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Resumo

A contragdo uterina € um processo fisiologico espontdneo com impacto direto no
ciclo menstrual/estral e na gestacdo. Disfuncbes na atividade uterina estdo relacionadas
com infertilidade, abortos e partos prematuros, sendo este Gltimo a maior causa de
mortalidade e morbidade infantil no mundo. Sendo assim, se faz necessario o
desenvolvimento de metodologias in vivo para monitorar 0 processo mecénico uterino. O
objetivo deste trabalho foi aplicar a técnica de Biosusceptometria de Corrente Alternada

para avaliacdo in vivo da atividade mecanica uterina em ratas prenhes.

Foram utilizadas 40 ratas fémeas Wistar prenhes com idade entre 10 e 15 semanas
e com peso medio de 250 g. Através da Biosusceptometria de Corrente Alternada, 18
animais foram utilizados para avaliacdo da contratilidade uterina durante a prenhez e 8
foram usadas para avaliacdo da atividade uterina frente a acdo da ocitocina. Na primeira
etapa foi realizada uma cirurgia de fixacdo do marcador magnético em trés posicGes da
serosa uterina: préximo ao ovario; na regido média entre 0 ovario e a cérvice; e proximo
a cérvice. A atividade uterina foi monitorada nos dias 0, 7, 14, 20 e 21 de prenhez para
cada posicdo do marcador. Na segunda etapa, foi realizado o implante do marcador
magnético somente proximo a cérvice, e a atividade foi avaliada antes e depois da

administragdo de ocitocina no dia 20 de prenhez.

Os resultados obtidos foram perfis de contracdo para cada situagdo proposta, 0s
quais apresentaram contracdes basais de alta e baixa frequéncia e contragfes intensas.
Durante a evolucdo da prenhez, foi observado uma atividade discreta e irregular no
primeiro terco, quiescéncia no segundo terco, transicdo no dia 20 e atividade intensa
regular pré-parto. A ocitocina provocou a excitagdo da atividade uterina por meio da
inducgéo de contragdes intensas e regulares, revelando um perfil similar ao obtido no dia

21 de prenhez.

A analise dos resultados mostrou que o utero exibe perfis de contracdo distintos
em cada etapa da prenhez, bem como uma evolugdo da atividade contratil visando o
desenvolvimento e expulsdo do feto. Este trabalho fornece uma nova ferramenta para
contribuir com novos estudos de patologias, hormoénios e medicamentos que alterem a

contratilidade normal uterina durante a gestacao.

Palavras-chave: contracdo uterina; Utero; prenhez; ocitocina; biosusceptometria de
corrente alternada; ratas.



Abstract

Uterine contraction is a spontaneous physiologic process with direct impact on
menstrual/estrous cycle and pregnancy. Uterine activity dysfunction are related with
infertility, abortion and premature birth, in which the last is the major cause of childish
mortality and morbidity in the world. Therefore, in vivo methods to assess the mechanical
process of the uterus under real physiologic condition remains necessary to be developed.
The aim of this study was to apply Alternate Current Biosusceptometry to assess in vivo

mechanical uterine activity of pregnant rats.

Forty Wistar female pregnant rats with 10 to 15 weeks age and weighing 250 g
were used. Through Alternate Current Biosusceptometry, 30 animals were used for
uterine contraction analysis during pregnancy and 10 were used to evaluate uterine
contractility due to oxytocin action. On the first part, an implant surgery was performed
to fix the magnetic marker on uterus serous at three different position: near ovary; middle
distance between ovary and cervix, and near cervix. Uterine peristalsis were measured at
days 0, 7, 14, 20 and 21 of pregnancy. On the second part, magnetic marker was implanted
only on near cervix and uterine activity was evaluated before and after the oxytocin

administration on day 20 of pregnancy.

Contraction profiles were obtained as results to each proposed analysis, in which
presented high frequency and low frequency basal contraction and intense contractions.
During pregnancy evolution, was observed a discreet and irregular activity on the first
third, quiescence on the second third, transition on day 20 and intense and regular activity
right before parturition. The oxytocin provoked uterine activity excitation by regular and
intense contractions induction, revealing a similar profile obtained on day 21 of
pregnancy.

Results analysis demonstrated that uterus exhibits distinct contraction profile on
each stage of pregnancy, as well as an evolution of contractile peristalsis aiming the
development and fetus expelling. This work supply a new tool to contribute with new
pathologies, hormones and drugs studies that modifies normal uterine contractility during

gestation.

Key words: uterine contraction; uterus; pregnancy; oxytocin; alternate current
biosusceptometry; rats.



Lista de Abreviatura

BAC — Biosusceptometria de Corrente Alternada

Ca-CAM - Complexo calcio-calmodulina

CI — Contracg0es intensas

Cpm — Contragdes por minuto

EHG - Eletrohisterografia

EMG - Eletromiografia

Fem — Forca eletromotriz

FFT — Transformada rapida de Fourier (Fast Fourier Transform)

HSSG - Histerossalpingocintilografia (Hysterosalpingo-radionoclide scintigraphy)
ICC — Células intersticiais de Cajal (Cajal intersticial cells)

ICLC - Células semelhantes as células intersticiais de Cajal (Intersticial Cajal-like cells)
IUPC — Cateter de pressdo intrauterino (Intrauterine Pressure Catheter)
MLC - Miosina quinase leve (Myosine light chain)

MMG — Magnetomiografia

MRI — Ressonancia magnética (Magnetic Ressonance Imaging)

OB - Oscilagdes basais

OAF - Oscilages basais de alta frequéncia

OBF - Oscilacdes basais de baixa frequéncia

PA — Potenciais elétricos

RSA — Running Spectrum Analysis

SNA — Sistema Nervoso Autbnomo

SNAP — Sistema Nervoso Auténomo Parassimpatico

SNAS - Sistema Nervoso Autbnomo Simpatico



TOCO - Tocodinamometria

TVUS - Ultrassonografia transvaginal (Transvaginal ultrasound)



Lista de Figuras

Figura 1: lHustragio das camadas UEIINAS. .........ccccueeeverierierieniesisieeieee e 14
Figura 2: llustracdo das camadas musculares do Miometrio. .........ccoccevvverveveeieerneennenn, 15
Figura 3: Anatomia do Utero de roedores € humano. ........cccccccevveviieieece e, 15
Figura 4: Hustragao do SiStema BAC. ... 22

Figura 5: Caracteristicas do marcador magnético. Diametro externo (D) de 4,20 mm e
didmetro interno (d) de 1,15 MIM. ..o 25

Figura 6: Posicdo dos marcadores nos grupos eXperimentais. ........ccecveveeeevieereeennenn 25

Figura 7: llustracdo do lavado vaginal (A) e da visualizacdo microscopica para
identificacdo do cio (B). As setas em B indicam as células cornificadas que caracterizam
a fase estro. Adaptado de Marcondes et al. (2002)........cccoereririniniiniiee e 26

Figura 8: Posicionamento do sensor durante a realizacdo das medidas. O sensor era

posicionado externamente sobre o marcador sem pressiona-lo contra o animal............ 27

Figura 9: Cronograma de medidas durante a prenhez. Cirurgia de implante do marcador
magnético (ClI); lavado vaginal para identificacdo do cio (LV1); lavado vaginal para
confirmacéo do acasalamento (LV2); medidas com duracgéo de 30 minutos (M1, M2, M3,
IMIZ € IMIB). ottt ettt n ettt ren e 28

Figura 10: Cronograma de medidas com administracdo de ocitocina. Cirurgia de
implante do marcador magnético (CI); lavado vaginal para identificacdo do cio (LV1);
lavado vaginal para confirmacdo do acasalamento (LV2); medida com duragdo de 45
MINUEOS (IM). 1ottt et et e et e e e e sseeabe e s neeeaeenreeanes 28

Figura 11: Exemplo de sinal de atividade contratil uterina. Fragmento de sinal (A)
contendo oscilagdes basais (OB) e contracGes intensas (CI). Exemplo de transformada
rapida de Fourier (FFT) para eventos de alta frequéncia (B) e eventos de baixa frequéncia
(O TSRS 31

Figura 12: llustracdo do formato das contracGes intensas tipo aberta (A) e tipo spike (B).

At — INLErvalo de tEMPO. ....cvi et e e ns 31


file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284211
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284212
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284213
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284214
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284215
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284215
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284216
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284217
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284217
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284217
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284218
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284218
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284219
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284219
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284219
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284219
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284220
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284220
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284220
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284220
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284221
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284221
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284221
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284221
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284222
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284222

Figura 13: llustracdo do perfil de atividade uterina nos dias 0 (A), 7 (B), 14 (C), 20 (D)
€ 21 (E) A& PIrENNEZ. ...t et 33

Figura 14: Frequéncia oscilatoria (A) e intensidade (B) das contracfes basais em cada
dia de prenhez. Todos os dias apresentaram diferenca estatistica significante em

COMPAraGao COM O QI 2L. ....ocvveiieie ettt reesbe e e ns 34

Figura 15: Frequéncia (A), intensidade (B) e duracdo (C) das contragdes intensas em

Cada dia de PreNNBZ........oovi i 35

Figura 16: llustracdo do perfil de atividade uterina antes de depois da administracdo de

ocitocina. A seta vermelha indica o instante exato em que a droga foi aplicada. .......... 36

Figura 17: Frequéncia (A), intensidade (B) e duracdo (C) das contracOes intensas dos

grupos controles (dias 20 e 21) e p6s ocitocina (OCItOCING). .....ccvevererverierieirie e 36


file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284223
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284223
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284224
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284224
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284224
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284225
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284225
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284226
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284226
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284227
file:///D:/Unesp/Doutorado/Tese/Introdução,%20Fundamentos%20Teóricos%20e%20Metodologia%20-%20tese%2012.docx%23_Toc284227

Sumario

INEFOAUGED ...t b b b 9
(@] o] =1 1Yo SRS RSN 13
FUNAAMENTOS TEOTICOS. .. .c.veveitisieiiieiieiie ettt bbbttt sbe b ens 14
L. O ULBIO ..ottt 14
] PO AN O 1 = Vo Lo N U1 (=1 [ - LSS 16
L1 TR @ o]} (o Tof | o - TSP RRSTUR PP PSPPSRI 18
IV. Monitoramento da coNtragao ULEriNa...........ccueveeiueeiieiieiiere et 19
V. Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) .......ccccvvevviieieeiecce e, 22
1YL= (oo [o] [T | T P TSRS U ST USOUPPPTPPPRPRPRPON 24
I. Modelo Experimental ANIMal..........cocoiiiiiiiiiii e 24
I1. Implante Cirdrgico do Marcador MagnétiCo ...........c.cooeerererineneneeseseeese s 24
1. GrupoSs eXPEeriMENTAIS ......cccoiveriirieitiriesie et eneas 25
IV. Inducéo e Identificagio da Prenhez...........cccocooiiiiiiiiiniiicceeec e 26
V. Realizag80 das Medidas. . .........cooviiiiiiiiiieee e 27
VI. Medidas da Contratilidade Uterina Durante a Prenhez...........cccocovceviivivinnnns 28
VII. Medidas das Contra¢cfes Uterinas Induzidas por Ocitocina.............ccccvervennene. 28
VI ANALISE A0S DAUOS ....eouverveveieiiesiieisieeiie et sttt eneas 29
X, ANAIISE ESTALISTICA . ..vvveevierieie ittt ere s 29
RESUITATOS. ...ttt reesbeanne s 30
D o T 57 (o R PRURTRP 37
LO00] 0 [od 113 (o ISP PSP OPRTRN 41
Referéncias BibHOGIrafiCas. .........cciiiiiiiieie s 42

Apéndice A - Validagdo da Biosusceptometria de Corrente Alternada para analise da

atividade MECANICA ULBIING ...ooeeeeee e, 54

Apéndice B — Caracteristicas do sensor BAC e parametros da instrumentacéo ............ 61



Introducao

A contracdo uterina € um processo fisiologico espontaneo que ocorre durante toda
a vida uterina (NEWMAN, 2005). De modo geral, ela pode ser caracterizada como o
movimento ritmico das paredes do Utero resultante do processo da interacdo entres os
filamentos de actina e miosina presentes nas células musculares do 6rgdo (MYERS;
ELAD, 2017). Assim, o Utero fica sujeito a uma tensao fisica e, por consequéncia, a uma

forga que provoca sua alteracdo de forma e volume.

Apesar da motilidade uterina ocorrer durante toda a vida do 6rgéo, ela tem fungdes
caracteristicas em cada estagio que o sistema reprodutor feminino se encontra. Em se
tratando do ciclo menstrual, sua importancia se resume a assisténcia do processo de
fecundacdo (IJLAND et al., 1996; PETRONELLA et al., 2017), enquanto na gestacao é
responsavel por criar o ambiente adequado para o desenvolvimento sadio do feto
(BLANKS; SHMYGOL; THORNTON, 2007; RABOTT]I, 2010). Para a realizagéo destas

tarefas, a atividade contratil uterina se altera por diversas vezes durante destas etapas.

Em humanos, durante o ciclo ovulatorio, as contracdes seguem na dire¢do do
fundo para a cérvice até a metade da fase folicular, porém na fase final e pré ovulatéria
elas mudam de direcéo, seguindo da cérvice para o fundo (IJLAND et al., 1996, 1999).
Esta rapida inversdo é acompanhada de uma maior frequéncia de incidéncia (BULLETTI
et al., 2000; CSAPO; PINTO-DANTAS, 1966; HENDRICKS, 1966; SHAFIK, 1997), e
esta relacionada com o auxilio no transporte rapido de espermatozoides em direcdo ao
foliculo dominante (IJLAND et al., 1996; KUNZ et al., 1996). Apds a ovulacao,
contracdes opostas ocorrem no fundo e na cérvice, visando a matura¢do do embrido
(BULLETTI et al., 2000; IJLAND et al., 1996). Por fim, na fase litea as contracdes
diminuem e o Utero apresenta uma quiescéncia para a promover a nidacdo adequada
(BULLETTI et al., 1997; FANCHIN et al., 1998).

Durante a gestacdo, o Utero mantém esta quiescéncia durante os dois primeiros
trimestres da gestacdo (DANFORTH, 1947; GILLESPIE, 1950; MYERS; ELAD, 2017;
RABOTTI; MISCHI, 2015). Sua atividade mais expressiva se da no terceiro trimestre,
geralmente apds a vigésima oitava semana. Estudos realizados com pacientes saudaveis
mostrara um aumento da atividade uterina a partir da trigésima quarta semana (MOORE
et al.,, 1994; REYNOLDS; HARRY; KAISER, 1954). Nesta etapa, as contracdes

demonstraram um aumento progressivo na frequéncia e na intensidade seguindo a direcéo
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do fundo para a cérvice, formando um gradiente de pressao adequado para a expulsao do
feto no momento do parto (MOORE et al., 1994; REYNOLDS; HARRY; KAISER,
1954).

Diversos fatores podem alterar a contratilidade espontanea natural do Utero.
Disfuncbes de hormonios sexuais, anomalias congénitas, idade materna avangada,
contraceptivos internos e patologias podem provocar desordens no peristaltismo uterino.
Os hormonios sexuais, por exemplo, sdo importantes reguladores da atividade uterina
(PETRONELLA et al., 2017). Uma vez que seus niveis apresentam irregularidades, eles
causam impacto direto no transporte de espermatozoide (BULLETTI et al., 2000) e na
posterior quiescéncia na fase de implantagdo (BULLETTI; DE ZIEGLER, 2005;
FANCHIN et al., 1998). Os contraceptivos contendo cobre, por sua vez, possuem
influéncia sobre a atividade elétrica (SEER; MANNOR; ZAKUT, 1970) e sobre a
coordenacado das contragdes (BEYER; BEHRMAN, 1970).

Patologias como endometriose acomete cerca de 176 milhdes de mulheres todos
os anos (DAVID ADAMSON; KENNEDY; HUMMELSHOJ, 2010; EISENBERG et al.,
2018; JOHNSON; HUMMELSHOJ, 2013). Estudos mostraram que mulheres com
endometriose possuem uma maior atividade contratil e um maior tdnus basal muscular
comparado a mulheres saudaveis (BULLETTI et al., 1997). Isto reflete em
hipercontratilidade e pode resultar em abortos e nascimentos prematuros (BULLETTI et
al., 1997).

Bruns e colaboradores (1957), assim como outros pesquisadores, demonstraram
que mulheres que possuem excesso de atividade uterina nos dois primeiros tercos da
gestacdo acabam tendo abortos e partos prematuros (AUBRY; PENNINGTON, 1973;
BELL, 1983; BRUNS et al., 1957). Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), o
parto prematuro € aquele que ocorre antes da trigésima sétima semana de gestacédo e é
considerado a principal causa de mortalidade e morbidade infantil (MARCH OF DIMES,
PMNCH; WHO, 2012). Atualmente, em uma recente publicacdo da OMS, os principais
casos ocorrem na Africa e sul da Asia, onde a India ocupa o primeiro lugar (3.519.100
casos) seguida de China (1.172.300 casos) e Nigéria (773.600 casos). O Brasil ocupa a
décima posicao com 279.300 casos (BLENCOWE et al., 2012; LAWN; KINNEY, 2014).
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Apesar dos esfor¢os para prevenir o parto prematuro, ainda ndo é possivel prever
com exatidao a ocorréncia deste fendmeno (GOLDENBERG et al., 2008; RABOTTI;
MISCHI, 2015). Neste sentido, 0 monitoramento da atividade uterina é importante para
uma maior compreensdo dos processos de contracdo, suas possiveis disfuncdes, bem

como as possiveis consequéncias do comportamento anormal do Utero.

No homem, as técnicas empregando cateter de pressdo intrauterina,
ultrassonografia transvaginal e tocodinamometria aparecem entre as mais aplicadas na
investigacdo do processo mecanico de contracdo. Todavia, estas apresentam
desvantagens como risco gestacional e invasividade; subjetividade e baixa sensibilidade;
além de imprecisdo e desconforto (EULIANO et al., 2013; PETRONELLA et al., 2017).

Em animais, as técnicas ex vivo sdo as mais utilizadas, destacando o banho de
6rgdos associado a transdutores de forca e eletromiografia (CHKEIR et al., 2013; HURD
et al., 1998; WONG; O; TANG, 2013). Estes estudos ja contribuiram muito para a
compreensdo da farmacologia e fisiologia das contracdes, porém promovem uma analise
fora do ambiente fisiologico real. Diante disto, o desenvolvimento de metodologias
eficientes € necessario, e a busca por monitoramentos in vivo de baixa invasividade se

mostra ser um campo promissor a ser explorado tanto para humanos quanto para animais.

A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC), é uma técnica biomagnética
de anélise de sistemas bioldgicos. Aprimorada por Miranda e colaboradores, a BAC foi
inicialmente aplicada a estudos in vivo do trato gastrintestinal (TGI), buscando a
compreensdo de pardmetros como esvaziamento gastrico, transito orocecal e contracdo
gastrica em roedores (AGOSTINHO et al., 2010; QUINI et al., 2012), cdes (AMERICO
et al., 2010; MORAES et al., 2003) e humanos (BAFFA et al., 1995; MIRANDA et al.,
1992, 1997). Também, a BAC ja foi aplicada em estudos de processos farmacéuticos in
vitro (CORA et al., 2005a, 2008) e humanos (CORA et al., 2003, 2005b, 2006), e mais
recentemente, em estudos de biodistribuigio de nanoparticulas magnéticas (PROSPERO
etal., 2017).

Por meio da interacdo entre um campo magnético externo e um marcador
magnético acoplado ao 6rgdo, a BAC monitora a movimentacdo do marcador magnético,
e consequentemente, a atividade mecanica produzida pelo 6rgéo de interesse (AMERICO
et al., 2009; MIRANDA et al., 1992).
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Dentre os diversos modelos experimentais existentes, o modelo animal
proporciona a realizacdo de experimentos em uma espécie visando a comparagdo e a
compreensdo dos fenémenos em outra espécie (ANDREATINI, 2002). Neste sentido, a
facil obtencdo de um espaco amostral eficiente e a possibilidade de se controlar as
variaveis indesejaveis em experimentos especificos torna este método extremamente
vantajoso para estudos do corpo humano.

Com a finalidade de se contribuir com a escassez de metodologias in vivo de
experimentacdo animal e resgatar estudos acerca da atividade espontanea uterina, esta
pesquisa apresenta uma alternativa capaz de detalhar o processo mecanico da
contratilidade uterina durante a prenhez de roedores. Por conseguinte, este trabalho
investigou a capacidade, sensibilidade e efetividade da BAC para analise das contracdes

do atero durante este periodo.
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Objetivo

O objetivo deste trabalho é aplicar a técnica de Biosusceptometria de Corrente
Alternada (BAC) para avaliacdo in vivo do processo mecanico de contracdo uterina em

ratas prenhes.
Especificamente, almeja-se:

«  Obter perfis de contracdo em diferentes regides do Utero e em diferentes
etapas da prenhez;

»  Quantificar frequéncia, intensidade e duracdo das contragdes em cada etapa
analisada;

« Estimular a atividade de contracdo atraves da administracdo de ocitocina no
vigésimo dia de prenhez e compara-la com o perfil de contragdo normal no
mesmo dia de prenhez;

« Verificar a possibilidade de uma nova técnica biomagnética em realizar

analises in vivo da atividade mecanica uterina durante a prenhez.
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Fundamentos Teoricos

I. O Utero

O utero é um o6rgao muscular do sistema genital feminino o qual oferece protecdo
mecanica, sustentagdo nutricional e remocéo de residuos do embrido e feto. Além dessas
funcles, a contracdo muscular da parede uterina tem um papel importante na expulséo do

feto no momento do nascimento.

Subdividido em trés camadas, o Gtero comporta a camada interna denominada
endométrio; a camada intermedidria denominada miométrio; e camada externa
denominada perimétrio (figura 1). As camadas internas e externas sao responsaveis pelo
revestimento, o endométrio € composto por tecido epitelial altamente vascularizado, ao

passo que o perimétrio é composto por tecido conjuntivo.

\ Endométrio
Miométrio )

2\
|

Q\y
i 5
i

Figura 1: |llustracdo das camadas uterinas. Adaptado de
https://pt.pngtree.com/freepng/female-genital-organs_3110405.html

Perimétrio

O miométrio, por sua vez, é dividido em outras trés subcamadas: stratum
subvasculare (interna), stratum vasculare (intermediaria) e stratum supravasculare
(externa). Cada uma delas possui fibras musculares com organizacdo especifica, sendo
circular na camada interna, plexiforme na camada intermediaria e longitudinal na camada
externa, conforme ilustrado na figura 2 (PETRONELLA et al., 2017).
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Stratum supravasculare
(longitudinal)

/ Stratum vasculare

(plexiforme)

Stratum subvasculare
(circular)

Figura 2: llustracdo das camadas musculares do miométrio. Adaptado de
Petronella et al. 2017.

Apesar de serem anatomicamente diferentes, o Gtero humano e o Utero das ratas
usadas em laboratdrios, Rattus Norvegicus, possuem semelhangas quanto as camadas,
inervacdo e fungdo, permitindo um estudo comparativo entre as duas espécies
(DEVEDEUX et al., 1993). A principal diferenga entre eles esta no fato do Gtero humano
ser constituido apenas por um canal cervical, enquanto nas ratas existem dois canais
cervicais partindo de uma vagina simples (figura 3) (MARTINS et al., 2011; SOWASH,
2009).

Utero de Roedores Utero Humano

Corpo do

Fundo do .
Utero Utero

| f Tuba Uterina

Oviduto

Corno Uterino

\

Figura 3: Anatomia do Utero de roedores e humano. Adaptado de Sowash (2009) e
https://holadoctor.com/es/enfermedades-y- condiciones/anatom%C3%ADa-uterina.
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Il. A Contracéo Uterina

O controle da contratilidade uterina é realizado por dois mecanismos: 0 sistema
nervoso autdnomo (SNA) e as células de marca-passo presentes no miomeétrio. O SNA
compreende o sistema nervoso parassimpatico (SNAP), cuja origem € na raiz sacral de 2
a 4 e entra no Utero através da cérvice; e o sistema nervoso simpatico (SNAS), o qual se
origina da torcica 10 a lombar 2 e entra lateralmente no fundo do Gtero (PETRONELLA
et al.,, 2017). No caso do sistema parassimpatico, a resposta uterina depende do
neurotransmissor liberado, acetilcolina promove excitacdo enquanto oxido nitrico
promove relaxamento, por exemplo. Ja no sistema simpatico, a resposta depende da
ligacdo da noradrenalina a receptores alfa-adrenérgicos ou beta-adrenérgicos para causar

excitacdo ou relaxamento, respectivamente (PETRONELLA et al., 2017).

As células de marca-passo uterinas desempenham papel central no controle da
atividade contratil devido a capacidade do Gtero de se contrair sem a necessidade de
estimulo nervoso ou hormonal (LAMMERS, 2013; MARSHALL; M.J, 1959;
MATTHEW; SHMYGOL; WRAY, 2004; RABOTTI; MISCHI, 2015). Diversos estudos
ja foram realizados com a finalidade de se elucidar o mecanismo e a posi¢do destas células
especiais (BLANKS; SHMYGOL; THORNTON, 2007; DEVEDEUX et al., 1993;
LAMMERS et al., 1994, 2015), porém, até o presente momento, ndo houve conclusao
definitiva sobre elas no Utero. Nos estudos, 0s avan¢os mais conclusivos apontam uma
maior probabilidade de incidéncia de células de marca-passo nas bordas ovarianas e no
ligamento mesentérico de ratas prenhes (FUCHS, 1969; LAMMERS et al., 1994, 2015).
Contudo, existem autores que afirmam que aparentemente qualquer célula pode se
comportar como marca-passo (GARFIELD; MANER, 2007; KLEINHAUS; KAO,
1969).

No trato gastrintestinal, bexiga e prostata, células especificas promovem o
controle da atividade contrétil, sendo denominadas células intersticiais de Cajal (ICC)
(AL-SHBOUL, 2013; FEENEY; ROSENBLUM, 2014; SANDERS, 2000; SERGEANT
et al., 2000). Estas células sdo responsaveis pela criacdo de oscilagdes ritmicas nos
potenciais de membranas das células musculares lisas, fazendo com que potenciais de
acOes sejam propagados através do 6rgao. No Utero humano foram evidenciadas células
semelhantes as ICC, chamadas de interstitial Cajal-like cells (ICLC), com receptores para

estrogeno e progesterona e proximas a neurbnios motores e capilares vasculares
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(CIONTEA et al., 2005; CRETOIU, 2006; DUQUETTE et al., 2005). Entretanto, seus
mecanismos de acdo permanecem obscuros e ainda ndo foram reportados dados

conclusivos.

Para que ocorra a contracdo muscular uterina é necessario a propagacdo de
potenciais de acdo (PA) pelas células de marca-passo para as demais células musculares.
Esta propagacdo é feita através das juncdes tipo gap (BUHIMSCHI et al., 1998;
GARFIELD; MANER, 2007), as quais sao juncdes intercelulares de baixa resisténcia
elétrica que permitem uma comunicacdo rapida entre células musculares vizinhas
(ESWARAN et al., 2002; RABOTTI et al., 2008). Segundo Devedeux e colaboradores
(1993), o numero de juncdes tipo gap aumentam com o desenvolvimento da gestacdo, de
modo a possuirem papel fundamental na coordenacdo e propagacéo de estimulos durante
a atividade de parto (DEMIANCZUK; TOWELL; GARFIELD, 1984; GARFIELD;
BLENNERHASSETT; MILLER, 1988).

Ao passo que o PA é transmitido, ocorre uma alteracdo na permeabilidade da
membrana celular das células musculares. Deste modo, ocorre o influxo de ions calcio
que no interior da célula se ligam a calmodulina, formando o complexo célcio-
calmodulina (Ca-CAM). O complexo Ca-CAM, por sua vez, ativa a miosina quinase de
cadeia leve (MLCK) que fosforila a miosina quinase leve (MLC), expondo o sitio de
ligacdo da miosina. O complexo Ca-CAM, no filamento de actina, provoca a mudanca de
conformacdo da tropomiosina, expondo o sitio de ligacdo da actina. Com o0s sitios de
ligagéo expostos, o filamento de actina e miosina se ligam, formando as pontes cruzadas.
Por fim, a cabeca da miosina promove o deslizamento do filamento de actina,
caracterizando a contracdo total do dtero (MATTHEW; SHMYGOL; WRAY, 2004).

Hormdnios como estrogeno e progesterona possuem a capacidade de alterar os PA
(HOLGER MAUL et al., 2003), e por isso, exibem papéis reguladores na atividade
contratil uterina. Segundo alguns registros, o estrogeno aumenta os potenciais de modo a
viabilizar burst (“trens”) que culminam na contracdo muscular, enquanto a progesterona

aumenta o potencial de membrana, evitando a contragdo (MARSHALL; M.J, 1959).

As prostaglandinas também mostraram ser importantes mediadores das
contragfes (CARSTEN, 1974; SMITH; TEMPLE, 2006; VANE; WILLIAMS, 1973).
Durante o ciclo menstrual, as prostaglandinas apresentam picos elevados, podendo estar

relacionadas com o transporte rapido de espermatozoides para as tubas uterinas
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(BYGDEMAN et al., 1979; BYGDEMAN; ENEROTH, 1978; O’BRIEN; W.F., 1995).
Contudo, sua principal atuagdo ocorre durante o trabalho de parto como potentes
estimulantes uterinos (BLANKS; SHMYGOL; THORNTON, 2007; MASLOW,
LYONS, 2004). Assim como as prostaglandinas, ocitocina também atua na regulacéo da
atividade contratil durante o ciclo menstrual e durante a expulsao do feto (AMICO; SEIF;
ROBINSON, 1981a; BLAICHER et al., 1999; LAMMERS et al., 1999).

I11. Ocitocina

A ocitocina € um hormdnio natural produzido nos nucleos paraventriculares e
supra-6pticos do hipotalamo e armazenado e liberado pelo I6bulo posterior da glandula
pituitaria (SHYKEN; PETRIE, 2006). Sua liberacdo é feita de maneira pulsatil em
resposta direta aos estimulos provenientes da mama e do trato genital inferior via
neurdnios ligados aos nucleos paraventriculares do hipotdlamo (SHYKEN; PETRIE,
2006). Seu mecanismo de acdo depende de receptores especificos de ocitocina, que apds
uma complexa cascata fisioldgica, causam a liberacdo de célcio pelo reticulo
sarcoplasmatico (BLANKS; SHMYGOL; THORNTON, 2007). Estes receptores estdo
presentes em Orgdos como cérebro, ovario e principalmente no uUtero e glandulas
mamarias (KIMURA et al., 1994).

A ocitocina esta presente tanto no ciclo menstrual quanto na fase final da gestacdo.
Durante o ciclo menstrual, a ocitocina apresenta niveis elevados na fase folicular
(AMICO; SEIF; ROBINSON, 1981b), o que indica uma possivel relagdo com o
transporte de esperma (BLAICHER et al., 1999). No ultimo terco da gestacdo ocorre um
aumento dos receptores de ocitocina (SHYKEN; PETRIE, 2006), fato que contribui com
a acdo deste hormodnio para sincronizagdo das contracbes de diferentes regides
(CARSTEN, 1974; CLARK et al., 2009; FUCHS; POBLETE, 1970; LAMMERS et al.,
1999) e no aumento da frequéncia, intensidade e duragdo destas contracdes (BLANKS;
SHMYGOL; THORNTON, 2007), caracterizando as contracdes efetivas de parto. Além
disto, a ocitocina esta relacionada com a estimulacdo das glandulas mamarias para a
liberacdo do leite materno (SHYKEN; PETRIE, 2006).

Na pratica obstétrica, a ocitocina é amplamente utilizada para estimular a
atividade uterina quando o trabalho de parto ndo apresenta progresso e o parto normal

pode ndo ocorrer (CLARK et al., 2009). O meétodo de utilizacdo segue protocolos de baixa
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e alta doses de administracdo. Apesar das altas doses estarem relacionadas com a
diminuigdo dos partos cesarianos, aumento do parto normal espontaneo e trabalho de
parto mais curto, ela apresenta o risco de causar hiperestimulagdo (WEI et al., 2010).
Neste contexto, ainda ndo existe consenso a respeito da dose 6tima de administracédo deste
estimulante uterino (SMITH; MERRILL, 2006; WEI et al., 2010).

Fuchs e Poblete (1970) mostraram que a ocitocina obteve sucesso na inducgéo de
partos em roedores. Segundo seus estudos, as contracdes iniciadas pela acdo da ocitocina
foram semelhantes aquelas geradas naturalmente no momento de expulsdo do feto
(FUCHS; POBLETE, 1970). Este efeito excitatorio € observado a nivel elétrico, pois a
ocitocina provocou alteracdo da quiescéncia uterina, aumento na frequéncia de bursts,
quantidade de spikes (picos) de potenciais de acdo dentro dos bursts e da amplitude e
duracdo dos spikes singulares nos Uteros de coelhos e roedores (KLEINHAUS; KAO,
1969; KURIYAMA, 1961; NAKAO et al., 1997).

IVV. Monitoramento da contragéo uterina

O monitoramento da contracdo uterina pode ser realizado tanto em humanos
guanto em animais. Ainda, este monitoramento pode ser feito in vivo, com o 6rgdo em
ambiente fisiologico real, ou ex vivo, com o0 06rgdo exteriorizado e isolado.
Independentemente de qual seja a metodologia empregada, o grande objetivo é analisar
0s principais parametros da contracao uterina: frequéncia, nimero de contragcdes em um
intervalo de tempo; intensidade, for¢a de uma contracao; e duracao, tempo médio entre o

inicio e o final de uma contracéo.

No homem, as técnicas mais utilizadas sdo: cateter de pressdo intrauterina,
ultrassonografia transvaginal, tocodinamometria e eletrohisterografia. Além destas, séo
citadas como técnicas viaveis a ressonancia magnética, a histerossalpingocintilografia e
a magnetomiografia (COHEN, 2017; EULIANO et al., 2013; PETRONELLA et al.,
2017).

O método considerado padrdo para analise da contracdo uterina é o cateter de
pressdo intrauterina (IUPC). Ele consiste na inser¢cdo de um ou mais cateteres de pressao
no interior do Utero fixados no endométrio. Atraves da manometria, esta técnica é capaz

de medir o aumento ou diminuicdo da pressdo interna do Utero, e assim quantificar
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frequéncia, intensidade, duracéo e direcdo das contracdes uterinas. Contudo, esta técnica
apresenta riscos para a saude gestacional, pois a fixacdo dos cateteres pode causar
sangramentos e infec¢des. Ainda, a invasividade da técnica causa desconforto e irritagoes,
0 que impossibilita sua aplicacdo na rotina clinica (BAKKER; ZIKKENHEIMER; VAN
GEIJN, 2008; BUHIMSCHI et al., 1998; EULIANO et al., 2013; HADAR et al., 2015).
Salienta-se que esse tipo de medida em ambiente oclusivo, apresenta falhas na medida da
variagdo de pressao.

Uma alternativa viavel e semi-invasiva para a rotina clinica € a ultrassonografia
transvaginal (TVUS). Esta técnica consiste na inser¢do da probe de ultrassonografia no
interior da vagina para visualizacdo das contra¢es no plano sagital. Apos a aplicacdo da
técnica, as gravacOes sdo assistidas varias vezes em velocidade normal e acelerada para
quantificacdo de frequéncia e direcdo de contracdo. Apesar de permitir a visualizacdo da
contragdo por video, a TVUS causa desconforto em sua utilizagdo e ndo é capaz de
quantificar intensidade e duracdo, além de ser altamente subjetiva por sua dependéncia
do operador da probe e da experiéncia dos visualizadores das gravacGes (FINBERG,
2004; IJLAND et al., 1996; SOLOMON et al., 1994).

Com a vantagem de ser um método ndo invasivo, a tocodinamometria (TOCO) é
uma técnica cuja aplicacdo é feita na superficie abdominal com um cinto posicionado na
direcdo do fundo do Gtero. O dispositivo preso ao cinto, através da extensometria, € capaz
de quantificar a frequéncia e a duracdo, mas ndo promove analise da intensidade das
contragdes. Em estudos comparativos, a TOCO apresentou dificuldades de aplicagdo em
pacientes obesos devido a sensibilidade, problemas com calibracéo e imprecisdo durante
as medidas (EULIANO et al., 2013; HADAR et al., 2015; VLEMMINX et al., 2017).

A eletrohisterografia (EHG) é uma técnica amplamente utilizada para aferir as
contragOes uterinas de maneira ndo invasiva. A técnica consiste na utilizacdo de eletrodos
fixados na superficie abdominal que captam os sinais elétricos (pulsos) das fibras
musculares ao se despolarizarem. Com a capacidade de quantificacdo de frequéncia,
intensidade, duracéo e direcdo, a EHG é um dos métodos mais precisos juntamente com
o IUPC. Entretanto, esta técnica apresenta uma medida indireta da atividade mecanica e
é altamente dependente de técnicas computacionais para uma visualizacdo clara da
atividade uterina (COHEN, 2017; LANGE et al., 2014; MIKKELSEN et al., 2013;
RABOTTI et al., 2010; VANNER; GARDOSI, 1996).
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A ressonancia magnética (MRI) mostrou ser uma técnica util para analise de
imagens detalhadas da parede uterina em diferentes camadas e frequéncia de contracao,
porém ndo é capaz de quantificar intensidade e duracdo (KIDO et al., 2008; NAKAI et
al., 2013; WATANABE et al., 2015). As outras desvantagens sdo o0 custo do exame e 0

tempo de execucdo da técnica.

A histerossalpingocintilografia (HSSG) é uma técnica baseada na insercdo de uma
suspencdo com tracadores radioativos na cavidade uterina. A medida é realizada através
do deslocamento da suspenséo e é considerada a melhor técnica para analise de duragédo
de contracdo. Contudo, ela ndo é capaz de medir frequéncia e intensidade, e por se tratar
de uma técnica que se utiliza de radiacdo, possui um alto custo e ndo é utilizada na rotina
clinica (BULLETTI; DE ZIEGLER, 2005; KUNZ et al., 1996).

Através da deteccdo de campos magnéticos gerados pela atividade elétrica
contréatil, a magnetomiografia (MMG) é capaz de obter imagens do 6rgdo e quantificar
frequéncia e parametros da atividade elétrica uterina. Nao obstante, o equipamento possui
altissimo custo de implementacédo, além de apresentar uma andlise indireta do processo
mecanico (ESWARAN et al., 2009; GOVINDAN et al., 2015).

Em experimentacdes que envolvem modelo animal, o0 modelo ex vivo de estudo
mostra ser um dos mais aplicados na literatura (OHASHI; SUMIKURA; TATEDA, 2007,
PHELPS; PEULER, 2010; WONG; O; TANG, 2013). As vantagens nestes tipos de
estudos sdo a possibilidade analisar a atividade uterina isoladamente e o baixo custo de
implementacdo, embora promove uma analise fora do ambiente fisiolégico real. Para
animais, as técnicas mais utilizadas sdo baseadas em transdutores de forca e

eletromiografia.

De modo geral, uma pequena amostra de tecido muscular uterino é colocada em
uma solucéo fisioldgica (banho de 6rgéos), ligada a um transdutor de forca e submetida
a uma tensdo basal. Desta forma, o transdutor de forca é capaz de quantificar frequéncia,
intensidade e duragdo das contracGes através da forca realizada pela amostra (CHKEIR
etal., 2013; HURD et al., 1998; NIKOLAJSEN et al., 2011; ZHOU et al., 2013). Muitas
vezes, esta metodologia é realizada juntamente com a eletromiografia com a finalidade

de se analisar 0s processos mecanico e elétrico da contragéo.

A eletromiografia (EMG) € uma técnica cujo principio fisico é semelhante ao

descrito para a EHG. A diferenca entre elas estd no fato dos eletrodos estarem fixados
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diretamente no musculo no caso da EMG. Sendo assim, a EMG fornece informacdes
sobre frequéncia, intensidade, duracéo e direcdo, mas semelhante 8 EHG, apresenta uma
analise apenas do processo elétrico (BUHIMSCHI et al., 1998; KOTHARI et al., 2008;
LAMMERS et al., 2015).

V. Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC)

O sensor BAC ¢é constituido por um par de transformadores com ndcleo de ar, no
qual as bobinas primarias (externas) sdo responsaveis pela geracdo do campo magnético
(excitadoras) e as bobinas secundarias (internas) sdo responsaveis pela deteccdo do
campo magnético (detectoras), conforme ilustra a figura 4. Os pares excitacdo/deteccao
estdo separados por uma linha de base com as bobinas secundarias organizadas em
configuracdo gradiométrica de primeira ordem. Deste modo, o préprio sistema promove
uma subtracdo entre os fluxos magnéticos detectados pelo par de medigdo e o par de
referéncia com a finalidade de se diminuir o ruido ambiental e aumentar a sensibilidade
da medida (BAFFA et al., 1995; MIRANDA et al., 1992).

Computador
I
Placa A/D
10kHz |
~ Bobinas 3, Lock-in
Amplificador

2

Bobinas |,

Excitadoras

Figura 4: llustracdo do sistema BAC. Bobinas de deteccdo (1 e 4) e bobinas
de excitagdo (2 e 3).
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Na auséncia de qualquer material magnético o sensor permanece balanceado e o
sinal obtido € minimo, tido como basal. Conquanto, com a aproximacdo de um material
magnético do par de bobinas de medida, ocorre um desbalanceamento desse fluxo basal,
de modo a gerar uma forca eletromotriz (fem) de saida proporcional a distancia entre o
material e o sensor. Utilizando-se de um amplificador sensivel a fase, uma placa
analogico/digital e um computador, esta fem pode ser registrada e expressada em curvas
tempo-dependentes. Como o sinal € dependente da distancia entre sensor e material
magnético, pequenas modificagdes na posicdo do marcador proporcionadas pela
contracdo/relaxamento, sdo detectadas. Sendo assim, com a prévia fixacdo de um
material magnético ao meio bioldgico de interesse, é possivel registrar o deslocamento
do marcador e consequentemente a movimentacao do meio biolégico (AMERICO et al.,
2010; MIRANDA et al., 1992). O sensor utilizado neste trabalho apresenta caracteristicas
especificas para utilizacdo em animais de pequeno porte. Suas especificacfes estdo

detalhadas na secdo V da metodologia.
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Metodologia

Este estudo foi desenvolvido no laboratério de Biomagnetismo, situado no
Departamento de Fisica e Biofisica do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB —
UNESP).

I. Modelo Experimental Animal

Todos os procedimentos foram realizados sob a supervisdo do Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA — IBB) sob o protocolo nimero 754 — CEUA. Todos os animais
foram obtidos do Laboratério ANILAB e mantidos no biotério do departamento de

Fisiologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu.

Foram utilizadas 40 ratas fémeas da linhagem Wistar com idade entre 10 e 15
semanas e com peso entre 200 e 300 g. Os animais foram mantidos em ambiente
controlado com temperatura de 24 + 2 °C, umidade de 50 + 10 %, cliclo claro/escuro de

12 horas e alimentacdo (racdo e dgua) ad libitum.

Il. Implante Cirurgico do Marcador Magnético

Através de uma laparotomia medial, o marcador magnético foi implantado
utilizando a combinacdo ketamina/xilazina (0,1 mg/kg IM, contendo 7,5 ml de ketamina
e 2,5 ml de xilazina) como anestésico. O marcador, um nucleo de ferrita (MnFe20s), foi
fixado na serosa do corno uterino direito de todos os animais utilizados neste estudo. A
figura 5 ilustra as caracteristicas do marcador magnético. Apds a cirurgia foi respeitado

o0 tempo de 1 semana de recuperagdo para prosseguir com o experimento.
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D

Figura 5: Caracteristicas do marcador magnético. Diametro
externo (D) de 4,20 mm, didmetro interno (d) de 1,15 mme
espessura de 1,00 mm.

I11. Grupos experimentais
Foram montados 4 grupos experimentais para a realizacéo deste estudo:

«  Grupo A: 6 animais com marcagdo na borda ovariana do corno uterino;

«  Grupo B: 6 animais com marcagéo na regido medial do corno uterino;

«  Grupo C: 6 animais com marcagdo na borda cervical do corno uterino;

«  Grupo D: 8 animais com marcagéo na borda cervical do corno uterino direito
para medidas com ocitocina.

A figura 6 ilustra a posicéo exata do marcador no utero do animal para cada

grupo experimental.

Figura 6: Posicdo dos marcadores nos
grupos experimentais.
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IV. Inducéo e Identificacdo da Prenhez

O ciclo estral dos roedores tem duracdo media de 4 dias é dividido em quatro
fases: estro, metaestro, diestro e proestro. A fase em que a fémea esta apta a receber o
macho (cio) é a fase estro, caracterizada pelo pico de progesterona (JUNIORR et al.,
2009; MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). Para identificagdo desta fase foi
utilizado o protocolo de lavado vaginal (figura 7 — A) descrito por Marcondes et al.
(2002).

Utilizando uma pipeta, o lavado vaginal ¢ feito com a introdugédo de 50 ul soro
fisiolégico (0,9 %, NaCl) na vagina do animal. O liquido, por sua vez, é coletado e
analisado em microscopio para visualizacdo da presenca de células cornificadas (figura 7
— B) que caracterizam a fase estro. Uma vez identificado o cio, a rata foi colocada

juntamente com o macho para acasalamento no final do dia.

No dia seguinte, para confirmagéo do acasalamento, o lavado vaginal foi realizado
novamente em busca da visualizacdo de espermatozoides em microscopio. Constatado os
espermatozoides, o animal era separado para a realizacdo das medidas, sendo este dia

considerado o dia zero de prenhez.

S N - | il WA VRS
Figura 7: llustracdo do lavado vaginal (A) e da visualizacdo
microscopica para identificacdo do cio (B). As setas em B
indicam as células cornificadas que caracterizam a fase estro.
Adaptado de Marcondes et al. (2002).
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V. Realizacdo das Medidas

Antes de se realizar as medidas propostas neste trabalho, foi feita a validacao da
BAC através da técnica de extensometria utilizando o Strain-Gauge. A metodologia e 0s

resultados obtidos estdo brevemente descritos no Apéndice A.

As medidas foram realizadas utilizado o anestésico inalatorio isoflurano (100%,
Isoforine, Cristalia®) com 5% em dose para inducdo do estado anestesiado. Segundo
Lazlo e colaboradores (1992), os anestésicos inalatorios sdo conhecidos por diminuirem
a atividade uterina miometrial. Contudo, estudos mais recentes mostraram que 0
isoflurano € o anestésico que menos provoca efeito depressivo na contratilidade uterina,
sendo proximo a zero quando administrado em baixas doses (LASZLO et al., 1992; YOO
etal., 2006). Com a finalidade de n&o interferir na contratilidade uterina, foi utilizada uma
dose de 0,8% em maéscara para manutencdo do estado anestesiado dos animais.

Os animais foram posicionados em decubito ventral para medidas do grupo A e
em decubito dorsal para medidas dos demais grupos experimentais. O sensor BAC foi
posicionado externamente sobre o marcador (figura 8), ligado ao Lock-in (Stanford
Research System, modelo SR830 DSP) e ao amplificador (Techvox, modelo TIP800 Q2
AB “Second Generation”). As caracteristicas do sensor utilizado e os parametros de ajuste

da instrumentagdo estdo demonstrados no Apéndice B.

Figura 8: Posicionamento do sensor durante a
realizacdo das medidas. O sensor era posicionado
externamente sobre o marcador sem pressiona-lo
contra o0 animal.
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VI. Medidas da Contratilidade Uterina Durante a Prenhez

A gestacdo dos roedores tem duracéo de 21 dias, os quais foram monitorados 0s

dias 0, 7, 14, 20 e 21 de prenhez dos animais dos grupos A, B e C. As medidas tiveram

duracéo de 30 minutos e eram realizadas no periodo vespertino. No dia 21 de prenhez os

experimentos foram realizados com a rata ja em trabalho de parto para que o peristaltismo

uterino captado fosse aquele referente a expulsdo do feto. Para a confirmacéo da prenhez

saudavel, esperava-se o nascimento dos filhotes apds a medida do dia 21. A figura 9

demonstra o cronograma experimental realizado para cada animal.

Dia de prenhez

0123456 789101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21

[

1
Lv1

7 dias I1dia ShI

1 1
M2 M3

»

Tempo

Figura 9: Cronograma de medidas durante a prenhez. Cirurgia de implante do marcador
magnético (CI); lavado vaginal para identificacdo do cio (LV1); lavado vaginal para confirmagéo

do acasalamento (LV2); medidas com duragdo de 30 minutos (M1, M2, M3, M4 e M5).

VIl. Medidas das Contragdes Uterinas Induzidas por Ocitocina

As medidas com ocitocina foram realizadas apenas no dia 20 de prenhez com 0s

animais do grupo D. Apds 15 minutos de medida controle (sem drogas), foi administrado

0,2 ml de ocitocina (100%, Ocitovet, Ceva®) sem interrupcédo, pela veia caudal. Apds a

injecdo da droga, foram registrados mais 30 minutos, totalizando 45 minutos de medida.

A figura 10 apresenta o cronograma para estas medidas.

Dia de prenhez

01234567 89731041112 13 14 15 16 17 18 19 20 2

1
1
Lv1

" 7dias ' 1dia

20 dias

OCITOCINA

[ [
' 1 —
"15 min 30 min '

i INiCIO FIM

Tempo

Figura 10: Cronograma de medidas com administracdo de ocitocina. Cirurgia de implante do
marcador magnético (Cl); lavado vaginal para identificacdo do cio (LV1); lavado vaginal para

confirmag8o do acasalamento (LV2); medida com duracdo de 45 minutos (M).
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VIIl. Analise dos Dados

Todos os dados foram coletados através do software Acknowledge 4.0.1®, salvos
em formato ASCII e processados em ambiente Matlab®. Os resultados foram analisados
por inspecdo morfoldgica qualitativa do perfil de curva para cada experimento realizado.
A intensidade e a duragdo das contragdes foram quantificadas através da inspecao visual,
na qual a intensidade foi medida de pico a pico e a duracdo pela abertura da base de um
evento contratil. As frequéncias das contracbes foram quantificadas através da

transformada rapida de Fourier (FFT) e da Running Spectrum Analysis (RSA).

A FFT e a RSA sdo formas alternativas de interpretacdo de sinal, as quais
convertem o sinal em uma representacdo no dominio da frequéncia. Como resultado, a
FFT exibe uma curva que identifica as frequéncias presentes no sinal, ao passo que a RSA
exibe uma anélise temporal das frequéncias (SEMMLOW, 2009; STOREY, 2002). Com
isso, obtém-se informacGes acerca do instante de tempo exato que determinada frequéncia

se manifesta no sinal.

IX. Analise estatistica

Foram realizadas comparacfes entre todos os dias de prenhez; entre as trés
posi¢cOes marcadas; e entre as atividades dos dias 20 e 21 da prenhez controle (normal) e
a atividade induzida por ocitocina no dia 20 de prenhez. As frequéncias das contragdes
foram quantificadas em contracBes por minuto (cpm), a intensidade em Volts (V) e a

duracdo em segundos (S).

Os resultados foram expressos em termos de média + desvio-padréo e a analise
estatistica foi realizada através teste t-Student ndo pareado para amostras com distribuicéo
normal e teste de Mann-Whitney para amostras com distribuicdo ndo normal para todas
as comparacdes realizadas. O software utilizado foi o OriginPro 8® e valores de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significantes.
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Resultados

Como resultados, foram obtidos 18 registros de atividade uterina para cada dia de
prenhez analisado; 6 registros em cada posicdo do marcador; e 8 registros de atividade

uterina induzida por ocitocina.

Os sinais da contratilidade uterina apresentaram eventos que foram classificados
como oscilacdes basais (OB) e contracdes intensas (Cl). O primeiro foi definido como
sendo a movimentacéo discreta e periddica do 0rgdo e representa as contracOes basais de
baixa intensidade. Estas oscilagdes foram divididas em oscilagdes de baixa frequéncia
(OBF), menos de 3 oscilagcdes por minuto; e oscilagdes de alta frequéncia (OAF), 3 ou
mais oscilacdes por minuto. As contragdes intensas representam a atividade aguda e
intensa do 6rgdo, as quais possuem alta intensidade e acarretam em uma diminuicao
consideravel de sua forma e volume. Tanto as OB quanto as Cl foram classificadas em
irregular e regular. Na figura 11, um fragmento de sinal ilustra estes eventos juntamente

com as FFT observadas para cada uma das contragdes.
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Figura 11: Exemplo de sinal de atividade contrétil uterina. Fragmento de sinal (A)
contendo oscilagbes basais (OB) e contragGes intensas (Cl). Exemplo de transformada
rapida de Fourier (FFT) para eventos de alta frequéncia (B) e eventos de baixa frequéncia

(©).

Quanto a morfologia das contracdes, a Unica diferenca encontrada ocorreu na

forma das CI, as quais apresentaram dois formatos distintos. O primeiro formato

apresentou picos com base larga indicando contra¢Ges mais alongadas e definidas como

Cl do tipo aberta (figura 12 — A). O segundo formato apresentou picos com base curta,

sinalizando contragdes rapidas e foram definidas como CI do tipo spike (figura 12 — B).
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Figura 12: llustracdo do formato das contragdes intensas tipo aberta (A) e tipo spike (B). At— intervalo

de tempo.
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Os sinais referentes aos dias de prenhez estdo representados na figura 13. O perfil
obtido no dia 0 (figura 13 — A) apresentou uma incidéncia de ambos eventos (100% de
OB e 77% de CI) com caracteristica irregular e com picos de Cl em meio as OB. Nos dias
7 e 14 (figura 13 — B e C) os perfis se mostraram semelhantes, exibindo baixa incidéncia
de Cl irregulares (47%) e predominio de OB regulares (70%). Apesar de semelhantes, o

dia 14 apresentou OB mais intensas em comparagéo ao dia 7 de prenhez.

O dia 20 mostrou um perfil caracteristico de transformacéo (figura 13 — D). Nele
foi possivel ver o predominio de incidéncias de CI regulares de baixa intensidade (92%)
juntamente com OB (89%). O dia 21 exibiu um perfil completamente diferente dos outros
dias (figura 13 — E). Nele foi possivel visualizar apenas a incidéncia de CI regulares e

subsequentes (70%). Duas horas apds os registros apresentados, os filhotes nasceram.
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As OB, quando presente nos sinais, apresentou predominancia de OAF em todos
os dias: 88% no dia 0; 56% no dia 7; 100% no dia 14; e 59 % no dia 20. Ainda, foi
observado a existéncia de ambos os tipos de oscilagbes concomitantes em alguns sinais
(ocorréncia de 18% no dia 0 e de 6% no dia 14). Neste caso, foi verificado que as OBF e
OAF néo ocorreram de forma simultadnea e mostraram um perfil tipo “sanfona”, ao qual

OBF se transformava em OAF e vice-versa.

A intensidade das OB apresentou variacdes ao longo da prenhez. As OB se
mostraram mais intensas no dia 14, seguido por uma queda até atingir seu valor mais
baixo no dia 20. A frequéncia das OB apresentou diferenca estatistica significante apenas
entre os dias 14 e 20 (p = 0,003). A figura 14 ilustra os valores médios da frequéncia
oscilatdria e intensidade em cada dia de prenhez para as OB.
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Figura 14: Frequéncia oscilatdria (A) e intensidade (B) das contra¢fes basais em cada dia de prenhez.

Todos os dias apresentaram diferenca estatistica significante em comparagio com o dia 21. *p < 0,05
para teste t-Student (indices iguais indicam diferenga estatistica significante).
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—
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As Cl, quando presentes nos sinais, apresentaram menores frequéncias nos dias 0,
7 e 14 em comparagdo aos dias 20 e 21. A intensidade das CI ndo apresentou grandes
diferencas entre os dias, exceto no dia 20, a qual apresentou seu valor mais baixo. A
duracgéo das CI foi menor nos dias 0 e 20, apresentou uma semelhanca entre os dias 7 e
14, e atingiu seu maior valor no dia 21. A figura 15 ilustra os valores médios de

frequéncia, intensidade e duracdo em cada dia de prenhez para as CI.
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Figura 15: Frequéncia (A), intensidade (B) e duracdo (C) das contragdes intensas em cada dia de
prenhez. @€y < 0,05 para teste t-Student (indices iguais indicam diferenca estatistica significante).

N&o foi observado diferenca entre os perfis de atividade uterina nas posicGes
analisadas. Dentre os parametros de contracdo, apenas as duracdes de CI apresentou
diferenca (p = 0,027) entre a por¢do ovariana e a por¢do medial (grupos A e B). Em
relacdo a morfologia das contracdes, foi observado uma maior incidéncia de CI do tipo
aberta no grupo A (75%) e uma equivaléncia de ambos os tipos no grupo C (50%). No
grupo B, foi observado a prevaléncia de CI do tipo spike (78%). Contudo, observou-se
uma tendéncia de manifestacdo de CI do tipo aberta no dia do parto em todos 0s grupos.

Nas medidas de contragOes induzidas por ocitocina, a droga provocou uma
alteracdo do perfil da atividade uterina. Foi visualizado um perfil quiescente com
manifestacdo predominante de OB antes e, apos a administracdo da droga, a manifestacao
de CI (86%). Foi observado uma transi¢cdo de OB em CI nos primeiros 5 minutos apds a
administracdo. As Cl pds ocitocina exibiram comportamentos regulares, revelando um
perfil semelhante ao dia 21 de prenhez. Na grande maioria dos sinais (70%) foi observado
uma queda na intensidade das Cl ap6s 10 minutos de efeito do farmaco. Houve uma queda
no patamar basal do sinal logo apds a administracdo de ocitocina em todos os animais. A
figura 16 mostra um exemplo do perfil da atividade uterina com a administracdo de

ocitocina.
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Figura 16: llustracdo do perfil de atividade uterina antes de depois da administracdo de ocitocina. A seta
vermelha indica o instante exato em que a droga foi aplicada.

A frequéncia de CI pds-ocitocina apresentou valores maiores em comparagdo aos
dias controles 20 e 21 (sem ocitocina), porém apresentou diferenca estatistica significante
apenas em relacgdo ao dia 21 (p = 0,026). A intensidade das CI exibiu valor superior ao
dia 20-controle e apontou semelhanca com a intensidade no dia 21-controle. A duracéo
das CI foi menor em relagéo ao dia 21-controle, porém muito superior ao dia 20-controle.
A frequéncia, intensidade e duracdo das Cl apds a administracdo de ocitocina estdo

representadas na figura 17 juntamente com a comparagao com 0S grupos controles.
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Figura 17: Frequéncia (A), intensidade (B) e duracéo (C) das contragdes intensas dos grupos controles

(dias 20 e 21) e pds ocitocina (ocitocina). “p < 0,05 para teste t-Student (indices iguais indicam diferenca
estatistica significante).
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Discussao

Os resultados revelaram que a BAC é uma alternativa eficiente para monitorar a
atividade mecéanica uterina ao longo da prenhez, bem como possiveis alteracbes. Foram
obtidos perfis de atividade para cada dia de prenhez proposto, além de possibilitar a

quantificacdo dos principais parametros (frequéncia, intensidade e duracéo) de contracéo.

Em humanos, Caldeyro-Barcia e Alvarez descreveram dois tipos de contracfes
presentes no utero durante a gestacdo, as “ondas de Alvarez” e “Braxton-Hicks”
(DEVEDEUX et al., 1993; NEWMAN, 2005). A primeira representa a atividade local
dessincronizada que se manifesta em alta frequéncia e baixa intensidade, enquanto a
segunda representa contracdes efetivas que se manifestam em baixa frequéncia e alta
intensidade (DEVEDEUX et al., 1993; NEWMAN, 2005). As OB, similares as “ondas
de Alvarez”, apresentaram alta frequéncia e baixa intensidade (4,11 £ 1,84 cpm ¢ 0,07 +
0,06 V), enquanto as ClI, similares as ondas de Braxton-Hicks, apresentaram baixa
frequéncia e alta intensidade (0,59 + 0,54 cpm e 0,39 £ 0,35 V). Isto sugere que a atividade
uterina dos roedores possui semelhancas com a atividade uterina humana, guardadas as

devidas proporgdes.

As OB apresentaram diferencas expressivas durante a prenhez. Em termos de
frequéncia, as OB apresentaram até o dia 14 uma alta frequéncia, enquanto a partir do dia
20 apresentam uma queda em sua frequéncia de oscilacdo até ndo se manifestarem no dia
21 (figura 14 — A). Em termos de intensidade, apresentam valores crescentes até o dia 14,
dia de maior intensidade basal. Apds este dia, as OB apresentam uma decrescente até ndo
se manifestarem no dia 21 (figura 14 — B). Em contrapartida, as Cl se manifestam, quando
houve incidéncia, com baixa frequéncia e com intensidade e dura¢do pouco variaveis até
o dia 14 (figura 15). No dia 20, as Cl aumentaram sua frequéncia abruptamente (figura
15 — A) e diminuiram sua intensidade e duragdo (figura 15 — B e C). No dia do parto, as
Cl exibem o maior valor de frequéncia e duracdo e um ligeiro aumento da intensidade.
Caldeyro-Barcia e Alvarez também descreveram este comportamento paras as contragoes
de baixa e alta intensidade em humanos. Segundo eles, as ondas de Braxton-Hicks
aumentam sua frequéncia de incidéncia e gradualmente substituem as ondas de Alvarez
a medida gue o parto se aproxima (DEVEDEUX et al., 1993; NEWMAN, 2005).

Os perfis apresentaram atividade irregular nos dias 0, 7 e 14. Durante a prenhez e

em ratas ndo prenhes, alteracGes espontaneas causam propagacgéo de potenciais de agdo

37



ndo homogéneos (LAMMERS, 1997; MILLER; GARFIELD; DANIEL, 1989). Isto pode
explicar a falta de regularidade tanto das Cl quanto das OB. Lammers e colaboradores
(1977) afirmam que a irregularidade uterina durante a gestacdo pode desenvolver um
papel fundamental para evitar contracdes efetivas de parto fora do momento apropriado

para a expulsédo do feto.

Apos a fecundacdo, o Utero permanece quiescente para o processo de nidagédo
devido a acdo da progesterona (BULLETTI; DE ZIEGLER, 2005; FANCHIN et al.,
1998; KUNZ et al., 2006), porém a atividade uterina no dia 0 apresentou um perfil
composto por OB e Cl irregulares (figura 13 — A), indicando uma atividade discreta. Isto
pode ser reflexo da motilidade uterina remanescente da fase de fecundagéo, visto que as

medidas neste dia foram realizadas 5 horas apds a confirmacdo do acasalamento.

A baixa manifestacdo de Cl e alta atividade basal uterina nos dias 7 e 14 (figura
13 - B e C) se assemelha a quiescéncia uterina descrita em diversos estudos para animais
e humanos (KLEINHAUS; KAO, 1969; MYERS; ELAD, 2017; SMITH et al., 2015;
VEDERNIKOV et al., 2003). Rabotti et al. (2015) e outros autores afirmam que este
estado e fundamental para o desenvolvimento sadio do feto. Nesta etapa, a progesterona
exerce 0 papel majoritario de controle da atividade quiescente (BUHIMSCHI et al., 1998;
SCHLEMBACH et al., 2009). A quantificacdo desde horménio poderia fornecer maiores

informacdes a respeito da atividade nestes dias.

As comparacOes realizadas entre os dias de prenhez (figuras 14 e 15), deixa
evidente que o dia 20 € um momento determinante para a mudanca completa no
comportamento uterino. A partir desde momento, o Utero apresenta um estado de
preparacdo para o trabalho de parto. O perfil exibe o retorno da incidéncia de CI
juntamente com uma queda nas OB (figura 13 — D). Contudo, neste dia as CI
apresentaram um padréo regular, sugerindo uma sincronizacgdo da atividade contratil.
Outro aspecto importante € a baixa intensidade das Cl, o que pode provocar confusédo
com OB. Provavelmente, esta baixa intensidade tem a finalidade de impedir a ocorréncia
do parto prematuro neste dia. Fuchs (1969) descreveu este mesmo perfil em seus
experimentos com ratas prenhez entre dias 18 e 20. Ademais, Garfield e colaboradores
(1998) afirmaram que o trabalho de parto possui dois estagios: uma fase longa de
preparacdo e condicionamento e uma fase de expulsdo. Nesse caso, o perfil obtido pode

ser a manifestacdo do estagio de preparacdo descrito por esse grupo.
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No dia do parto (dia 21), os resultados revelaram um perfil caracteristico e Unico,
o0 qual apresentou CI regulares, coordenadas, duradouras e subsequentes (figura 13 — E).
Este perfil representa a atividade uterina de expulsdo do feto, e as Cl podem ser
classificadas como contrages efetivas para parto. Na comparagdo com os outros dias, foi
observado um aumento na frequéncia e duragdo das contracGes, porém a intensidade se
manteve semelhante (exceto comparada ao dia 20). Estes dados corroboram com a ideia
de que contragdes intensas ndo caracterizam trabalho de parto, porém a sincronizagéo e
coordenacdo dos trés parametros sim (HOLGER MAUL et al., 2003; MILLER;
GARFIELD; DANIEL, 1989).

Nossos resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Fuchs (1969), o qual
demonstrou uma atividade contratil de 1,5 cpm durante o trabalho de parto de ratas no dia
21 (FUCHS, 1969). Diversos estudos demonstraram que no dia do parto as células
miometriais apresentaram um aumento consideravel no nimero de juncdes de gap
(DEMIANCZUK; TOWELL; GARFIELD, 1984; GARFIELD; BLENNERHASSETT,;
MILLER, 1988; HOLGER MAUL et al., 2003; MILLER; GARFIELD; DANIEL, 1989),
de receptores de ocitocina e prostaglandinas (LYE, SJ; MITCHELL, J; NASHMAN,
2001). Estas alterac6es sdo imprescindiveis para a coordenacdo e regularizacdo das Cl no
momento do parto (HOLGER MAUL etal., 2003; LYE, SJ; MITCHELL, J; NASHMAN,

2001). Novos estudos a nivel celular podem contribuir para elucidar esta correlacgéo.

E amplamente conhecido o efeito excitatorio da ocitocina sobre o Utero
(CARSTEN, 1974; O’BRIEN; W.F., 1995; OSA; TAGA, 1973; SHYKEN; PETRIE,
2006; SMITH; MERRILL, 2006). Em nosso estudo, a ocitocina induziu CI regulares,
com alta intensidade e do tipo aberta (figura 16). A intensidade (figura 17 — B) e a duragdo
(figura 17 — C) das CI induzidas por ocitocina apresentaram diferencas em relacdo as
contragfes no dia 20 de prenhez, apontando uma maior semelhanga com a atividade
uterina do dia 21. Contudo, a frequéncia (figura 17 — A) das CI induzidas apresentou um
maior valor em relacdo as CI no dia 21. Isto mostra que a ocitocina possui efeito
excitatorio sobre a frequéncia das contracdes efetivas de parto. O efeito observado no
registro (figura 16) e quantificado (figura 17) esta de acordo com outros estudos (CLARK
etal., 2009; KLEINHAUS; KAO, 1969; SMITH; MERRILL, 2006), uma vez que houve

0 aumento na intensidade, frequéncia e duracdo das contracdes.

Fuchs e Poblete (1970) afirmaram que a administracdo de ocitocina entre os dias
18 e 21 de prenhez ¢é capaz de induzir Cl em um Gtero quiescente e aumentar a intensidade
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em um utero em atividade. Nossos resultados vao de encontro a este estudo, uma vez que
eles apresentaram similaridade na inducdo de CI regulares em uma atividade previamente
quiescente. Contudo, este efeito foi observado durante aproximadamente 10 minutos apos
a inducdo. Este mesmo tempo foi obtido na literatura para infusdo intravenosa em suinos
(MOTA-ROJAS et al., 2006).

Todos os sinais exibiram uma queda no patamar basal do sinal logo ap6s a
administracdo da droga. Isto remete a um afastamento do marcador magnético em relagédo
a superficie do sensor, revelando uma contracdo extremamente intensa que provoca um
aumento do ténus basal. Esta propriedade da ocitocina € muito usada na rotina clinica
com a finalidade de diminuir a incidéncia de atonia uterina e hemorragia pds-parto
(NORDSTROM et al., 1997; PRENDIVILLE; ELBOURNE; CHALMERS, 1988;
YAMAGUCHI; LUIS; TORRES, 2007).

Este trabalho fornece subsidios para outras aplicacfes da BAC na exploracdo da
motilidade uterina. Uma possibilidade seria a analise simultdnea em diferentes regides do
6rgdo para se obter informacdes acerca da direcdo de propagacao das contragdes por meio
da utilizag&o de um multi-sensor BAC (ANDREIS et al., 2007; CORA et al., 2005b). Esta
técnica também pode ser utilizada concomitante a outras, como por exemplo EMG
(AMERICO et al., 2010; MORAES et al., 2003). Estudos similares para a atividade
uterina providenciardo maiores esclarecimentos em relacdo ao acoplamento
eletromecanico do utero. Contudo, a BAC apresenta limitacGes relacionadas a
inviabilidade de implementacdo em humanos devido a sua invasividade, estando restrita
apenas a modelo experimental animal. Neste contexto, esta metodologia possui
possibilidade de aplicacbes na reproducdo animal, como em tratamentos de fertilidade e

monitoramento da atividade uterina em processos de fertilizagdo in vitro.
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Conclusao

Este trabalho teve como objetivo principal aplicar a BAC para avaliagéo da
atividade mecanica uterina em ratas prenhes. Neste sentido, os resultados mostraram que
a técnica foi capaz de monitorar a atividade uterina ao longo da prenhez, bem como

monitorar alteracBes da atividade frente & agdo da ocitocina.

Os perfis de contracdo uterina, bem como os parametros de contragdo, mostraram
que a contratilidade uterina apresenta um longo periodo de quiescéncia e intensa atividade
pré-parto. A ocitocina, por sua vez, promoveu a alteracdo do perfil normal de atividade
uterina por meio da inducdo e coordenacdo de Cl, revelando sua acdo excitatdria sobre o

utero e sua eficacia em preparar o 6rgdo para a condi¢do de parto.

Este estudo fornece uma nova metodologia para o estudo in vivo da atividade
mecanica uterina durante a prenhez. Em comparagdo com as outras técnicas possui as
vantagens de ser menos invasiva, versatil, ter baixo custo de implementacdo e permitir a
analise da prenhez completa em um mesmo animal. Este trabalho é pioneiro na analise da
motilidade uterina durante a prenhez de ratas e apresenta perfis de atividade mecanica em
varios estagios da prenhez, que por sua vez, poderdo servir como base para novos estudos
do comportamento uterino durante a gestacdo frente a alteracdes patologicas, hormonais

e medicamentosas.
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Apéndice A - Validacdo da Biosusceptometria de Corrente

Alternada para anélise da atividade mecénica uterina

O objetivo desta etapa foi validar a BAC para analise da atividade mecénica

uterina atraves da comparacao com a técnica de extensometria.

Foram utilizadas 40 ratas fémeas Wistar com idade entre 10 e 15 semanas e com
peso entre 200 e 300 g. Os animais foram separados igualmente em dois grupos
experimentais (1 e 2). Foram realizadas cirurgias de implante de marcador magnético
(ndcleo de ferrita com 1,15 mm de didmetro interno e 4,2 mm de didmetro externo) e
dispositivo Strain-Gauge (SG) (Excel Sensors Ltda, Embu, Brasil, com resisténcia de 350
ohms, 3,2 mm de comprimento e 1,5 mm de espessura) na serosa do corno uterino direito,

préximo ao ovario. O anestésico utilizado foi a mistura ketamina/xilazina (0,1 mg/kg IM).

Ap0s respeitar 1 semana de recuperacdo da cirurgia de implante, os animais foram
separados para medida. Para a realizacdo das medidas, os animais foram pesados e
anestesiados com Pentobarbital Sodico (40 mg/kg, Hypnol®, Syntec) via intraperitoneal.
Os animais foram posicionados em decubito ventral com o sensor BAC foi posicionado
sobre o marcador magnético. O sensor BAC e o dispositivo SG foram ligados ao
BIOPAC®.

As medidas tiveram duracdo total de 60 minutos, sendo que ap6s 30 minutos
administrou-se 0,5 ml de butilborometo de escopolamina (10 mg/ml, Buscopan®,
Boehringer Ingelheim) nos animais do grupo 1 e 0,5 ml de ocitocina (10 Ul/ml,
Placentex®, Egener Unido) nos animais do grupo 2. O cronograma experimental esta

ilustrado na figura 1.
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Figura 1: Cronograma de medidas para
validacdo da BAC. Administragdo do
farmaco AF.
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Os dados referentes a esta etapa foram processados em ambiente Matlab® e
analisados atravées de inspecdo morfoldgica qualitativa de cada perfil, quantificacdo de
frequéncia de contracdo através da Transformada Rapida de Fourier (FFT) e Running
Spectrum Analysis (RSA), e quantificacdo da Relacdo Sinal-Ruido (SNR) de cada técnica.

As figuras 2 e 3 apresentam um exemplo dos perfis de contragdo mecéanica antes

e depois da administracao de butilorometo de escopolamina obtidos pela BAC e pelo SG,

respectivamente.
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Figura 2: llustragdo do perfil de contracdo obtido pela BAC com administracdo de
butilbrometo de escopolamina. Antes da droga (A); depois da droga (B).
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Figura 3: llustracdo do perfil de contracdo obtido pelo dispositivo SG com administracdo
de butilbrometo de escopolamina. Antes da droga (A); depois da droga (B).

As figuras 4 e 5 apresentam um exemplo dos perfis de contracdo mecanica antes

e depois da administracdo de ocitocina obtidos pela BAC e pelo SG, respectivamente.
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Figura 4: llustracdo do perfil de contracdo obtido pela BAC com administracdo de

ocitocina. Antes da droga (A); depois da droga (B).
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Figura 5: llustracdo do perfil de contragdo obtido pelo dispositivo SG com administracdo
de ocitocina. Antes da droga (A); depois da droga (B).
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A tabela 1 apresenta as frequéncias de contragdo mecéanica antes e depois da

administracdo das drogas para ambas as técnicas.

Tabela 1: Frequéncias de contracdo antes (A) e depois (D) da administracdo das drogas obtidas pela BAC
e pelo dispositivo SG.

Frequéncia de Contracéo (cpm)
BAC-A SG-A BAC-D SG-D

Butilbrometo de
Escopolamina
Ocitocina 096+0,15¢ 1,00+022¢ 0,88+0,09¢ 0,91+0,09¢

abedny > 0,05 — Sem diferenca estatistica significante. Test t-Student (indices iguais indicam os grupos que

095+0,132 091+0,17° 085+0,122 0,83+0,13°

foram comparados).

Comparando os perfis de contracdo antes da administracdo das drogas, em ambos
0S €asos, as tecnicas registraram as mesmas contraces em relacéo ao tempo. A diferenca
entre os valores de intensidade € devido ao principio operacional de cada técnica, a qual
a BAC registra o deslocamento do marcador magnético e o dispositivo SG registra o
estresse mecanico do proprio dispositivo. Ainda a respeito da morfologia do sinal, a BAC
exibiu uma melhor definicdo das contragcdes que o dispositivo SG, que por sua vez

apresentou mais ruidos.

De acordo com a tabela 1, as frequéncias de contracdo antes e depois ndo tiveram
diferenca estatistica significante quando comparadas entre si. Antes da administracdo de
butilbrometo de escopolamina, a frequéncia era de 0,95 + 0,13 cpm para a BAC, e depois
da droga, se manteve em um valor préximo, 0,85 £ 0,12 cpm. Para o dispositivo SG, o
mesmo efeito foi observado, sendo 0,91 + 0,17 cpm antes da droga e 0,83 = 0,13 cpm
depois. Na administragéo de ocitocina, a BAC apresentou frequéncia de 0,96 + 0,15 cpm
antes e 0,88 + 0,09 cpm depois da administracdo. Ja para o dispositivo SG, antes o valor
de frequéncia foi de 1,00 = 0,22 com enquanto ap0ds a administragdo foi de 0,91 + 0,09
cpm. Contudo foi verificado efeitos sobre a intensidade das contragdes, na qual o
butilbrometo de escopolamina causou a diminuicdo das contragcbes ao passo que a
ocitocina causou o aumento da intensidade. Ambos efeitos estédo de acordo com o descrito
na literatura (RIPAMONTI et al., 2000; SHI et al., 2012; SIMSEK et al., 2014;
WILDIERS et al., 2009).

A tabela 2 apresenta as relag@es sinal/ruido (SNR) antes e depois da administragdo

das drogas para ambas as técnicas.
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Tabela 2: Comparagdo entre as SNRs antes (A) e depois (D) da administragdo das drogas para a
Biosusceptometria AC e 0 SG.

Relacéo Sinal/Ruido
BAC - A SG-A BAC-D SG-D
Butilbrometode 2,44+0,22% 236+0,11° 197+0,13% 1,92+0,17%
Escopolamina
Ocitocina 237+0,16° 241+018" 283+020%" 2,64+0,12%

abedefgh < 0,05 - Diferenca estatistica significante. Test t-Student (indices iguais indicam os grupos que
foram comparados).

Em trabalhos anteriores, nosso grupo correlacionou in vitro a BAC com a
extensometria por SG e obteve uma forte correlagdo linear entre as técnicas (AMERICO
et al., 2010). Considerando isto, os valores a tabela 2 mostram que a BAC (SNR = 2,54
+ 0,22) possui uma melhor resolugdo que o dispositivo SG (SNR = 1,94 + 0,11),
confirmando a capacidade da BAC em realizar uma analise mecénica in vivo da contragdo
uterina. Apds a administracdo de butilorometo de escopolamina, ambas as SNRs tiveram
uma queda, porém, mesmo assim, a BAC obteve uma melhor resolucdo (SNR = 1,97 +
0,13) que o dispositivo SG (SNR =1,92 + 0,17).

A analise dos resultados mostrou a correlacdo entre a BAC e a extensometria por
SG. Ambas as técnicas registraram o mesmo evento nas duas situacdes propostas, porém
a BAC propiciou uma melhor visualizacdo dos eventos contrateis. Em se tratando dos
efeitos dos farmacos, ambas as técnicas foram capazes de registrar a alteracdo desejada,
conduto o SG se mostrou mais ruidoso. Na comparacdo direta entre as SNRs, a BAC
exibiu valor mais alto, revelando a superioridade da técnica para discriminar o evento
sobre o ruido de fundo. Por fim, a correlacdo feita por Américo et al. (2010) mostrou que
ambas as tecnicas se correlacionam linearmente, e somados a estes resultados, deixa claro
qgue BAC possui capacidade, autonomia e eficacia para andlise da atividade mecanica

uterina.
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Apéndice B — Caracteristicas do sensor BAC e parametros da

instrumentacao

As caracteristicas do sensor BAC utilizado neste trabalho e os parametros de

ajuste da instrumentacdo estao especificados nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1: Caracteristicas do sensor BAC utilizado nas medidas.

Linha de base [cm] 15
Diametro da superficie de deteccdo [cm] 4
Area de detecgéo [cm?] 50,3
N° de voltas da bobina excitadora 150
Fio da bobina excitadora AWG 24
Resisténcia do fio da bobina excitadora [Q] 4,3
N° de voltas da bobina detectora 450
Fio da bobina detectora AWG 36

Tabela 2: Parametros de ajustes do Lock-in, amplificador e software

de aquisigao.
Frequéncia do Lock-in [kHz] 10,00
Fase do sinal Lock-in [Graus] -23,56
Amplitude do Lock-in [V] 0,700
Sensibilidade do Lock-in [mV] 50,00
Amplificacdo do sinal [dB] -3,00
Frequéncia de Amostragem [Hz] 20,00
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