate postoperative period until the 19th
pregnancy when the rats were anesthetized with sodium thiopental (40 mg / kg, ip), and
euthanized with lethal potassium chloride. The fetuses of these matrices were included in
the study, according to the distribution of the groups: LE (n = 6) - ligation with stimulus;
CE (n = 6) - control with stimulus; LS (n = 6) - ligation without stimulus and CS (n = 6)
control without stimulus. After histological processing and staining with hematoxylin and
eosin, the fetal intestine was morphometrically analyzed for the diameter of the intestinal
loops, villus height, total thickness of the intestinal wall, and thickness of the muscle layer
and lamina propria. The intestinal vessels identified in the serous layer were measured for
their caliber. Glucose transporter 1 (GLUT-1) expression was evaluated after
immunohistochemistry. The results revealed an increase in the thickness of the lamina
propria and in the caliber of the serous vessels in the groups submitted to TENS,
suggesting a vasodilating effect of the electrical stimulus in the fetal intestine.

Keywords: Pregnancy. Hypoxia. Electrical neurostimulation. Fetal intestinal
morphometry.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento do organismo fetal é diretamente dependente do suprimento
sanguineo uteroplacentario. A insuficiéncia placentaria € uma das principais causas da
restricdo do crescimento intrauterino (RCIU), uma intercorréncia gestacional grave com
complicacdes a curto e longo prazo e estd diretamente relacionada a modificacOes
estruturais e funcionais em diferentes sistemas organicos do feto (ZHANG et al., 2015;
KONUJE et al., 2003), que podem inclusive explicar doencas da idade adulta, enfatizando
a teoria de ‘programagao fetal'.

Neste contexto, as alteracbes do trato gastrointestinal tém sido associadas a
ocorréncia de complicacdes como enterocolite necrosante, intolerancias alimentares e
distarbios intestinais que se estendem por toda vida.

Foi demonstrado que a aplicacdo da TENS em pacientes com reducédo da perfuséo
Utero-placentéria provoca um aumento significativo do fluxo sanguineo, concluindo que
a estimulacéo nervosa elétrica transcutanea pode ser usada com propdsito terapéutico nos
casos de disfuncdo placentaria (KUBISTA et al., 1980). A TENS é um recurso terapéutico
ndo medicamentoso e de baixo custo, largamente utilizada na fisioterapia devido a seus
efeitos analgésicos, porém os efeitos da TENS sobre a circulacdo ainda sao contraditérios.
Podem variar de aumento ou diminuic¢éo da circulagéo local ou sisttémica, dependendo da
area onde a corrente € aplicada, pois as respostas podem ser diferentes frente aos
estimulos e 0os mecanismos de acdo sobre o leito vascular ainda ndo estdo definidos.

Na ocorréncia de hipdxia, sabe-se que a GLUT-1 é uma das proteinas que podem
ter sua expressdo aumentada frente a diminuicdo do fluxo sanguineo (COERE et al.,
2007), inclusive nos tecidos placentarios.

Devido a importancia clinica da restricdo do fluxo sanguineo placentario e suas
consequéncias para o organismo fetal, faz-se necessaria a investigacdo do impacto desta
condicdo sobre a morfologia intestinal fetal e a expressdo de GLUT-1, bem como 0s

efeitos da utilizacdo da TENS nestes casos
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Crescimento Fetal e Desenvolvimento Intestinal

A origem embrionaria do trato intestinal € semelhante em todos os vertebrados. O
endoderma da& origem a folha epitelial que alinha o Iumen intestinal enquanto o
mesénquima fornece o tecido conjuntivo ou lamina prépria que suporta o epitélio e forma
com o Ultimo a mucosa e 0s estratos exteriores, ou seja, a submucosa, o tecido muscular
formado de dois estratos musculares e a serosa (VIEIRA-LOPES et al., 2014).

Entre a fecundacdo até o final do primeiro trimestre de gestacdo ocorrem as
principais transformacgdes embrioldgicas, fase chamada de organogénese, ou seja, a
evolugdo de um embrido para um organismo complexo onde o feto desenvolve a maioria
dos 6rgdos do sistema nervoso, abdome, sistema esquelético, sistemas circulatorio e
gastrintestinal e um sistema respiratorio ainda rudimentar.O desenvolvimento fetal
normal depende de diversos fatores maternos, fetais, placentarios, bem como de fatores
externos combinados com o potencial de crescimento fetal. Os impactos multissistema
especificos das disfungdes placentarias podem produzir um aumento nas taxas de
mortalidade e morbidade (BASCHAT et al., 2000; BERNSTEIN et al., 2000; GARDOSI
etal., 1992).

Quando o tubo intestinal primitivo murino é formado, no 9° dia embrionario, este
possui um lamen central cercado por um epitélio polarizado derivado da endoderme. No
14° dia, o epitélio espessado inicia um processo drastico de remodelacdo pelo qual a
superficie luminal anteriormente plana é convertida em vilosidades, que sdo projecoes
epiteliais com ndcleos mesenquimais (GROSSE et al., 2011; WELLS; MELTON, 1999;
ZORN; WELLS, 2009).

Os mecanismos que impulsionam o crescimento da circunferéncia intestinal sdo
previamente diferenciados em epitélios estratificados e pseudoestratificados. Os epitélios
estratificados aumentam o perimetro intestinal adicionando camadas de células, enquanto
epitélio pseudoestratificado é engrossado pelo alongamento progressivo de células
epiteliais (GROSSE et al., 2011).

O intestino maduro é um oOrgdo altamente complexo com varias funcdes
essenciais. Além de absorver nutrientes, o intestino tem importantes funcdes no sistema
imune. O interior do intestino tem uma camada epitelial que serve como barreira para o

ambiente externo protegendo o corpo contra microbios e patégenos internos (comensais)
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(CHIN et al., 2017). E necessaria uma compreensdo integrada e abrangente do
crescimento, desenvolvimento e maturacao do intestino devido a sua funcdo dinamica ao

longo da vida.

2.2 Insuficiéncia Placentaria

Em mamiferos eutérios, também conhecidos como placentéarios, a placenta é a
principal interface entre o feto e a mde. Uma das principais fungdes da placenta é fornecer
nutrientes e oxigénio ao feto. A falha da placenta em fornecer um suprimento adequado
de nutrientes é denominada insuficiéncia placentaria, condicdo que resulta em restricdo
de crescimento intrauterino (RCIU), afetando entre 5% a 10% das gestacdes (ZHANG et
al., 2015; KONJE et al., 2003).

O nascimento com peso abaixo do percentil 10 é o que caracteriza clinicamente a
RCIU, ou seja, o feto ndo atinge seu potencial de crescimento. H4 uma associacao
consideravel entre este tipo de complicacdo gestacional e a mortalidade perinatal, além
de morbidades a longo prazo. A morbimortalidade elevada nos recém-nascidos com
RCIU é associada a alteragdes metabolicas, asfixia, sindrome do desconforto respiratorio,
hemorragia intracraniana, aspiracdo meconial e hipotermia, entre outros (LIN e EVANS,
1984), e as repercussdes tardias incluem alteracGes no desenvolvimento fisico, neuro-
psicomotor e intelectual, risco de hipertensdo arterial, triglicérides séricos elevados,
alteracGes endocrinas e subfertilidade (CICOGNANI et al., 2002). Os recém-nascidos
com RCIU tém um risco maior de encefalopatia hipdxico-isquémica, hemorragia
intraventicular e enterocolite necrosante, com maior tempo de internacao e maiores custos
de assisténcia médica (MORRISON, 2008; MCMILLEN; ROBINSON, 2005).

Fatores maternos, placentérios e fetais diferenciam a etiologia da RCIU. Apesar
de muitos estudos lidarem com diferentes aspectos da RCIU em gestacdes humanas, 0s
processos fisiopatoldgicos subjacentes a esta complicacdo sdo complexos e ndo estdo
ainda totalmente compreendidos. Diferentes modelos animais tem sido utilizados para
esclarecer os processos de regulacdo do crescimento fetal no desenvolvimento normal e
na RCIU (ERGAZ et al., 2005).

2.3 Modelos Experimentais
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Ha uma série de intervengdes maternas capazes de criar restricdo do crescimento
fetal em animais experimentais. (SWANSON; DAVID, 2015). Véarios modelos de RCIU
vém sendo propostos para facilitar a compreensédo da fisiopatologia da doenga. O modelo
que utiliza ratos é o mais empregado, pois além de ter alta semelhan¢a bioquimica e
fisiologica com a biologia humana, traz as vantagens do curto periodo de gestacéo, baixo
custo e facil manipulacdo (BUENO et al., 2010).

Como exemplos de modelos experimentais que tém sido utilizados para a inducgéo
da RCIU na prole, cita-se a restricdo materna de calorias (THAMOTHARAN, 2004) e de
proteinas (JANSSON et al., 2006), hipertermia materna (BARRY et al., 2006), tabagismo
materno passivo, (BASSI et al., 1984), administracdo de alcool a mae (CHEN;
GREGOIRE NYOMBA, 2003) e hipoxia fetal a partir de ligadura da artéria uterina
(VUGUIN et al., 2004).

A inducéo da restri¢cdo do crescimento em fetos de ratos por meio da ligadura da
artéria uterina demonstra a importancia do suprimento sanguineo uterino como um fator
de controle no crescimento fetal (J. S. WIGGLESWORTH, 1974). Neste modelo, ratas
prenhas foram submetidas a ligadura unilateral da artéria uterina préximo a terminagédo
cervical do arco arterial, e 0 corno contralateral, ndo ligado, é utilizado como controle
Como resultado, no corno ligado, varios fetos apresentaram restricdo do crescimento e
alguns fetos foram reabsorvidos. Além da reducéo global no tamanho corporal dos fetos,
a variacdo nos pesos dos drgdos € semelhante aquela encontrada em humanos (J. S.
WIGGLESWORTH, 1974).

Figura 1 — Modelo experimental de insuficiéncia placentaria utilizando a ligadura
unilateral da artéria uterina, proximo a terminag&o cervical do arco arterial.
O corno uterino contralateral é considerado como controle.

LIGATURES

Fonte: Wigglesworth (1974).
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Figura 2 - Suprimento sanguineo dos érgdos genitais femininos de ratas.
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Fonte: Cook, M J. (1996).

2.4 Influéncia da Insuficiéncia Placentaria Sobre o Desenvolvimento Intestinal Fetal

A insuficiéncia Gtero placentaria pode promover alteragcdes na parede intestinal e
reflete o impacto da RCIU sobre o trato gastrintestinal (BUENO et al., 2010). Estudos
demonstraram que o0 peso, comprimento e varias estruturas morfoldgicas do intestino em
ratos recém-nascidos com RCIU sdo significativamente menores do que aqueles de ratos
recém-nascidos normais (ZHANG Q, LI HS, 1997), com diminuicdo da espessura
intestinal nas camadas mucosa, submucosa e serosa (BUENO et al., 2010) e aumento da
apoptose intestinal (BASERGA et al., 2004).

Corroborando esses achados, outro estudo investigou os efeitos da insuficiéncia
uteroplacentaria sobre morfologia intestinal, e constatou que animais com RCIU
apresentaram intestinos com peso e comprimento reduzido, espessura da parede, altura
das vilosidades e profundidade da cripta também reduzidas visto que a taxa de apoptose
do epitélio intestinal € acelerada pelo estresse oxidativo e se correlaciona inversamente
com a altura das vilosidades (BASERGA et al., 2004).

Fetos que apresentam RCIU tiveram resposta adaptativa inadequada a

suplementacdo de oxigénio e/ou nutrientes além de interrupcao da trajetoria normal do
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desenvolvimento ileal, diminuindo o nUmero de células de Paneth, afetando
particularmente a composi¢do dos produtos secretados na superficie epitelial do intestino
(YANAI et al., 2017).

2.5 Programacao Fetal

O uso de modelos animais para determinar os eventos moleculares, genéticos ou
celulares melhora a compreenséo da relagdo entre nutricdo fetal na RCIU e as doencgas na
idade adulta. A capacidade do feto de se adaptar a restricdo de nutrientes regula todo o
metabolismo, e essa nova situacdo pode ser responsavel por algumas doencas na vida
adulta (FUNG et al., 2016; BUENO et al., 2010).

O termo "programacao fetal"refere-se a teoria recente “doencga da vida adulta com
origens fetais” neste caso restricao do crescimento intra-uterino (RCIU) aumentando a
mortalidade do feto e do recém-nascido durante periodo perinatal e inibindo o
crescimento normal ap6s o nascimento afetando o individuo por toda a vida.
Comparando-se leitdes normais com leitdes que apresentaram RCIU, estes tém em seu
sistema gastrintestinal 6rgdos menores e disfuncdes diversas (WANG et al., 2005).

Bebés com RCIU tem um risco consideravelmente maior de desenvolver
enterocolite necrosante, especialmente se houver detec¢do pré-natal de diminuicdo do
fluxo arterial uterino. A enterocolite necrosante € uma sindrome de necrose intestinal
aguda de etiologia desconhecida afetando cerca de 5% de todos os bebés prematuros ou
com muito baixo peso ao nascer (MCGUIRE, 2015).

Com base nessas informacdes sabe se que a insuficiéncia uteroplacentaria é uma
das principais causas de RCIU, e que esta condi¢do pode levar a altera¢fes ainda pouco
esclarecidas no trato gastrointestinal fetal que podem refletir em toda a vida do individuo.

Tanto o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) via cortisol quanto o sistema
nervoso adrenomedular / simpético via catecolaminas servem como reguladores
homeostaticos em resposta a estresse cronico. Nos fetos mamiferos maiores, esses
sistemas exibem maturacdo no final da gestacdo e desempenham papéis semelhantes,
fornecendo ao feto os meios para responder a fatores estressores intrauterinos. A ativagéo
desses dois mecanismos leva a rapidas alteracdes glicémicas, renais e cardiovasculares
bem como modificacbes adaptativas mais lentas da expressdo génica para combater
potenciais efeitos a longo prazo. Embora essas respostas ao estresse hipoxico possam

muitas vezes ser benéficas de forma aguda, elas tém o potencial de ser deletérias,
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especialmente em periodos prolongados de estresse hipoxico (NEWBY; MYERS;
DUCSAY, 2015).

Esses processos complexos sdo integrados para produzir alteragdes
funcionalmente importantes da morfologia e funcdo intestinal durante a vida intra-uterina
e pds-natal precoce, preparar o recém nascido para a alimentacdo precoce de leite com
alto teor de gordura e, em seguida, alimentos sélidos contendo carboidratos. Assim, a
ontogenia, crescimento inicial e desenvolvimento do intestino, s&o importantes ramos a
serem estudado devido ao potencial destes eventos iniciais da vida afetarem a capacidade
de resposta do intestino a desafios fisioldgicos ou patoldgicos mais tarde na vida adulta
(DROZDOWSKI; LANDININ; THOMSON, 2010).

2.6 Marcadores de Hipdxia

A glicose é o principal combustivel para o metabolismo fetal, e seu suprimento é
importante para avaliar o crescimento do feto. Seu transporte ocorre por difusao, a partir
do gradiente de concentragdo materno-fetal, facilitado pelos transportadores de glicose
(GLUTS), uma familia de proteinas de membrana estruturalmente semelhantes (ZHOU e
BONDY, 1993).A insuficiéncia uteroplacentaria envolve um ambiente intrauterino
alterado, caracterizado por hipdxia, diminuicdo da disponibilidade de fatores de
crescimento e hipoglicemia (ERGAZ et al., 2005). Altera¢Ges no fluxo sanguineo, como
a reducdo do fluxo uteroplacentério frequentemente observada na RCIU, alteram a oferta
de glicose, e consequentemente o gradiente de concentracdo de glicose materno-fetal,
resultando em uma taxa alterada de transferéncia de glicose para o feto (ILLSLEY et al.,
1987). A transferéncia de glicose também é afetada pelo estado metabdlico da placenta.
As alteragdes na oferta de outros substratos geradores de energia, tais como a reducédo da
oferta de oxigénio na hipoxia, vao produzir mudancas na demanda metabolica placentaria
para a glicose, levando a alteracbes na transferéncia materno-fetal (VARDHANA e
ILLSLEY, 2002). A GLUT-1 é uma das proteinas que podem ter expressao aumentada
em condicdes de hipdxia, em que h& maior transcri¢do do gene GLUT-1, mediada pelo
Fator Induzivel pela Hipdxia alfa (HIF-1a) (COERE et al., 2007).

A expressdo de GLUT-1 estd aumentada na membrana plasmatica basal das
células placentarias na presenca de diabetes gestacional predispondo os recém-nascidos
a macrossomia, em contrapartida a restricdo do crescimento fetal associada a hipoxia

placentéria mostrou uma expressao reduzida de GLUT-1 na membrana plasmaética basal.
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Por outro lado, sua expressao ndo foi alterada na restricao idiopatica do crescimento fetal
devido ao fato de que as diferentes etiologias da RCIU podem ocorrer por mecanismos
patogenéticos distintos que podem alterar ou ndao a expressio do GLUT-
1.(CHANDRASIRI et al., 2013)

2.7 Estimulacdo Elétrica Nervosa Elétrica Transcutanea

Correntes elétricas terapéuticas sdo uma das varias modalidades usadas na
fisioterapia. Uma vez ajustados aos parametros apropriados, essas correntes podem agir
de diferentes maneiras, promovendo analgesia e contracfes musculares, melhorando a
circulacdo muscular, bem como favorecendo a reparacdo e cicatrizacao tecidual
(LIEBANO et al., 2003). Como TENS é uma forma muito econdmica e eficaz de terapia
da dor, muitos especialistas acreditam que este método deve ser avaliado como método
de tratamento adjuvante nos quadros algicos, oferecendo ao paciente um beneficio
individualizado para sua condi¢cdo (QUITTAN et al., 2016)

O efeito da Estimulacdo Nervosa Elétrica Transcutnea é explicado por dois
mecanismos. O primeiro € a teoria do portdo de controle que é baseada na estimulacéo de
fibras nervosas AP, que inibe os impulsos nociceptivos dos cornos posteriores da medula
espinhal e ativa sistemas descendentes antinociceptivos. Existe um bloqueio do impulso
nervoso que carrega as informagdes sobre a dor, entdo o corpo ndo tem dados sobre sua
localizacdo e severidade. O segundo mecanismo de agdo explica o efeito analgésico da
TENS na secrecdo de hormonios. A estimulacéo causa a liberacédo de opioides enddgenos
no cérebro através dos pulsos de baixa frequéncia (WAWRYKOW; KORABIUSZ,
2018).

Além de seus efeitos analgésicos, relata-se também que a TENS provoca
modificacdo da temperatura da pele e melhora do fluxo sanguineo, observacao que levou
ao estudo do seu impacto sobre a vascularizacdo periférica. Foi observado um aumento
da angiogénese e modificacdo do fluxo sanguineo local, diminuindo a necrose de enxertos
de pele, ativando as fibras nervosas e modificando a resisténcia vascular. (AJEENA et
al., 2018; MACHADO et al., 2017; ATALAY; YILMAZ, 2009). O aumento na
temperatura da pele também foi associado a analgesia quando a TENS foi utilizada em
pacientes que apresentavam dor nas extremidades dos membros. O alivio da dor foi
observado quando houve este aumento de temperatura, enquanto a dor persistiu em

individuos cuja temperatura da pele ndo mudou. O efeito analgésico foi possivelmente o
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resultado da reducdo da atividade simpatica, que induz vasodilatacdo e alivia a dor
(ABRAM; ASIDDAO; REYNOLDS, 1980).

2.8 Uso da TENS Durante a Gestagao

Episodios de lombalgia e dor pélvica durante a gestacdo sdo relativamente
comuns. Ha uma busca constante por procedimentos nao farmacoldgicos que possam ser
usados para o controle da dor durante a gravidez, sem oferecer risco para a mae ou feto
(YOKOYAMA et al., 2015). Frente a baixa disponibilidade de recursos analgésicos que
possam ser utilizados com seguranca durante o periodo gestacional, a TENS pode ser uma
opcao terapéutica, respeitando-se algumas contra-indicagfes, como por exemplo, evitar a
fixacdo dos eletrodos diretamente sobre 0 abdomen e ndo utilizar a eletroestimulagéo no
inicio da gestacdo, pois seus efeitos sobre o feto ainda ndo estdo totalmente esclarecidos
e acredita-se que neste periodo a TENS pode induzir contra¢des uterinas, aumentando o
risco de aborto (TEOLI; AN, 2018; BEDWELL, 2011; JONES; JOHNSON, 2009).

Em obstetricia, a Estimulacdo Elétrica Nervosa Transcutanea para alivio da dor
durante o trabalho de parto em mulheres com mais de 37 semanas, foi utilizada pela
primeira vez em 1970 na Escandinavia (WAWRYKOW; KORABIUSZ, 2018). Em
humanos, estudos demonstraram que a aplicacdo da TENS em pacientes com reducdo da
perfusdo uteroplacentaria provoca aumento significativo do fluxo sanguineo, mensurado
a partir de radioisétopos, concluindo que a TENS pode ser usada com proposito
terapéutico nos casos de disfuncdo placentaria (KUBISTA, E.; PHILIPP, 1979). Em ratas
com restricdo do fluxo sanguineo uterino, entretanto, o uso de TENS foi associado a
reducdo do ndmero, calibre e area de vasos sanguineos placentarios; menor peso e
comprimento fetal; e reduc&o do volume da placenta (GUIMARAES et al., 2013).

Reforcando estes achados, demonstrou-se que a TENS potencializa os efeitos
negativos da restricdo de fluxo sanguineo uterino sobre parametros fetais como as
distancias fronto-occipital, toracica ventral-dorasl e abdominal ventral-dorsal, além de
estar associada ao aumento da expressdo de transportador de glicose (GLUT-1) no
cérebro fetal (GUIMARAES et al., 2016). Por outro lado, em ratas sem insuficiéncia
placentéria, ndo foram demonstradas alter¢cbes quanto ao numero de fetos ou alteracdes
placentérias em associacdo ao uso da TENS (YOKOYAMA et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o impacto da restricdo de fluxo sanguineo uterino associada ao uso da

TENS sobre parametros morfométricos e expressao de GLUT-1 no intestino fetal.

3.2 Objetivos Especificos

1 Analisar morfometricamente: o didmetro da luz intestinal fetal, altura das
vilosidades intestinais, espessura da ldamina prépria, camada muscular, espessura
total da parede intestinal e calibre dos vasos sanguineos presentes na serosa.

2 Quantificar a expressdo de GLUT-1 no intestino fetal.

3 Compreender os efeitos da restricdo de fluxo sanguineo uterino e da TENS sobre

0S parametros supracitados.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1. Aspectos Eticos

O presente estudo foi encaminhado & Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, e aprovado sob protocolo
namero 35/2006 (Anexo 1). Todos os procedimentos experimentais empregados neste

projeto estiveram de acordo com 0 CONCEA.

5.2 Animais Experimentais

Para execucdo do modelo experimental, seis fémeas Rattus norvegicus albinus,
linhagem Wistar, provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas e Naturais
(ICBN) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, foram mantidas em gaiolas, com
ciclo luz-escuro de 12 h/12 h, luzes acesas as 7:00 h, &gua e alimentagdo padrao a vontade.

A estimativa do ciclo estral foi feita segundo critérios estabelecidos na literatura
(MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). O método consiste na coleta de fluido
vaginal, que foi realizada entre 9:00 e 10:00 horas da manha, com uso de uma pipeta
plastica preenchida por 10 pL de solucdo salina (NaCl a 0,9 %), inserida na vagina da
rata, de maneira ndo muito profunda. O esfregaco vaginal coletado foi entdo depositado
em lamina de vidro, sem laminula, e observado ao microscépio de luz, com objetivas de
10 a 40 vezes. Foram reconhecidos trés tipos celulares: células epiteliais (redondas e
nucleadas), células cornificadas (irregulares e anucleadas) e leucocitos. A proporcao entre
esses trés tipos celulares foi utilizada na determinacgéo do ciclo estral, sendo dividida em
quatro fases: Proestro, com predominio de células epiteliais; Estro, com predominio de
células cornificadas; Metaestro, onde ha igual propor¢do entre leucdocitos, células
cornificadas e epiteliais; e Diestro, onde ha predominio de leucécitos. A média de duragédo
do ciclo é de 4 a 5 dias, geralmente seguindo as fases de proestro, estro, metaestro e
diestro.

A ovulacdo ocorre entre o inicio da fase Proestro até o final da fase Estro
(MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). Determinada a fase Proestro, a fémea foi
mantida na mesma gaiola com um rato macho, durante 24 horas, para o acasalamento.
Apb6s 24 horas foi feita uma nova analise do fluido vaginal, para pesquisa de

espermatozoides, que quando encontrados indicavam que houve acasalamento. Foram
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feitas analises do fluido vaginal em todos os dias subsequentes para verificar a
manutencéo da fase Diestro (Diestro gestacional), o que confirmava a gestacdo. Mantida
esta fase, o dia em que foram observados espermatozoides no fluido vaginal foi

considerado o primeiro dia de gestagéo.

5.3 Inducéo da Restricdo do Fluxo Uteroplacentério

No 15° dia de gestacdo, todas as ratas prenhas foram submetidas a cirurgia de
ligadura da artéria uterina direita, para inducdo da insuficiéncia uteroplacentaria e
restricdo do crescimento fetal, como descrito na literatura (WIGGLESWORTH, 1964).
Como anestésico foi utilizado tiopental sodico (40 mg/kg, i.p.). Foi feita uma incisao
mediana abdominal xifo-pubica, o nimero de sitios de implantacdo em cada corno uterino
foi avaliado, e entdo foi feita a ligadura da artéria uterina direita, por meio de um no
simples com fio nylon monofilamentar 5-0, assegurando que o Unico suprimento
sanguineo restante era o da artéria ovariana. O corno uterino nédo-ligado serviu como
controle. A sintese da parede abdominal foi feita em dois planos de sutura, sendo que no
plano peritdnio-masculo aponeurdtico, foram realizados pontos separados, equidistantes
dois milimetros entre si, utilizando fio nylon monofilamentar 4-0. A pele foi suturada
com o mesmo fio, em pontos separados, equidistantes cinco milimetros entre si. Todos 0s
procedimentos cirurgicos foram realizados sob condigdes de assepsia.

Apos a cirurgia as ratas foram colocadas em gaiolas individuais com aquecimento
de fonte luminosa. Para analgesia pds-operatoria foi utilizado paracetamol na dose de 200
mg/kg, diluido na 4gua do bebedouro, que permanecia até a eutanasia (PAULO et al.,
2007).

5.4 Estimulacdo Elétrica dos Animais

A TENS foi realizada do p6s-operatorio imediato até o dia da eutanasia em trés
das seis ratas prenhas. Foi utilizado um aparelho de eletroestimulagédo digital com um
cabo ligado a dois eletrodos de silicone, acoplados a regido lombar, previamente
tricotomizada, com gel e fixados com fita adesiva. A intensidade utilizada variou entre 4
e 6 mA respeitando o limite de fibrilacdo muscular, frequéncia de 80 Hz e duracdo de

pulso de 200 us, seguindo critérios estabelecidos na literatura de TENS de alta frequéncia
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(LIEBANO et al., 2003). As sessdes de eletroestimulacdo foram realizadas uma vez ao

dia e cada sessdo teve duragdo de 30 minutos.

5.5 Eutanéasia e Coleta dos Fetos

. Foi realizada a cirurgia para retirada dos fetos. Todos os fetos foram medidos,

pesados e fixados em formaldeido. Em seguida colocados em cassete histolégico e

enviados para preparacdo anatomopatoldgica. O material emblocado em parafina foi

encaminhado para corte em microtomo com espessura de 4 pm para a confeccdo das

laminas. Foram selecionados 24 fetos, divididos nos seguintes grupos conforme a Figura

3:

1° Grupo (n=6): fetos do corno uterino direito (com a ligadura da artéria
uterina) de ratas submetidas & TENS (ligadura com estimulo — LE).

2° Grupo (n=6): fetos do corno uterino esquerdo (controle) de ratas
submetidas a TENS (controle com estimulo — CE).

3° Grupo (n=6): fetos do corno uterino direito (com a ligadura da artéria
uterina) de ratas ndo submetidas & TENS (ligadura sem estimulo — LS).

4° Grupo (n=6): fetos do corno uterino esquerdo (controle) de ratas nao

submetidas a TENS (controle sem estimulo — CS).

Figura 3 — Separacdo das matrizes por grupo.

3
Cirurgia (ligadura)
" 4 )|
3 matrizes estimuladas (TENS) 3 matrizes nao estimuladas (TENS)
4 $
4 fetos por Matriz 4 fetos por Matriz
2 3 3 2
2 fetos corno 2 fetos corno 2 fetos corno 2 fetos corno
uterino direito uterino esquerdo uterino direito | = uterino esquerdo
) 2 2 3 $
Ligadura com Controle com Ligadura Sem Controle Sem
Estimulo Estimulo Estimulo Estimulo
L= CE LS (O]
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Fonte: Do autor (2019).
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5.6 Analise Morfométrica Intestinal

De cada feto, foram realizados 200 cortes seriados, de forma que se teve acesso a
porcdes do intestino em diferentes niveis. A cada dez cortes, um foi corado pela
Hematoxilina & Eosina e analisado morfometricamente, totalizando 20 cortes por feto.

Para a analise morfomeétrica, os cortes histoldgicos intestinais transversais foram
fotografados utilizando uma camera (Dino Lite) acoplada ao microscopio com aumento
na objetiva de 10 (400pum) e pelo software Dino Capture 2.0. Foram analisados os
didametros intestinais maior e menor (Figura 4) atraves da medida externa desde a serosa
sendo uma medida perpendicular a outra. Em cada corte foram identificadas a maior e a
menor vilosidade e, em seguida, foram medidos os seguintes comprimentos e realizada
uma média dos mesmos (Figura 5) em cada uma dessas vilosidades: a) Altura da
Vilosidade, correspondente a distancia entre o apice e a base das vilosidades, b) Espessura
Total, correspondente a distancia entre o apice das vilosidades e a camada serosa, ¢)
Espessura da Camada Muscular, correspondente a distancia entre o inicio da camada
circular interna e o fim da camada longitudinal externa e d) Espessura da Lamina prépria,
correspondente a distancia entre a base das vilosidades e o inicio da muscular. As areas
das alcas foram calculadas de acordo com a delimitacdo da serosa como pode ser
observado na Figura 6. O calibre dos vazos (Figura 7), foi medido através da delimitacdo
dos vasos observados na camada serosa. As medidas foram feitas pela anélise de um tnico
observador utilizando o software Image J®. Para cada medida intestinal, foi considerada

a média dos valores encontrados nos 20 cortes analisados.

Figura 4 — Medidas dos diametros intestinais.

Legenda: Medidas do menor didmetro e maior diametro. CoIoragE.
Fonte: Do autor (2019).
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Figura 5 — Medidas da parede intestinal correspondentes a maior vilosidade.

Legenda: Altura da vilosidade (a), Espessura Total (b), Espessura da camada muscular (c) e
Espessura da lamina prdpria (d). Coloragéo HE.
Fonte: Do autor (2019).

Figura 6 — Medida correspondente a area da alca intestinal.

Legenda: Alga intestinal delimitada. Coloracdo HE.
Fonte: Do autor (2019).
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Figura 7 — Medida correspondentes ao calibre dos vasos da serosa.

Legenda: Delimitacdo de vaso da serosa. Coloracdo HE.
Fonte: Do autor (2019).

5.7 Imuno-histoquimica

Para a analise da expressdo de GLUT-1 no intestino fetal foi realizada a técnica
de imuno-histoquimica utilizando o anticorpo Rabbit polyclonal to Glucose Transporter
GLUT-1 (Abcam®). Os cortes de 4 a 5 um foram fixados nas laminas com Poli-L
Lisina®, posteriormente desparafinizados em xilol, hidratados em alcoois em
concentracOes decrescentes até dgua destilada. No processo de recuperacdo antigénica foi
utilizado tampéo citrato. Os fragmentos embebidos e tampéao citrato permaneceram por
vinte minutos em estufa a 97° e depois foram resfriados em temperatura ambiente pelo
mesmo periodo. Foram realizados banhos com tampdo PBS 0,05M + Triton® X-100
0,05%. A inibicdo da peroxidase endogena foi feita com H202 3%, em tampéo PBS +
Triton X-100 0,05%, a temperatura ambiente, e no escuro, por 1 hora e 30 minutos. A
inibicdo de radicais aldeido foi feita com glicina 0,1-0,2M em tampé&o PBS, a temperatura
ambiente, por 60 minutos. Para cada 1ml da solucéo de glicina foram utilizados 5ml de
PBS + Triton X-100 0,05%. Posteriormente foi feita a incubagdo com solugdo de BSA
2% + (PBS + Triton X-100 0,05%) por 1 hora, a temperatura ambiente. Em seguida foi
feita a incubacdo com o anticorpo primario em solucdo de BSA 1% + (PBS + Triton X-
100 0,05%) a temperatura ambiente, com tempo de incubacdo de duas horas e diluicdo
1:250. A incubacdo com o anticorpo secundario LSAB + System-HRP Dako ® foi feita
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a temperatura ambiente, com tempo de incubacdo de duas horas. O material foi entdo
incubado com o complexo Streptavidina-Biotina (LSAB + System-HRP Dako®), por
trinta minutos, a temperatura ambiente e posteriormente foi feita a incubacdo com
substrato da peroxidase (DAB), a temperatura ambiente (50 ml de tampédo — 15 mg de
DAB + 100ml de tampédo +30 pl de H202 por 5 minutos, seguida pela lavagem do
material com &gua destilada para inativar a diaminobenzidina e em seguida em tampéo
PBS + Triton X-100 0,05%, por 3X, 5 min cada. O material foi entdo deixado em
recipiente com hematoxilina por 5 segundos, desidratado, diafanizado e montado em
meio sintético. Para a avaliagdo da expressdo de GLUT-1, as laminas imunomarcadas
foram analisadas ao microscopico de luz comum com camera acoplada (Leica®), e as
areas destacadas em marrom (Figura 8) devido a precipitacdo do substrato cromdgeno
(DAB) foram quantificadas em porcentagem por lamina utilizando-se o software Image
J (Figura 9).

a intestinal imunomarcada. Expressdao do GLUT-1.

Figura 8 — Imagem com &rea da al
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Legenda: Imagem ao microscdpio com areas imunomarcadas destacadas em marrom. Cromdgeno
DAB.

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 9 — Imagem com area da alca intestinal imunomarcada selecionada no Image J®.
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Legenda: Imagem tratada no programa para analise.

Fonte: Do autor (2019).

5.8 Analise Estatistica

Para a analise estatistica, foram elaboradas planilhas eletronicas no Microsoft
Excell® e as informacdes foram analisadas utilizando-se o programa eletronico
GraphPadPrism®. Para analise dos efeitos da interacédo entre a ligadura e o estimulo entre
0S grupos, nos casos de distribuicdo normal e variancias semelhantes, foi utilizado o teste
One Way ANOVA (F) seguido do teste de Tukey quando necessario. Neste tipo de
distribuicdo, os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (X + DP). Quando
a distribuicdo ndo foi normal, ou quando ela foi normal, mas com variancias ndo
semelhantes, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (H), sequido pelo teste de Dunn quando
necessario. Neste tipo de distribuigdo os resultados foram expressos em mediana e valores
minimo e maximo (Med-Min-Max). Foram consideradas estatisticamente significativas

as diferencas em que a probabilidade (p) foi menor que 5% (p<0,05).
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6 RESULTADOS

Os fetos do corno uterino com ligadura e submetidos aos efeitos da TENS (grupo LE)
apresentaram espessura da lamina propria significativamente maior (p = 0,0336) quando
comparados aos fetos do corno uterino com ligadura, mas ndo submetidos a TENS (grupo
LS) (Tabela 1 e Figura 10 e 11). O calibre dos vasos na camada serosa foi
significativamente maior (p = 0,0110) no intestino dos fetos do grupo controle com
estimulo (CE) comparado aos grupos ligadura sem estimulo (LS) e ligadura com estimulo
(LE) (Tabela 1 e Figura 10 e 11). N&o houve influéncia significativa da restri¢do do fluxo
sanguineo uterino ou da TENS sobre a expressdo de GLUT-1 (Tabela 1 e Figura 9 e 10).
Quanto aos demais parametros analisados, ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.
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Tabela 1 — Pardmetros morfométricos intestinais comparados entre fetos dos grupos ligadura com estimulo (LE), ligadura sem estimulo (LS),
controle com estimulo (CE) e controle sem estimulo (CS). Nos casos de distribuicdo normal foi utilizado o teste One Way ANOVA
(F) seguido do teste de Tukey e os resultados foram expressos em média e desvio padrdo (X + DP). Nos casos de distribuicdo nao-
normal utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (H), seguido pelo teste de Dunn e os resultados foram expressos em mediana, valores
minimo e maximo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05).

Parametros LE LS CE CS Valor
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) dep
X+ DP
Area da alca intestinal | 5,683 x 107 (+ 9,331 x | 6,892 x 107 (2,007 x | 6,774 x 107 (+ 1,582 x 6,652 x 107 (+ 9,358 x | 0,4179
10°) 10" 10" 10

Maior didmetro 300,3 (+ 21,78) 334,2 (£ 51,41) 339,9 (+ 37,80) 339,3 (+ 19,07) 0,1850
Menor diametro 233,3 (+ 18,76) 257,2 (+ 48,27) 258,5 (+ 36,24) 253,2 (+ 21,12) 0,3738
Espessura muscular 55,05 (£ 3,90) 66,19 (£ 21,96) 57,28 (£ 10,57) 51,29 (£ 2,89) 0,3336
Espessura lamina 118,0 (+ 18,92) a 83,47 (£ 24,58) b 108,3 (x 17,55) ab 91,95 (+ 5,74) ab 0,0336
propria

Altura da vilosidade 65,95 (+ 15,11) 90,22 (+ 14,84) 94,09 (+ 34,69) 88,80 (+ 13,95) 0,1584
Calibre dos vasos da 75180 (+ 26931) a 40115 (+ 19142) a 282902 (+ 227388) b 106227 (+ 72027) ab 0,0110
serosa

Med (min — max)

Espessura Total 240,3 (216,9 — 265,2) 238,8 (187,5 — 257,6) 259,7 (214,9 — 304,7) 226,1 (212,8 — 252,4) 0,2813
GLUT-1 6,185 (2,29 — 12,30) 4,27 (2,11 — 41,49) 3,70 (1,97 —18,71) 4,87 (2,10 — 12,57) 0,6117

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 10 — Analise morfométrica intestinal. Comparacao entre os grupos LE (ligadura
com estimulo), LS (ligadura sem estimulo), CE (controle com estimulo) e CS
(controle com estimulo). (A) Area da alca intestinal (um?). (B) Espessura total
da parede intestinal (um). (C) Maior diametro (um). (D)Menor diametro
(um). (E) Espessura da camada muscular (um). (F) Espessura da lamina
propria (um) Diferengas significativas (p < 0,05) em casos de distribuicdo
normal foram determinadas pelo teste One Way ANOVA (F) seguido do teste
de Tukey. Para os casos de distribuicdo ndo-normal, foi utilizado o teste
Kruskall-Wallis seguido pelo teste Dunn. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica entre os grupos.
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N 6.0x107- e
= 250-
7 40x107 > M
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(C) Maior Diametro (D) Menor Diametro
400+ 300-
-I- e — I - —
300-
200-
E 2004 E
100+
100-
u T T u T T
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80+ 150-
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- b - ab
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Fonte: Do autor (2019).
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Analise morfométrica intestinal e expressdo do Transportador de Glicose 1
(GLUT-1) no intestino fetal. Comparacdo entre os grupos LE (ligadura com
estimulo), LS (ligadura sem estimulo), CE (controle com estimulo) e CS
(controle com estimulo). (G) Altura das vilosidades (um). (H) Calibre dos
vasos da serosa (um?). (1) Area imunomarcada GLUT-1 (%). Diferencas
significativas (p < 0,05) em casos de distribuicdo normal foram determinadas
pelo teste One Way ANOVA (F) seguido do teste de Tukey. Para os casos
de distribui¢io ndo-normal, foi utilizado o teste Kruskall-Wallis seguido pelo
teste Dunn. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos.
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Fonte: Do autor (2019).
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7 DISCUSSAO

A insuficiéncia placentaria € uma importante complicacdo durante o periodo
gestacional, associada a altas taxas de morbimortalidade a curto e longo prazo. Os
impactos da insuficiéncia placentaria sobre o desenvolvimento fetal sdo amplamente
discutidos na literatura. O primeiro deles é a RCIU, levando a alteragéo de peso e tamanho
dos fetos, bem como o desenvolvimento de doencas metabolicas na vida adulta, alteracdes
na morfologia intestinal, dentre outras complicages (BUENO et al., 2010; FUNG et al.,
2016; JANSSON et al., 2006; VUGUIN et al., 2004; WIGGLESWORTH, 1974;
BASERGA et al., 2004).

No presente estudo foi avaliada a morfologia intestinal fetal em um modelo
experimental de insuficiéncia placentéria e sua interacdo com o uso da TENS. Os
resultados indicaram que nos fetos com restricdo do fluxo sanguineo uterino (corno
uterino com ligadura), o uso da TENS esteve associado ao aumento da espessura da
lamina propria e aumento do calibre dos vasos da serosa. Sabe-se que na base do epitélio
intestinal encontra-se a lamina prépria bem vascularizada e constituida por tecido
conjuntivo e que externamente, o intestino é envolvido pela serosa, constituida de tecido
conjuntivo e vasos sanguineos (VIEIRA-LOPES et al., 2014), sugerindo assim que a
aplicacdo da TENS provocou um aumento da lamina propria como consequéncia da
vasodilatacdo dos vasos sanguineos da serosa.

Em seu trabalho (TRAMONTE et al., 2004) relatou que 0 aumento da espessura
da lamina prépria tem sido relacionado a ocorréncia de inflamagdo e edema frente a
diferentes tipos de agressdo. Sendo a lamina prépria a regido da parede intestinal onde se
encontram os vasos sanguineos (VIEIRA-LOPES et al., 2014), poder-se-ia presumir que
as alteracOes na espessura desta camada intestinal estariam relacionadas a processos
vasculares reacionais secundarios ao uso da TENS. Anteriormente foi observado na
analise histoldgica do intestino delgado, reflexos na taxa de renovacdo de células
epiteliais intestinais em leitbes expostos a baixo fluxo placentario que apresentaram
intestino delgado mais longo e mais fino, com altura de vilosidade reduzida em relacéo
aos leitGes de gestacOes normais. Enfim, foi observado que o peso ao nascimento estava
ligado as alteracdes da morfologia intestinal, como indicado pela altura vilosa do ileo
inferior em leitdes com RCIU em relacgéo aos leitdes peso normal ao nascimento (HU et
al., 2015). No presente estudo, ndo foram encontradas alteragdes significativas quanto a
altura das vilosidades intestinais, possivelmente pelo efeito vasodilatador da TENS no
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intestino fetal, minimizando as injarias da restricdo do fluxo sanguineo intestinal
secundario a insuficiéncia placentaria.

Vérios fatores podem influenciar na forma pela qual a TENS interfere em cada
6rgao fetal, como a frequéncia e intensidade utilizadas, tempo de tratamento e até a fase
da gestagdo na qual o método foi aplicado. No presente estudo, utilizamos a TENS de alta
frequéncia, seguindo estudos anteriores que mostraram aumento da perfusdo tecidual por
meio da aplicacdo da TENS no tecido randémico isquémico em ratos (LIEBANO et al.,
2003) e em gestacBes de mulheres com insuficiéncia placentaria (KUBISTA et al., 1980),
com uma baixa intensidade de estimulacdo, respeitando o limiar de tolerdncia maxima
sem ativacdo muscular.

Anteriormente nosso grupo de estudo utilizando o0 mesmo modelo experimental
encontrou vasoconstriccdo nos vasos sanguineos placentarios nos grupos submetidos a
TENS sugerindo que os vasos placentarios podem se comportar de forma particular frente
a determinados estimulos, em relacdo a circulacdo sisttmica. A placenta carece de
inervacdes autonémicas (MYATT, 1992), o que sugere que fatores dentro o ambiente
local podem ser cruciais para esse fim. As influéncias relaxantes dos agonistas especificos
de receptores de estrogeno diferem entre as artérias do miométrio e as artérias
placentarias, isso sugere que a regulacdo estrogénica do tbnus vascular das artérias
uteroplacentarias ocorre de maneira especifica e diferente de outros tecidos. O sangue da
circulacdo uterina materna que atravessa o lumen das arteriolas espirais é direcionado
para a superficie sincicial da placenta, mas ndo entra em contato direto com o aparelho
circulatério feto placentério, tornando importante o entendimento de como 0s vasos
sanguineos de cada o6rgdo especifico responde a fatores vasoativos fisioldgicos
(CORCORAN et al., 2014).

A dopamina também estd envolvida na regulacdo do fluxo sanguineo em
diferentes leitos vasculares, segundo Amenta et al. (2000) e a administragdo in vivo ou in
vitro de agonistas da dopamina induzem vasodilatacédo nos leitos vasculares mesentéricos,
diferente dos vasos placentarios, onde as respostas ndo sao as mesmas com o objetivo de
proteger o feto contra altos niveis circulantes de agentes vasoativos e ainda mesmo o
aumento significativo nos niveis de catecolaminas (ASSALI et al., 1968; INGLIS et al.,
1981; MAIGAARD etal., 1986; REVIRIEGO, MARIN, 1990; PHILLIPE, RYAN, 1981;
PHILLIPE, 1983; TAKA et al., 199I; ALMEIDA et al, 1993). Em concordancia com 0s
trabalhos citados acima os achados do presente trabalho e do nosso grupo de estudo a
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placenta apresentou resposta diferente as encontradas no intestino fetal frente ao estimulo
da aplicacdo da TENS.

H& um extenso nimero de publicacdes que relata a maior expressdo de GLUT-1
em condicdes de hipdxia (LUEDER e OGATA, 1990; HARIK et al., 1994; HARIK et al.,
1996; DAS et al., 1999; CHANDRASIRI et al., 2013) inclusive em modelos de ratos com
restricdo de fluxo sanguineo placentario. No presente estudo ndo houve alteracdo
significativa na expressdo do GLUT-1 no intestino fetal pelo estimulo da TENS e nem
pela restricdo do fluxo sanguineo placentério. Provavelmente, no presente modelo, o
efeito vasodilatador desencadeado pela aplicacdo da TENS, diminuiu o efeito da restrigéo
do fluxo sanguineo placentario impossibilitando uma expresséo significativa do GLUT-

1 no intestino dos fetos analisados.
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8 CONCLUSAO

A aplicagdo da TENS induziu aumento do calibre dos vasos na serosa e aumento
da espessura da lamina prépria no intestino fetal, sugerindo um efeito vasodilatador do
estimulo elétrico. A expressdo de GLUT-1 no intestino ndo apresentaou alteracGes
significativas entre os grupos, provavelmente pelo efeito compensatdrio da vasodilatacdo
induzida pela TENS, minimizando os efeitos da restricdo do fluxo sanguineo uterino no

intestino fetal.
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SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS (GERAL E ESPECIFICOS)
Em placentas com baixo fluxo dtero placentario induzido experimentalmente, comparar o niimero de vasos
placentdrios em ratas com estimulo elétrico e sem estimulo elétrico.

2. JUSTIFICATIVA

A estimulagdo nervosa elétrica transcutinea (TENS) por anos vem sendo utilizada como importante recurso
analgésico, mas seus efeitos na vascularizagéo de tecidos isquémicos ainda ndo estdo esclarecidos. Frente aos
altos indices de morbimortalidade fetal relacionados a gestagdes complicadas por restrigdo do crescimento
intra-uterino e baseado em trabalhos que citam a TENS como forma de tratamento da insuficiéncia
placentaria, destaca-se a importancia deste trabalho para avaliagio dos reais efeitos da TENS na
vascularizagdo tecidual, a fim de que possa ser estabelecida como recurso terapéutico eficaz para melhora da
perfusdo placentaria.

3. MATERIAL E METODOS

1. Animais experimentais

Os grupos serdo formados de acordo com o esquema abaixo:

1° Grupo: Ratas gestantes operadas com ligadura da artéria uterina e submetidas a estimulagdo elétrica
nervosa transcutanea.

2° Grupo: Ratas gestantes operadas sem ligadura da artéria uterina e submetidas a estimulag@o nervosa elétrica
transcutanea.

3° Grupo: Ratas gestantes operadas com ligadura da artéria uterina e ndo estimuladas.

4° Grupo: Ratas gestantes operadas sem ligadura e ndo estimuladas.

2. Estimativa do Ciclo Estral

3. Acasalamento

4. Indugdo da Restrigdo do Fluxo Utero-placentario

Ao 17° dia de gestagdo, as ratas gravidas serdo submetidas a cirurgia de clampeamento da artéria uterina
direita, para indugdo da insuficiéncia utero-placentaria e restrigo do crescimento intra uterino, seguindo o
modelo experimental de Wigglesworth (1974). Como anestésico sera utilizado pentobarbital sédico, 40
mg/kg, por via intraperitoneal. Serd feita incisdao mediana abdominal xifo-pubica. O nimero de sitios de
implantagdo em cada corno uterino sera avaliado, e entdo ser feito o clampeamento da artéria uterina direita,
através de n6 simples com fio de nailon monofilamentado 4-0, assegurando que o Gnico suprimento sangiiineo
restante seja o da artéria ovariana. O como uterino ndo-ligado servira como controle. A sintese da parede
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abdominal sera feita em dois planos de sutura, sendo o plano perit6nio-misculo aponeurético realizado com
pontos separados de fio de nylon monofilamentar 2-0, eqiidistantes 2 mm entre si e a pele sera suturada com o
mesmo fio, em pontos separados, eqiiidistantes 5 mm entre si. Todos os procedimentos cirtirgicos deverdo ser
realizados sob condigdes de assepsia. Apés a cirurgia as ratas serdo alocadas em gaiolas individuais com
aquecimento de fonte luminosa, e para a analgesia pos-operatdria, sera utilizado acido acetilsalicilico diluido
em agua, na dose de 50 mg/kg.

5. Estimulagdio Elétrica dos Animais

A estimulag@o nervosa elétrica transcutinea sera realizada a partir do pés-operatério imediato, até o parto.
Seré utilizado o aparelho de eletroestimulagio com um cabo ligado a dois eletrodos de silicone (dimensdes de
4,2 x 1,5 cm), acoplados & regido lombar com gel e fixados com fita adesiva. A intensidade utilizada sera de
10mA, freqiiéncia 80 Hz e duragdo de pulso 200 microsegundos. As sessdes de eletroestimulagio serdo
realizadas uma vez ao dia e cada sessdo tera duragdo de 30minutos.

6. Avaliacdo dos Fetos e Placentas

Serdo coletados das placentas fragmentos proximos a inser¢do do corddo umbilical, fixados em formol a 10%,
emblocados em parafina e posteriormente seré realizada imunohistoquimica para fator VIII, para anélise dos
vasos placentarios.

Andlise estatistica: Todas as variaveis coletadas serio expressas como médiaterro padrdo. As variaveis
paramétricas serdo comparadas entre os grupos empregando-se a ANOVA de um fator de seguida do teste de
Tukey, enquanto as ndo paramétricas serdo avaliadas pelo teste de Kurskal-Wallis seguida do teste de Dunn.
Serdo consideradas estatisticamente significantes as diferengas com p <0,05.

4. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE PARA O USO DE ANIMAIS

O clampeamento da artéria uterina em ratas fornece um bom modelo de restrigdo do fluxo utero-placentario
para o estudo da insuficiéncia placentdria, uma vez que o procedimento em humanos seria inviavel, e o
periodo gestacional relativ: curto nesses animais facilita a avaliagdo dos resultados. Utilizaremos

animais da mesma idade e linhagem uma vez que a variagdo inter-individual € relativamente pequena,
Justificando o uso de um pequeno nimero de animais por grupo (S animais em cada grupo).

5. DESCRICAO E CARACT! ERIZACAO DA AMOSTRA (espécie, procedéncia, nimero)
Serdo utilizadas 20 ratas fémeas (Rattus norvegicus albinus), linhagem Wistar, provenientes do Biotério da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Os animais serdo mantidos em gaiolas, a temperatura ambiente,
com ciclo luz-escuro de 12 /12 h, luzes acesas s 7:00 h, agua e alimentagéo padrio a vontade.
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6. ADEQUACAO DAS CONDICOES (Detalhamento das instalagdes e demonstrativo da existéncia de
infra-estrutura necessiria, destino do material apés o uso)
Disciplina de Fisiologia da UFTM possui infra-estrutura necessaria para a pesquisa ser realizada.

7. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA OS ANIMAIS E DESCRICAO DAS
RESPECTIVAS MEDIDAS PREVENTIVAS E CURATIVAS QUANDO NECESSARIO

Nio ha nenhum desconforto ou risco para os animais uma vez que os mesmos serdo submetidos a todos os
procedimentos cirargicos sob anestesia do pentobarbital sédico (40 mg/Kg, i.p.). Quanto a eutanasia, a mesma
sera realizada em animal previamente anestesiado através da administragdo de dose excessiva de anestésico
por via endovenosa, a fim de provocar parada respiratéria.

8. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA AS PESSOAS ENVOLVIDAS NA
PESQUISA
Nio pertinente.

9. ORCAMENTO FINANCEIRO DETALHADO DA PESQUISA E FONTE DE RECURSOS

Custo total do projeto =R$33.000,00

O orgamento do Projeto serd suprido com recursos disponibilizados pela Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (UFTM), pela Fundagdo de Ensino e Pesquisa de Uberaba (FUNEPU), pela Fundagdo de Amparo &
Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq).

10. CRITERIOS PARA SUSPENDER OU ENCERRAR A PESQUISA
Naio se aplica por se tratar de pesquisa experimental em animais sem risco algum para as pessoas envolvidas
na execugdo do projeto.

11. ANALISE DE RISCOS E BENEFICIOS
N4o ha riscos.

12. COMENTARIOS DO RELATOR QUANTO A ESTRUTURA DO PROTOCOLO

O projeto apresenta justificativa e objetivos claros, materiais e métodos adequados, ndo colocando os animais
utilizados em prejuizo, a ndo ser pelo fato de submeterem-se a cirurgia, porém € utilizado medicamento
analgésico (como descrito na literatura). Quanto a utilizagdo da técnica TENS poder gerar desconforto, cabe
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a0 pesquisador evitar a ocorréncia de dor durante a sessio, além da observagdo continua desses animais para
que os eletrodos ndo se desprendam e causem dor. Os materiais biolégicos e as carcagas dos animais ao final
do protocolo experimental serdio incinerados.

PARECER DA CEUA: Aprovado

DATA DA REUNIAO: 16/07/2009

Dra. Ana PRula Sarreta Terra
Presidgnte da CEUA
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