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Resumo

Introducao: Frente aos altos indices de morbimortalidade fetal relacionados a gestacdes
complicadas por insuficiéncia placentdria e restricdo do crescimento intra-uterino e
baseado em trabalhos que citam a Estimulacdo Nervosa Elétrica Transcutanea (TENS)
como forma de tratamento da insuficiéncia placentdria, o objetivo desse estudo foi avaliar
o efeito da TENS sobre o desenvolvimento fetal e placentdrio em gestagdes com restricao
do fluxo sangiiineo utero-placentdrio induzido experimentalmente por meio do
clampeamento da artéria uterina. Material e métodos: Foram analisadas dezesseis ratas de
linhagem Wistar, submetidas a cirurgia de clampeamento da artéria uterina direita no
décimo quinto dia de gestacdo, das quais quatro foram incluidas no grupo de animais com
clampeamento da artéria uterina e submetidas a TENS (CE), quatro no grupo com
clampeamento e ndo submetidas a TENS (CS), quatro no grupo em que foi passado fio em
torno da artéria uterina e com estimulo (FE) e quatro no grupo com fio e sem estimulo. As
sessoes de eletroestimulacdo foram realizadas desde o pds-operatério imediato, até o
décimo nono dia de gestacdo, com duragdo de trinta minutos por sessao, uma sessao ao dia.
No décimo nono dia de gestacdo as ratas foram eutanasiadas, e os fetos e placentas foram
pesados e medidos. Para andlise dos vasos placentdrios, foi realizada a técnica de imuno-
histoquimica para fator VIII. Resultados: Os casos com clampeamento apresentaram
maior ndmero de reabsor¢des fetais (p=0,017). O peso fetal foi menor nos casos com
clampeamento (p<0,001) e com estimulo (p=0,01). O comprimento fetal foi menor nos
casos com clampeamento (p<0,001) e com estimulo (p=0,002). O peso placentdrio foi
menor nos casos com clampeamento (p<0,001) e com estimulo (p<0,001). O volume

placentario foi menor nos casos com clampeamento (p<0,001) e com estimulo (p=0,016).
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Os casos com estimulo apresentaram menor numero de vasos placentdrios (p<0,001),
independente do procedimento (p=0,828). Houve correlagdo positiva entre o nimero de
fetos e reabsor¢des (p=0,00444), entre o peso placentdrio e o peso fetal (p<0,001) e, nos
casos estimulados, entre o nimero de vasos placentarios e nimero de fetos (p=0,0131).
Houve correlacdo negativa entre o comprimento fetal e o nimero de fetos nos casos
estimulados (p=0,0150). Conclusoes: O estimulo ndo aumentou o nimero de vasos
placentdrios e parece ndo ter uma contribuicdo benéfica para o desenvolvimento fetal e
placentdrio em ratas com restricao do fluxo uterino. Sugere-se que a TENS seja usada com
cautela durante a gestacdo, pois seus parametros de utilizacdo podem ter efeitos

prejudiciais para o desenvolvimento intra-uterino.

Palavras-chave: fluxo sangiiineo; restricdo; TENS; vascularizacio placentdria
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Abstract

Introduction: Based on the high levels of fetal morbidity and mortality related to
pregnancies complicated by placental insufficiency and intra uterine growth restriction,
and based on studies using Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation (TENS) as a
treatment for placental insufficiency, the aim of this study was to evaluate the effect of
TENS on fetal and placental development in pregnancies with restricted uteroplacental
blood flow was experimentally induced by clamping the uterine artery. Material and
Methods: In the study were included sixteen Wistar rats, submitted to uterine artery
clamping surgery at day fifteen of pregnancy. Four were included in the group of animals
with uterine artery clamping and submitted to TENS (CE), four in the group with clamp
and without electrostimulation, four in the group in which a filament was passed around
the uterine artery and stimulated (FE) and four in the group in which a filament and not
stimulated. The surgery was performed on the 15" day of pregnancy, and the
electrostimulation sessions were performed since the immediate postoperative until day
nineteen of pregnancy, with duration of 30 minutes, one session per day. On day nineteen
of pregnancy, animals were subjected to euthanasia, and fetuses and placentas were
weighted and measured. To analyze the number of placental vessels,
immunohistochemistry was performed with Factor VIII. Results: Cases with clamp
presented a higher number of fetal reabsorptions (p=0.017). Fetal weight was smaller in
cases with clamp (p<0.001) and stimulated (p=0.01). Fetal length was smaller in cases with
clamp (p<0.001) and stimulated (p=0.002). Placental weight was smaller in cases with
clamp (p<0.001) and stimulated (p<0.001). Placental volume was smaller in cases with
clamp (p<0.001) and stimulared (p=0.016). Cases which were stimulated presented a

smaller number of placental vessels (p<0.001), independent from procedure (p=0.828).
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There was a positive correlation between number of fetuses and reabsorptions
(p=0.00444), between placental and fetal weights (p<0.001) and between number of
placental vessels and number of fetuses in cases stimulated (p=0.0131). There was a
negative correlation between fetal length and number of fetuses in cases stimulated
(p=0.0150). Conclusions: Stimulus did not elevated the number of placental vessels and
seems not to have a beneficial contribution to fetal and placental development in rats with
uterine flow restriction. We suggest that TENS should be used cautiously during
pregnancy, because its parameters of utilization may have harmful effects to intra-uterine

development.

Key-words: blood flow; placental vascularization; restriction; TENS
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Introducao
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A placenta é o 6rgdo através do qual gases respiratorios, nutrientes e residuos
sdo trocados entre os sistemas materno e fetal, e a troca transplacentdria prové a
subsisténcia de todas demandas metabdlicas para o desenvolvimento e crescimento fetal
(REYNOLDS & REDMER, 2001). A placentagdo, processo de formagao da placenta,
inclui extensiva neovascularizacdo, acompanhada por aumento nos fluxos sangiiineos
uterino e umbilical (ASSHETON, 1906; GREISS & ANDERSON, 1970; REYNOLDS
et al., 1984; REYNOLDS, 1986; REYNOLDS & REDMER, 1992; REYNOLDS &

REDMER, 1995; MAGNESS, 1998).

A formacdo de vasos sangiiineos se desenvolve através de dois processos
diferentes, chamados vasculogénese e angiogénese (DEMIR et al., 2007). Durante a
vasculogénese, células progenitoras endoteliais - os angioblastos - formam uma rede
vascular primitiva (RISAU & FLAME, 1995), enquanto a angiogé€nese representa o
desenvolvimento de novos vasos a partir de vasos pré-existentes (FOLKMAN &

SHING, 1992).

A angiogénese € um processo crucial para o crescimento tecidual e
desenvolvimento normal (FOLKMAN & KLAGSBRUN, 1987; KLAGSBRUN &
D’AMORE, 1991; REYNOLDS et al., 1992). Nao somente o aumento sustentado do fluxo
sangiiineo no utero gravidico e umbilical dependem do desenvolvimento dos leitos
vasculares placentdrios, mas o crescimento placentdrio em si depende da angiog€nese
placentaria, desde que o crescimento tecidual de qualquer magnitude nao pode ocorrer na
auséncia do crescimento vascular (BASSINGTHWAIGHTE & GORESKY,1984). Apesar
de indmeros fatores terem sido implicados na angiogénese, observacdes recentes t€m
levado a identificac@o dos principais fatores que regulam o processo, incluindo aqueles que

ocorrem durante a vascularizacio placentaria. Esses fatores angiogénicos incluem o fator
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de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF) e a
familia de angiopoietinas (ANG), assim como seus respectivos receptores (KLAGSBRUN
& D’AMORE, 1991; BREIER et al., 1997, FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997;
HANAHAN, 1997; NEUFELD et al., 1999).

As taxas do fluxo sangiiineo placentdrio, por sua vez, sdo dependentes da
vascularizacdo placentdria, necessdria para o desenvolvimento de descendentes vidveis e
sauddveis (REYNOLDS & REDMER, 2001). Os fluxos sangiiineos uterino e umbilical,
que representam a circulacdo para as por¢des materna e fetal da placenta, respectivamente,
aumentam exponencialmente durante toda a gestacdo, essencialmente acompanhados pelo
crescimento fetal (MESCHIA, 1983; REYNOLDS & REDMER, 1995; MAGNESS,
1998). Devido ao fato da funcdo primdria da placenta ser prover a subsisténcia de trocas
fisiolégicas, a importancia da circulacdo placentdria também tem sido reconhecida ha
tempos e é exemplificada pela estreita relacdo entre peso fetal, tamanho da placenta, e o
fluxo sangiiineo uterino e umbilical durante a gestacdo normal em muitas espécies de
mamiferos (ASSHETON, 1906; BARCROFT, 1946; RAMSEY, 1982; FABER &
THORNBURG, 1983; REYNOLDS & REDMER, 1995; MAGNESS, 1998). Estudos tém
indicado que a angiogénese € realmente o principal componente do aumento no fluxo
sangiiineo placentario durante toda a gestacdo (REYNOLDS et al., 2005).

A taxa de troca transplacentdria depende primeiramente da taxa dos fluxos
sangiiineos uterino (materno-placentdrio) e umbilical (feto-placentdrio). De fato, o
aumento da resisténcia vascular uterina e a reducio do fluxo sangiiineo uterino podem
ser utilizados como progndstico de gestacdo de alto risco, e estdo associados com a
restricdo do crescimento intra-uterino (RCIU) (REYNOLDS & REDMER, 2001). O
fluxo sangiiineo adequado para a placenta € crucial para o desenvolvimento fetal

normal, e ndo € surpreendente que condi¢des que afetam o crescimento fetal como o
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genotipo materno e fetal, o nimero aumentado de fetos, o excesso ou privagdo de
nutrientes maternos, o estresse térmico ambiental e condicdes de alta altitude
tipicamente tém efeitos semelhantes no tamanho da placenta, e também estao associadas
com taxas reduzidas de oxigénio fetal e absorcio de nutrientes, assim como a
angiogénese placentdria e o fluxo sangiiineo reduzidos (WALTON & HAMMOND,

1938).

A RCIU em humanos € caracterizada por fluxos sangiiineos uterino (materno-
placentdrio) e umbilical (feto-placentdrio) prejudicados, levando a reduzida absorcdo de
nutrientes, assim como hipdxia fetal, hipoglicemia e alteracdes no crescimento dos 6rgaos
(PARDI et al., 1993). Além disso, a resisténcia vascular uterina aumentada e o fluxo
sangiiineo uterino reduzido durante o comego da gestacdo podem ser utilizados como
progndstico de gestagdes de alto risco e estdo associados com a RCIU (TRUDINGER et
al.,1985), demonstrando que o desenvolvimento vascular placentdrio desempenha um
papel central em garantir uma troca transplacentdria adequada, e finalmente, o peso fetal ao
nascer (MESCHIA, 1983).

O crescimento fetal caracteriza-se por uma seqiiéncia de crescimento de tecidos e
orgdos, diferenciacdo e maturacdo que sdao determinados pela oferta materna e
transferéncia placentdria de substratos e pelo potencial de crescimento determinado pelo
genoma (CALDERON et al., 1999). No inicio da vida fetal o maior determinante do
crescimento € o genoma fetal, mas no final da gestagdo tornam-se importantes o ambiente
intra-uterino, a nutricdo e a influéncia hormonal (CUNNINGHAM et al., 2001). A nutri¢dao
intra-uterina adequada € condi¢do impar para o crescimento e desenvolvimento normais do
feto, constituindo fator primordial para a determina¢do do peso ao nascer (GRUENWALD,

1966; LANG et al., 2000).
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Os recém-nascidos com RCIU podem ser classificados em trés categorias:
simétrico, assimétrico e intermediario. A RCIU simétrica, também denominada
hipoplésica, intrinseca ou proporcional, € decorrente da acdo de fatores etioldgicos que
atuam no inicio da gravidez, isto €, na fase de "hiperplasia celular", reduzindo o nimero de
células de todos os 6rgdos. Esses recém-nascidos t€ém pior progndstico em relacdo aos
assimétricos, s@o mais suscetiveis as a¢des morbidas no decorrer da gestacdo e durante o
parto (DAIKOKU et al., 1979; BITAR, 1998). O tipo assimétrico ou desproporcional tem
como agentes etiologicos fatores que atingem a gravidez no inicio do terceiro trimestre,
com déficit no crescimento celular (hipotrofia celular), fato que origina a desproporcao
observada entre o tamanho da cabeca (que permanece com o volume das células normais) e
do corpo (que sofre redug@ao no volume celular), representado principalmente pela reducao
da circunferéncia abdominal, visto que o figado é um dos 6rgdos mais afetados,
caracterizando os recém-nascidos magros, com estatura normal e pdlo cefélico
proporcionalmente grande (HADLOCK, 1996; CUNNINGHAM et al., 2001). A RCIU
intermedidria ou mista sofre acdo dos agentes causadores nas duas fases de crescimento
celular, a de hiperplasia e a de hipertrofia (BITAR, 1998). Devido a dificuldade de
conceituacdo, com base em diferentes critérios de definicdo e dos diagndsticos
empregados, a incidéncia € variadvel, calculando-se entre 2% a 10% (TENOVUO et al.,
1988). A morbimortalidade elevada nos recém-nascidos com RCIU € associada a
alteracoes metabdlicas, asfixia, sindrome do desconforto respiratério, hemorragia
intracraniana, aspiracdo meconial, hipotermia e outros (LIN & EVANS, 1984). Estudos
epidemiol6gicos mostram que o crescimento fetal restrito estd associado a repercussoes
tardias como alteracdes no desenvolvimento fisico, neuro-psicomotor e intelectual, risco de
hipertensdo arterial, triglicérides séricos elevados, alteracdes enddcrinas e subfertilidade

(CICOGNANI et al., 2002). O fluxo sangiiineo placentario prejudicado associado a
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reducdo da distribuicdo de oxigénio e nutrientes ao feto através da placenta é uma das
causas mais comuns de gravidez complicada por restri¢do do crescimento (WLODEK et

al., 2005).

A insuficiéncia placentdria experimental mostra-se como importante meio de
simulacdo da RCIU em humanos. Os modelos em animais possibilitam o estudo da
placenta e da circulacdo placentdria ha tempos, € muito do conhecimento sobre o
desenvolvimento vascular placentdrio continua a ser originado de estudos comparativos
entre animais ¢ humanos (KAUFMANN et al.,2004).

O suprimento sangiiineo para os 6rgados reprodutivos da fémea € obtido de diversas
fontes. A artéria ovariana, um ramo direto da aorta, nutre o ovario e ramifica-se para a tuba
uterina e para parte cranial do corno do ttero. A artéria ovariana assume um trajeto
extraordinariamente contorcido e, dependendo da espécie, estd mais ou menos relacionada
com a veia ovariana. O ramo uterino une-se por anastomose com a artéria uterina dentro do
ligamento largo. A artéria uterina emerge como um ramo indireto da artéria ilfaca interna e
segue adiante dentro do ligamento largo. Emite uma série de ramos anastomosantes para o
corno e o corpo do dtero; as anastomoses mais craniais sdo com a artéria ovariana e as
mais caudais, com a artéria vaginal. Assim, uma arcada arterial estabelece-se, percorrendo
a extensao do utero e suprindo ambas as extremidades, cranial e caudal (DYCE, 2004).

Em estudos experimentais foram utilizadas ratas gravidas submetidas a
clampeamento dos vasos uterinos no 17° dia de gestagdo como modelo de restricio do
crescimento fetal. Foram realizadas uma ou mais ligaduras em torno dos vasos uterinos
proximo a por¢do inferior de um dos cornos; o corno nao ligado serviu como controle. Os
animais foram eutanasiados de quatro a cinco dias depois, encontrando-se vérios fetos com
restricdo do crescimento no corno ligado, e alguns fetos que ndo sobreviveram

(WIGGLESWORTH, 1974). Além da reducdo global no tamanho corporal, a variacdo nos
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pesos dos 6rgdos é semelhante aquela encontrada em humanos. O peso cerebral é mantido
a custa do desvio sangiiineo de 6rgdos internos como figado, pulmdes e rins (BLANC,
1967, GRUENWALD, 1963). O modelo de RCIU em ratos demonstra a importancia do
suprimento sangiiineo uterino como um fator de controle no crescimento fetal
(WIGGLESWORTH, 1974). Ainda, fornece meios de se produzir o retrato da RCIU num
experimento internamente controlado, em que os fetos de peso normal do corno nao-ligado
representam um bom controle para os fatores relacionados ao crescimento fetal, e ainda
estdo expostos aos mesmos fatores do corno clampeado, como a saide materna, o
fornecimento de nutrientes, e os efeitos da restricdo do crescimento (HOHENAUER &
OH, 1969).

A utilizacdo de correntes elétricas terap€uticas constitui um dos vdrios recursos
utilizados na fisioterapia. Uma vez moduladas em parametros apropriados, estas correntes
podem atuar em diferentes condi¢des, como promover analgesia, contracdes musculares,
melhoria do fluxo circulatério muscular, incentivar a recomposi¢do e a cicatrizagdo de
diversos tecidos corporais (STARKEY, 2001). Uma das principais correntes elétricas
terapéuticas utilizadas em processos dlgicos agudos e cronicos, chamada TENS
(Transcutaneous Eletrical Nerve Stimulation), cuja tradu¢do do inglés refere-se a uma
Estimulagdo Nervosa Elétrica Transcutianea, € usada com a finalidade de influenciar e
modular o processo de neurocondug¢do da dor e atuar sobre a liberacdo de opidides

endégenos (RUSHTON, 2002).

O aparelho de eletroestimulagdo nervosa transcutanea ¢ um gerador de pulsos
balanceados que envia impulsos elétricos através da pele. E um aparelho de corrente com
freqiiéncia que pode variar de 1Hz a 250Hz, do tipo bidirecional e assimétrico, ndo
provocando ionizagdo. Possui dois canais independentes, com quatro eletrodos que foram

desenvolvidos para evitar a formacdo de pontos quentes e conseqiientemente, lesoes
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cutaneas do tipo queimadura (FERREIRA & PAYNO, 2002). A corrente elétrica gerada
pelo aparelho é transmitida através dos fios elétricos até o eletrodo aplicado sobre a pele do
paciente. Estes fardo contato com a pele através de um elemento de condugdo intersticial
(gel), sendo fixados por uma pelicula adesiva. Existem diversos protocolos para a
utilizacdo da TENS, que variam de acordo com a largura e a freqiiéncia de pulso utilizada.
Os mais utilizados sdo a TENS de alta freqiiéncia, baixa freqiiéncia (ou acupuntura), a

breve intensa e a chamada burst (GUIRRO & GUIRRO, 2004).

A TENS € um recurso ndo farmacoldgico para alivio da dor aguda e cronica,
baseado na Teoria das Comportas (MELZACK & WALL, 1965). Consiste na aplicacdo de
eletrodos percutdneos que emitem uma corrente elétrica com forma de onda tipicamente
bifdsica, simétrica ou assimétrica, com o objetivo de excitar as fibras nervosas, com

minimos efeitos adversos para os pacientes (LAMPE, 1993; GUIRRO & GUIRRO, 2004).

Na prética clinica, a TENS € predominantemente utilizada para alivio sintomatico da dor,
embora haja um uso crescente da TENS como antiemético e para restauracdo do fluxo
sangiiineo para tecidos isquémicos e feridas. Os efeitos da TENS na circulagdo, entretanto,
ainda ndo foram bem compreendidos. Ha poucas pesquisas publicadas e os trabalhos
experimentais realizados apresentam resultados contraditérios (JOHNSON, 2003). A
estimulagdo elétrica pode ser usada para melhorar a perfusdo vascular periférica através de
um ou dois mecanismos possiveis: de maneira reflexa, pela ativacio dos nervos
autdbnomos, ou pela contracdo muscular, que age como uma bomba ou como um estimulo
para as fibras aferentes através de um reflexo somatossimpético simulado (CLEMENT &
SHEPHERD, 1976). A vasodilatacdo cutinea ocorre na drea de aplicacdo de alguma
estimulacdo elétrica de intensidade suficiente. Considera-se que isso ocorra devido a

estimulacdo de nervos sensoriais causando vasodilatacido arteriolar, ativando primeiro o
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reflexo axénico e subseqiientemente a liberacdo de substancias semelhantes a histamina
(WADSWORTH & CHANMUGAN, 1980). Os efeitos da TENS na vasodilatagcdo
periférica foi investigado através da aplicacdo da estimulacdo elétrica a vdrias por¢des do
sistema nervoso e avaliacio do aumento do fluxo sangiiineo nas extremidades. Doze dos
treze pacientes submetidos a estimulacdo elétrica na coluna vertebral ou raizes dorsais
tiveram dilatagcdo arterial em uma ou mais extremidades (DOOLEY & KASPRAK, 1976).
O desenvolvimento de um modelo experimental foi proposto para verificar o efeito da

TENS na viabilidade do retalho cutaneo randdmico isquémico em ratos, demonstrando que

o modelo experimental é factivel (LIEBANO et al. 2003).

A TENS ¢€ usada extensivamente em locais de atendimento a saude (POPE et al.,
1995; REEVE et al., 1996; JOHNSON, 1997; ROBERTSON & SPURRITT, 1998). As
contra-indicagdes para TENS sao poucas e hipotéticas, com poucos casos relatados na

literatura de eventos adversos associados (JOHNSON, 2003).

Em mulheres no primeiro trimestre da gravidez os efeitos da TENS no
desenvolvimento fetal sdo ainda desconhecidos. Para reduzir o risco de induzir o parto, a
TENS ndo deve ser administrada sobre o utero durante a gestacdo, embora seja
rotineiramente administrada na coluna vertebral para aliviar a dor durante o parto
(JOHNSON, 2003). Dentre os varios recursos existentes para controle da dor do trabalho
de parto, a TENS desponta como opg¢do interessante, constituindo em um método
comprovadamente seguro, de baixo custo e isento de efeitos colaterais para o bind6mio
materno fetal (KAPLAN er al.,, 1997). A técnica consiste basicamente em administrar
impulsos ou estimulos elétricos de baixa voltagem através de eletrodos colocados sobre a
pele. Embora possa ser aplicada a qualquer momento durante o trabalho de parto, a maior

z

efetividade € observada nas fases iniciais (GENTZ, 2001). Pesquisas demonstram a
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utilizacdo de um aparelho portétil com dois pares de eletrodos auto-adesivos posicionados
na regido paravertebral, na altura de T10-L1 (que corresponde a inervacdo do tutero e
cérvix), e S2-S4 (inervagao do canal do parto e assoalho pélvico). Nestes casos € observada
uma boa aceitacao da paciente e tolerancia ao uso desse recurso. O aparelho € religado nos
momentos de pausa para avaliagdo dos batimentos cardiacos fetais, € mantido no segundo

estagio do trabalho de parto, ndo sendo requisitado recurso farmacolégico de alivio de dor

(FERREIRA et al., 2004).

A TENS lombo-sacral em humanos foi utilizada para aumentar a perfusdo
placentdria em pacientes com diminuicdo do fluxo ttero-placentdrio. Os resultados
demonstraram um nitido aumento da perfusao placentdria avaliada através do método de
radioisétopos. (KUBISTA & PHILIPP, 1979, KUBISTA et al., 1980, KUBISTA, 1981).

Estes achados sugerem que a TENS pode ser usada com propdsito terapéutico nos
casos de disfun¢do placentdria, mas sdo poucos os trabalhos publicados em relacido ao uso
da TENS como fator que auxilia no aumento da perfusdo placentéria, ou ainda, em relacao
aos efeitos ndo analgésicos da TENS. Portanto, este trabalho foi realizado utilizando um
modelo experimental com a finalidade de esclarecer as repercussdes do uso da TENS em
gestacdoes com baixa perfusdo sanguinea placentdria, enfatizando as alteragdes

morfoldgicas fetais e placentarias encontradas.
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Hipotese e Objetivos
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Hipotese
A TENS aumenta o ndmero de vasos placentédrios, melhorando a perfusao
placentdria e diminuindo os efeitos nocivos da hipdxia induzida experimentalmente em

ratas através do clampeamento da artéria uterina.

Objetivo Geral

Comparar os efeitos da TENS entre ratas com e sem clampeamento da artéria

uterina durante a gestacao.

Objetivos Especificos

1. Comparar o peso e o tamanho dos fetos e placentas em ratas com baixo fluxo

sangiiineo uterino induzido experimentalmente, submetidas ou ndo a TENS.

2. Comparar nimero de vasos placentdrios em ratas com baixo fluxo sangiiineo

uterino induzido experimentalmente, submetidas ou ndo a TENS.
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Material e Métodos
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1. Animais Experimentais

Foram utilizadas dezesseis ratas fémeas (Rattus norvegicus albinus), linhagem
Wistar, provenientes do biotério da Disciplina de Fisiologia da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro. Os animais foram mantidos em gaiolas, com ciclo luz-escuro de 12
h/12 h, acesas as 7:00 h, 4gua e alimentacdo padrdo a vontade. Todos os procedimentos
experimentais empregados neste projeto estiveram de acordo com o Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals publicado pelo The US National Institute of Health (NIH,
1996). Os grupos foram formados de acordo com o esquema abaixo:

1° Grupo: (n=4). Ratas gestantes operadas, submetidas ao clampeamento da artéria
uterina direita e submetidas a estimulacao nervosa elétrica transcutanea (CE).

2° Grupo: (n=4). Ratas gestantes operadas, submetidas ao clampeamento da artéria
uterina direita e nao submetidas a estimulacdo nervosa elétrica transcutanea (CS).

3° Grupo: (n=4). Ratas gestantes operadas, nas quais foi apenas passado o fio em
torno da artéria uterina direita e estimuladas (FE).

4° Grupo: (n=4). Ratas gestantes operadas, nas quais foi apenas passado o fio em
torno da artéria uterina direita e ndo estimuladas (FS).

A primeira letra da sigla se refere ao procedimento cirdrgico utilizado
(Clampeamento ou Fio), e a segunda se refere a estimulagdo (grupos Com ou Sem

estimulagdo).

2. Estimativa da Idade Gestacional

A avaliacdo da idade gestacional foi feita através da estimativa do ciclo estral de
cada rata, segundo critérios estabelecidos na literatura (MARCONDES et al., 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 pldastica preenchida por 10 pL de solugdo salina (NaCl a 0,9
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%), inserida na vagina da rata, de maneira nado muito profunda. O fluido vaginal coletado
foi entao 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 leucdcitos. A
propor¢ao entre esses trés tipos celulares foi utilizada na determinagdo do ciclo estral,
sendo dividida em quatro fases: Proestro, com predominio de células epiteliais; Estro, com
predominio de células cornificadas; Metaestro, onde hd igual propor¢do entre leucdcitos,
células cornificadas e epiteliais; e Diestro, onde hd predominio de leucécitos.

A média de duracdo do ciclo é de 4 a 5 dias, geralmente seguindo as fases de

proestro, estro, metaestro e diestro.

3. Acasalamento

A ovulacdo ocorre do comeco de Proestro até o final da fase Estro (YOUNG et al.,
1941; SCHWARTZ, 1964, MARCONDES et al., 2002). Determinada a fase Proestro, a
fémea foi mantida na mesma gaiola com um rato macho, durante 24 horas, para o
acasalamento. Apds 24 horas foi feita uma nova anélise do fluido vaginal, para pesquisa de
espermatozodides, que quando encontrados indicavam que houve acasalamento. Foram
feitas andlises do fluido vaginal em todos os dias subseqiientes para verificar a manutengdo
da fase Diestro (Diestro gestacional), o que confirmava a gestacdo, acompanhadas pela
afericdo didria da circunferéncia abdominal e ganho de peso de cada rata. O dia em que
foram observados espermatozdides no fluido vaginal foi considerado o primeiro dia de

gestacdo.
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4. Inducdo da Restri¢do do Fluxo Utero-placentdrio

No 15° dia de gestacdo, as ratas gravidas foram submetidas a cirurgia de
clampeamento da artéria uterina direita, para inducdo da insuficiéncia utero-placentdria e
restri¢ao do crescimento intra-uterino, baseada no modelo experimental de Wigglesworth
(WIGGLESWORTH, 1974). Como anestésico foi utilizado tiopental sédico (40 mg/kg,
i.p.). Foi feita uma incisdo mediana abdominal xifo-pibica, o nimero de sitios de
implantacdo em cada corno uterino foi avaliado, e entdo foi feito o clampeamento da
artéria uterina direita, através de um né simples com fio nylon monofilamentar 5-0,
assegurando que o Unico suprimento sangiiineo restante era o da artéria ovariana (Figura
4A). O corno uterino nao-ligado foi utilizado como controle. A sintese da parede
abdominal foi feita em dois planos de sutura, sendo que no plano peritonio-musculo
aponeurdtico, foram realizados pontos separados, eqiiidistantes dois milimetros entre si,
utilizando fio nylon monofilamentar 4-0. A pele foi suturada com o mesmo fio, em pontos

separados, eqiiidistantes cinco milimetros entre si. Todos os procedimentos cirirgicos

foram realizados sob condi¢des 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 dgua do bebedouro, que permaneceu até a eutandsia. (PAULO et al.,

2007).

5. Estimulacdo Elétrica dos Animais
A TENS foi realizada do pds-operatério imediato até o parto. Foi utilizado um
aparelho de eletroestimulacdo digital com um cabo ligado a dois eletrodos de silicone,
acoplados a regido lombar, previamente tricotomizada, utilizando gel como meio de

conduc@o. No pds-operatério imediato, em que o animal ainda estava anestesiado, os
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eletrodos foram fixados com fita adesiva. Nas sessdes posteriores, em que o animal ndo
estava anestesiado, foi utilizado esparadrapo para melhor fixagdo dos mesmos. A intensidade
utilizada variou entre 4 e 6 mA, freqiiéncia de 80 Hz e duracio de pulso de 200 us, seguindo
critérios estabelecidos na literatura (LIEBANO ef al., 2003). As sessdes de eletroestimulacdo

foram realizadas uma vez ao dia e cada sessao teve duracao de 30 minutos.

6. Avaliagdo dos Fetos e das Placentas

No 19° dia de gestagdo, as ratas foram anestesiadas com tiopental sédico (40 mg/kg,
i.p.), e submetidas a eutandsia com cloreto de potdssio. Foi realizada a cirurgia para
retirada dos fetos e placentas, que posteriormente foram pesados e medidos. Para obtengao
do diametro e espessura placentdrios, em decorréncia da forma discéide do bolo
placentdrio, foram determinados dois didmetros, perpendiculares entre si (D1 e D2). Estes
foram obtidos com régua milimétrica com a placenta colocada em superficie plana, com a
face materna em contato com essa superficie. O didmetro placentédrio (D) correspondeu a
média aritmética dos diametros D1 e D2. A espessura placentdria foi obtida no ponto de
interseccdo dos dois didmetros e denominada altura H. O volume placentdrio foi
determinado admitindo-se que a placenta seria uma fatia de um cilindro, com a seguinte
formula: V =n/4 x D x H, onde V = volume, D = didmetro e H = altura (DEL NERO et al.,
2002).

As placentas foram perfundidas com solu¢do de soro fisiologico para retirada do
excesso de sangue, e o fragmento préximo a inser¢do do corddo umbilical foi coletado,
fixado em formaldeido a 10% e enviado para rotina histoldgica. A morfologia placentdria
foi observada pela coloracio de Hematoxilina e Eosina, e posteriormente foi realizada a
técnica de imunohistoquimica para fator VIII, Polyclonal Rabbit Anti-Human Von

Willebrant Factor, para andlise dos vasos placentérios. Os cortes de 4 a 5 um foram fixados
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®
nas laminas com Poli-L Lisina , posteriormente desparafinizados em xilol, hidratados em
alcoois em concentragdes decrescentes até dgua destilada. No processo de recuperacao
antigénica foi utilizado o tampao citrato. Os fragmentos submetidos ao tampao citrato

permaneceram vinte minutos em estufa a 97° e depois foram resfriados em temperatura

®
ambiente pelo mesmo tempo. Foram realizados banhos com tampao PBS 0,05M + Triton

X-100 0,05%. A inibicao da peroxidase enddgena foi feita com H,O, 3%, em tampao PBS
+ Triton X-100 0,05%, a temperatura ambiente, € no escuro, por 1 hora e 15 minutos. A
inibicdo de radicais aldeido foi feita com glicina 0,1-0,2M em tampao PBS, a temperatura
ambiente, por 60 minutos. Para cada 1ml da solu¢do de glicina foram utilizados 5Sml de
PBS + Triton X-100 0,05%. Posteriormente foi feita a incubacdo com solucdo de BSA 2%
+ (PBS + Triton X-100 0,05%) por 1 hora, a temperatura ambiente. Em seguida foi feita a
incubacdo com o anticorpo primdrio em solucdo de BSA 1% + (PBS + Triton X-100
0,05%) a temperatura ambiente, com tempo de incubacdo over-night e diluicdol:50. A
incubagdo com o anticorpo secunddrio LSAB + System-HRP Dako® foi feita 4 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 tampao — 15 mg de DAB + 100ml de tampao
+30 ul de H,O, por 6 minutos, seguida pela lavagem do material com dgua destilada para
inativar a diaminobenzidina e em seguida em tampao 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.
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7. Morfometria dos vasos placentdrios

Ap6s a técnica de imunohistoquimica o material foi analisado em um microscopio
de luz comum, acoplado a uma camera para captura de imagens, e ligado a um computador
com um sistema analisador de imagens (KS300 — Kontron Zeiss®) para quantificacio da
porcentagem dos vasos placentdrios imunomarcados. Foram avaliados 30 campos,
estabelecidos através do Método da Média Acumulada (WILLIAMS, 1977), utilizando o

aumento de 400x. Foram quantificadas todas as dreas imunomarcadas em cada campo.

8. Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica foi elaborada uma planilha eletronica no Microsoft
Excell®. As informagdes foram analisadas utilizando-se o programa eletronico
SigmaStat® versao 2.0. Para avaliar os efeitos dos procedimentos e do estimulo, e sua
interacdo num mesmo individuo, foi feito o teste Two Way ANOVA (F), utilizando
valores rankeados para as distribui¢des ndo normais, seguido pelo teste de Tukey, quando
necessdrio. Para andlise dos diferentes procedimentos entre os grupos, nos casos de
distribuicao normal e variancias semelhantes, foi utilizado o teste One Way ANOVA (F)
para comparacdo entre trés ou mais grupos, seguido do teste de Tukey quando necesséario.
Neste tipo de distribuic@o, os resultados foram expressos em média t desvio padriao (X +
DP). Quando a distribui¢do ndo foi normal, ou quando ela foi normal mas com variancias
nao semelhantes, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (H) na comparacdo entre trés ou
mais grupos, seguido pelo teste de Dunn quando necessario. Neste tipo de distribui¢do os
resultados foram expressos em mediana e valores minimo e midximo (Med - Min - Max).
Para andlise do estimulo entre os grupos, nos casos de distribuicio normal e variancias
semelhantes, foi utilizado o teste t de student (t) para comparacao entre dois grupos. Neste

tipo de distribui¢do, os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (X + DP).
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Quando a distribui¢do nao foi normal, ou quando ela foi normal mas com variancias nao
semelhantes, utilizou-se o teste de Mann-Whitney (T) para comparagdo entre dois grupos.
Neste tipo de distribuicao os resultados foram expressos em mediana e valores minimo e
maximo (Med - Min - Max). As varidveis qualitativas foram comparadas pelo teste do qui-
quadrado ()?). Foram consideradas estatisticamente significativas as diferencas em que a
probabilidade (p) foi menor que 5% (p<0,05).

O presente estudo foi encaminhado para a Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal do Triangulo Mineiro, protocolo nimero 35.
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Resultados



42

Nao houve diferenca significativa na comparacao da média do peso das ratas entre
os grupos analisados (Tabela 1). Os casos com clampeamento apresentaram maior nimero
de reabsor¢des fetais (p=0,017) (Tabela 2). A porcentagem de reabsor¢des em relaciao ao
numero total de fetos por grupo foi maior nos casos com clampeamento e com estimulo,
sendo de 35,71%, e nos casos com clampeamento e sem estimulo, sendo de 36,11%
(p=0,023) (Tabela 3). Houve uma correlagao positiva e significativa entre o nimero de

fetos e de reabsor¢des (rS:0,492; p=0,00444) (Figura 7).

Tabela 1. Peso das ratas (g) nos dias do acasalamento, da cirurgia e da eutandsia
comparado entre 0s grupos

Grupos Peso das ratas (g)
Acasalamento Cirurgia Eutandsia
n (%) Med Min Max n (%) Med Min Max n (%) Med Min Max

CE 3(21,4) 280 250 340 4 (25,0) 325 300 395 3(21,4) 335 295 400
CS 4 (28,6) 270 245 330 4 (25,0) 325 290 380 4 (28,6) 330 265 385
FE 3(21,4) 240 235 300 4(25,0) 330 280 370 3(21,4) 290 275 350
FS 4 (28,6) 285 230 315 4 (25,0) 340 270 355 4 (28,6) 340 280 355
Total 14 (100) H=3,615; p=0,306 16 (100) H=2,675; p=0,445 14 (100) H=6,849; p=0,077

CE (com clampeamento e com estimulo), CS (com clampeamento e sem estimulo), FE
(Com fio e com estimulo) e FS (Com fio e sem estimulo). Méd: Mediana. Min: Minimo.
Max: Maximo

Tabela 2. Numero de fetos e de reabsor¢des entre os grupos de ratas analisados

Grup n (%) Nimero de Numero de reabsor¢des
0s fetos
Média £ DP Mediana Minimo Maximo

CE 4 (25) 6,88 £ 2,59 1,0 0,0 4,0
CS 4 (25) 7,00 + 2,98 0,5 0,0 5,0
FE 4 (25) 5,25 £2,87 0,0 0,0 0,0
FS 4(25) 6,13 £ 1,89 0,0 0,0 4,0

Total 16 F=0,763; H=10,235; p=0,017

(100) p=0,525

CE (com clampeamento e com estimulo), CS (com clampeamento e sem estimulo), FE
(Com fio e com estimulo) e FS (Com fio e sem estimulo)
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Tabela 3. Porcentagem de reabsor¢des em relacdo ao nimero total de fetos por grupo

Grup Numero de Numero de %

0s fetos reabsor¢oes Reabsor¢oes
CE 28 10 35,71%
CS 36 13 36,11*
FE 22 0 0
FS 30 4 13,33
Total 116 27 23,28

*x2= 9,488; p=0,023. CE (com clampeamento e com estimulo), CS (com clampeamento
e sem estimulo), FE (Com fio e com estimulo) e FS (Com fio e sem estimulo).

Figura 7. Correlagdo entre o nimero de fetos e de reabsorcoes
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Peso Fetal

Houve diferencga significativa do peso fetal em relagdo a aplicacdo do procedimento
(p<0,001) e do estimulo (p=0,001), avaliados de forma isolada (Tabela 4). Com relagcdo a
influéncia do procedimento, os fetos do corno clampeado apresentaram peso
significativamente menor quando comparados aos fetos do corno contralateral ao
clampeamento. Distribuicado semelhante foi observada em relagdo ao corno com fio e seu
contralateral (p<0,001) (Tabela 4A). Os casos estimulados apresentaram menor peso fetal
(p=0,01) (Tabela 4B). Embora ndo tenha ocorrido interacao significativa do procedimento
com o estimulo, o peso fetal foi menor nos casos com clampeamento e com estimulo
(p=0,068) (Tabelas 4 e 4C). Houve correlacdo negativa e nao significativa entre o peso

fetal e o nimero de fetos por rata (rS:-0,131; p=0,06).

Tabela 4. Comparacdo do peso fetal em relacdo as intervencdes utilizadas (Two Way
Analysis of Variance on Ranks)

Intervencoes Peso fetal

F p
Procedimento 19,360 <0,001
Estimulo 10,505 0,001

Procedimento x Estimulo 2,417 0,068

Tabela 4A. Comparagdo do peso fetal em relagcdo ao procedimento

Procedimento n (%) Peso fetal (g)

Mediana Minimo Maximo
Corno clampeado 64 (32,17) 0,871’3 0,10 1,80
Corno com fio 49 (24,63) 1,102 0,10 1,60
Corno contralateral ao clampeado 47 (23,61) 1,201 0,10 1,80
Corno contralateral ao fio 39(19,59)  1,25*° 0,90 1,95
Total 199 (100) *H=38,953; p<0,001

*1,2,3. Dunn: p<0,05
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Tabela 4B. Comparacao do peso fetal em relagdo ao estimulo

Estimulo n (%) Peso fetal (g)

Mediana Minimo Maximo
Com estimulo 97 (48,75) 1,00 0,10 1,95
Sem estimulo 102 (51,25) 1,15 0,10 1,80
Total 199 (100) T=8654,500; p=0,010

Tabela 4C. Comparacdao do peso fetal em relagdo a interagdo entre procedimento e
estimulo

Procedimento e Estimulo n (%) Peso fetal (g)
Mediana Minimo Maximo

Com clampeamento e com estimulo 28 (24,77) 0,80 0,10 1,10
Com clampeamento e sem estimulo 22 (19,46) 0,95 0,10 1,80
Com fio e com estimulo 36 (31,85) 1,05 0,10 1,60
Com fio e sem estimulo 27 (23,89) 1,10 0,10 1,30
Total 113 (100)

Two Way Anova on Ranks - F=2,417; p=0,068

Figura 8. Correlagdo entre o peso fetal e o nimero de fetos por rata
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Comprimento Fetal

Houve diferenca significativa do comprimento fetal em relagdo a aplicacdo do
procedimento (p<0,001) e do estimulo (p<0,001) avaliados de forma isolada, e da interagao
entre os dois (p=0,008) (Tabela 5). Com relacao a influéncia do procedimento, os fetos do
corno clampeado apresentaram comprimento significativamente menor quando
comparados aos fetos do corno contralateral ao clampeamento. Distribui¢ao semelhante foi
observada em relagdo ao corno com fio e seu contralateral. O comprimento fetal nos
cornos com clampeamento foi menor que o observado nos cornos com fio (p<0,001)
(Tabela 5A). Os casos estimulados apresentaram menor comprimento fetal (p=0,002)
(Tabela 5B). Os efeitos dos diferentes procedimentos possuiram interacdo significativa
com o estimulo em relacdo ao comprimento fetal, que foi menor nos casos com
clampeamento e com estimulo (p=0,008) (Tabelas 5 e 5C). Houve uma correlagio negativa
e significativa entre o comprimento fetal e o nimero de fetos por rata (rS:-0,219;
p=0,00196) (Figura 9). Entre os grupos, os casos com estimulo apresentaram uma

correlacdo negativa e significativa entre o comprimento fetal e o nimero de fetos por rata

(rS:-0,247; p=0,0150) (Figura 10).

Tabela 5. Comparacdo do comprimento fetal em relacdo as intervengdes utilizadas (Two
Way Analysis of Variance on Ranks)

Intervencoes Comprimento fetal

F p
Procedimento 18,299 <0,001
Estimulo 14,632 <0,001

Procedimento x Estimulo 4,077 0,008
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Tabela SA. Comparagdo do comprimento fetal em relacdo ao procedimento

Procedimento n (%) Comprimento fetal (cm)
Mediana Minimo Maximo
Corno clampeado 64 (32,16) 1,65 0,30 2,50
Corno com fio 49 (24,62)  1,90*° 0,80 2,50
Corno contralateral ao clampeado 47 (23,61) 2,001 0,50 2,60
Corno contralateral ao fio 39(19,59)  2,20** 1,70 2,60
Total 199 (100) *H = 36,172; p<0,001

*1,2,3,4. Dunn: p<0,05

Tabela 5B. Compara¢do do comprimento fetal em relagdo ao estimulo

Estimulo n (%) Comprimento fetal (cm)
Mediana Minimo Maximo
Com estimulo 97 (48,74) 1,90 0,30 2,50
Sem estimulo 102 (51,25) 2,10 0,50 2,60
Total 199 (100) T = 8442,000; p = 0,002

Tabela 5C. Comparacdo do comprimento fetal em relacdo a interagcdo entre procedimento e
estimulo

Procedimento e Estimulo n (%) Comprimento fetal (cm)

Mediana Minimo Maximo
Com clampeamento e com estimulo 28 (24,77) 1,40 0,30 2,10
Com clampeamento e sem estimulo 22 (19,46) 1,80 0,50 2,50
Com fio e com estimulo 36 (31,85) 1,90 1,00 2,50
Com fio e sem estimulo 27 (23,89) 2,10 0,80 2,40
Total 113 (100)

Two Way Anova on Ranks - F=4,077; p=0,008
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Figura 9. Correlagdo entre o comprimento fetal e o nimero de fetos por rata
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Figura 10. Correlacdo entre o comprimento fetal nos casos estimulados € o numero de fetos
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Peso placentdrio

Houve diferenca significativa do peso placentdrio em relacdo a aplicacdo do
procedimento (p<0,001) e do estimulo (p=0,003), avaliados de forma isolada (Tabela 6).
Com relagao a influéncia do procedimento, as placentas do corno clampeado apresentaram
peso significativamente menor quando comparadas as placentas do corno contralateral ao
clampeamento. O peso placentdrio do corno clampeado foi menor que os casos com fio. O
peso das placentas nos cornos contralaterais ao clampeamento foi menor que o observado
nos cornos contralaterais ao fio (p<0,001) (Tabela 6A). Os casos estimulados apresentaram
menor peso placentdrio (p<0,001) (Tabela 6B). O peso placentdrio foi menor nos casos
com clampeamento € com estimulo, embora ndo tenha ocorrido interacdo significativa
entre procedimento e estimulo (p=0,331) (Tabelas 6 e 6C). Houve correlagdo positiva e
ndo significativa entre o peso placentdrio e o nimero de fetos de cada rata (rS:0,140;
p=0,06) (Figura 11). Houve correlag@o positiva e significativa entre o peso placentirio e o

peso fetal (rS:0,700; p<0,001) (Figura 12).

Tabela 6. Comparacdo do peso placentdrio em relacdo as intervencdes utilizadas (Two
Way Analysis of Variance on Ranks)

Intervencoes Peso placentario
F p

Procedimento 18,189  <0,001

Estimulo 9,134 0,003

Procedimento x Estimulo 1,149 0,331




Tabela 6A. Comparagdo do peso fetal em relacdo ao procedimento
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Procedimento n (%) Peso placentario (g)
Mediana Minimo Maximo
Corno clampeado 55(30,38) 0,10"** 0,10 0,50
Corno com fio 46 (25,41) 0,302 0,15 0,75
Corno contralateral ao clampeado 44 (24,30) 0,301’3 0,10 0,70
Corno contralateral ao fio 36 (19,88) 038" 0,20 0,60
Total 181 (100) *H =36,505; p<0,001

*1,2,3,4. Dunn: p<0,05

Tabela 6B. Comparacao do peso placentdrio em relagdo ao estimulo

Estimulo n (%) Peso placentario (g)

Mediana Minimo Maximo
Com estimulo 79 (37,26) 0,20 0,10 0,75
Sem estimulo 133 (62,73) 0,35 0,10 0,60
Total 212 (100) T = 6936; p<0,001

Tabela 6C. Comparagdo do peso placentdrio em relacdo a interacdo entre procedimento e

estimulo
Procedimento e Estimulo n (%) Peso placentario (g)
Mediana Minimo Maximo
Com clampeamento e com estimulo 19 (16,96) 0,10 0,10 0,25
Com clampeamento e sem estimulo 36 (32,14) 0,25 0,10 0,50
Com fio e com estimulo 19 (16,96) 0,25 0,15 0,75
Com fio e sem estimulo 38 (33,92) 0,30 0,15 0,45
Total 112 (100)
Two Way Anova on Ranks - F=1,149; p=0,331
Figura 11. Correlagdo entre o peso placentdrio e o nimero de fetos por rata
Nudmero
de fetos 18
16 < * < < < *
* *
14 ﬁJltH S —
24 YT e 3 T F 3 F s
10 ® 6 6 ¢ ¢ o o
8 * o *
6
4
2 Peso
0 ' ' placentério (g)
0 0,2 04 0,6 0,8

Teste de Correlacao de Spearman (rS:0,140; p=0,06)



51

Figura 12. Correlag@o entre o peso placentdrio e o peso fetal
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Volume placentdrio

Houve diferenca significativa do volume placentdrio em relacdo a aplicacdo do
procedimento (p<0,001) e do estimulo (p=0,025), avaliados de forma isolada (Tabela 7).
Com relagdo a influéncia do procedimento, as placentas do corno clampeado apresentaram
volume significativamente menor quando comparadas as placentas do corno com fio. O
volume placentdrio nos cornos contralaterais ao clampeamento foi menor que o observado
nos cornos contralaterais ao fio (p<0,001) (Tabela 7A). Os casos estimulados apresentaram
menor volume placentdrio (p=0,016) (Tabela 7B). Os efeitos dos diferentes procedimentos
possuiram interacdo significativa com o estimulo em relagdo ao volume placentario, que
foi menor nos casos com clampeamento e com estimulo (p<0,001) (Tabelas 7 e 7C).
Houve correlagdo negativa e ndo significativa entre o volume placentario e o numero de
fetos de cada rata (rS:-0,0372; p=0,613) (Figura 13). Foi feita a ilustracdo da comparagdo

do desenvolvimento dos cornos uterinos, dos fetos e das placentas (Figura 7).

Tabela 7. Comparag¢do do volume placentdrio em relagdo as intervengdes utilizadas (Two
Way Analysis of Variance on Ranks)

Intervengoes Volume placentario
F p

Procedimento 33,877 <0,001

Estimulo 5,118 0,025

Procedimento x Estimulo 10,674 <0,001

Tabela 7A. Comparagdo do volume placentario em relagdo ao procedimento

Procedimento n (%) Volume placentario (cm’)
Mediana  Minimo Maximo
Corno clampeado 55(29,57) 0,20 0,03 0,47
Corno com fio 49 (26,35)  0,36"* 0,14 0,61
Corno contralateral ao clampeado 43 (23,12) 0,252’4 0,09 0,51
Corno contralateral ao fio 39(20,96) 0,37 0,24 0,61
Total 186 (100) *H = 62,289; p<0,001

*1,2,3,4. Dunn: p<0,05
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Tabela 7B. Comparacdo do volume placentdrio em relacdo ao estimulo

Estimulo n (%) Volume placentario (cm3)
Média + DP

Com estimulo 97 (52,16) 0,28 +0,13

Sem estimulo 89 (47,84) 0,32 £ 0,09

Total 186 (100) t =-2,440; p= 0,016

Tabela 7C. Compara¢do do volume placentdrio em relacdo a interacio entre procedimento
e estimulo

Procedimento e Estimulo n (%) Volume placentédrio (cm’)
Média £ DP

Com clampeamento e com estimulo 28 (26,93) 0,15 £ 0,08

Com clampeamento e sem estimulo 27 (25,96) 0,28 +£0,11

Com fio e com estimulo 22 (21,15) 0,38 = 0,09

Com fio e sem estimulo 27 (25,96) 0,33 +0,09

Total 104 (100)
Two Way Anova on Ranks - F=10,674; p<0,001

Figura 13. Correlacdo entre o volume placentério e o nimero de fetos por rata
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Vasos Placentdrios

fablg

Houve diferenca significativa do nimero de vasos placentdrios em relacao

fablg

aplicacdo do estimulo avaliado de forma isolada (p<0,001) (Tabela 8). Com relacdo
influéncia do procedimento sobre o nimero de vasos placentdrios, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (p=0,828) (Tabela 8A). Os casos estimulados apresentaram
menor nudmero de vasos placentdrios (p<0,001) (Tabela 8B). Independente do
procedimento, os casos com estimulo apresentaram menor nimero de vasos placentdrios
(p=0,643) (Tabelas 8 e 8C). Houve correlacdo positiva e significativa entre o nimero de
vasos placentdrios e o nimero de fetos por rata (rS:0,146; p=0,047) (Figura 15). Entre os
grupos, nos casos em que foi passado o fio em torno da artéria uterina, houve uma
correlag@o positiva e nao significativa entre o nimero de vasos placentarios € o nimero de
fetos por rata (rS: 0,197; p=0,0795) (Figura 16). Nos casos estimulados, houve uma
correlagdo positiva e significativa entre o nimero de vasos placentdrios e o nimero de

fetos por rata (rS:0,260; p=0,0131) (Figura 17).

Tabela 8. Comparacdo do nimero de vasos placentdrios em relagdo as intervengoes
utilizadas (Two Way Analysis of Variance on Ranks)

Intervencoes Numero de vasos

F p
Procedimento 0,735 0,532
Estimulo 32,234 <0,001
Procedimento x Estimulo 0,559 0,643

Tabela 8A. Comparacdo do nimero de vasos placentdrios em relacao ao procedimento

Procedimento n (%) Numero de vasos (%)
Mediana Minimo Maximo
Corno clampeado 62 (33,33) 3,63 0,43 6,76
Corno com fio 42 (22,58) 3,70 0,69 6,02
Corno contralateral ao clampeado 44 (23,66) 3,76 0,58 5,47
Corno contralateral ao fio 38 (20,43) 3,69 0,28 4,92

Total 186 (100) H = 0,889; p=0,828




Tabela 8B. Comparacdo do nimero de vasos placentarios em relagao ao estimulo

Estimulo n (%) Numero de vasos (%)
Mediana Minimo Maximo
Com estimulo 91 (48,92) 3,44 0,28 5,47
Sem estimulo 95 (51,08) 3,95 2,57 6,76
Total 186 (100) T =6592,500; p<0,001
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Tabela 8C. Comparag¢dao do nimero de vasos placentdrios em relacdo a interacdo entre

procedimento e estimulo

Procedimento e Estimulo n (%) Numero de vasos (%)

Mean = DP
Com clampeamento e com estimulo 27 (20,77) 3,01 £1,39
Com clampeamento e sem estimulo 35 (26,93) 4,13 +£1,02
Com fio e com estimulo 19 (14,61) 3,07 £ 0,98
Com fio e sem estimulo 23 (17,69) 4,21 £0,79
Corno contralateral ao clampeamento e com estimulo 26 (20,00) 3,55+1,05
Total 130 (100)

Two Way Anova on Ranks - F=0,559; p=0,643

Figura 15. Correlacdo entre o nimero de vasos placentérios e o nimero de fetos por rata
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Figura 16. Correlagao entre o nimero de vasos placentarios nos casos com fio e o nimero

Numero

de fetos 16 -

14
12
10
8
6
4
2
0

de fetos por rata

* G oo o

S0
- R 3 SO SO S ¢ o
- * 00
- * o o
0 1 2 3 4 5 6 7

Teste de Correlagdo de Spearman (rS: 0,197; p=0,0795)

. Peso fetal (g)

Figura 17. Correlacido entre o nimero de vasos placentdrios nos casos estimulados e o
namero de fetos por rata
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Discussdo
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A andlise das alteracdes que ocorrem durante a gestacdo ainda possui algumas
limitagdes, principalmente quando se refere a procedimentos realizados durante o periodo
gestacional e suas repercussdes intra-uterinas. Muitas doencas gestacionais ainda nao
possuem etiologia esclarecida, e ainda, devido a alta freqiiéncia das complica¢des apds o
nascimento, torna-se necessdria a utilizacdo de modelos experimentais que contribuam
para andlise destas alteracdes, bem como das possiveis intervengdes realizadas

precocemente, ainda durante a gestagao.

O peso das ratas entre os grupos analisados foi semelhante durante o acasalamento,
cirurgia e eutandsia. Estes dados sdo importantes, pois demonstram um padrao de
desenvolvimento gestacional, e uma homogeneidade, sem grandes variagdes entre os
grupos, de acordo com cada periodo avaliado e as intervencdes utilizadas

(REICHENHEIM & MORAES, 1998).

Os casos com clampeamento apresentaram maior nimero de reabsorc¢des fetais,
independente do estimulo. A ligacdo da artéria uterina causa uma completa obstrucdo do
suprimento sangiiineo para os fetos localizados na por¢do mais caudal do corno uterino. O
unico suprimento sangiiineo do utero depois da ligacdo € derivado da artéria ovariana,
resultando na sobrevivéncia dos fetos na por¢do cranial do corno uterino, e na parte caudal,
morte e reabsorcdo parcial de cerca de 30% dos fetos (WIGGLESWORTH, 1964). Esta
freqiiéncia € semelhante a encontrada neste estudo, onde os casos com clampeamento e
com estimulo apresentaram uma freqiiéncia de reabsor¢des de 35,71%, e nos casos com
clampeamento e sem estimulo, de 36,11%. Em nossos dados foi encontrada uma
correlagc@o positiva e significativa entre o nimero de reabsorcdes e o nimero de fetos por

rata. De acordo com a literatura, a limitagdo de espacgo intra-uterino e abdominal materno
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provocada por um grande nimero de fetos € um fator importante para o desenvolvimento

de reabsorcdes durante a gestacdo (DYCE, 2004).

Os fetos do corno clampeado apresentaram menor peso € comprimento. A
insuficiéncia utero-placentdria reduz a oferta de oxigé€nio e nutrientes ao feto causando
restricdo de crescimento (OGATA et al., 1986; MUGHAL et al., 1989; OGATA et al.,
1990; LANE et al., 1996; RAJAKUMAR et al., 1998; FAROUF SADIK, 1999; REID et
al., 1999), sendo que os fetos sdo afetados gradualmente, a partir do ponto de
clampeamento, por todo o corno uterino, alteracdo refletida pela diminui¢do do peso e
comprimento fetal (WIGGLESWORTH, 1964). Os cornos em que foi passado o fio em
torno da artéria uterina apresentaram menor peso e comprimento fetal quando comparado
ao corno contralateral. A pseudo-operacdo pode causar uma alteragdo metabdlica, pois o
meio intra-uterino é afetado pelo menos temporariamente pela a cirurgia e pela
recuperacdo pos-operatéria (NUSKEN et al., 2008), refletindo um atraso do
desenvolvimento causado pelo estresse cirdrgico (OGATA et al., 1986; WLODEK et al.,
2005). Portanto, ndo s6 a ligacdo da artéria uterina, mas também a pseudo-operacdo,
podem resultar em RCIU e suas potenciais seqiielas metabdlicas.

O estimulo contribuiu para diminui¢do do peso e do comprimento fetal, mas ndo
foram encontrados dados na literatura relacionando a influéncia da TENS sobre o peso
fetal. Neste estudo, o estimulo contribuiu para reducdo da maioria das medidas feto-
placentdrias avaliadas, indicando um possivel efeito prejudicial da TENS durante a
gestacdo. Reforcando esta hipétese, foi observada uma reducdo maior do peso e do
comprimento fetal nos casos clampeados submetidos ao estimulo. A correlacao negativa do
nimero de fetos com relacido ao peso e ao comprimento fetal pode indicar que a limitagdao
de espago intra-uterino e abdominal materno contribui, de forma semelhante ao

desenvolvimento das reabsorcdes fetais, para reducdo as medidas fetais. A variacdo
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individual da curva de crescimento é, em parte, determinada pelo genoma fetal, mas
também € influenciada por condi¢des intra-uterinas que, para muitas espécies, incluem o
tamanho da ninhada e a vantagem e desvantagem relativas representadas pelos diferentes
locais dentro do tutero. Uma velocidade normal de crescimento presume suprimentos
adequados de nutrientes e oxigénio, e tal velocidade sofrerd uma queda se a circulacdo
uterina estiver prejudicada, se houver tecido placentdrio sadio insuficiente ou se a mae
estiver gravemente desnutrida. Embora seja amplamente aceito que exista uma correlacao
inversa entre o tamanho da ninhada e o peso neonatal e fetal individual, o resultado, que
em geral se torna evidente apenas proximo ao termo completo, é usualmente modesto
quando outras condi¢des sdo favordveis e o tamanho da ninhada ndo é extremo. (DYCE,

2004).

Na maioria dos estudos experimentais, a artéria uterina € ligada entre o 14° € 0 16°
dias de gestacdo. Essa janela de tempo pode corresponder ao comeco do terceiro trimestre
da gestacdo em humanos (HOLEMANS efr al., 2003). Nessa fase ocorre a RCIU
denominada assimétrica, em que o comprimento atinge seu valor esperado e hd apenas
reducdo do peso fetal. Ainda para essa classificacdo, outras medidas como os perimetros
cefdlico e abdominal sdo importantes para definir este diagndstico (HADLOCK, 1996;
CUNNINGHAM et al., 2001). Entretanto, o perfil regulador do desenvolvimento de um
especifico sistema de 6rgdos em ratos pode diferir dos humanos (HOLEMANS et al.,
2003; FERNANDEZ-TWINN & OZANNE, 2006). As conseqiiéncias pds-natais de um
insulto durante a gestacdo parecem ser dependentes do tempo e da duracdo do insulto
(MCCANCE & WIDDOWSON, 1974; WIDDOWSON & MCCANCE, 1963). Dessa
forma, em nosso estudo a RCIU observada ndo pode ser caracterizada como assimétrica,

pois no momento em que foi feito o clampeamento ainda pode existir aumento do
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comprimento fetal, e além disso, para a classificacdo do tipo de RCIU, seriam necesséarias
outras medidas.

Foi observado um comprimento fetal reduzido significativamente nos casos de
interacdo entre o clampeamento e o estimulo. Entretanto, essa variacdo ndo foi observada
nos casos com fio. Estes dados indicam que a associacdo da restri¢do do fluxo provocada
pelo clampeamento e o estimulo sdo os fatores que mais influenciam no prejuizo para o

desenvolvimento do comprimento fetal.

O peso das placentas no corno clampeado foi significativamente menor que o peso
das placentas no corno contralateral ao clampeamento € no corno com fio. Esses dados
demonstram que o clampeamento parece ser o maior responsavel pela diminui¢cdo do peso
placentdrio, estando de acordo com outro estudo, também utilizando o clampeamento
artéria uterina em um dos cornos de ratas como modelo de insuficiéncia vascular, € o
contralateral como controle (WIGGLESWORTH, 1964). O peso das placentas no corno
contralateral ao clampeamento foi menor que o observado no corno contralateral ao fio
evidenciando a interferéncia do clampeamento mesmo no corno contralateral. O corno com
fio apresentou menor peso que seu contralateral, demonstrando uma possivel interferéncia
do estresse cirtirgico no peso placentario (OGATA et al., 1986; WLODEK et al., 2005). O
volume placentdrio foi menor nos casos com clampeamento. Foram observadas diferencas
entre a aplicacdio do clampeamento e do fio, mas sem alteracbes em relacdo aos
contralaterais correspondentes. Estudos experimentais demonstram que a placenta é a
primeira a sofrer as conseqiiéncias da redu¢do do fluxo sangiiineo, sendo evidenciadas pelo
decréscimo em suas medidas, responsavel pela reducdo da transferéncia de oxigénio e
nutrientes € menor produgdo de fatores de crescimento (BOYD, 1984; LANG et al., 2003).
Dessa forma, a magnitude da reducdo da massa placentdria pode refletir o grau de

comprometimento do fluxo utero-placentério, influenciando tardiamente no peso fetal
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(SALAFIA et al., 1995; LANG et al., 2003). Esses dados estdo de acordo com nosso
estudo, onde foram observadas alteragdes no peso e no volume placentdrio na maioria das
intervencoes realizadas, numa freqiiéncia maior que as alteracdes encontradas nos fetos.

Outros estudos demonstram que a restricdo utero-placentdria, associada a uma
manutencdo do peso placentdrio, possui uma tendéncia de aumento na drea de superficie
total e didmetros da placenta, dependendo da intensidade da reducdo da perfusdo e da
funcdo placentdria. Em resposta a perfusdao reduzida, os fatores que promovem o
crescimento placentdario aumentam numa tentativa de preservar sua fung¢ao, como indicado
pelo aumento no diametro placentdrio (REID et al., 1999; WLODEK et al., 2005). Esse
mecanismo compensatério promove um fluxo sangiiineo uterino suficiente para proteger o
feto da insuficiéncia placentdria. Nossos dados demonstraram uma redugcdao do volume
placentdrio, semelhante ao que ocorreu com o peso da placenta, dados de acordo com
outros estudos (MUGHAL et al., 1989), sugerindo que a reducdo do peso placentdrio
provocado pelo clampeamento ndo foi compensada pelo aumento dos didmetros, e
conseqiientemente, do volume placentério, talvez pelo curto periodo entre a realizacdo do
procedimento e a eutandsia das ratas.

A correlagdo negativa entre volume placentdrio e nimero de fetos pode ser
explicada por mecanismos semelhantes ao que ocorre em relagc@o as reabsor¢des e ao peso
fetal (DYCE, 2004). Houve uma correlagdo positiva e significativa entre o peso fetal e
placentario. Na literatura é descrita uma relacdo entre crescimento ou restricio do peso
placentdrio e os outros Orgdos fetais (WIGGLESWORTH, 1964). Sugere-se que a
capacidade da placenta em transferir nutrientes e oxigénio € proporcional a seu tamanho,
fator este que explicaria a correlacdo entre peso placentdrio e o peso fetal (DIAS et al.,

2001).



63

Houve uma correlacdo positiva entre o peso da placenta e o nimero de fetos,
podendo ser explicada pela grande a capacidade funcional placentaria (REID et al., 1999;
WLODEK et al., 2005), que estando em condi¢des de manter suas medidas, e
principalmente suas funcdes, conseguiria manter a estrutura fetal, evitando, por exemplo, o
desenvolvimento de reabsorcdes.

Nao houve diferenca significativa da porcentagem do nimero de vasos placentérios
em relacdo aos procedimentos realizados. De forma geral, a hipéxia dtero-placentdria é
relacionada a um aumento do ndimero de vasos placentdrios com a finalidade de promover
a difusdo de oxigénio. Esta difusdo ocorre de forma mais efetiva devido a ativagdo da
angiogénese, estimulada por fatores de crescimento produzidos por macréfagos ou pelo
trofoblasto em condi¢des de hipdéxia. A amplificagdo do leito capilar causa reducdo da
resisténcia fetoplacentdria ao fluxo sangiiineo, beneficiando o sistema cardiovascular fetal
exposto a hipéxia (ALVAREZ et al., 1972; BURTON, 1997). Com a manutencdo da
hipéxia placentdria ocorre uma inversdo do padrio de proliferagdo vascular. O maior
comprometimento fetal e o desenvolvimento vilositario anormal levam a reducdo da
extragdo de oxigénio pelo feto, resultando em hiperoxia placentdria, reduzindo os
estimulos para angiogénese e resultando em colapso dos capilares (BURTON, 1997). Em
humanos, doengas comumente associadas ao baixo fluxo ttero-placentdrio, como as
sindromes hipertensivas da gestacdo, observa-se um aumento do nimero de vasos. No
entanto, estudos recentes demonstram que as formas graves da doenca cursam com
reducido do nimero de vasos (CORREA er al., 2008). Portanto, uma hipétese pela nio
variacdo dos casos com clampeamento da artéria uterina, em relacdo aos demais grupos
analisados neste estudo, ¢ de que o clampeamento pode ter provocado uma reducio de
oferta de oxigénio grave o suficiente para interferir no desenvolvimento dos fetos e levar a

hiper6xia placentaria.
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Neste estudo foram observadas reducao dos valores do peso fetal e do comprimento
fetal, sugerindo um possivel diagnéstico de RCIU. Alteracdes no processo de angiogénese
tém sido associadas com o desenvolvimento de gestacdes com a RCIU (TORRY et al.,
2004). H4a uma diminui¢do significativa da densidade vascular das vilosidades em
placentas com RCIU, sugerindo uma diminui¢c@o na angiogénese com ramificacio (CHEN
et al., 2002). Outros estudos mostraram uma diminuic¢ao na drea de superficie, no volume e
no nimero de vilosidades terminais, assim como nimero reduzido de capilares no estroma
de placentas com RCIU, comparadas com placentas de gestacdes normais (TEASDALE,
1984; JACKSON et al., 1995; KREBS et al., 1996; CHEN et al., 2002; MAYHEW et al.,
2003). Foi demonstrado que o VEGF pode funcionar como um fator angiogénico induzido
pela hipéxia (SHWEIKI et al., 1993). Ao contrdrio do VEGF, a baixa pressdo de oxigénio
resulta em inibi¢ao da expressao de PIGF (SHORE et al., 1997). Em gestagdes normais, 0s
niveis de PIGF aumentam durante o segundo trimestre e atingem um pico no comeco do
terceiro trimestre antes de cair para baixos niveis no parto (TORRY et al., 1998). No
desenvolvimento da vasculatura placentdria, parece que existe um equilibrio entre a
pressdo parcial de oxigénio intraplacentdria, nos niveis de VEGF e PIGF, que regulam a
mudanca entre a angiogénese com ramificacdo e a angiogénese sem ramificacio (SHERER
& ABULAFIA, 2001). Sugere-se que a hipdxia ttero-placentéria de surgimento precoce na
restri¢cdo do crescimento fetal causa uma mudanca para predominéncia prematura de PIGF,
resultando na diminui¢do na angiogénese com ramificacdo, faléncia da angiogénese sem
ramificacdo dentro da vilosidade terminal, e distirbios na taxa de crescimento do
trofoblasto possivelmente por promover a apoptose (KHALIQ et al., 1999).

De forma interessante, experimentos com camundongos mostraram que a inibi¢ao
do VEGF-A pode induzir a RCIU no camundongo gestante, enquanto a perda de PIGF nao

provocaria este efeito (LUTTUN et al., 2002; ODORISIO et al., 2002; TORRY et al.,
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2003; RUTLAND et al., 2005). Entretanto, mais recentemente, uma diminui¢do nos niveis
de PIGF mas ndo de VEGF no soro materno e umbilical foi notada em humanos com
RCIU na hora do parto (WALLNER et al., 2007). Neste estudo foi utilizado como
marcador vascular o Fator VIII, que ndo diferencia entre vasos antigos e neoformados.
Mais estudos sao necessarios, buscando marcadores de vasos em diferentes estagios, com a
finalidade de determinar os reais efeitos dos procedimentos realizados nos vasos
placentdrios, e ainda, se o comprometimento do peso e do comprimento fetal observados
estdo diretamente associados as alteracdes vasculares na placenta. Portanto, ndo podemos
expandir nossas conclusdes além dos dados que foram obtidos com a anélise morfométrica
e a imunomarcacao pelo Fator VIIL

Os casos submetidos ao estimulo pela TENS apresentaram menor nimero de vasos
nas vilosidades placentdrias. Na literatura, ndo foram encontrados estudos avaliando os
efeitos da TENS especificamente sobre o nimero de vasos e o desenvolvimento feto-
placentario. Entretanto, sdo crescentes os estudos a respeito dos efeitos da estimulagdo
elétrica sobre a perfusdo de tecidos isquémicos.

Em uma pesquisa avaliando os efeitos da TENS sobre a perfusio colateral durante
oclusdo coronariana aguda, os pacientes foram tratados com TENS convencional em uma
intensidade de estimulacio maxima tolerdvel, sem ativacdo muscular, indicando um efeito
agudo positivo da neuroestimulacdo elétrica no aumento da perfusao colateral, que alivia a
isquemia do miocdrdio (JESSURUN et al., 1998; VRIES et al., 2007). Ouros estudos
sugerem que os efeitos se devem a homogeneizacdo da perfusio do miocardio
(HAUTVAST et al., 1996) e a um aumento na velocidade do fluxo sangiiineo
intracoronariano (CHAUHAN et al., 1994; JESSURUN et al., 1998). Outra explicacdao

para o aumento do fluxo sangiiineo associado a estimulacdo elétrica é a excitacdo de
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nervos periféricos, que pode induzir a liberacdo de substancia P nas terminagdes nervosas
sensoriais, e portanto, vasodilatacdo (CHEN et al., 1991).

Nos ultimos anos, tem sido dada atenc¢do aos efeitos da TENS sobre o Sistema
Nervoso Autdnomo, especialmente os efeitos da estimulacdo elétrica na circulagdao
periférica através da estimulagdo dos nervos simpaticos (HOLLMAN & MORGAN, 1997).
As pesquisas fornecem resultados variados, com alguns investigadores alegando que a
estimulagdo elétrica aumenta o fluxo sangiiineo (WAKIM, 1953; ABRAM et al., 1980;
CHAN & CHOW, 1981; CURRIER et al., 1986; LINDEROTH et al., 1991), outros
relatam reducdo do mesmo (ABRAM, 1976; WONG & JETTE, 1984; CASALE et al.,
1985), enquanto pesquisadores alegam que a estimulacdo elétrica ndo tem efeito na
circulagdo (TRACY et al., 1988).

Sugere-se que os parametros da TENS utilizados possam influenciar em seus
efeitos sobre a perfusdo tecidual. Em um estudo avaliando os efeitos da TENS sobre o
fluxo sangiiineo cutaneo, os resultados indicam que a TENS de alta e baixa freqiiéncia nao
parecem ter os mesmos efeitos sobre o fluxo sangiiineo local. Autores demonstram que ha
um aumento do fluxo sangiiineo local associado a TENS de baixa freqii€éncia, que causa
vasodilatacdo cutanea possivelmente como um resultado da inibi¢do do sistema nervoso
simpatico, resultados ndo observados com a utilizacdo da TENS de alta freqiiéncia
(CRAMP et al., 2000). Estudos anteriores mostram que a TENS de baixa freqiiéncia (4Hz),
quando aplicada a um nervo periférico numa intensidade “forte, mas confortavel”, aumenta
o fluxo sangiiineo cutaneo local, comparada com uma aplicacio de TENS de alta
freqiiéncia ou a um grupo controle. Entretanto, tem sido sugerido que uma sensacao
subjetiva “forte, mas confortdvel” também pode ser produzida utilizando a TENS de alta
freqiiéncia, em uma menor intensidade (BURTON & MAURER, 1974). Em nosso estudo

foi utilizada a TENS de alta freqiiéncia e baixa intensidade, respeitando o limiar de
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tolerdncia maxima sem ativacdo muscular. Devido as diversidades de parametros e suas
respostas observadas em outros estudos, sugere-se uma maior investigacdo dos parametros
da TENS, e sua possibilidade de melhora do fluxo sanguineo.

Em humanos, a estimulagdo elétrica transcutanea lombo-sacral foi utilizada para
aumentar a perfusdo placentdria de pacientes com diminui¢do do fluxo udtero-placentario
numa alta freqiiéncia entre 60 e 80 HZ e duragdo de pulso de 250 ps. Em todos os casos,
foi observado um aumento da perfusdo placentdria avaliada através do método de
radioisotopos, concluindo que a estimulacdo nervosa elétrica transcutinea pode ser usada
com propdsito terapéutico nos casos de disfungdo placentdria (KUBISTA & PHILIPP,
1979; KUBISTA et al., 1980). Entretanto, nosso estudo se baseou na avaliacdo do nimero
de vasos placentdrios em um modelo experimental, demonstrando que a utilizagdo da
TENS reduz a porcentagem de vasos placentérios.

Os efeitos da TENS sobre a perfusdo tecidual ainda sdo contraditérios. Em nossos
casos, o estimulo ndo aumentou o nimero de vasos placentérios, e parece ndo ter uma
contribuicao benéfica sobre o desenvolvimento intra-uterino. Estudos que busquem avaliar
a vasodilatagdo poderiam contribuir para elucidar os efeitos da TENS durante a gestacao,
embora a maioria dos resultados das andlises feto-placentdrios tenha indicado uma
repercussao negativa da TENS. Frente aos resultados obtidos, sugere-se que a TENS seja
usada com cautela durante a gestacdo, pois seus parametros de utilizacdo podem ter efeitos

prejudiciais para o desenvolvimento intra-uterino.
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Conclusdao
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Objetivo 1. Comparar o peso e o tamanho dos fetos e placentas em ratas com baixo

fluxo sangiiineo uterino induzido experimentalmente, submetidas ou ndo a TENS;

Conclusdao: A ligacdo da artéria uterina associada ao estimulo influencia no peso e
comprimento fetais, assim como no peso e volume placentérios, contribuindo para maior

reducdo de suas medidas.

Objetivo 2. Comparar o nimero de vasos placentdrios em ratas com baixo fluxo

sangiiineo uterino induzido experimentalmente, submetidas ou nao a TENS;

Conclusao: O estimulo pela TENS, independente do clampeamento, reduz o nimero de

vasos placentdrios.

Portanto, os efeitos da TENS sobre a perfusdao tecidual ainda permanecem
contraditorios. Foi demonstrada uma redu¢do do nimero de vasos nas placentas das ratas
estimuladas. Embora tolerdvel para os animais, o estimulo parece ndo ter sido benéfico
para melhora da perfusdo através do aumento do nimero de vasos placentdrios, como €
citado em outros trabalhos que descrevem os efeitos benéficos da TENS sobre a perfusao
tecidual. Além disso, nos casos submetidos a TENS houve comprometimento do
desenvolvimento feto-placentdrio. Dessa forma, mais estudos sdo necessdrios para que
sejam estabelecidos os mecanismos de atuacdo da TENS, e sugere-se cautela quanto a seu

uso durante a gestacao.
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