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RESUMO

LARA, L.A.S. Influéncia do estrogénio na histomorfometria da parede vaginal:
repercussoes na fungdo sexual. 2008. Dissertacdo (Mestrado)-Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

Introducéo: O hipoestrogenismo causa alteragdo estrutural na vaginal que pode levar a
alteracdes na resposta sexual. Tem sido reportado o afinamento da parede vaginal apos
a menopausa, porém, sem comprovagao morfométrica. Objetivos: Verificar a espessura
da parede vaginal em condigdes normo e hipoestrogenicas, correlacionar disfun¢do
sexual com espessura da parede, expressdo do receptor estrogénico e estradiol sérico.
M étodos: Espécimes cirtrgicos da vagina de 31 mulheres, sendo 18 normoestrogénicas
e 13 na pos-menopausa, submetidas a colpoperineoplastia por prolapso genital I e II.
Aferidos: FSH e estradiol, prolactina e TSH. Realizou-se: tricromico de Masson ¢ HE,
histomorfometria, imunohistoquimica para receptores estrogénicos o, semi-
quantificados pelo H-score, fungdo sexual aferida pelo GRISS. Resultados: A parede
vaginal ¢ mais espessa no grupo menopausa em relacdo ao grupo menacme
(2,7240,72mm e 2,16+0,43, p=0,01 e 2,63+0,7lmm e 2,07£0,49mm, p=0,01). A
espessura ¢ a fragdo de area da camada muscular sio maiores no grupo menopausa
(parede anterior:1,54+0,44 e 1,09+0,3mm, p=0,02 e posterior 1,45+0,47 ¢
1,0740,44mm, p=0,03 ¢ 0,51+0,10 ¢ 0,42+0,1 lmm’, p=0,03 e 0,40+0,10 e 0,49+0,08
mm’, p=0,02). O epitélio vaginal do segmento proximal é mais espesso do que o
segmento médio na parede posterior (0,17+0,07mm, 0,15+0,05mm, 0,24+0,09mm,
p=0,02). Nao houve correlagdo entre dor coital, espessura da parede e concentragdes do
estradiol nos dois grupos. Conclusdo: A parede vaginal ¢ mais espessa apds a
menopausa. Neste estudo, ndo ocorreu associacdo entre disfuncdo sexual genital
concentragdes estrogé€nicas e espessura da parede vaginal.

Descritores: Morfometria. Hipoestrogenismo. Vagina. Disfun¢do sexual. Dispareunia.



ABSTRACT

LARA, L.A.S. Influéncia do estrogénio na histomorfometria da parede vaginal:
repercussoes na fungdo sexual. 2008. Dissertacdo (Mestrado)-Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

Introduction: Hipoestrogenism causes structural alteration on vaginal wall that can
cause sexual problems. It has been reported vaginal wall thickness after menopause,
however, without morphometric evidence. Objectives: To verify vaginal wall thickness
in normal and hypoestrogenic conditions and to correlate sexual dysfunction with
vaginal wall thickness, estrogen receptor expression and estradiol levels. Methods:
Vagina surgical specimens of 18 pre and 13 post-menopausal women, submitted to
surgery for genital prolapse I and II were examined. It had been surveyed: FSH and
estradiol, prolactina and TSH to exclude other endocrinopatias. Masson'’s tricromico for
morphometry and HE staining for histological analyses, and immunohistochemical
staining for estrogen alpha receptor, quantified by H-score and the sexual function was
accessed by GRISS. Results: Vaginal wall is thicker in the post-menopausal group in
relation to pre menopausal group (2,72+0,72mm e 2,16+0,43, p=0,01 e 2,63+0,7Imm
and 2,070, 499mm, p=0,01 anterior and posterior wall, respectively). The fraction area
and muscular layer thickness are bigger in the post-menopausal group (anterior:
1,54+0,44 and 1,09+0,3mm, p=0,02 and posterior wall 1,45+0,47 and 1,07+0,44mm,
p=0,03 and 0,51+0,10 and 0,42+0,1 1mm2, p=0,03 and 0,40+0,10 and 0,494+0,08 mm2,
p=0,02, respectively). Vaginal epithelium in the medium segment is thicker than the
proximal one in the posterior wall (0,17£0,07mm, 0,15+0,05mm, 0,24+0,09mm,
p=0,02). There is no correlation between coital pain, vaginal wall thickness and
estradiol levels in the two groups. Conclusion: Vaginal wall is thicker after menopause.
In this study, vaginal thickness and estrogen levels are not related to sexual dysfunction.

Keywords: Morphometry. Hypoestrogenism. Vagina. Sexual Dysfunction. Dispareunia.



FIGURAS

Figura 1: microfotografia do terco médio da parede vaginal anterior. As setas apontam
para o epitélio, as cabecas de setas apontam para a muscular e a lamina prépria esta
entre elas. Coloragdo pelo tricromio de Masson. Escala: barra=200 pm ......................... 4

Figura 2. Diagrama amostral ...........ccccooiiiiiiiiiiiiieee e 19

Figura 3. Esquema dos fragmentos cirtrgicos. (A) Fragmento da parede vaginal anterior
(P) Fragmento da parede POSLEIIOT..........cevieruieeiieriieeiiesiie ettt ettt et e eeeebe e ees 21

Figura 4. Processo histomorfométrico do epitélio (software KS 400), imagens captadas
pelo sistema: (A) Imagem contrastada; (B) Epitélio marcado em verde; (C) Imagem do
epitélio em preto e branco, com epitélio marcado, (D) Apagamento das outras
estruturas, (E) Imagem final do epitélio; (F) Epitélio isolado ap6s apagamento do fundo
escuro; (G) Apagamento da marcagdo horizontal do epitélio. (H). Epitélio para medida
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Figura 5. Processo histomorfométrico da area total (A e B); da camada muscular (C, D
E e F) e da lamina propria (C, D, G e H) (software KS 400), imagens captadas pelo
sistema para medida da area total: (A) Marca¢do da area total do fragmento, (B)
Marcacdo do fragmento total em preto e branco. Para medida da muscular e lamina
propria: (C) imagem contrastada; (D) Marcacdo manual da camada muscular, (E)
Imagem em preto e branco da camada muscular; (F) Identificagdo da area da camada
muscular a ser medida; (G) Imagem em preto e branco da ldmina propria; (H)
Identificag¢do da area da camada muscular a ser medida ..............cccooeeieeiiiiiieciiiec e, 26

Figura 6. Imagem de parede vaginal anterior, segmento médio, grupo menacme.
Colorag@o HE. = lamina propria.  VasoS ........cceeceerieeiiienieeiiienieeieesiie e sene e 33

Figura 7. Imagem de parede vaginal anterior, segmento médio, grupo menopausa.
Coloracao HE. = 1amina propria FVas0oS ........ccceeecueeerueeenieeerieeeieeesieeesreeesneesssveesnsveeens 34

Figura 8: Modelo de Chen, AM et al. modificado, evidenciando o canal vaginal ¢ a
parede vaginal anterior com prolapso (CHEN et al., 2006). F forca resultante, Fpvm
for¢a da musculatura pubovisceral, PM distancia entre o pubis e o perineo anterior, [AP
pressdo intra abdominal, Tc tensdo do ligamento cardinal, Tu tensdo do ligamento
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ABREVIACOES

aa (seguimento distal anterior)

AE/AT (area do epitélio/ area total)
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am (segmento médio)

ap (segmento proximal)

CGRP (calcitonin gene-related peptide)
DP (desvio padrao)

EE (espessura do epitélio)

ELP (espessura da ldmina propria)

ET (espessura total)

HE (hematoxilina-eosina)

IMC (indice de massa corporal)

LBD (ligand-binding domain)

MERMs (moesin-ezrin-radixin-Merlin)
ON (Oxido Nitrico)

pa (segmento distal da parede posterior)
pm (segmento médio da parede posterior)
pp (segmento proximal da parede posterior)
RE (receptor estrogénico)

Rys (resisténcia do espago intercelular)
RM (ressonancia magnética)

Ry (resisténcia da ligagdo intercelular apical)

HIV (Human immunodeficiency virus)



SNA (sistema nervoso autonomo)
TH (terapia hormonal)

VIP ( peptideo intestinal vasoativo)



1. INTRODUCAO

A vagina ¢ um o6rgdo ainda pouco estudado em comparacdo com os outros
orgaos do corpo humano. Habitualmente, sua fun¢do tem sido sumarizada como via de
acesso ao utero para fins reprodutivos em detrimento da sua fun¢do como 6rgdo de
copula e de prazer. Muitos conceitos sobre as caracteristicas anatomo-funcionais deste
orgdo sdo baseados em dissec¢do de poucos cadaveres e remontam ao século passado
(GRANT, 1943) quando a tecnologia era, ainda, restrita para uma abordagem mais
ampla destes aspectos. Tais conceitos nao sdo suficientes para explicar as modificagdes
estruturais relacionadas com a paridade, concentracdes séricas e teciduais dos esteroides
sexuais e o progredir da idade, principalmente, no que diz respeito as suas dimensdes,
morfologia e espessura da parede (BARNHART et al., 2006) e, pouco esclarecem sobre
a génese do prolapso genital e sobre a dinamica vaginal na resposta sexual genital,
especialmente, na fase da excitagdo e orgasmo. Alguns trabalhos tém focado aspectos
anatomo-funcionais da vagina evidenciando padrdes morfologicos diferentes dos
previamente estabelecidos (BARNHART et al.,, 2006) que terdo repercussdo na
reconceitualizagdo das alteragdes genitais que ocorrem ao longo da vida
(RICHARDSON, 1995) e na programagdo de intervengdes teraputicas em tais
alteracdes. Recentemente, os avangos tecnologicos possibilitaram a criagdo de
programas de computador para analises morfologicas de alta precisdo o que tornou
possivel a reformulag@o destes conceitos seculares. Dentre as mais variadas tecnologias
disponiveis para este fim, destacam-se a ultrassonografia, a Ressondncia Magnética
(RM), microscopia eletronica e de luz, softwares destinados a estudos morfométricos,

entre outros.



Estudo recente evidenciou a eficacia da ultrassonografia para a avaliagdo da
variabilidade anatomica do complexo clitdris-espago uretrovaginal cuja espessura se
relaciona com a habilidade da mulher em atingir o orgasmo (ALZATE; HOCH, 1986;
GRAVINA et al., 2008). A menor espessura deste espaco esta correlacionada com a
auséncia de orgasmo vaginal (GRAVINA et al., 2008). Programas de computador
permitem detectar variagdes nas dimensdes da genitalia de mulheres normais e aspectos
morfolégicos da parede vaginal e ainda, realizar medidas precisas da espessura do
epitélio e da camada muscular (GRAVINA et al., 2008). Utilizando este recurso, outros
autores correlacionaram alteragdes na histologia vaginal com a diminuigdo dos
estrogénios circulantes bem como, a diminui¢do da espessura da camada epitelial e da
camada muscular em vagina de ratas na vigéncia do hipoestrogenismo (PESSINA et al.,
2006a). A ressonancia magnética (RM) possibilitou detalhar a forma e dimensao da
vagina, medir as estruturas da vulva (LLOYD et al., 2005) e evidenciar a associagdo
entre a extensdo da parede anterior da vagina e a incidéncia de prolapso. Também
através da RM, foi possivel observar que a parede vaginal apresenta-se menos densa em
mulheres na pés-menopausa em relagdo a mulheres no menacme (HSU et al., 2008).
Estes mesmos autores concluiram que o prolapso genital estd mais associado ao
comprimento da vagina e que a espessura da parede vaginal ¢ similar entre mulheres
normais e aquelas que apresentam prolapso (HSU et al., 2005). Outros autores
encontraram estreita correlagdo entre a espessura da camada muscular e a incidéncia de
prolapso genital (BOREHAM et al., 2002b). Entretanto, os estudos morfométricos da
parede vaginal apresentam resultados contraditorios (TULIKANGAS et al., 2001;
BOREHAM et al., 2002a; CLOBES et al., 2008), provavelmente, devido a critérios
metodoldgicos inadequados (FILHO, 2001). Neste contexto, o presente estudo propde

explorar algumas das possibilidades tecnologicas atuais a fim de esclarecer



modificagdes importantes na ultra estrutura da vagina de mulheres em diferentes fases
da vida, bem como avaliar a espessura da parede vaginal na vigéncia do
hipoestrogenismo. O afinamento da parede vaginal tem sido reportado ha decadas sem
que exista evidéncia morfométrica a este respeito. O afinamento do epitélio em
condi¢cdes de hipoestrogenismo ja estd bem estabelecido, mas, ainda existem
controvérsias sobre o afinamento da camada muscular lisa da vagina na mulher
hipoestrogénica. Entre as tecnologias disponiveis para este proposito sera utilizada a
microscopia de luz com interligacao digital, mediante programas de computagao, para o
registro de padroes microfotograficos a cor, associados as marcagdes especificas que
permitem a diferenciacdo de cada camada da parede vaginal e a distribuicdo e

concentragdo dos elementos nelas contidos.

1.1. Estrutura anatébmica da vagina

A vagina ¢ um 6rgdo que tem origem embriondria controvertida. Existem teorias
de que derive dos ductos paramesonéfricos (ductos de Muller) (ULFELDER;
ROBBOQY, 1976), enquanto outros autores sugerem sua origem do seio urogenital ou
dos ductos de Muller mais seio urogenital (BULMER, 1957; MAUCH et al., 1985;
FARAGE; MAIBACH, 2006) sendo esta ultima, a hipotese mais aceita (ACIEN, 1992;
SANCHEZ-FERRER et al., 2006). E um o6rgio cavitado, sustentado por estruturas
musculares, tecido conjuntivo, nervos e vasos. Em repouso, mede 90.3 £14.8 mm de
comprimento (BASARAN et al., 2008) e encontra-se em estado semi-contraido. A
parede vaginal é composta por quatro camadas sendo que a mucosa engloba o epitélio
escamoso estratificado mais a lamina propria que esta localizada imediatamente abaixo
do epitélio, ricamente inervada e vascularizada. A camada muscular ¢ composta por

fibras musculares lisas dispostas em feixes circulares e longitudinais entrelagcados, que



dao suporte estrutural a vagina (BOREHAM et al., 2002b). A adventicia ¢ mais delgada

e contém tecido conjuntivo, vasos e nervos (HSU et al., 2005) (figura 1).

Figura 1: microfotografia do terco médio da parede vaginal anterior. As setas apontam
para o epitélio, as cabecas de setas apontam para a muscular e a lamina propria esta
entre elas. Coloragao pelo tricromio de Masson. Escala: barra=200 um

A aparéncia da superficie vaginal varia de acordo com a fase da vida em que a
mulher se encontra. E de coloragdo résea com aspecto rugoso e apresenta papilas
filiformes que sdo projecdes da mucosa vaginal, proeminentes na vagina de mulheres
antes da relagdo sexual e em nuliparas. Estas papilas tendem a desaparecer em
multiparas e com o progredir da idade (SAHNI et al., 2006). Sao ricamente inervadas, o
que faz crer sobre uma possivel relagdo com o aumento da sensibilidade a fric¢do
(SAHNI et al., 2006). Existem controvérsias em relagdo a concentracio e distribuicdo
dos nervos sensitivos e motores ao longo da parede vaginal. Estudo comparando a
inervacdo da mucosa vaginal, em espécimes cirargicos da parede anterior e posterior da
vagina de mulheres na pré e poés menopausa, evidenciou uma rede de finas fibras

nervosas subepiteliais, mais prevalentes nas regides distais. Vasos sanguineos inervados



foram visualizadas nas camadas mais profundas da mucosa em todas as regides
estudadas (HILLIGES et al., 1995). Ja outro estudo constatou que a distribui¢do dos
nervos ¢ simétrica tanto na parede anterior quanto na parede posterior ao longo de toda
a sua extengao (PAULS et al., 2006).

A camada muscular é composta por fasciculos orientados longitudinal e
transversalmente, sendo mais densos na por¢do proximal da vagina tornando-se mais
delgados na por¢ao mais distal, proximo ao introito vaginal (SEMMELINK et al., 1990;

BOREHAM et al., 2002b; a).

1.2. Acao estrogénica ha vagina

A integridade da parede vaginal, também chamada trofismo, estd associada ao
conteudo e concentragdo dos elementos que formam cada uma de suas camadas e tem
estreita correlagdo com a concentragdo estrogénica (FOSTER et al., 1999). A queda das
concentragdes séricas deste hormdnio resulta em alteragdes estruturais na vagina que
podem comprometer a sua fungdo (BASSON et al., 2000; PESSINA et al., 2006a). A
acdo trofica do estrogénio sobre a parede vaginal se faz a partir da ativagdo de a
receptores que se expressam fortemente no epitélio sendo menos intensa em diregdo as
camadas mais profundas (BLAKEMAN et al., 2000). Analise imunohistoquimica
demonstra que as células do epitélio vaginal contém maior niumero de receptores
estrogénicos em relagdo as demais estruturas da vagina. Estudos evidenciam que a
expressao dos a receptores decresce da camada mais externa para a camada mais interna
da parede vaginal e do fornix para o intréito (HODGINS et al., 1998). E fortemente
positiva no epitélio, diminui para 70 a 80% na lamina prdopria ¢ se torna cinco vezes
menor na adventicia (BLAKEMAN et al., 2000). Estes receptores sdo, indiretamente,

responsaveis pela proliferacdo, maturagdo e estratificacdo do epitélio vaginal sob o



controle da agdo estrogénica (BLAKEMAN et al., 2000). Estudos experimentais em
ratas demonstraram que a expressdo dos receptores do epitélio é favorecida pelos a
receptores existentes no tecido estromal (CUNHA et al., 2004). Na auséncia de
receptores estromais, ndo ocorre a proliferacdo epitelial, e também, é necessario a
presenga dos a receptores localizados no epitélio para que ocorra a diferenciagao celular
(BUCHANAN et al., 1998; BUCHANAN et al., 1999; CUNHA et al., 2004). Culturas
de células de epitélio vaginal de ratas, evidenciou que as células estromais, sob a agdo
estrogénica, estimulam a proliferacdo de células epiteliais da mucosa vaginal (INADA
et al., 2006).

Além dos o receptores, em condigdes normoestrogénicas, a parede vaginal
expressa também os 3 receptores estrogénicos cuja funcdo ainda nio se encontra bem
definida (CUNHA et al., 2004). As mulheres na pré menopausa expressam ambos 0s
receptores na parede vaginal, porém, ap6s a menopausa ha uma queda substancial na
concentragdo tissular dos P receptores que ndo se recupera com a reposicdo do
estrogénio (CHEN et al., 1999; GEBHART et al., 2001).

O estrogénio promove a proliferacdo epitelial a partir de células da camada
basal, levando-o a estratificagdo. As camadas epiteliais mais superficiais sofrem
diferenciagdo bem como modificagdes estruturais e morfologicas e se transformam em
células pavimentosas no epitélio maduro (GUPTA et al., 2006). Sob a acdo estrogénica,
ocorre a expressdo das proteinas MERMs (moesin-ezrin-radixin-Merlin) que compdem
o citoesqueleto, e exercem o controle da resisténcia da jun¢do intercelular oferecendo
maior resisténcia a infeccao e maior flexibilidade a ligagdo intercelular (FADIEL et al.,
2008).

Na matriz extracelular e em torno dos feixes de musculatura lisa, os esteroides

sexuais, através dos receptores estrogénicos alfa e beta presentes no nucleo dos



fibroblastos, controlam a sintese de moléculas e substancias como o coldgeno
(SODERBERG et al., 2007). Sobre a matriz de colageno ocorre a deposicao de outras
substancias como as macromoléculas de proteoglicanas, que conferem elasticidade e
resiliéncia aos tecidos (BOCHICCHIO et al., 2008).

J4 na camada muscular o estrogénio parece ter um efeito proliferativo. O
estradiol promoveu efeito hiperplasico na camada muscular de ratas normais (PESSINA
et al., 2006a) e restaurou parcialmente a camada muscular em coelhas ooforectomizadas
(PESSINA et al., 2006b). Ainda, nas células da musculatura lisa, o estrogénio tem
importante a¢do na manuten¢ao da arquitetura interna e na integridade da membrana
plasmatica e do citoesqueleto (RESPLANDE et al., 2002). Na adventicia, os efeitos do
estrogénio sao menos evidentes uma vez que a expressao dos receptores € menor nesta
camada (BLAKEMAN et al., 2000).

O estrogénio parece exercer também, um papel fundamental no controle da
apoptose dos nervos, musculatura lisa, endotélio vascular e epitélio na parede vaginal
(BERMAN et al., 1998). Estudos experimentais em animais demonstram que ha efeito
antiproliferativo deste horménio sobre as células da musculatura lisa vascular como
também um efeito na inducdo de vasodilatagdo local, através do estimulo a producao de
substancias vasodilatadoras como as prostaciclinas e o Oxido Nitrico (ON) (FARHAT
et al., 1996; VEILLE et al., 1996; BERMAN et al., 1998), eventos estes, cruciais para a
manuten¢do do fluxo sanguineo na parede vaginal (VEILLE et al., 1996). Além disso, o
estrogénio controla a expressao de outros neurotransmissores como o peptideo intestinal
vasoativo, co-responsaveis pelo relaxamento da musculatura lisa vascular e ndo vascular
da parede vaginal (HAMMOND et al., 1997), sabidamente, envolvido na irrigagdo

local. Portanto, a acdo estrogé€nica na vagina inclui a manutencdo da espessura do



epitélio vaginal, a manutengdo da densidade e morfologia dos feixes musculares, dos
vasos sanguineos e das terminagdes nervosas (LOTOCKI, 1999).

Sendo assim, variagdes morfofuncionais da parede vaginal ocorrem ao longo da
vida em resposta as variagdes na concentragdo do estrogénio circulante havendo estreita
relag@o entre o trofismo e os niveis tissulares e circulantes deste horménio (FOSTER et

al., 1999; GUPTA et al., 2006).

1.3. Reper cussdes do hipoestr ogenismo na par ede vaginal

Sob condi¢des hipoestrogénicas, a andlise citoldogica do epitélio demonstra
menor nimero de células superficiais ¢ aumento do numero de células das camadas
basal e parabasal (NILSSON et al., 1995). A andlise histoldgica evidencia diminui¢ao
do numero de camadas epiteliais e perda de estruturas da parede vaginal (FOSTER et
al., 1999). A andlise bioquimica evidencia a diminui¢do de lactobacilus na flora e
aumento do pH vaginal (BACHMANN, 1995). A deficiéncia estrogénica compromete
também a elasticidade e compressibilidade dos tecidos através do incremento da
apoptose de fibras nervosas, aumento do espaco intercelular, deposi¢ao de colageno de
cadeia curta e micromoléculas de proteoglicanas (matriz protéica com moléculas de
glicosaminoglicanas: condroitina, queratossulfato, acido hialurénico) na matriz entre as
fibras musculares (RESPLANDE et al., 2002) conferindo maior resisténcia ao meio
extracelular.

Outros estudos encontraram correlacdo entre hipoestrogenismo e a diminuigao
dos componentes de todas as camadas da parede vaginal tais como: diminui¢do do
nimero de camadas do epitélio, afinamento da musculatura lisa (CLOBES et al., 2008),
com diminui¢do da concentracdo dos vasos e nervos (TING et al., 2004) o que pode

resultar em diminui¢do da sua espessura. Especificamente, na célula muscular lisa, a



deficiéncia estrogénica promove alteragdes morfologicas, degeneragdo mitocondrial e
diminui¢ao do numero de proje¢des digitiformes do sarcolema. No espaco intercelular
ocorre aumento da deposicdo do colageno tipo II e de pequenas moléculas de
proteoglicanas na matriz que envolve as fibras musculares lisas (WEN et al., 2007).
Estas proteoglicanas interagem com o coldgeno e fibras elasticas criando uma densa
rede que promove maior aderéncia entre as fibras e menor flexibilidade nos tecidos da
parede vaginal (RESPLANDE et al., 2002). A aparéncia clinica destas alteragdes ¢ a
perda gradual da rugosidade da parede vaginal, redu¢do da elasticidade e diminui¢ao
das dimensdes do 6rgdo (NILSSON et al., 1995; BACHMANN; LEIBLUM, 2004),
ressecamento e palidez da mucosa (TING et al., 2004). Tanto o diametro quanto a
extensdo da vagina diminuem e os foOrnices tornam-se aplanados (BACHMANN;

NEVADUNSKY, 2000).

1.4. Reper cussdes do hipoestr ogenismo na resposta sexual genital

As alteragdes vasculares e das terminagdes nervosas genitais devidas ao
hipoestrogenismo, potencialmente, podem interferir com a resposta sexual genital.
Estudo em ratas ooforectomizadas evidencia que a deficiéncia estrogénica causa
proliferacdo dos axonios das terminagdes nervosas simpaticas e proliferagdao de fibras
nociceptoras, o que contribui, respectivamente, para a vasoconstricdo e, pela dor e
sensagdo de queimagdo na vagina (BRADSHAW; BERKLEY, 2002; TYMPANIDIS et
al., 2003; TING et al., 2004). Outro estudo recente, também em ratas ooforectomizadas,
evidencia expressiva diminui¢do do nimero de camadas do epitélio vaginal e também
diminui¢do da concentracdo de nervos e vasos na lamina propria (PESSINA et al.,
2006a). Em mulheres, a diminui¢cao dos estrogénicos circulantes relaciona-se com dor

coital devido a diminui¢do da circulacdo sanguinea, diminui¢do da lubrificagdo e
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relaxamento insuficiente da vagina devido a perda da elasticidade (NATHORST-BOOS
et al., 1993; NICOLOSI et al., 2004; BASSON, 2007; CUMMING et al., 2007). Estas
queixas melhoram com a reposicdo estrogénica local (BERMAN et al., 1998), mas
permanecem controvérsias se tais alteragdes levam, de fato, a disfun¢do da vagina para
o ato sexual (BERMAN et al., 1999) porque uma porcentagem expressiva de mulheres
ndo apresentam a dispareunia apds a menopausa, dor coital persistente ou recorrente
cujo diagnostico é, frequentemente, sobreposto ao vaginismo (LATTHE et al., 2006;
BOTH; LAAN, 2007). O medo da dor pode reduzir a sensagdo de prazer genital em
mulheres com e sem problemas sexuais (BRAUER et al., 2007). Além das alteragdes
vasculares e nervosas, ocorrem declinio da produgdo glicogénica e aumento do pH
(BACHMANN; NEVADUNSKY, 2000) e diminui¢ao dos lactobacilos, eventos que
favorecem as infec¢des podendo contribuir para a dispareunia. Também a redugdo do
numero de vasos da lamina prépria com menor circulagdo sanguinea resultara em menor
forma¢do do transudato responsavel pela lubrificagio vaginal (BACHMANN;
NEVADUNSKY, 2000). Embora haja evidéncia de possivel correlacdo entre dor coital
e hipoestrogenismo, outros autores referem que as queixas de secura vaginal e
dispareunia podem ser devidas a fatores relacionais que, quando associados, dificultam
o estabelecimento de causa e efeito o que sugere que os fatores relacionais podem ser
mais importantes do que o status hormonal na fun¢do sexual de mulheres na pds-

menopausa (DENNERSTEIN et al., 2002; DENNERSTEIN et al., 2005)

1.5. Resposta sexual genital e mecanismo da lubrificacdo vaginal
A resposta sexual feminina recentemente revista (ALZATE; HOCH, 1986;
HOCH, 1986; BASSON et al., 2000; USECHE, 2001; ARCOS, 2004; BRAUER et al.,

2006) compreende fases como desejo, excitagdo e orgasmo que t€m um trago instintivo



11

mas, com forte apelo da afetividade (BASSON et al., 2005). Ainda ¢ pouco elucidada
devido a fatores culturais e éticos que restringem a pesquisa cientifica limitando,
principalmente, o conhecimento da relacdo entre a anatomia da genitalia e a fisiologia
sexual (D'AMATI et al., 2003).

A excitagdo estd intimamente relacionada com a fase do desejo sexual
(BASSON et al.,, 2005). Ambas consistem de mecanismos centrais que incluem
pensamentos, sonhos e fantasias, de mecanismos ndo genitais que incluem transpira¢ao
e vasodilatacdo cutinea, de mecanismos genitais como ingurgitamento dos pequenos
labios, clitdris e vagina que sdo mediados por mecanismos neurais através da acdo de
neurotransmissores ¢ neuropeptideos. Se expressa de forma objetiva através da
lubrificacdo vaginal (LEVIN, 2002).

A excitagdo sexual apresenta manifestacdo central e periférica (BASSON et al.,
2004). Os mecanismos da excitagdo periférica s3o complexos e ndo estdo,
suficientemente, elucidados (MIN et al., 2001; MUNARRIZ et al, 2002)
principalmente, no que se refere a modulacdo do tonus do tecido erétil do clitoris e da
musculatura vaginal (BREDKJOER et al., 1997) e da dinamica vascular, que fazem
parte dos eventos responsaveis para a evolucdo da excitacdao até a fase do orgasmo.
Neurotransmissores, neuropeptideos e hormonios, em especial o estrogénio, integram o
aparato envolvido na dindmica morfofuncional central e periférica da resposta sexual
geral e genital (Weig W, 2005 & Verit FF, 2006).

O intercurso sexual confortavel estd associado ao trofismo da mucosa vaginal,
ao tonus do tecido erétil e ao relaxamento da musculatura lisa da parede vaginal
(BREDKIJOER et al., 1997; ARCOS, 2004) e da dinamica vascular, que fazem parte dos
eventos responsaveis para a evolucao da excitacdo até a fase do orgasmo (PARK et al.,

2001). A vasodilatagdo e o relaxamento da musculatura lisa vaginal sdo controlados
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também pelos componentes simpatico e parassimpatico do sistema nervoso autdonomo
(SNA) em conjunto com determinados neurotransmissores como o peptideo intestinal
vasoativo (VIP), 6xido nitrico (ON) e outros (OTTESEN et al., 1987; VERIT et al.,
2006). O estimulo do nervo pudendo culmina também, com o ingurgitamento genital,
aumento da pressdo na parede vaginal e no clitoris e lubrificagcdo vaginal (GIRALDI et
al., 2004). Ao estimulo neural, associam-se outros mecanismos locais que levam ao
aumento da permeabilidade vascular para induzir a lubrificagdo, que representa a
resposta objetiva genital ao estimulo sexual. Tais mecanismos sao modulados pelo
estrogénio (GORODESKI, 2005). A influéncia estrogénica sobre a microvasculatura
genital foi demonstrada em estudos experimentais realizados em cultura de células
endoteliais, nos quais se evidenciou a imediata ativacao da sintese do ON endotelial na
presenga do estrogénio. O ON funciona como um dos neurotransmissores responsaveis
pelo incremento do fluxo sanguineo e ingurgitamento genital (CHEN et al., 1999),
importante para a lubrificacdo vaginal. O estimulo excitatério como caricia, estimulo
visual e estimulo do nervo pudendo e das terminagdes nervosas sensitivas promovem
dilatacdo da microvasculatura da parede vaginal (LEVIN; WYLIE, 2008) que resulta
em aumento da pressdo vascular, redu¢do do tonus da musculatura lisa e ingurgitamento
genital que favorece a lubrificagdo da vagina (GIRALDI et al., 2004; KIM et al., 2004).

Um outro fator importante relacionado ao mecanismo da lubrificagdo é o
fenomeno da adesdo celular e a qualidade do meio intra e extracelular. A jungdo
intercelular ¢ um complexo multiproteico localizado no contato apical entre células
epiteliais e endoteliais que, além de promover a ligacdo intercelular forma canais
intercelulares de troca (STEVENSON; KEON, 1998). Esta relagdo ocorre entre as
células da musculatura lisa através, principalmente, da actina que faz parte do

citoesqueleto e lanca filamentos longitudinais dentro da célula que correm em dire¢ao
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ao sarcolema formando um canal, a0 mesmo tempo, de trocas e de fusdo celular
(FITZGERALD et al., 2000). Neste ponto, o processo de lubrificacdo vaginal relaciona-
se com o teor da resisténcia da ligagdo intercelular apical (Ryy) e da resisténcia do
espaco intercelular (Ry;s) existente na base da celula, justaposta a lamina basal, que
corresponde a capacidade oclusiva do complexo juncional, e determina a
permeabilidade do epitélio (GORODESKI, 2005).

O Rys € considerado um elemento de baixa resisténcia e ¢ determinado pela
proximidade das membranas plasmaticas entre as células e a distdncia entre o espaco
intercelular e a forca de jungdo para a lamina basal. Em cultura de células epiteliais da
vagina e cérvice, tanto a idade quanto o hipoestrogenismo sao fatores independentes que
atuam diminuindo a permeabilidade paracelular que ¢ revertida apés a adigdo do
estrogénio ao meio de cultura (GORODESKI, 2005). O estrogénio promove aumento da
permeabilidade paracelular, principalmente, pela diminui¢do da Ry;s (STEVENSON;
KEON, 1998; FITZGERALD et al., 2000; GORODESKI, 2005). A agdo estrogénica
sobre a resisténcia do espaco intercelular parece ser mediada por neuropeptideos
(STEVENSON; KEON, 1998; GORODESKI, 2005). O mecanismo neural de dilatacao
vascular e o grau de resisténcia intercelular e da matriz extracelular irdo determinar o
extravasamento de goticulas através do epitélio, para a lubrificagdo vaginal. Em resumo,
o mecanismo da lubrificagdo ocorre a partir do componente psiquico da excitagdo
sexual que esta relacionado com o sistema nervoso central responsavel pela percepcao
da excitagdo (GEORGIADIS et al., 2006). Isto se reflete na genitalia determinando o
ingurgitamento dos pequenos labios e clitoris pelo aumento do fluxo sanguineo nesta
regido (GARCIA et al., 2005). Este fendmeno culmina com o aumento da pressdo
sanguinea na microvasculatura que, em associacdo com a resisténcia adequada da matriz

extracelular e do meio intercelular, faz extravasar o transudato através do epitélio. No
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lumen vaginal, a este transudato, associa-se o muco cervical composto por fluidos
procedentes do endométrio e trompas e muco das glandulas vestibulares cervicais
(GIANOTTEN; TE VELDE, 2005; TANG et al.,, 2007). Este fluido aumenta a
lubrificacdo vaginal que ¢ essencial para uma relagdo sexual indolor (GOLDSTEIN;
BERMAN, 1998). As defini¢cdes atuais para a disfungdo de excitacdo sexual e
dispareunia, tem como foco principal os eventos genitais correlacionados com a
congestdo genital e atrofia vaginal (WEIJMAR SCHULTZ et al., 2005; MACNEILL,

2006).
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2. JUSTIFICATIVA

O afinamento da parede vaginal, ap6és a diminuicdo das concentragdes de
estrogénios circulantes, tem sido reportado em publica¢des cientificas embora ainda
existam controvérsias sobre isto. O conhecimento restrito da composig¢do estrutural e
bioquimica das camadas da parede vaginal, juntamente com a limitada descri¢do das
variagdes morfofuncionais decorrentes das modificagdes no status estrogénico da
mulher, dificultam a compreensdo do real papel dos estrogénios na manutengdo do
trofismo da parede vaginal.

Este estudo propde confrontar a histomorfometria da parede vaginal de mulheres
normo e hipoestrogénicas. Além disso, procura correlacionar a presenca de disfungado
sexual com o status estrogénico e com a espessura da parede vaginal. Desta forma, este
estudo podera contribuir para a elucidagdo de alguns aspectos anatdomicos da vagina,
que podem ter implicacdes na fungdo sexual genital, na génese do prolapso genital e da
dispareunia. Além disto, tais informagdes podem auxiliar no aprimoramento de técnicas
cirargicas, no desenho de aparelhos cirurgicos, no conhecimento da vagina como
potencial via de absor¢do de medicamentos, na expectativa de resposta medicamentosa

e na avaliacdo da vagina como 6rgao com capacidade para gerar prazer.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
e Comparar a estrutura histomorfométrica da parede vaginal em mulheres

normoestrogénicas e hipoestrogénicas.

3.2. Objetivos especificos

e Comparar as espessuras dos diferentes segmentos vaginais (proximal, médio e
distal) das paredes anterior e posterior, na mesma paciente.

e Comparar a expressdo dos receptores estrogénicos entre 0s grupos menacme €
menopausa.

e Comparar a expressdo dos receptores estrogénicos do epitélio vaginal com a ldmina
propria.

e Comparar a prevaléncia de disfuncao sexual entre pacientes no menacme € na
menopausa

e Correlacionar a funcao sexual através do GRISS com a espessura da parede vaginal

e (Correlacionar a funcao sexual através do GRISS com status estrogénico
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4. CASUISTICA E METODOLOGIA

Este é um estudo de corte transversal.

4.1. Amostra

As mulheres eleitas para participar deste estudo foram aquelas submetidas a
cirurgia de colpoperineoplastia anterior e posterior pela técnica de plicatura, no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP) e na Santa Casa
de Misericérdia de Piumhi, MG (SCMPMG), no periodo de 07 de julho de 2007 até 30
de setembro de 2007. Todas portadoras de rotura perineal de I ou II grau e incontinéncia
urindria devido a cistocele de I grau (prolapso da parede anterior assim definido: do
meato uretral até o fornix anterior, a metade ¢ observada através do himem) e de grau 11
(a parede anterior ¢ a bexiga atingem o himem) segundo critérios de classificacdo ja

estabelecidos (BEECHAM, 1980; BUMP et al., 1996).

4.1.1. Critériosdeinclusao
As pacientes foram divididas em 2 grupos: grupo menacme € grupo menopausa.

Os critérios de elegibilidade foram diferentes para cada grupo.

4.1.1.1. Grupo menacme

e idade entre 20 e 40 anos

e FSH menor ou igual a 12 mIU/ml colhido entre o segundo e quarto dias do ciclo
e ciclos regulares

e indicacdo de colpoperineoplastia anterior e posterior por prolapso até grau II
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4.1.1.2. Grupo menopausa

e Idade menor que 70 anos. Existem evidéncias de que a idade maior ou igual a 70
anos, ¢ fator de risco para o prolapso genital (KIM et al., 2007).

e Amenorréia ha pelo menos 01 ano

e FSH maior ou igual a 40mIU/ml segundo conceitos previamente estabelecidos
(BURGER, 1996).

e Indicagdo de colpoperineoplastia anterior e posterior por prolapso até grau II

4.1.2. Critérios de exclusdo
Foram excluidas as pacientes:
e Em uso de terapia hormonal atual ou prévio até ha 01 ano
e Portadoras de Diabetes Mellitus
e Portadoras de algia pélvica cronica
e Com sintomas de neuropatia
e Portadoras de hiperprolactinemia
e Com hiperandrogenismo clinico
e Com neoplasias ginecologicas
e Portadoras de quaisquer patologias que possam, potencialmente, interferir na
integridade da genitalia.
Trinta e seis pacientes elegiveis para o estudo se submeteram a cirurgia durante
o periodo proposto. Destas, 5 foram excluidas: 1 desistiu de participar do estudo, 1 era
portadora do virus HIV, 1 estava em uso de anticoncepcional hormonal, 2 excluidas por

fixagdo inadequada do material (Figura 2).



Pacientes elegiveis
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A

para o estudo: 36

Critériosdeinclusio:

Menacme: <40anos, FSH<12mUI/ml
Menopausa:<70anos, FSH>40mUI/ml
Critérios de exclusdo:

TH, Diabetes melitus, tirecoidopatias,
neoplasias benignas e malignas,
neuropatias, hiperprolactinemia,
hiperandrogenismo, outras patologias de

risco para .a integridade da parede vaginal.

Pacientes exculidas: 6
e 1 desisténcia,

A

A 4

Pacientes incluidas no
estudo
31

e [ portadora do HIV,
e ] usuaria de ACO,
e 2 por ma fixacao do material

Grupo menacme:
18

A 4

>  Grupo menopausa:
13

M étodos;

Histomorfometria: coloragao por tricromico de

Masson.

HE para avaliagao histologica
Imunohistoquimica para receptor estrogénico

Dosagem de estradiol

Instrumento psicométrico: aplicacao do GRISS
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4.2. Métodos

4.2.1. Avaliacdo no momento da inclusdo no estudo:

Todas as pacientes foram submetidas a consulta ginecologica de rotina durante a
qual realizou-se a coleta de citologia cervico-vaginal. As pacientes cujos esfregacgos
apresentavam infeccdo foram tratadas previamente a cirurgia. Foi realizada a coleta de
sangue para dosagem do FSH para definir reserva ovariana, do estradiol, do TSH, da
prolactina e da glicemia e exames de rotina pré-operatoria: hemograma e urina rotina,
além de eletrocardiograma e radiografia de térax para pacientes com mais de 60 anos. A
amostra sanguinea foi coletada apos jejum de 12h. A cirurgia foi realizada tanto na fase
folicular quanto na fase secretora porque a vagina ndo sofre mudangas dramaticas em
sua morfologia com flutuagdes hormonais leves (ILDGRUBEN et al., 2003; PESSINA
et al., 2006b). No periodo pré-operatdrio, a funcdo sexual de todas as pacientes foi
acessada através do questionario GRISS (Golombok Rust inventory of sexual
satisfaction) (GOLOMBOK S., 1983), um instrumento validado para o portugués
(DIELH A, 2004 ) composto por 28 questdes que avalia seis dominios da funcao sexual:
a infrequéncia de relagdes sexuais, ndo comunicacdo sexual, insatisfacdo sexual
feminina, evitagdo sexual feminina, falta de expressdo de sensualidade feminina, dor
coital e anorgasmia. A disfuncdo sexual ¢ caracterizada quando o total de escore
transformado ¢ igual ou maior do que 6 sendo o maximo de escore corrigido igual a 9 e
o escore corrigido para dor coital, que caracteriza tal disfun¢do, é maior que 5 em um
total de 9. De todas as pacientes foram enviadas amostras de sangue ao laboratério de

endocrinologia e amostras de material tecidual para o laboratoério de patologia.
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4.2.2. Intra-operatorio

4.2.2.1. Técnica

O procedimento cirargico foi realizado sem intercorréncias ¢ o pds-operatorio
evoluiu sem complicac¢des para todas as pacientes cujas caracteristicas demograficas sao
relacionadas na tabela 2. Um profissional realizou a coleta para a homogeneizagdo das
amostras utilizando a técnica cirurgica da plicatura que envolve: abertura da mucosa
vaginal posterior em T invertido até o colo uterino, dissecacdo romba e cortante da
fascia retovaginal, plicatura com pontos separados na fascia retovaginal com categut 1-0
cromado, retirada do excesso de mucosa vaginal e sutura até transigdo cutdneo-mucosa,
sutura da pele. Abertura em T invertido na mucosa vaginal anterior desde o colo
uterino, dissecagdo romba e cortante da fascia vesicovaginal, plicatura com pontos em
U na fascia vesicovaginal com categut 1-0 cromado, retirada do excesso da mucosa
vaginal e sutura com categut 2-0 cromado. As amostras obtidas apresentaram forma

triangular conforme o esquema mostrado na figura 3.

Terco proximal

Figura 3. Esquema dos fragmentos cirrgicos.
(A) Fragmento da parede vaginal anterior, (P)
Fragmento da parede posterior.

Tergo distal
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4.2.2.2. Processamento da amostra

O espécime da parede anterior foi colhido na linha média em uma extensao que
compreende 5 mm do orificio externo da uretra até o limite da parede vaginal adjacente
a ectocérvice uterina e, o espécime da parede posterior foi colhido do anel himenal atél
cm do colo uterino. O vértice do espécime anterior foi marcado por um ponto com fio
absorvivel categut cromado 1. Os espécimes foram lavados em soro fisiologico,
divididos, transversalmente, em trés fragmentos correspondentes aos segmentos anterior
distal (aa), anterior médio (am) e anterior proximal (ap) para os fragmentos da parede
anterior e os fragmentos da parede posterior em distal (pa), médio (pm) e proximal (pp).
Em seguida foram imersos em soluc¢do de formaldeido a 10% em frascos separados por
um tempo minimo de 24 horas até o inicio do processamento. Apds submetidos a rotina
histologica foram incluidos em parafina e confeccionados os blocos. Destes, foram
realizados 10 cortes de 4 um de espessura, seccionados em um microtomo rotativo.
Foram considerados para analise, os cortes 7, 8 ¢ 9, montados em laminas identificadas
com o numero da paciente e as letras aa, am, ap para os cortes da parede anterior ¢ os da
parede posterior foram identificados com as letras pa, pm e pp. Os cortes 7 e 8 foram,
respectivamente, corados pela técnica de Hematoxilina-eosina e pela técnica modificada
da coloragdo tricromico de Masson que tem como objetivo principal evidenciar as fibras
de colageno e recorre as solugdes corantes hematoxilina férrica de Weigert, fucsina
acida/ponceau de xilidina e verde-luz; e aos acidos fosfomolibdico/fosfotiingstico e
acético. O principal principio de atuagdo do tricrdmio de Masson baseia-se na diferenca
de permeabilidade que existe entre as fibras de colageno e os outros elementos do tecido
e cora em vermelho o citoplasma, a queratina, as fibras musculares, as fibras
intercelulares, fibrina e ax6nio nao mielinizado. Em azul ou verde as fibras coldgenas, o

muco e a cartilagem 6ssea. Em azul ou azul escuro os nucleos (FERRO, 2006). Foram
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desprezados os segmentos com artefato técnico que pudesse impedir a acuracia da
leitura tanto da imunohistoquimica quanto da morfometria. Foram obtidos 174 cortes de
tecidos, cada corte gerou 7 medidas sendo assim nomeadas: area total do fragmento
(AT), area do epitélio (AE), area da lamina propria (ALP) e area da muscular (AM),
espessura do epitélio (EE), espessura da 1amina propria (ELP) e espessura da muscular
(EM). Ao todo foram realizadas, aproximadamente, 1302 medidas. Os resultados foram
demonstrados em tabelas e graficos. A andlise histologica foi realizada por dois
patologistas (A.R.S e F.C.) e por um dos autores deste estudo que, também,
participaram da realizacdo da morfometria. Devido as inimeras controvérsias em
relacio ao melhor método para andlise morfométrica, optou-se pela metodologia
computadorizada que, segundo alguns autores, ¢ a que induz a menor erro em
comparagdo com a metodologia manual realizada em muitos estudos (FILHO, 2001).

O sistema para morfometria do fragmento ¢ constituido de uma camera
analogico-digital modelo JVC TK1270, utilizando uma lente grande angular de 55 mm
acoplada a este conjunto, preso a um suporte vertical que permite o posicionamento
adequado em relacdo ao objeto captado. As imagens obtidas sdo captadas através de
uma placa de captura de video FG1 da Karl Zeiss acoplada a um computador padrao
IBM-PC. Desta forma, a primeira fase do processo, ¢ a captagdo das imagens dos cortes
do fragmento, onde se cuida da iluminagdo e foco do objeto para melhor visualizagdo de
suas estruturas. Em seguida o sistema, automaticamente, destaca as estruturas da
imagem através de ferramentas de brilho e contraste (figura 4). A Segunda fase ¢&,
propriamente, a morfometria das estruturas desejadas. Para isso desenvolveu-se uma
macro sobre o software de processamento de imagem KS400; Karl Zeiss Versao 2.0. A
macro permite escolher a imagem previamente captada e, em seguida, gerar a sua

calibragdo, que ¢ a relacdo pixel (unidade de imagem) x milimetro, que permite obter os
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valores de medidas de estruturas ja& em milimetros. Neste ponto, utilizando uma
ferramenta de limiarizacdo por camadas de cor, todo o epitélio é, previamente,
determinado. Nesta fase € possivel a intervengdo para realizar ajustes finos na selego
dessa camada. A imagem do epitélio é criada em preto e branco de forma a ser
processada retirando estruturas que ndo fazem parte da estrutura analisada, € que o
sistema automaticamente ndo conseguiu eliminar. Neste passo o sistema mede a area
total do epitélio. Dando prosseguimento a macro, esta inicia o processo de medida de
espessura da camada epitelial e, para isso, constroi um graticula com 640 linhas e 474
colunas no segmento. A distdncia entre duas linhas ¢ de 4 pixels. Somente a por¢ao
vertical ¢ utilizada para a medida da espessura, evitando super dimensionar esta medida,
0 que ocorreria, caso fossem consideradas as por¢des horizontais. Cada comprimento de
linha é medido e uma média ¢ tomada. Na seqiiéncia, utilizando-se a funcdo de
limiarizagdo identifica-se o fragmento como um todo, o que permitird o calculo da area
desse fragmento (figura 5). Como ja existe a imagem do epitélio, retira-se essa estrutura
do fragmento ja identificado gerando uma imagem em preto e branco da lamina prépria
com a camada muscular. Marca-se, manualmente, para o sistema, o limite entre as
camadas lamina propria e camada muscular. Com isso obtem-se, a imagem da lamina
propria separada da imagem da camada muscular, podendo medir suas areas e suas
espessuras médias. Ao término do processamento, obtem-se os valores de area do
fragmento, area do epitélio, lamina propriaec da camada muscular e as espessuras médias
do epitélio, lamina propria e camada muscular que foram armazenadas em uma planilha
do programa de computador Microsoft Office Excel 2003 para posterior analise. Para

limites das camadas mal delineados, descartou-se as medidas do fragmento.



Figura 4. Processo histomorfométrico do epitélio (software KS 400), imagens
captadas pelo sistema: (A) Imagem contrastada; (B) Epitélio marcado em
verde; (C) Imagem do epitélio em preto e branco, com epitélio marcado, (D)
Apagamento das outras estruturas, (E) Imagem final do epitélio; (F) Epitélio
isolado apds apagamento do fundo escuro; (G) Apagamento da marcacdo
horizontal do epitélio. (H). Epitélio para medida de espessura.
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Figura 5. Processo histomorfométrico da éarea total (A e B); da camada
muscular (C, D E e F) e da lamina propria (C, D, G e H) (software KS 400),
imagens captadas pelo sistema para medida da area total: (A) Marcacdo da
area total do fragmento, (B) Marcagdo do fragmento total em preto e branco.
Para medida da muscular e lamina propria: (C) imagem contrastada; (D)
Marcacdao manual da camada muscular, (E) Imagem em preto e branco da
camada muscular; (F) Identificagdo da area da camada muscular a ser
medida; (G) Imagem em preto e branco da lamina propria; (H) Identificagdo
da 4rea da camada muscular a ser medida.
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O limite entre a lamina propria e camada muscular foi, adicionalmente,
conferido utilizando um microscopio eletronico Karl Zeiss, em aumento 20x,
simultaneamente, a realizacdo da morfometria.

Para acessar a concentragdo de receptor estrogénico alfa foi realizada a
imunohistoquimica do corte nimero 9 com técnica padronizada do laboratério de
patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP,
descrita a seguir: aquecimento em 10 minutos em xilol, desparafiniza¢do das laminas
que sdo entdo mergulhadas durante 10minutos em xilol, 10 minutos em alcool absoluto
e 30 minutos nos outros alcoois. Depois as amostras foram submetidas a lavagem em
H,O corrente, lavagem em H,O destilada e recuperacdo antigénica em tampao Tris
EDTA pH9 durante vinte minutos de fervura em forno de microondas. Deixou-se esfriar
10 minutos em temperatura ambiente, e depois em H,O corrente. Lavou-se em H,O
destilada e em PBS pH 7,4. As Laminas foram entdo circuladas com caneta hidrofoébica
e a perodaxidase enddgena bloqueada por 10 minutos. A seguir procedeu-se a lavagem
em PBS pH 7,4 por 2 vezes durante 5 minutos e depois em TBST por 5 minutos.
Incubou-se as laminas com o anticorpo primario por 2 horas, seguido de lavagem em
TBST 3 vezes por 3 minutos. Incubou-se no Post primério (kit Novolink Polymer-
Novocastra) 30 minutos, com lavagem em TBST 3 vezes por 3 minutos. Incubou-se no
polimero (kit Novolink Polymer-Novocastra) por 30 minutos, depois lavou-se em TBST
3 vezes por 3 minutos, tris-Hcl pH 7,6 duas vezes por 3 minutos e DAB por 5 a 12
minutos (~ 6 minutos). Também foi realizada a lavagem em Tris-Hel pH 7,6 duas vezes
por 3minutos e em H,O destilada. Finalmente o material foi contracorado com
Hematoxilina por 10 a 20 (~ 15 minutos) minutos, lavado em H,O corrente, azulado em
H,O amoniacal, lavado em H2O destilada, desidratado ¢ diafanizado. Dois observadores

(A.R.S. e L.A.S.L.) realizaram a leitura cega da imunohistoquimica para RE, utilizando
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uma objetiva de 40x. A intensidade e distribuicao do receptor estrogénico o na parede
vaginal foram avaliadas semi-quantitativamente adotando o H-escore com pontuagdo
maxima de 8 conforme dados evidenciados no quadro 1 (HARVEY et al., 1999). Cada
segmento foi avaliado integralmente e, em cada regido marcada, 100 células foram
contadas e estabeleceu-se a porcentagem de células com marca¢do nuclear para o

receptor estrogénico.

Quadro 1. H-score para receptor estrogénico (HARVEY et al., 1999).

Score/100 células RE/positivo

0 nenhuma

1 1/100
Receptor 2 1/100 a 1/10

Estrogénico 3 1/10a 1/3

4 1/3a2/3

5 >2/3

Score RE/intensidade

0 nenhuma
Marcacao 1 fraco

Imunohistoquimica 2 intermediario

3 forte
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5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram armazenados em um banco de dados do Microsoft Excel
2003 (Microsoft, Redmond, WA) e, subseqiientemente, utilizou-se o GraphPad Prisma
5.00 (Software de GraphPad, San Diego, CA) para analise estatistica e representacao
grafica. Os dados foram demonstrados em médias e desvio padrdo. Quando tiveram
distribuicdo normal (determinado pelo Kolmogoroy-Smirnov test), as comparacgdes
entre grupos, para as variaveis: demograficas e antropométricas, espessuras de cada
camada em cada segmento, valores de estradiol ¢ FSH, foram realizadas utilizando o
teste bicaudal t de Student. As diferengas entre a espessura e area das diferentes
camadas intra e inter-grupos foram acessadas pelo teste one-way ANOVA e
comparagdes parecadas foram subsequentemente avaliadas pelo teste Tukey’s post hoc.
Além disso, o teste bicaudal Wilcoxon foi aplicado para os dados ndo paramétricos e o
teste exato de Fisher para analise da prevaléncia das disfungdes sexuais nos grupos. O

nivel de significancia foi estabelecido em menor do que 0.05 (p<0,05).
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6. ASPECTOSETICOS

Este trabalho teve a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina-USP de Ribeirdo Preto (435/2007) e pelo Comité de
ética da Santa Casa de Misericordia de Piumhi, MG. As pacientes incluidas no estudo

assinaram o termo de consentimento informado (Anexo 1).
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7.RESULTADOS

7.1. Caracteristicasda amostra
Houve diferenga estatistica significativa entre os dois grupos em relagao a idade,

paridade, concentracdes séricas de FSH e estradiol (tabela 2).

7.2. Analise morfologica descritiva da parede vaginal
Os cortes para andlise histoldgica foram corados pela hematoxilina e eosina
(HE) e pelo tricromico de Masson, tendo sido observado diferencas morfologicas

marcantes entre os grupos menacme € menopausa.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas das pacientes.

Menacme Menopausa p
Idade (anos) 35,67+ 4,29 53,54 £ 5,36 <0,0001
IMC (kg/m?) 20,04+ 3,65 21,32+ 2,36 0,32
Paridade 2,8+ 0,81 4,7+ 1,54 0,002
FSH (mUI/ml) 6,69+ 3,30 75,57+ 30,71 <0,0001
Estradiol (pg/ml) 57,21+ 42,66 31,28+ 12,01 0,008

7.2.1. Grupo menacme

No grupo menacme, o epitélio apresentou o padrao escamoso estratificado
observado em todos os segmentos. E constituido de, aproximadamente, 23 a 28 camadas
de células cuja estrutura arquitetural se modifica desde a camada basal. Ao longo do

epitélio observa-se grande numero de papilas apresentando um eixo vascular originado
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de vasos da camada profunda da lamina prépria que caminham, perpendicularmente, até
o0 apice da papila.

A lamina propria apresenta células com nucleos alongados em meio a uma
delicada matriz corada pela eosina em tom réseo claro e, pelo tricrdmio de Masson, em
verde claro. Na por¢do imediatamente abaixo do epitélio, estendendo-se por,
aproximadamente um ter¢o desta camada, observa-se exuberante rede microvascular
formada por vasos com apenas uma camada de células endoteliais com dimensoes,
aparentemente, menores do que os vasos mais profundos. Os vasos profundos que
ocupam os dois ter¢os restantes da lamina propria apresentam parede delgada,
unicelular.

A inervacdao ¢ proeminente com feixes nervosos que apresentam contornos
regulares e grande concentracdo de nucleos (quando comparados ao grupo menopausa)
Justapostos a vasos e envoltos por delicado tecido de sustentagao.

A camada muscular ¢ bem definida e disposta em feixes longitudinais e
circulares, separados por tecido conjuntivo frouxo, aparentemente, mais espessa na
por¢do proximal anterior e posterior da vagina tornando-se, aparentemente, mais
delgados e menos distintos nas por¢des distais. Permeando a camada muscular, observa-
se vasos com paredes que apresentam varias camadas de células de musculatura lisa e
feixes vasculonervosos. A adventicia foi, parcialmente, visualizada e consta de uma
matriz delicada pouco celular na qual se observa vasos, aparentemente, mais calibrosos
com paredes espessas e nervos. Feixes nervosos, aparentemente, mais espessos sao

visualizados ao longo dos grandes vasos da adventicia e na camada muscular (Figura 5).
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Figura 6. Imagem de parede vaginal anterior, segmento médio, grupo menacme.
Coloragao HE. = lamina prépria. * vasos
7.2.2. Grupo menopausa

No grupo menopausa, o epitélio evidenciou células da camada basal de aspecto
cuboidal e varias camadas de células intermediarias com citoplasma mais denso, nao
tendo sido observado células pavimentosas. Os ntcleos das células sdo mais
condensados e o citoplasma ¢ escasso. Observou-se ainda um aumento da celularidade
no epitélio e na ldmina propria a custa de leucocitos.

A lamina propria evidenciou intensa celularidade com hipercromia dos nticleos
de todas as células. O espaco intercelular foi corado pela eosina em vermelho e, pelo
tricrdmico de Masson em verde. Toda a rede vascular, tanto de pequeno calibre como
de grosso calibre e as terminagdes nervosas apresentaram-se, aparentemente, menos
densas. A superficie dos nervos ¢ irregular, espiculada com reducdo aparente da
celularidade (comparado ao grupo menacme) com numero reduzido de nucleos. Os
feixes musculares lisos apresentaram-se, aparentemente, mais esparsos € delgados
separados por maior quantidade de tecido corado mais intensamente pela eosina e pelo

tricromico de Masson (Figura 6).
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Figura 7. Imagem de parede vaginal anterior, segmento médio, grupo menopausa.
Coloragdo HE. = lamina propria. * vasos

7.3. Morfometria

Para a morfometria, realizou-se comparagdes intergrupos e entre os dois grupos e
entre o segmento distal, médio e proximal das trés camadas: epitelial, lamina propria e
muscular nas paredes anterior ¢ posterior sendo descartada a adventicia por ter sido
danificada durante o procedimento cirurgico. Comparou-se, de cada segmento, a fragdo de
area de cada um em relacdo a area total do segmento e a espessura de cada camada da
parede vaginal assim identificadas: area do epitélio sobre area total (AE/AT), area da
lamina prépria sobre area total (ALP/AT), area da muscular sobre area total (AM/AT),
espessura do epitélio (EE), espessura da lamina propria (ELP), espessura da muscular (EM),
espessura total (ET). No grupo menacme, ndo houve diferenga significativa quando se
comparou a area e espessura em cada segmento da parede anterior ¢ posterior. No grupo
menopausa, quando se comparou os trés segmentos, houve diferenga significativa da

espessura do epitélio entre o segmento médio e proximal (Tabela 3).



Tabela 2. Compara¢do da morfometria entre os diferentes segmentos da parede vaginal anterior e posterior nos grupos menacme € menopausa.
Espessura expressa em mm, area em mm° ¢ desvio padrio (DP). Area total do fragmento (AT), 4rea do epitélio (AE), area da lamina propria
(ALP), area da muscular (AM), espessura do epitélio (EE), espessura da lamina propria (ELP), espessura da muscular (EM), espessura total (ET).

Parede Anterior Parede Posterior
Distal Meédio Proximal p Distal Meédio Proximal p

M AE/AT 12,82+6.27 12,38+5,87 11,33+6.17 0,74 9.314+4,64 9,93+6,10 11,16+5.54 0,53
E | ALP/AT 51,07£11,32 46,16+10,59 46,37+10,26 0,29 45,96+9,16 48,95+11,82 45,11+11,58 0,29
N | AM/AT 36,27+9,67 41,54+11,43 42,64+13,16 0,20 41,87+14,76 41,09+11,39 43,73+£13,51 0,82
2 EE 0,20+0,09 0,21+0,07 0,20+0,04 0,89 0,20+0,05 0,23+005 0,25+0,09 0,14
M | ELP 0,96+0,27 0,84+0,26 0,94+0,54 0,59 0,92+0,16 0,89+0,27 0,99+0,35 0,53
E EM 0,97+0,37 1,08+0,30 1,14+0,57 0,48 1,02+0,29 1,07+0,44 1,19+0,40 0,45

ET 2,14+0,59 2,14+0,43 2,28+1,10 0,81 2,23+0,50 2,24+0,70 2,44+0,64 0,50
M | AE/AT 6,07£3,16 8,58+4,72 6,65+3,08 0,23 5,65+5,4 4,76+2,26 6,20+4,29 0,69
E | ALP/AT 47,34+13,77 40,86+9,19 46,44+7,51 0,27 43,78+11,2 46,0848,76 44,08+12,96 0.87
I; AM/AT 46,59+15,33 50,56+10,96 46,89+8,44 0,66 50,01£12,64 48,7349,3 49,01+15,60 0,96
P EE 0,17+0,04 0,19+0,08 0,19+0,05 0,61 0,17+0,07 0,15+0,05%* 0,24+0,09* 0,02
A | ELP 1,15+0,34 1,15+0,34 1,06+0,36 0,73 0,96+0,33 0,99+0,30 1,16+0,43 0,42
[SJ EM 1,06+0,36 1,06+0,36 1,43+0,55 0,16 1,32+0,38 1,45+0,47 1,52+0,43 0,53
A | ET 2,55+0,81 2,80+0,68 2,78+0.83 0,67 2,37+0,41 2,55+0,68 2,94+0,79 0,14

33
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Dentre a analise de todos os segmentos para cada camada (epitélio, lamina
propria e muscular), tanto para area quanto para espessura, ndo houve diferenca entre os
segmentos do ter¢o distal, médio e proximal, e também ndo houve diferenga entre a
parede anterior e posterior. Por isso, optamos por analisar somente um dos segmentos
de cada parede na comparacao entre pacientes do menacme e menopausa. Optamos por
analisar o segmento médio comparando as propor¢des de areas (Tabela 4) e espessura

(Tabela 5) das diferentes camadas.

Tabela 3. Comparacdo das proporc¢des de areas das diferentes camadas da parede vaginal do
segmento médio nas paredes anterior e posterior entre 0s grupos menacme € menopausa.

Menacme Menopausa

Media +£DP % Media +£DP % P

(mm’) (mm®)
A AE/AT 0,1169+0,06 11,69  0,0858+0,47 8,88 0,14
N
T
E ALP/AT 0,4616+0,10 46,16  0,4086+0,91 40,86 0,16
R
I
o AM/AT 0,4154+0,11 41,54  0,5056+0,10 50,56 0,03
R
P AE/AT 0,0943+0,05 9,43 0,0476+0,26 4,76 0,09
o
S
T ALP/AT 0,4895+0,11 4895  0,4608+0,08 46,08 0,48
E
R
I AM/AT 0,3965+0,10 41,09  0,4859+0,08 48,59 0,02
o
R

Na comparagdo das propor¢des de areas das diferentes camadas da parede
vaginal do segmento médio nas paredes anterior e posterior, houve diferenca
significativa na camada muscular entre os dois grupos sendo que esta camada ocupou

maior area no grupo pds-menopausa do que no grupo menacme (Tabele 4 e Grafico 1).
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Grafico 1. Comparacdo da relagcdo entre a drea da camada muscular sobre a area total

nas paredes anterior e posterior entre 0s grupos menacme € menopausa.

Tabela 4. Comparacao entre as espessuras das diferentes camadas da parede vaginal do
segmento médio nas paredes anterior € posterior nos grupos menacme € menopausa.

Menacme Menopausa
Media £DP Media £DP P
(mm) (mm)

A EE 0,21+0,08 0,19+0,08 0,46
N

T

E ELP 0,85+0,26 1,06+0,36 0,06
R

I

O EM 1,09+0,3 1,54+0,44 0,019
R

P EE 0,23+0,05 0,15+0,04 0,0003
O

S

T ELP 0,89+0,27 0,99+0,30 0,37
E

R

I EM 1,07+0,44 1,45+0,47 0,03
O

R

Na comparacdo das propor¢des de espessura das diferentes camadas da parede

vaginal anterior e posterior, houve diferenca significativa na espessura da camada

muscular que se apresentou mais espessa no grupo menopausa. Na parede posterior

houve diferenca significativa quando se comparou a espessura do epitélio que ¢é,
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significativamente, mais espesso no grupo menacme enquanto a fracdo de area da
camada muscular apresentou-se, significativamente, mais espessa no grupo menopausa
(Tabela 5).

A comparagdo entre a espessura total da parede vaginal anterior com a parede
posterior das pacientes de um mesmo grupo ndo demonstrou diferenca significativa. No
grupo menacme a média foi de 2,16+0,43 mm para a parede anterior ¢ de 2,07+0,49 mm
para a parede posterior, p= 0,54. No grupo menopausa a média foi de 2,72+0,73 mm

para a parede anterior ¢ de 2,63+0,71 mm para a parede posterior, p= 0,76 (Grafico 2).
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Grafico 2. Comparagdo entre a espessura total da parede vaginal anterior com a
posterior no grupo menacme € no grupo menopausa, respectivamente.

A comparagdo entre a espessura total da parede vaginal anterior que mede
2,16£0,43 no grupo menacme e 2,72+0,72 mm no grupo menopausa apresentou
diferenca estatistica significativa, p=0,01 entre os grupos. A parede posterior no grupo
menacme apresentou uma espessura de 2,07+0,49 mm e 2,63+0,71 no grupo menopausa
evidenciando diferenca estatistica significativa, p=0,01 entre os dois grupos (Grafico 3).

Nao houve correlagdo entre concentragao plasmatica de estradiol e espessura da
parede vaginal nos grupos menacme 1=-0,03626, IC 95%= -0.5386 a 0.4851 e p=0,89 e

menopausa r= 0,5987, IC 95%=-0.1088 a 0.9036 e p=0,08 (Grafico 4).
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Grafico 3. Comparacao da espessura total da parede vaginal anterior e posterior entre os
grupos menacme € menopausa.
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Grafico 4: Correlagdo entre concentragdo de estradiol e espessura da parede vaginal no
grupo menacme € menopausa

7.4. Andlise do GRISS

No grupo menacme 46,6% das pacientes apresentaram escore do GRISS maior

ou igual a 6 o que significa disfuncdo sexual contra 42,8% no grupo menopausa, o que

nao representou diferenca estatistica significativa (p=1,0 pelo teste exato de Fisher). No

grupo menacme 22% das pacientes ndo tiveram relacdes sexuais nos ultimos 3 meses
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contra 31% no grupo menopausa e ndo houve diferenca estatistica significativa entre os

grupos (p=0,38 pelo teste exato de Fisher) (Tabela 6).

Tabela 5. Comparacao do escore do GRISS e fungdo sexual entre os grupos menacme e
menopausa

Menacme Menopausa P
GRISS escore (Média e DP) 4,86+2,32 5,43+ 1,27 0,55
Disfungado Sexual (%) 46,6 42.8 1,00
Auséncia de relagdo sexual % 22,0 31,0 0,38

Foram comparados os escores do GRISS entre os dois grupos. O grupo
menacme apresentou escore médio de 4,87+2,23 e o grupo menopausa apresentou
escore médio de 5,22+ 2,10 ndo tendo sido encontrado diferenca estatistica significativa

entre os grupos, p=0,70 (grafico 3).
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Grafico 5. Comparagdo entre o escore do GRISS entre os grupos menacme e
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A correlagdo entre a concentracdo de estradiol e o escore do GRISS no grupo
menacme € no grupo menopausa nao foi significativa e evidenciou r=-0,3054, IC 95%—-
0.7331 a 0.2954, p=0,31 e r=0,4983, IC 95%=-0.2483 a 0,8734 e p=0,17,
respectivamente. Nao houve correlagdo entre o escore do GRISS e a espessura total da
parede vaginal anterior e posterior no grupo menacme que apresentou r=-0,2883, IC
95%=-0,6976 a 0,2629, p=0,29 para a parede anterior ¢ 1=0,2132, IC 95%=-0.3160 a
0.6412, p=0,42 para a parede posterior. No grupo menopausa ndo houve correlagdo
sendo, para a parede anterior, r=-0,2885, IC 95%=-0.7995 a 0.4648, p=0,45 e r=-

0,2188, IC 95%=-0.5746 a 0.6026, p=0,60 (Grafico 6).

7.5. Receptor estrogénico

Na comparagdo entre a expressio do RE do grupo menacme com o grupo
menopausa, tanto no epitélio quanto na lamina prépria, ndo houve diferenga estatistica,
significativa. O escore médio do RE no epitélio foi de 5,13+1,59 e 5,29+2,06, p=0,84 ¢
da lamina propria de 3,67+1,68 e 3,57£1,90 p=0,90 no grupo menacme e menopausa

respectivamente (Grafico 7).
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Grafico 7. Comparacdo da expressdo do receptor estrogénico no epitélio e na lamina
propria entre os grupos menacme € menopausa.
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Houve diferenca estatistica significativa quando comparados os escores RE do
epitélio e da lamina propria que resultou em um escore médio para o epitélio e lamina
propria, respectivamente, em 5,17+1,70 e 3,57 £1,70 e p=0,02 (Grafico 8).

Seis pacientes do grupo menopausa tiveram escore negativo para o receptor

estrogénico.
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Grafico 8. Comparagdo entre os escores do receptor estrogénico no epitélio e na lamina
propria da parede vaginal nos dois grupos.
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8. DISCUSSAO

Confirmando a intengdo no momento da caracterizacdo dos grupos menacme €
menopausa, as varidveis idade, FSH, estradiol foram significativamente diferentes
conforme evidenciado na tabela 1, e sdo todas consistentes com outras publicagdes
relacionadas ao tema abordado neste trabalho (MACLENNAN et al., 2000). Algumas
caracteristicas consideradas foram essenciais para fortalecer os achados deste estudo:
ambos os grupos foram bem definidos em relagdo a condicdo hormonal e a idade, as
amostras de tecido foram colhidas pelo mesmo investigador utilizando técnica
padronizada, o indice de massa corporal (IMC) nao teve diferenca significativa entre os
dois grupos, as pacientes ndo apresentavam patologias como neoplasia genital benigna
ou maligna que pudessem comprometer a estrutura da parede vaginal. No entanto, ¢é
possivel que laceragdes secundarias ao parto e episiotomias prévias, possam ter
influenciado os resultados da morfometria dos segmentos distal e médio da parede
vaginal posterior.

A paridade apresentou-se maior no grupo menopausa, fato esperado devido a
tendéncia da populagdo brasileira a uma progressiva reducdo na taxa de natalidade que
diminuiu de 6,3 em 1960 para 1,9 em 2007 (fonte:IBGE, 2007). De fato, alguns autores
encontraram relagdo entre a paridade e o grau de prolapso genital (GOMMAN et al.,
2001; DEVAL et al., 2002; TEGERSTEDT et al., 2006; TROWBRIDGE et al., 2008),
mas vale frisar que, embora a paridade seja maior no grupo menopausa, optou-se por
incluir no estudo, somente pacientes com graus de prolapso I e II. Desta forma, pode-se
inferir que a diferenga significativa encontrada na paridade das mulheres incluidas, ndo

teve influencia no resultado deste estudo.
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Segundo BACHMANN (1995), remonta ao século passado a idéia de que,
supostamente, ocorre afinamento da parede vaginal em mulheres na po6s-menopausa
(BACHMANN, 1995). Neste estudo, esta informagdo ndo se confirmou, onde as paredes
anterior e posterior da vagina apresentaram-se, significativamente, mais espessas no grupo
menopausa em comparacao ao grupo menacme. E ainda, comparando todos os segmentos
da parede vaginal entre si, ndo houve diferenca significativa entre os diferentes segmentos,
tanto entre as pacientes do menacme como aquelas da menopausa, exceto na espessura do
epitélio da parede posterior das mulheres no grupo menopausa. Uma vez verificado o
aumento na espessura total da parede vaginal do grupo menopausa, foram aferidas as
medidas das camadas de forma individual. Observou-se que a camada muscular era a que
dava maior contribuigdo para as variagdes na espessura total, enquanto que o epitélio e a
lamina prépria foram inexpressivos neste sentido.

Considerando que o principal critério de caracterizagdo dos grupos foi estar no
periodo de menacme ou menopausa fisioloégica, podemos traduzir de forma clinica que
as diferencas encontradas sdo, basicamente, devidas ao status hormonal e,
possivelmente, a idade destas pacientes. Estes dois fatores podem atuar isoladamente ou
em conjunto embora, o fator idade por si s, parece ndo causar grandes alteragdes nas
dimensdes da vagina, como ja demostrado por outros autores (TAN et al., 2006).

Em relagdo ao epitélio, a literatura tras que, no menacme, o epitélio vaginal é do
tipo escamoso nao ceratinizado (WITKIN, 1993) com uma espessura média de 260 pm
(BAHAMONDES et al., 2000) independente da fase do ciclo menstrual (ILDGRUBEN
et al., 2003). Esta bem documentado que o hipoestrogenismo leva a diminui¢do do
nimero de camadas do epitélio tanto em animais (KIM et al., 2004; PESSINA et al.,
2006a) quanto em humanos (BOREHAM et al., 2002b). No presente estudo, embora o

exame histologico do epitélio vaginal tenha demonstrado um menor nimero de camadas
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epiteliais no grupo menopausa, a morfometria, ndo houve diferenga estatistica
significativa entre os dois grupos, dado este que corrobora os achados de outros autores
(HOYLE et al., 1996). Isto pode ser explicado pela impossibilidade da morfometria em
detectar alteragdes sutis provocadas pela perda de poucas camadas epiteliais. No
entanto, houve diferenca significativa na espessura epitelial na parede posterior quando
comparados os segmentos distal, médio e proximal, a custa da comparagdo entre o
segmento médio e proximal. E ainda, o epitélio comportou-se diferentemente quando
comparadas as paredes anterior ¢ posterior, apresentando-se, significativamente, mais
delgado na parede posterior, no grupo menopausa sendo que este achado ainda ndo
consta na literatura. Existem algumas caracteristicas da vagina que podem justificar este
dado. O canal vaginal ¢ assimétrico em relagdo a distribuicdo do contetido das suas
paredes. Embora ndo exista um marco anatomico que separe a parede vaginal anterior
da posterior, pode-se observar que o conteudo estrutural entre elas é diferente, por
exemplo: a inervagao epitelial é mais densa na parede anterior e nos segmentos distais, a
lamina prépria contém vasos delgados no tergo superior € mais espessos em areas mais
profundas, a muscular é mais exuberante na parte proximal do que na distal da parede
anterior (CLOBES et al., 2008), as terminagdes nervosas do epitélio ocorrem apenas na
parte distal da vagina, atingem até dois tercos da superficie epitelial e sdo mais
freqlientes na parede anterior do que na posterior (HILLIGES et al., 1995). Além disto,
a parede vaginal anterior estd sujeita a constantes estresses mecanicos pela pressio
abdominal, distensdo vesical, fungdo sexual e outros, além de ser a regido de maior
importancia em sensibilidade prazerosa pela maior concentracdo de raizes nervosas
sensitivas (ALZATE; HOCH, 1986; HILLIGES et al., 1995; WIMPISSINGER et al.,
2007). Possivelmente, o conteido mais nobre da parede vaginal anterior, relacionado a

funcdo sensdrica e ao trato urindrio, demanda um melhor aporte vascular para a



47

manuten¢cdo do trofismo deste epitélio, mesmo que em condigdes estrogénicas
desfavoraveis, justificando assim, uma morfometria epitelial diferenciada entre a parede
anterior e posterior da vagina. No entanto, sdo necessaris mais estudos para embasar
esta teoria uma vez que ndo existem dados na literatura sobre possivel diferenca de
vascularizagdo entre as paredes vaginais anterior e posterior que a suportem.

Outro dado que ainda ndo consta na literatura ¢ a maior espessura do epitélio no
segmento proximal em relacdo ao médio na parede posterior. Um estudo evidencia que
a menor estratificagdo do epitélio apo6s a menopausa, torna-o mais susceptivel a abrasao
(GREENDALE et al., 1999), o que leva a inferéncia de que, possivelmente, a maior
estratificacdo do epitélio no segmento proximal possa ter efeito protetor sobre as
agressdes mecanicas produzidas tanto pelo coito quanto pelo contato com o colo uterino
em constante movimento devido as variacdes da pressdo abdominal. Ainda, neste
estudo, durante a leitura da imunohistoquimica, foram observadas marcag¢des para
receptor estrogénico nos nucleos das células das raizes nervosas, embora este dado ndo
tenha sido analisado de forma quantitativa. Mesmo assim, pressupomos que isto possa
traduzir um importante papel do estrogénio na fungao sensitiva e motora dos nervos da
parede vaginal como ja demonstrado por outros autores (DENNERSTEIN et al., 2001;
MANNINO et al.,, 2007). Em ratas, verificou-se que o hipoestrogenismo provoca
mudan¢as na morfologia epitelial que podem influenciar, negativamente, a fungdo
sensorica da vagina, porque fibras de nervo intraepitelial sdo, provavelmente, truncadas
quando diminuem as camadas do epitélio (PESSINA et al., 2006a).

Em relagdo a lamina prépria ndo houve diferenga significativa entre os dois grupos
tanto na sua espessura quanto na area fracional relativa a area total da parede vaginal,
conforme era esperado. A andlise histoldgica mostra uma aparente diminui¢do do numero

de terminagdes nervosas e de vasos nesta camada (dados ndo quantificados), entretanto,
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para confirmar a real diminuicao destas estruturas sera realizada a contagem em um estudo
futuro, utilizando um programa especifico de computador desenvolvido para este fim.

No presente estudo, embora a concentragdo de musculo liso da camada muscular
ndo tenha sido quantificada, tiveram grande relevancia os valores da espessura ¢ da
fragdo de 4area desta camada em relagdo a area total do segmento que foram,
significativamente, maiores no grupo menopausa em relacdo ao grupo menacme, tanto
na parede anterior quanto na parede posterior. Revendo a literatura, pode-se constatar a
presenga de alguns eventos que ocorrem em mulheres portadoras de prolapso que
podem explicar este achado, sendo estes o aumento dos indices apoptoticos devido a
fatores intrinsecos ao proprio prolapso, aos danos mecanicos € a maior prevaléncia de
infecgdes da parede no grupo menopausa. Analisando, ainda que de forma qualitativa a
composi¢ao desta camada, ¢ nitida a diferenca nas concentragdes de tecido conjuntivo
na parede vaginal das pacientes do grupo menopausa, evidenciando a substituicdo da
musculatura lisa por tecido, possivelmente, fibroso, o que justifica um espessamento
nesta camada. Vale ressaltar que a literatura ja sugere alguma relagdo entre a presenga
de prolapso genital ¢ o espessamento da camada muscular (TULIKANGAS et al.,
2001). Supostamente, neste estudo, o fator hormonal e, possivelmente, a idade sdo as
duas variaveis que conduziram a estes achados.

As camadas muscular e adventicia compdem, em conjunto, a chamada fascia
endopélvica (WEBER; WALTERS, 1997) co-responsavel pela eutopia dos oOrgaos
pélvicos (KLUTKE et al., 2008). Alteragdes estruturais na camada muscular da parede
vaginal podem resultar em diferentes niveis de prolapso genital que ¢ uma condig¢do
multifatorial e ainda ndo esclarecida. Um estudo demonstrou a ocorréncia de
diminuicdo significativa do conteido e concentracdo de feixes de musculo liso na

camada muscular de mulheres portadoras de prolapso genital quando comparadas aos
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controles normais na fase do menacme (BOREHAM et al., 2002a). Provavelmente, isto
ocorre devido ao aumento dos indices de apoptose de células da musculatura lisa em
mulheres que tém predisposi¢ao para o prolapso (TAKACS et al., 2008). A destrui¢ao
do tecido pelo processo apoptdtico ndo fisioldgico, promove a substituicio do mesmo
por fibrose, mas € possivel que concentragdes estrogénicas normais, possam assegurar o
arranjo estrutural proximo da normalidade mesmo na parede vaginal de mulheres jovens
com prolapso, através da manutencdo dos indices apoptoéticos proximo dos limites
fisiologicos, prevenindo-a da deposi¢do andmala do colageno (BERMAN et al., 1998).
De fato, outros autores demonstraram haver um aumento do indice apoptdtico das
células de musculatura lisa em condi¢gdes de hipoestrogenismo (RESPLANDE et al.,
2002). Ademais, ¢ bastante conhecido que, concentracdes normais de estrogénio
exercem um efeito protetor sobre a parede da vagina na manutengdo do seu estado
trofico, além de ser um potente regulador da apoptose em diferentes 6rgdos em
humanos e em animais de laboratério (KYPRIANOU et al., 1991; BILLIG et al., 1993;
DREWETT et al., 1993). Portanto, embora a presenca do prolapso incorra em aumento
dos indices apoptdticos, a presenca do estrogénio, além de diminuir o fendmeno,
modula a funcdo dos fibroblastos no sentido da producado preferencial do colageno tipo I
que se arranja de forma a manter as propriedades plasticas (espessura e resiliéncia) e
funcionais da vagina. Como o grupo menopausa carece deste efeito protetor do
estrogénio os indices apoptoticos elevados podem incorrer em maior deposi¢ao fibrotica
e resultar em alteragdes na sua espessura. De fato, em mulheres portadoras de
incontinéncia urindria na poés-menopausa, a reposi¢do estrogé€nica, resulta em
diminui¢do da concentragdo de colageno na parede vaginal (JACKSON et al., 2002).
Sabe-se também, que o hipoestrogenismo leva a diminui¢do da vascularizagdo da

parede vaginal bem como a apoptose de terminagdes nervosas que resultam em
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comprometimento da perfusdo e dano dos tecidos, o que também, favorece a deposi¢ao
fibrotica entre as fibras musculares podendo resultar em espessamento da fragdo de area
desta camada. (BERMAN et al., 1998).

A apoptose ¢ um fendmeno natural de eliminacdo de células alteradas ou senis
(THOMPSON, 1995; BOVIN; BENDTZEN, 1999), porém, ¢, também, exacerbada em
condi¢des de hipdxia, denervacdo e traumatismo mecanico (BOREHAM et al., 2002a;
TAKACS et al., 2008). O traumatismo mecanico ¢ mais pronunciado na parede vaginal
anterior que esta mais sujeita a forga da pressdo abdominal como se pode observar no
modelo da figura 8 (CHEN et al., 2006). A distribui¢do de forgas sobre a parede anterior da
vagina obedece a varios sentidos de pressdes, principalmente, provenientes do abdomem,
que, com o tempo, acabam deteriorando o suporte muscular e ligamentar apical da vagina,
fazendo com que percam a elasticidade e poder de resiliéncia. Resumidamente, uma forga
resultante F, como mostrada na figura 8, dirigida verticalmente para baixo, desloca a parede

da vagina nesse sentido a partir da extremidade do perineo (CHEN et al., 2006).

IAP

vam
\\F

T l

Figura 8: Modelo de Chen, AM et al. modificado, evidenciando o canal vaginal ¢ a
parede vaginal anterior com prolapso (CHEN et al., 2006). F forca resultante, Fpvm
forca da musculatura pubovisceral, PM distancia entre o pubis e o perineo anterior, [AP
pressdo intra abdominal, Tc tensdo do ligamento cardinal, Tu tensdo do ligamento
uterossacro.
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Ocorre o dano tecidual e, segue-se a isto, a migracao e proliferacao dos
fibroblastos circunvizinhos que sintetizam colageno de forma anormal que se deposita
nos tecidos resultando em alterag@o das propriedades elésticas do tecido (BOREHAM et
al., 2002a). Também, o traumatismo mecanico como o estiramento dos tecidos, fator
constante no prolapso genital, pode alterar a expressdo de genes que regulam a sintese
de proteinas que compdem a matriz extracelular, causando dano e distor¢do na sua
arquitetura (SWARTZ et al., 2001).

A fibrose ¢ um processo natural de reparagdo do dano tecidual (CHUANG et al.,
2001). O hipoestrogenismo leva, ainda, a deposicdo de micromoléculas de
proteoglicanas como as lumicanas que estdo envolvidas na reparagado tecidual através da
formacgao de fibrose andmala pela maior deposicdo de colageno tipo II (ONDA et al.,
2002; MARKIEWICZ et al., 2007). Corroborando todos estes achadados, em uma
revisdo sobre este tema, outros autores demonstratam existir relagdo entre o
hipoestrogenismo e o maior acumulo de tecido conjuntivo, como também altera¢des na
estrutura do colageno e reducdo dos vasos e nervos que poderiam alterar tanto a estatica
quanto a aparéncia da parede vaginal (CASTELO-BRANCO et al., 2005). Desta forma,
a deposi¢do de fibrose poderia levar ao espessamento patologico da fracdo da parede
vaginal que corresponde a camada muscular cujo conteido de musculo liso em
situacdes de normoestrogenismo corresponde a 48% de toda a espessura da camada,
enquanto que, em mulheres hipoestrogénicas a concentracdo de musculo liso esta
reduzida a 26% (BOREHAM et al., 2002a). Outros autores, estudando toda a extensao
da parede vaginal de ratas ooforectomizadas, também observaram a diminui¢cdo do
conteudo de musculatura lisa por area e recuperagdo da musculatura lisa quando os
animais foram tratados com baixas doses de estradiol (PESSINA et al., 2006a). Tal

como neste estudo, foram utilizadas amostras representativas de toda a extensdo da
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vagina, diferentemente do estudo de BOREHAM et al. (2002?), cuja amostra foi colhida
somente no fornix vaginal. Paradoxalmente, em outro estudo, foi encontrado
espessamento do musculo liso na parede vaginal posterior em mulheres com enterocele
e prolapso quando comparadas a controles normais. Os autores concluiram que pode ter
havido hipertrofia das fibras musculares lisas, tal qual o que ocorre com as artérias na
hipertensdo arterial, para a sustentagdo de contetidos abdominais dentro do segmento
prolapsado (TULIKANGAS et al., 2001). No entanto, neste estudo, a técnica utilizada
ndo envolveu marcagdo especifica para componentes da fibra muscular lisa, que
permitisse a quantificacdo do musculo liso. Mas vale lembrar que, em outros tecidos,
constatou-se hipertrofia de células da musculatura lisa paralelamente ao aumento dos
indices de apoptose. Este fendmeno foi observado em uma analise de musculatura lisa
do ureter de ratas (CHUANG et al., 2001). Desta forma, o aumento ou diminui¢do do
contetdo de musculo liso da camada muscular da vagina permanece ainda em
discussdo, mas as evidéncias pesam a favor da diminui¢do do conteudo de musculo liso
apds a menopausa.

Outro fator que pode contribuir para alteragdes estruturais na parede vaginal ¢ a
maior prevaléncia de vulvovaginite atrofica em mulheres hipoestrogénicas. A
diminui¢do da lubrificagdo resulta em dor e desconforto nas relagcdes sexuais, o
afinamento do epitélio torna-o mais susceptivel a lesdes e a infec¢do. O aumento do pH
vaginal facilita a coloniza¢do por microorganismos entéricos possibilitando a formagao
de microabscessos na parede vaginal. Além disto, o hipoestrogenismo compromete a
expressdo de genes que controlam a expressdo de substincias envolvidas com a
imunidade do 6rgdo (COTREAU et al., 2007). Todas estas alteragcdes podem favorecer
0 processo reparativo fibrotico da parede vaginal que, potencialmente, pode interferir

tanto na espessura quanto na fungdo da vagina.
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Ja em relagdo aos receptores estrogénicos, no presente estudo, ndo ocorreu
diferenca estatistica significativa na sua expressdo entre 0s grupos menacme e
menopausa o que corrobora os achados de outros autores. A imunomarcagao nuclear
ocorreu nas células epiteliais, nos fibroblastos e nas células do musculo liso vascular e
ndo vascular, bem como em nucleos de células das raizes nervosas, tanto no grupo
menacme como no grupo menopausa. Neste estudo, a expressdo dos o receptores
estrogénicos foi, signficativamente, mais forte no epitélio em relagdo a lamina propria o
que corrobora os achados de outros autores (BLAKEMAN et al., 2000).

Seis mulheres do grupo menopausa apresentaram escore negativo para RE. A
negatividade de expressdo do RE na parede vaginal ainda ndo foi relatada na literatura e
vale especular se isto ocorreu devido a presenca de isoformas ndo detectaveis pelo
anticorpo utilizado neste estudo, ou devido a auséncia de proteinas desconhecidas
moduladoras da expressdo do RE ou por razdes ainda inexplicaveis. O fato de ocorrer
negatividade somente no grupo menopausa fala a favor de possivel associagdo com
valores de esteroides sexuais circulantes. Mas existem indicios de que a ndo expressao
do RE nos diferentes tecidos possa ter significado clinico especifico importante. Em um
estudo com mulheres inférteis com muco cervical inadequado a expressao do receptor
estrogénico no colo uterino foi negativa na maioria delas (ABUZEID MI, 1987 ). A
falta de expressdo do RE nos tumores malignos de mama, esta relacionado com mau
prognostico do tumor (LAGIOU et al.,, 2008). Desta forma, ¢ possivel que a
negatividade do RE na parede vaginal de mulheres hipoestrogénicas tenha um
significado importante, mas sdo necessarias mais pesquisas para acessar a implicacao
clinica deste achado.

Nas mulheres com a expressao positiva para RE, o escore foi sempre maior no

epitélio do que na lamina propria tendo havido diferenga estatistica significativa o que
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esta de acordo com os resultados obtidos por outros autores (GEBHART et al., 2001).
Em um estudo recente, ndo foi encontrada a marcacgao para RE alfa no nucleo de células
endoteliais ¢ no musculo liso da parede de vasos (FU et al., 2003), no entanto, no
presente estudo, ficou evidente a marcacdo de nucleos de células do musculo liso
vascular o que indica que o estrogénio, de fato, tem um papel importante na fungao
vascular na parede vaginal como ja relatado por outros autores (VENKOV et al., 1996;
SUZUMA et al., 1999). No total das pacientes que expressaram o RE, ndo houve
diferenga significativa quando comparados os grupos menacme e menopausa. Estes
achados sdo consistentes com os resultados de outros estudos recentes que, também, nao
encontraram diferenga significativa na expressao do receptor estrogénico alfa quando
comparados grupos de mulheres normo e hipoestrogénicas (JIN et al.,, 2007
CAVALLINI et al., 2008). Houve marcacdao de intensidade forte, média e fraca no
grupo menopausa e, independente da fase do ciclo menstrual, no grupo menacme o que
reflete o nimero de receptores expressos dentro do nucleo. O numero adequado de
receptores ¢ importante para a agdo do estrogénio e reflete a habilidade de resposta do
tecido ao estimulo deste hormoénio. Uma superexpressio de RE pode resultar em
bloqueio da agdo estrogénica (WEBB et al., 1992), especula-se que isto se deve a
disponibilizagdo de proteinas desconhecidas que atuam como um fator envolvido na
transcri¢do do RE e na sua propria agdo. Sendo assim a limitagdo da agdo ndo se faz
pela presenga da ligagdo do estrogénio com o sitio de ligagdo do DNA, mas pela
disponibilidade destas proteinas essenciais a acdo do RE (WEBB et al., 1992). A maior
acao do estrogénio ocorre quando existem entre 3.000000 ¢ 5.000000 de receptores no
nucleo e a supressdo da acdo estrogénica ocorre quando ha em média de 5 a 10.000000
de receptores disponiveis (WEBB et al., 1992). Em outro estudo, foi demonstrada a

correlacdo entre quantidades séricas de receptor estrogénico detectados por método
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enzimatico ¢ o escore de RE fornecido pela imunohistoquimica sendo que um cut-off de
13 fmol/mg de proteina para RE alfa correspondeu aos escores 2 e 3 da
imunohistoquimica com um nivel de concordancia de 88,4% (IWASE et al., 2003).
Portanto, a expressao forte do RE com poucas células marcadas ou a expressdo menos
pronunciada com muitas células marcadas resultam em escores parecidos, o que ¢
contemplado pelo H-score. Estudos experimentais em animais evidenciam que os
receptores estrogénicos estdo mais evidentes em vaginas de ratas ooforectomizadas,
cuja expressao ¢ acionada adequadamente com doses baixas de estradiol sendo inibida
por altas doses deste horménio (PEREZ-LOPEZ et al., 1993; KIM et al., 2004). Estes
achados foram reproduzidos em trabalhos mais recentes. Foi observado que, quando o
estradiol era infundido em ratas ooforectomizadas, ocorria a inibi¢do da expressdo dos
RE na vagina (PESSINA et al., 2006b) e outro estudo demonstrou também que, em altas
doses de estrogénios ocorre a supressao dos alfa receptores (BERGER et al., 2005). No
presente estudo, ndo houve correlagdo significativa entre a concentragao de estradiol € o
escore para RE. E possivel que caracteristicas individuais, provavelmente as genéticas,
sejam os fatores que determinem a expressio do RE na mulher. Potencialmente,
independente da idade a mulher, mesmo a recém-nascida, apresenta o RE expresso na
sua genitalia (HODGINS et al., 1998; MARTIN-ALGUACIL et al., 2008). Mas uma
caracteristica da relagdo concentragdo de estrogénio e RE ja esta bem estabelecida: a
acdo estrogé€nica ¢ sitio-especifica, isto €, estrogénios fracos sdo mais efetivos em
restabelecer o trofismo na vagina, enquanto o endométrio requer a acdo de um
estrogénio mais forte para o seu restabelecimento (FORSBERG, 1995). E possivel que
esta diferenca de resposta seja devido ao maior nimero e maior sensibilidade dos
receptores na parede vaginal, presentes no nucleo de células tanto estromais, como

epiteliais e no musculo liso (HODGINS et al., 1998).
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As alteragdes atroficas na parede vaginal podem cursar com dor coital o que
pode ter sido a razao para a auséncia de relagdo sexual em um ter¢o das mulheres do
grupo menopausa. Além disto, neste estudo, é expressiva a porcentagem de mulheres
com disfunc¢ao sexual em ambos os grupos (cerca de 40% das pacientes de cada grupo),
o que reforca os dados da literatura que apontam para a alta prevaléncia das disfungdes
sexuais femininas (LAUMANN et al.,, 1999; ABDO et al., 2004). E possivel que
sentimentos negativos em relagdo a condi¢do genital (prolapso) tenham contribuido para
gerar a disfuncdao sexual (BACHMANN, 1995) principalmente, no grupo menacme,
pois, ¢ conhecido o risco potencial do prolapso e da rotura perineal para o
comprometimento da fungdo sexual feminina (YIP et al., 2003; ACHTARI; DWYER,
2005). Conforme dados de outros autores, esta condi¢do, juntamente com a
incontinéncia urinaria podem levar a evitacdo sexual pelo receio de perda urindria
durante o coito (ELLERKMANN et al., 2001). Embora de forma qualitativa, isto se
confirmou no momento da avaliagdo clinica das pacientes deste grupo que verbalizaram
a espectativa de melhora na fung@o sexual apds a correg¢do cirurgica de suas alteragdes
genitais.

Trinta ¢ um por cento das mulheres no grupo menopausa e 22% no grupo
menacme nao tiveram relagdes sexuais nos ultimos 3 meses. Embora esta diferenca nao
tenha sido significativa, muito provavelmente pelo reduzido numero da amostra, ¢
conhecida a tendéncia na reducdo da freqiiéncia sexual com o avancgar da idade e apds a
menopausa, dados estes bem estabelecidos na literatura (DENNERSTEIN et al., 2002;
ABDO et al., 2004). Nesta fase ocorre uma queda substancial das concentragdes séricas
do estrogénio (BURGER, 1996) que cursa com alteracdes fisicas e psiquicas em 50%
das mulheres (GROENEVELD et al., 1993) o que concorre para a piora da fungdo

sexual (FERNANDEZ HERNANDEZ et al., 2006; MOREIRA et al., 2006; LEVINE et
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al., 2008). No entanto neste estudo, ndo foi encontrado correlacdo entre valores de
estradiol e disfungdo sexual, muito provavelmente, pela amostra insuficiente. Mas, a
sexualidade da mulher climatérica ndo ¢ influenciada somente por fatores relacionados
ao hipoestrogenismo, mas também por fatores diadicos (DENNERSTEIN et al., 2001;
HOWARD et al., 2006), psicossociais e culturais associados ao proprio envelhecimento
(DENNERSTEIN et al., 2005; DE LORENZI; SACILOTO, 2006). Em nossa populacao
de estudo, embora tenha ocorrido uma porcetagem importante de abstinéncia sexual no
grupo menopausa, conforme ja publicado por outros autores (DENNERSTEIN et al.,
2002), aquelas pacientes que tém vida sexual ativa ndo apresentam mais disfun¢do
sexual em relagdo ao grupo de pacientes mais jovens. Parece que este grupo nio prioriza
a func¢do sexual quando opta pelo tratamento cirurgico, pois, no momento da avaliagdo
clinica, a preocupagao destas mulheres foi mais focada na fungdo bioldgica, o que fala a
favor de uma melhor adaptacdo da mulher mais idosa com as modificagdes da fung¢do
sexual que ocorrem ao longo da vida. De fato, estudos mostram que a angustia da
mulher associada com a perda da sua fungdo sexual parece diminuir com o avangar da
idade (HOWARD et al., 2006; GRAZIOTTIN, 2007).

Nao houve correlagdo entre a espessura da parede vaginal e queixas sexuais genitais
no grupo menacme € nem no grupo menopausa. No dominio dor coital, especificamente, o
GRISS falhou em detectar a presenca da dispareunia no grupo menopausa, condi¢io
altamente prevalente nesta fase (BARLOW et al., 1997). Vale lembrar que o numero
reduzido da amostra pode ter influenciado o resultado embora um estudo com 223 casos
também ndo evidenciou correlagdo entre disfuncdo da genitdlia e nivel de
comprometimento sexual (YANG et al., 2008). Nao consta na literatura que a dor coital seja
uma causa de desisténcia de relagdo sexual, portanto, ndo se sabe ao certo qual o motivo da

abstinéncia sexual no grupo menopausa, mas ¢ conhecida a alta incidéncia de disfun¢io
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sexual relacionada a atrofia genital apds a menopausa (SARREL, 1990; LEVINE et al.,
2008). Além disto, aspectos individuais da expressdo sexual podem nao ter sido detectados
pelo GRISS, uma vez que a resposta sexual feminina é altamente variavel, individualizada e
contextual. Comumente, ocorrem mudangas continuas na vida da mulher relacionadas com
a idade, presenca dos filhos, duragdo da rela¢do diadica, ocorréncia da menopausa, mudanga
de parceiros entre outros. A estes, associam-se fatores culturais determinantes do
comportamento sexual especifico para cada regido. Estas multiplas varidveis confusionais
que permeiam qualquer pesquisa em sexualidade, podem causar instabilidade no escore de
instrumentos psicométricos, em especial, as dificuldades relacionais como ja demonstrado
por alguns autores (TER KUILE et al., 1999). E sabido que a qualidade e a duracdo da
relagdo diadica podem ter maior impacto na func¢ao sexual do que a condi¢do hormonal na
génese da dispareunia (DENNERSTEIN et al., 2005; FISHER et al., 2005). Entao, embora
seja reconhecida a efetividade do GRISS como instrumento psicométrico de acesso a
fungdo sexual, tanto masculina quanto feminina, vale lembrar que todas estas varidveis
podem limitar o resultado deste instrumento (SRIKRISHNA et al., 2008).

Em resumo, neste estudo, ndo houve correlagdao entre dor coital e as alteracdes
genitais anatomicas e funcionais advindas do hipoestrogenismo e do prolapso genital,
mas existem multiplas varidveis que tornam altamente complexa a interpretacdo das
pesquisas que objetivam relacionar a fungdo sexual com fatores dependentes das
concentragdes dos esterdides sexuais (BASSON, 2007).

Novos estudos sdo necessarios para definir o papel real do hipoestrogenismo e
da idade na génese das alteragdes genitais, afim de definir aspectos como a
racionalidade da reposi¢cdo hormonal, o0 momento ideal para inicia-la e a duragdo do

tratamento.
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9. CONCLUSOES

Diante do exposto acima concluimos que:

1. Ocorre aumento da espessura da parede vaginal apds a menopausa.

2. Nao ha diferenga na espessura das camadas da parede vaginal ao longo de toda a
vagina tanto na parede anterior quanto na posterior.

3. Na menopausa ocorreu espessamento da parede vaginal total a custa de aumento na
espessura da camada muscular.

4. O epitélio vaginal da camada posterior sofre maior alteragdo associada ao
hipoestrogenismo do que o epitélio da parede anterior

5. Neste estudo, mulheres do grupo menopausa com vida sexual ativa ndo apresentam
mais disfuncdo sexual do que as pacientes no menacme.

6. Nao houve associacdo entre concentracdes de estradiol, expressdo do receptor
estrogénico e espessura da parede com disfungdo sexual nas pacientes.

7. Nao ha diferenga de expressdo do receptor estrogénico entre os grupos menacme ¢
menopausa ¢ a marcagao dos receptores estrogénicos ¢ mais intensa no epitélio do

que na lamina propria
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ANEXOS

Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da pesquisa: INFLUENCIA DO ESTROGENIO NA HISTOMORFOMETRIA

DA PAREDE VAGINAL

Pesquisadores envolvidos: Liicia Alves da Silva Lara, Ana Carolina Sa Rosa e Silva.

Este texto ¢ direcionado as mulheres que serdo submetidas a procedimento
eletivo de colpoperineoplastia anterior e posterior para corre¢do de rotura de perineo e
queda de bexiga.

Esta ¢ uma pesquisa que vai estudar a presenca de uma substincia nos nervos
dos vasos sangiiineos da vagina e sua relagdo com o hormonio da mulher. Esta
substancia relaxa os vasos e permite que a vagina fique imida no momento da relagao
sexual. Conhecer a distribuicdo desta substancia na vagina ira possibilitar a descoberta
de problemas (doengas, cirurgias ou substancias quimicas) que levam ao ressecamento
vaginal durante a relagdo sexual. Para este estudo, serdo utilizados os pedagos de tecido
vaginal que sobram depois da cirurgia e que normalmente ndo sdo utilizados. Nao serd
retirado um pedago maior que o normal por causa deste estudo. Para participar desta
pesquisa voc€ terd que responder a um questiondrio sobre sua funcdo sexual e serd
colhido sangue para exames.

Tendo lido todo o texto e recebido as informacdes acima, e ciente dos meus

direitos, abaixo relacionados, eu,

, RG , registro  no

HCFMRP , concordo e desejo participar como voluntaria da pesquisa

em questdo.
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Sao meus direitos:

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
duavida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a
pesquisa para a qual sou voluntaria;

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo em qualquer fase dele sem penalizagdo alguma e sem que isso traga
prejuizo ao meu cuidado;

3. A seguranga de que ndo serei identificada e que serd mantida o carater confidencial
da informagao relacionada com a minha privacidade;

4. O compromisso de me ser proporcionada informacao atualizada durante o estudo,

ainda que esta possa afetar minha vontade de continuar participando.

Ribeirdo Preto (SP), de de 2006

Voluntaria

Dra. Lucia Alves da Silva Lara

Pesquisadora Responsavel
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Anexo 2

Golombok-Rust Inventory Sexual Satisfaction (GRISS)

QUESTIONARIO FEMININO

1. Idade:.........

2. Escolaridade:

() Primeiro grau incompleto () Primeiro grau completo
() Segundo grau incompleto ( )Segundo grau completo
() Ensino superior incompleto () Ensino superior completo

3. Situagdo conjugal:

() Unido estavel (morar junto)
( ) Casada oficialmente

() Solteira

( ) Viava

() Separada

( ) recasada

4. Tem filhos?  Sim ( ) Nao ()
5. Religido:....cceoveeveennnnne 6. Praticante: Sim( ) Nao( )
7. Trabalha? Sim( ) Nao( )

8. Renda pessoal mensal: RS....................

RESPONDA AS QUESTOES 9 A 17, PENSANDO NO SEU RELACIONAMENTO
SEXUAL:

9. Vocé ja teve relagdo sexual? Sim( ) Nao( )

Se sua resposta foi “Nao”, vocé ndo precisa continuar respondendo o questionario.
Mesmo assim, por favor, coloque-o no envelope selado e deposite-o em uma caixa de
Correio. Caso sua resposta tenha sido “Sim”:

10. Vocé tem parceiro sexual, no momento? Sim( )  Nao( )

11. Em caso negativo, hd quanto tempo vocé estd sem um parceiro sexual?
Descreva em numeros:

12. Em caso afirmativo, quem ¢ esse parceiro? Se vocé tem mais de um, marque
aquele com o qual vocé tem o maior numero de relacdes sexuais:
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Esposo( ) Noivo( ) Namorado( ) Amigo( ) Amante( )

14. Atualmente, vocé€ tem mais de um parceiro sexual? Sim( ) Nao( )

16. Vocé tem relagdes sexuais:
( ) Somente com homens
() Somente com mulheres
() Tanto com homens como com mulheres

17. Nos ultimos trés meses, com que freqiiéncia, em média, vocé manteve relacdes
sexuais?

() Nenhuma vez

() Uma a trés vezes por més

() Uma a duas vezes por semana

() Trés ou mais vezes por semana

18. Na atualidade, vocé esta tomando medicamentos para:

Diabetes Sim( ) Nao ()

Depressao Sim( ) Nao ()

Hipertensado Sim( ) Nao ()

19. Marque o(s) produto(s) e/ou item (itens) relacionado(s) abaixo, caso vocé esteja
fazendo uso de algum deles:

() pilula anticoncepcional

() Reposicao hormonal

() Viagra

20. Vocé esta gravida? Sim( ) Nao( )



QUESTIONARIO GRISS — FEMININO

INSTRUCOES:
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Leia estas perguntas com calma e decida pela resposta que melhor descreve como lem sido sua vida sexual. Faga
um X no espago correspondente. Responda todas as questdes. Se vocé niio tiver certeza absoluta de qualquer pergunta,
marque a resposta que vocé achar mais apropriada. Responda este questiondrio sem discutir qualquer pergunta com o

seu parceiro. E importante que cada pergunta seja respondida com honestidade e precisio.

Nunca

Quase

L e

AS veres

Freqiiente-
mente

Sempre

1. Vocé sente desinteresse por sexo.

2. 1Vﬂ:ﬂ:}l!‘:|::c:ﬂg.un!a:u::-s!e:n.l parceiro o que cle gosta ou nio na
relagiio sexual de vocés.

3. Existem semanas que vocé nio tem relacdes sexuais.

4. Voct fica excitada sexualmenie com facilidade.

5. Voct esld satisfeita com a quantidade de tempo que vocés
gastam nas preliminares.

6. Wocé acha que sua vagina ¢ tio apertada que o pénis de seu
parceiro nio pode entrar.

7. Vocé tenia evitar ter relagies sexuais com 0 Seu parceiro.

B. Vocé ¢ capaz de ter orgasmo com o Seu parceiro.

9. Vocé gosla de abracar ¢ acariciar o corpo do seu parceiro.

10, Wocé acha a relagiio sexual com o seu parceiro satisfatoria.

11. Vocé consegue introduzir o dedo em sua vagina sem
desconforto.

12. Voce gosta de pegar ¢ acariciar 0 pénis de seu parceiro.

13, Vocé fica tensa ¢ ansiosa quando seu parceiro quer ter
relaghes sexuais.

14. Voceé acha impossivel ter um orgasmo.

15. Vocd tem relagles sexuais mais de duas vezes por semana.

16. Voce acha dificil falar para o seu parceiro o que vocé gosta ou
nido na relagio sexual.

17. E possivel o pénis do seu parceiro entrar em sua vaging sem
desconforio.

18, Vocé sente falta de amor e afeigiio no relacionamento sexual
COM SCU parceiro.

19, Vocé gosta de ter os seus genitais tocados e acariciados pelo
Sel parceiro.

20, Vocé nega-se a ter relagdes sexuals com 0 SeU Parceiro.

21. Vocé consegue alcangar o orgasmo quando o seu parceiro
estimula o seu clitdris durante as preliminares.

22, Vocé se sente insatisfeila com a quantidade de tempo que o
scu parceiro gasta durante a relagio sexual com voce.

-23. Vocé tem se sentido insatisfeita com o que vocé faz durante a
relagio sexual

24. Voce acha que sua vagina ¢ tio apertada que o pénis de seu
parceiro nio pode penetrar muito.

25. Voce gosta de ser tocada e acariciada pelo seu parceiro.

26. A sua vagina se torna molhada durante o jogo sexual
(preliminares).

27. WocE tem gostado das relagdes sexuais mantidas com 0 seu
parceiro.

28. Vocé fracassa em alcangar o orgasmo durante a relagio
sexual.
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Anexo 3. Bulado RE alfa

Data Sheet

Estrogen Receptor
wisigm oaystarms mouse monoclonal antibody NCL-ER-6F11

owocayira

%580

Intended Use FOR RESEARCH USE OMLY

Specificity Human estrogen receplor.

Ciane 6F 11

Ig Class G

Antigen used Prokaryalic recombinant prolain comespotding to the full-length slphm foom of e estrogen

for Immunisations recepbor molacude

Hybridoma parner Mouse miyeloma (p3-NS1-Agd-1L

Preparation Lyophdised Eiue cullure supamatant contaning 15mM sodwim azide
Ruconstifute with the valums of stevile distiled walsr indcated on the vial label

Effective on frozen tissue Yea. Oplirmem fisabive Zamboni's, 10 mindes at 28°C  (sen Stofanin glal, 15867)

Effactive an paraffin wax ¥es (using the hagh lemperature antigen unmesking lechninue: sec overleal).

embedded tissue

Recommendations on use Immunohisiocharmistny:

Typlcal working diution 1:40 - 180,

High lamgerature anbgen unrmasking technigue
&0 mirafes prmany antibody incubation at 2870
Standard ABC tochmgua.

Wastem Blolting
Typica! workeng dilition 1°50 « 1-100.

Efective in indirect fow cylometry
Positive Controls Immunohisiochemisiry - Endometrium.

Western Blotting - MCE-7 call ling,
Indirect flow eytometry - MCF-T oail line.

Staining pallam Basciaar
Storage and stabill Store vnopened lyophifised antbody &t 40 Under thass conditions, there is no significant loas in
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freezing and thawing must be avoded. Prepar working dilulions on day of use

Goneral Overview
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ABSTRACT

Introduction. The sexual response depends on the adequate function of all systems related to the genital and
extra-genital organs. Physiological conditions such as menopause can interfere with sexual expression because of
central and peripheral changes. Genital effects of estrogen include vaginal trophism, lubrication, and local pleasure
sensation in the sexual arousal phase. Hypoestrogenism causes changes in the four layers of the vaginal wall that may
result in dyspareunia and a loss in the quality of the genital arousal response.

Aim. The purpose of this review is to highlight the changes in the vaginal wall caused by hypoestrogenism, its
possible relationship with dyspareunia, and its repercussions for genital arousal. Treatments for hypoestrogenism are
also discussed.

Methods. We evaluated the data available in PubMed (1982-2008) and surveyed the reference list for relevant
studies. Two reviewers analyzed the data independently. A study was considered to be of high quality if it had all three
of the following characteristics: (i) prospective design; (ii) valid data; and (iii) adequate sample size. Reviews and
experimental animal studies were also considered.

Main Outcome Measures. Normal genital morphology, hypoestrogenism and hormone replacement therapy were
the focus of the studies reviewed in this paper.

Results. Atrophy of the vaginal wall may be associated with dyspareunia and genital sexual arousal disorder, but
psychological and sociocultural aspects must also be considered. Regardless, however, local estrogen therapy is useful
in improving vaginal wall trophism and, thus, in improving the sexual response.

Conclusions. There are many possible alterations in the structure of the vaginal wall that are related to estrogen
deficiency that may require medical intervention beyond the usual strategies used to attain adequate sexual function.
Physicians should attempt to treat these alterations, and more research is needed to elucidate the physiopathology
of dyspareunia and genital sexual arousal physiology. Lara LAS, Useche B, Ferriani RA, Reis RM, Si MFS,
Freitas MMS, Rosa e Silva JC, and Rosa e Silva ACJS. The effects of hypoestrogenism on the vaginal wall:
Interference with the normal sexual response. J Sex Med **;**:**—**,

Key Words. Vaginal Wall; Estrogen; Female Sexual Function; Sexual Arousal; Dyspareunia; Menopause

Introduction vagina is seen as a tube containing only a mucosal
layer. Recently, magnetic resonance imaging has

hysicians recognize the vagina as an organ  shown alterations in the vaginal wall of postmeno-
involved in reproduction and acknowledge its  pausal subjects such as indistinguishable mucosal
susceptibility to infection, but its role in sexual  rugae, the absence of separate layers, and thicken-
pleasure is frequently neglected. In this way, the  ing of the vaginal wall [1]. Genital alterations

© 2008 International Society for Sexual Medicine J Sex Med **;****—**



related to low estrogen levels have been consid-
ered to be a potential factor leading to painful
sexual intercourse, thereby resulting in sexual
arousal disorder, although the evidence supporting
this relationship is still limited [2]. Moreover, in
addition to the effects of hypoestrogenism, effects
of other pathologies—such as vaginismus—may
also be observed. This can lead to differential diag-
noses in cases where a decrease in the quality of
sexual response or arousal phase dysfunction is
present. The objective of the present review is to
provide information about morphological and
functional aspects of the ultrastructure of the
vaginal wall components and possible alterations
in these features under hypoestrogenic conditions,
in an attempt to elucidate causes for pain in sexual
intercourse. In addition, this review seeks to estab-
lish how vaginal wall components and hypoestro-
genic conditions are related to genital sexual
arousal dysfunction, and thus also suggest possible
therapeutic responses.

Materials

Characteristics of the normal vaginal wall, as well
as the anatomical changes associated with estrogen
deficiency, the functions of the vaginal wall, the
physical repercussions of estrogen deficiency,
impairment of sexual arousal, and the outcomes of
estrogen therapy are discussed in this review. The
images we present in this paper were obtained
from our Department (unpublished data), where
we followed the guidelines from the Oxford
Center for Evidence-Based Medicine. We evalu-
ated the data obtained from PubMed (1982-2008)
after a search for clinical trials, meta-analyses,
clinical practice guidelines, and surveys related to
vaginal atrophy in postmenopausal women and to
the influence of genital estrogen. Other studies,
such as retrospective investigations, reviews, and
expert opinions, were also considered, as were
studies conducted with rodents and other experi-
mental models. Two reviewers analyzed the data
independently, and a study was considered to be of
high quality if it had all three of the following
characteristics: (i) prospective design; (ii) valid
data; and (iii) adequate sample sizes.

Female Genital Sexual Arousal and Vagina
Wall Morphology

The female sexual response has recently been
reviewed [3-7], and its phases, such as affectivity,
desire, excitement and orgasm, have been

J Sex Med **;x+x+*
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described. However, information on this topic is
still limited because of cultural and ethical issues
that restrict scientific research, limiting the com-
prehension of genital anatomy and sexual physiol-
ogy [8]. The sexual arousal phase involves central
mechanisms, including thoughts, dreams and
fantasy; extragenital mechanisms [9]; and genital
mechanisms—such as engorgement of the labia
minora, clitoris, and vagina through neural mecha-
nisms mediated by neurotransmitters and neu-
ropeptides [7,10]. The end point of the sexual
arousal phase in women is vaginal lubrication [11].

The mechanisms of peripheral excitement are
complex [12,13]; they mainly involve modulation
of the erectile tonus of the cavernous tissue and the
vaginal smooth muscle [14], as well as vascular
dynamics that are involved in the events occurring
between arousal and orgasm.

Female sexual arousal disorder may be
expressed as a lack of subjective excitement, genital
lubrication/swelling, or other somatic responses
[15], and can be associated with psychological
factors, genital alterations, or a combination of
both [16]. Changes in the vaginal wall caused by
low estrogen levels are often associated with sexual
discomfort and pain [17-20]. This requires medi-
cal attention and, in these cases, it is critical to
provide better medical care to promote female
genital health for a healthy sex life. Therefore, it is
important to gain a better understanding of the
vaginal anatomy and physiopathology of estrogen
deficiency and its effects on the vaginal wall [21].

The vaginal wall is composed of a stratified
squamous epithelium, a lamina propria, a smooth
muscle layer, and adventitia that are under the
control of estrogen [22,23] (Figure 1).

In the lumen of the vagina, a thin fluid film
separates the vaginal walls, which lubricates them
and prevents them from fusing. The vaginal wall
structure is preserved by estrogen action from the
activation of estrogen receptor-alpha (ER-alpha)
and estrogen receptor-beta (ER-beta) [24]. There
seems to be specific tissue sites for the distribution
and expression of these receptors [25]. Immuno-
histochemical analyses show that the epithelial
cells contain the highest number of nuclear estro-
gen binding sites of any genital structure and, as
demonstrated by other authors [26], ER-alpha
density decreases from the outer to the inner
vagina wall layers and from the vaginal fornix to
the vaginal introitus. ER-alpha can be strongly
expressed in the epithelium, but it must first be
activated by stromal ER-alpha before it can be
expressed. These receptors are indirectly respon-
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Figure 1 Photomicrograph of the middle third section of
anterior vaginal wall. Arrows point epithelium, head arrows
point muscular layer, and the lamina propria is between
them. Masson’s trichrome. Scale bar = 200 um (Lara et al.
unpublished data).

sible for the epithelial proliferation, maturation,
and stratification under control of estrogen action
[27]. Pre- and postmenopausal women have both
types of receptors in the vaginal wall; though after
menopause, there is a substantial drop in ER-beta
levels that is not restored by estrogen replacement
therapy [28,29].

In normal rats, estradiol has a hyperplasic effect
in the vaginal epithelium and the muscular layer
[30]. Estradiol infusion promoted an increase of
epithelial thickness and partially restored the
muscularis layer in ovariectomized rabbits [23]. In
women, the estrogen action includes maintenance
of epithelial thickness, vaginal smooth muscular
layer bundle density, blood vessels, and nerve
ending morphology and density [31]. The anterior
vagina wall is more densely innervated than the
posterior wall mainly in its distal segment [32].

In the muscular layer there are cells that had all
characteristics of Cajal cells. They function as a
pacemaker discharging electric waves and signal-
ing the smooth muscle to contract. These waves
spread along the smooth muscle cells from the
proximal to the distal segment of the vaginal wall
[33,34]. Mainly in this distal segment, the thick-
ness of urethrovaginal space is directly correlated
to the ability to achieve orgasm. The urethrovagi-
nal space is thinner in women that suffer from
vaginal orgasmic dysfunction [35]. In the extracel-
lular matrix, ER-alpha and ER-beta are present in
the nuclei of cells and are the targets for the action
of sexual steroids [36]. In the extracellular matrix
and surrounding smooth muscle bundles, there are
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fibroblasts that are responsible for collagen pro-
duction, which are also modulated by estrogen
action [36]. Collagen and other substances such as
proteoglycans macromolecules confer elasticity
and resilience to tissues [37].

In the lamina propria, estrogen leads to vasodi-
latation by stimulating the production of prosta-
cyclin [38,39]. In the uterine vessels of animal
models, estrogen controls the expression of nitric
oxide (NO) [40] and other neurotransmitters, such
as vasoactive intestinal peptides that are involved
in the vascular and nonvascular smooth muscle
relaxation of the vaginal wall that are critical to
improve blood flow [20,41]. It has been demon-
strated that in postmenopausal women, estrogen
therapy improves blood flow to the clitoris [42]. In
the muscular layer of the rat vagina, estrogen also
controls the rate of apoptosis of smooth muscle
cells [19]. In addition, estrogen modulates the
expression of numerous genes involved in the
immune response and the expression of many
other factors, such as other neurotransmitters, ret-
inoids, and epidermal growth factor, which inter-
act in maintaining the trophic condition and
moisture levels of the vagina [43,44]. In the epi-
thelial and muscular layer of the rat vagina there
are membrane proteins, the aquaporins that form
the aquaporin water channels involved in water
and solutes transportation in the vaginal epithe-
lium [45,46]. This phenomena seems to be
involved in vaginal lubrication [46].

Vaginal wall trophism can be evaluated for hor-
monal and morphological assessments through
vaginal and cervical smear analyses. In atrophic
conditions, the smear pattern shows a predomi-
nance of parabasal cells. Additionally, the cytohor-
monal pattern on vaginal smears correlates well
with the vaginal wall response to hormonal
therapy [47].

Low Estrogen Levels and Vagina Wall Alterations

Morphofunctional variation of the vaginal wall
occurs throughout life in response to estrogen,
with a close relationship between trophic state and
the levels of this hormone [48]. Histological analy-
ses from the epithelium demonstrate vaginal epi-
thelial cell decreases [48]. Cytological analysis
shows a low number of superficial cells and an
increased number of basal and parabasal layer cells
[49]. Biochemical analysis has shown that a
decrease of Lactobacillus flora and an increased
vaginal pH [18,50] cause a predisposition to infec-
tion. These conditions also cause smooth muscle
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bundles to become thinner and less common;
blood vessels and nerves to become less common;
and collagen type I to become reduced in the
extra-cellular matrix [51,52]. Hypoestrogenism
also leads to changes in the cell morphology and in
the extracellular matrix mainly through globular
actin (G actin) alterations. G actin is present in the
cell cytoplasm in the form of parallel filaments or
a filament network, and, as a component of the
cytoskeleton, it determines cell rigidity and its
compressive status in response to a stimulus [53]. It
is part of the intercellular connection, acting as a
connective element in the maintenance of cell
binding that permits intercellular exchange. In the
smooth muscle cells, estrogen deficiency leads to
mitochondrial degeneration, morphological alter-
ations, and a decrease in sarcolema digitiform pro-
cesses. In the intercellular space, this also leads to
an increased deposition of collagen II and pro-
teoglycans, which are small molecules in the
matrix that surrounds muscle fibers [54]. These
proteoglycans interact with collagen and elastic
fibers, creating a dense network that provides
more adherence among fibers and less flexibility in
the vaginal tissues [55].

The clinical appearance of these alterations is
the gradual loss of vaginal wall rugosity, shorten-
ing and reduced elasticity [17,50], mucosal pale-
ness, dryness, and diminished lubrication [56].

In the absence of estrogen, mechanisms essen-
tial to vaginal lubrication are significantly reduced
[11,57]. These are controlled by interdependent
psychic, neural, and tissue mechanisms that
include vasodilatation, increased epithelial per-
meability, and reduce tissue resistance. Excitatory
stimuli—such as caresses, visual stimuli, and
stimulation of the pelvic nerves and sensitive nerve
endings—promote dilatation of the vaginal wall
vasculature [58]. This leads to an increased vascu-
lar pressure and a reduction of vaginal smooth
muscle tonus that results in genital engorgement
and favors lubrication [57,59]. These effects are
mediated by neurotransmitters, such as vasoactive
intestinal peptides, NO and hormones, particu-
larly estrogen [41,60]. Both vasodilatation and the
relaxation of vaginal smooth muscles are con-
trolled by both the sympathetic and parasympa-
thetic autonomic nervous systems.

Another important factor in the mechanism of
lubrication is related to the phenomenon of cell
adhesion and to the quality of the extra- and inter-
cellular medium. The intercellular junction (tight
junction [T7]) is a multi-protein complex located at
the apical contact between epithelial and endothe-
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lial cells that, in addition to binding, forms a
channel permeable to intercellular exchange [61].
The binding between smooth muscle cells is
mainly accomplished by G actin, a structural
element of cellular exchange and fusion [62]. At
this point, the process of vaginal lubrication is
related to the rate of resistance of the intercellular
apical junction (Ryy) and of the intercellular space
(Ruis) existing at the base of the cell juxtaposed on
the basal lamina. The basal lamina corresponds to
the occlusive capacity of the junctional complex
and determines epithelial permeability [53]. In
the hypoestrogenic condition, Ry and Ry are
increased [53,63], though this effect is less impor-
tant than the effect of capillary blood pressure on
Riss, despite the fact that both act together to
promote increased lubrication. This occurs as
follows: the psychic component of the sexual
arousal phase is related to the central nervous
system, which stimulates the perception of excita-
tion [64]. This is reflected in the genital region as
the engorgement of the labia minora and clitoris
by increased blood flow in this region [65]. These
phenomena lead to increased blood pressure in the
local microvasculature that, in association with
adequate intercellular and matrix resistance,
induces the extravasation of droplets through the
epithelium. This extravasation is a transudation
mechanism in the vaginal mucosa. In the vaginal
lumen, this transudate is mixed with the cervical
mucus that is composed of endometrial and ovi-
ductal fluids and the mucus from the cervical ves-
tibular glands [66,67]. This fluid increases vaginal
lubrication [68] that is critical for painless sexual
intercourse. Currently, definitions of arousal dis-
order and dyspareunia focus on genital events that
may correlate with poor genital congestion.
However, according to some authors, it is neces-
sary to redefine this term if dyspareunia—which
includes pain during vaginal entry attempts as well
as pain during intercourse—is related to vaginal
atrophy [69,70]. Beyond dryness and atrophic
changes in the vaginal wall, low estrogen levels
also lead to hyperplasia of terminal nociceptor
nerve fibers that react with pain to touch caused by
hypersensitivity [71]. In adult women, the use
of low dose of estrogen causes vulvar vestibulitis
beyond the others possible factors, by provoking
an inflammatory cytokine elevation in the vestibu-
lar epithelium and through their interaction with
hormone receptors in the vestibule that may lead
to mucosa alterations and dyspareunia [72,73].
The fear of pain can reduce genital and subjective
sexual response in women with and without sexual
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problems [74]. Many studies confirm the link
between decreased levels of estrogen and an
increase in pain with intercourse caused by
decreased vaginal blood flow, decreased vaginal
lubrication, and deficient vaginal relaxation caused
by loss of elasticity [18,75,76]. These conditions
impair the sexual response, mainly in the arousal
phase. However, according to Laan etal. (2001)
[77], complaints of vaginal dryness and dyspareu-
nia should not be attributed only to vaginal
atrophy associated with menopause, but are
instead a manifestation of problems with sexual
arousal. Recently, a review from the same authors
concluded that, although changes in anatomy and
physiology of the genitals occur in postmeno-
pausal women, they preserve their genital response
when sufficiently stimulated, and dyspareunia is
linked to another condition [78]. This suggests
that relationship factors are more important than
hormonal levels of women’s sexual function [79].
In particular circumstances, like bed relationships
between partners, these additional events can cul-
minate in sexual problems. As such, the link
between dyspareunia and genital atrophy remains
controversial.

Hormone Therapy: Vaginal Wall Response

Previous studies have shown that 10-25% of
women on oral hormone replacement therapy
report persistent complaints of vaginal dryness and
dyspareunia [80]. Local estrogen therapy has been
shown to be sufficient to ameliorate pain during
intercourse [81]. The topical use of estrogen
reverses vaginal wall atrophy ata dose 10% to 15%
lower than that used endogenously [82]. Studies
have also shown that symptoms of vaginal dryness
and hot flashes improved and vaginal pH was
reduced in women in late postmenopause after
treatment with topical estrogen [83,84].

Estrogen administered vaginally in prepara-
tions of creams, pessaries, tablets, and the estra-
diol vaginal ring [85] generally reaches adequate
levels in all layers of the anterior and posterior
vagina walls, with good local response and with
significant plasma and endometrial levels [84,86—
88]. In some cases, local hormone therapy may
be specifically required when systemic estrogen
administration does not improve genital com-
plaints. This suggests the existence of isoforms of
estrogen receptors in the vaginal wall with lower
stability and activity, leading to inadequate estro-
gen activity [29]. Thus, oral estrogen therapy
should not be indicated based exclusively on
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genital symptoms, as local hormonal therapy can
provide satisfactory effects with fewer systemic
side effects [50].

According to Gorodeski, estrogen replacement
therapy over a short period of time reduces inter-
cellular space resistance and facilitates fluid flow
through the epithelium [53]. It has been observed
that constant exposure to estrogen promotes the
saturation of its receptors, resulting in a reduction
of sensitivity [63]. This suggests that the use of
topical estrogen for long periods of time limits
its action, a fact of great importance for clinical
practice.

It has not been determined how long estrogen
therapy should be continued [89], but topical
vaginal estrogen treatment may consist of a daily
loading dose for 2 weeks followed by a reduced
frequency of application to one to three doses per
week [50]. When there is no consensus about the
duration of estrogen therapy, individual tendencies
should be taken into consideration. The therapeu-
tic response to topical estrogen, pessaries, and rings
seems to be equivalent in terms of improving
vaginal symptoms. Based on comparisons of the
efficacies of estrogen creams and vaginal rings, both
demonstrated comparable effects on relieving
vaginal dryness and dyspareunia, promoting reso-
lution of atrophic signs, improving vaginal mucosal
maturation indices and reducing vaginal pH [84].
In a comparison of the efficacies between estradiol-
releasing (6.5 to 9.5 ug per 24 hours) vaginal rings
and 0.5 mg estriol vaginal pessaries, both were
equally effective at restoring the vaginal pH to
normal levels and restoring epithelium trophy [90].

Tibolone significantly improvesgenital circula-
tion and provokes an increase in the frequency of
sexual events in postmenopausal women who com-
plain of sexual problems [91,92].

Other controversial options are promestriene (3
propyl-ether-17 beta-methyl-ether of estradiol),
which stimulates vaginal epithelium proliferation,
but has no effect on the endometrium [93], and
sildenafil, which has a positive effect in a limited
group of women (those with arousal problems)
[94], possibly because of he higher expression of
phosphodiesterase (PDE) isoforms than the PDE
type 5 that is involved in the maintenance of the
normal function of various tissues of the human
body including genital tissue [95].

Vaginal bleeding and breast pain are reported as
adverse effects associated with vaginal estrogen
therapy [96]. Reports of the significance of these
effects are contradictory, and the use of progester-
one in order to block these effects is not indicated
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Table 1 Estrogen preparations currently available for clinical use
Estrogen preparation Presentation Concentration Dose
Estradiol [101,102] Cream 0.1 mg/g Initial: 2—4 g/day
Maintenance: 1.0 g/day
Conjugated estrogen [101,102] 0.625 mg/g 0.5-2 g/day three times a week, off 1 week
Estriol [103] 0.5t0 1.0 mg Initial: 1 to 2 mg once daily for 2 weeks.
Maintenance: Two times weekly
Estradiol Ring [104] 2 mg. Releases: 7.5 pug/day
Estradiol acetate 12.4 mg Releases 50 ng/day
24.8 mg Releases 100 pg/day
Estradiol hemihydrate Tablet 25.8 ug Initial: One tablet/day for 2 weeks

Maintenance: One tablet two times a week

when low-dose estrogen is administered locally for
vaginal atrophy [85].

The regular use of a vaginal lubricant should be
recommended [97], and regular sexual activity
should be encouraged in order to maintain vaginal
health even when local estrogen therapy is con-
traindicated, such as in patients with breast cancer
[98,99]. Some lifestyle advice about weight,
alcohol, smoking, exercise, and diet should also be
provided [100].

A list of vaginal estrogen products for the treat-
ment of vaginal atrophy is found in Table 1 [101-
104].

Conclusion

This review shows that genital alterations related
to low estrogen levels in the vaginal wall are rel-
evant for a better understanding of the physiopa-
thology of dyspareunia and its role in the genital
sexual arousal phase. Maintaining sexual activity is
important [71], but not sufficient for maintaining
vaginal trophism, as it does not have the angio-
genic effect that is required to maintain healthy
tissue. Additionally, many genes, such as those that
control immune mechanisms, growth factors,
interleukins, and other factors related to vaginal
wall integrity, require normal estrogen levels for
expression. Thus, local hormone therapy should
be used to improve vaginal wall trophism [105].
Further research is required to establish relevant
guidelines, such as the length of time for which
estrogen therapy should be used based on histo-
logical controls, and how to determine what pro-
cedure should be used to follow up. In conclusion,
there is an abundance of evidence to establish the
links between hypoestrogenism, dyspareunia and
genital sexual arousal disorder.
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