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RESUMO

O prolapso de o6rgaos pélvicos (POP) em porcas € uma condicdo complexa e
multifatorial com impacto significativo sobre a produtividade e a mortalidade na
suinocultura mundial e se apresentam com 3 niveis (POP1, POP2, POP3) de score
perineal. Embora diversos fatores de risco ja tenham sido descritos, a etiopatogenia
completa do POP ainda ndo esta totalmente elucidada. Assim, este estudo teve
como objetivo investigar a associagao entre alteragées morfolégicas do perineo e a
ocorréncia de POP em porcas. Para isso, foram avaliados macroscopicamente e
microscopicamente os musculos: coccigeo, levantador do anus, constritor da vulva,
esfincter anal externo (partes superficial e cutanea) de 15 fémeas suinas da
linhagem Landrace + Large White todas da terceira ordem de parto. Dentre essas,
trés nao apresentavam POP, duas foram classificadas como POP1, duas com
POP2, e oito com POP3. Adicionalmente para 2 animais sem POP e outros 2
animais com POP3, a ultraestrutura dos musculos constritor da vulva e esfincter anal
externo (porgao superficial) foi avaliada em quatro fémeas, sendo duas com POP3 e
duas sem POP. E esses mesmos musculos também foram analisados por imuno-
histoquimica para reatividade ao colageno tipo |. As analises macroscopicas
revelaram aumento progressivo de tecido adiposo associado a atrofia e perda de
fibras musculares em porcas com POP, especialmente nos musculos constritor da
vulva e esfincter anal externo, alteragées que se identificaram conforme a gravidade
do prolapso. Nao houve diferenca estatistica na espessura dos musculos avaliados
entre fémeas com ou sem POP. A analise ultraestrutural evidenciou alteracdes nas
fibras musculares, sugerindo comprometimento estrutural dos musculos perineais.
Na imuno-histoquimica, observou-se redug¢ao da porcentagem de colageno tipo | nos
musculos de fémeas POP3 em comparagdo as sem prolapso. Esses achados
indicam que o enfraquecimento e a atrofia dos musculos do perineo, particularmente
do musculo constritor da vulva, podem contribuir para a ocorréncia do POP.
Contudo, sédo necessarios estudos adicionais para elucidar a relacdo causal entre as
alteracdes observadas e o desenvolvimento do prolapso. Este estudo contribui de
forma relevante para a compreensao das bases morfolégicas do POP em suinos e
fornece subsidios para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas
mais eficazes.

Palavras-chave: Anatomia veterinaria; Histologia veterinaria; Musculos perineais;
Perineo; Suinocultura.



ABSTRACT

Pelvic organ prolapse (POP) in sows is a complex and multifactorial condition that
has a significant impact on productivity and mortality in swine production worldwide
and is classified into three levels (POP1, POP2, POP3) based on the perineal score.
Although several risk factors have already been described, the complete
etiopathogenesis of POP has not yet been fully elucidated. Therefore, the aim of this
study was to investigate the association between morphological changes in the
perineum and the occurrence of POP in sows. For this purpose, the following
muscles were evaluated macroscopically and microscopically: the coccygeus, levator
ani, constrictor vulvae, and the external anal sphincter (superficial and cutaneous
parts) from 15 female pigs of the Landrace + Large White lineage, all in their third
parity. Among these animals, three had no POP, two were classified as POP1, two
as POP2, and eight as POP3. Additionally, for two animals without POP and two
animals with POP3, the ultrastructure of the constrictor vulvae and the external anal
sphincter (superficial portion) was evaluated in four females, two with POP3 and two
without POP. These same muscles were also analyzed by immunohistochemistry for
reactivity to type | collagen. Macroscopic analyses revealed a progressive increase in
adipose tissue associated with atrophy and loss of muscle fibers in sows with POP,
particularly in the constrictor vulvae and external anal sphincter muscles, changes
that became more evident with increasing severity of the prolapse. There was no
statistical difference in the thickness of the evaluated muscles between females with
and without POP. Ultrastructural analysis demonstrated alterations in muscle fibers,
suggesting  structural impairment of the perineal muscles. In the
immunohistochemical analysis, a reduction in the percentage of type | collagen was
observed in the muscles of POP3 females compared with those without prolapse.
These findings indicate that weakening and atrophy of the perineal muscles,
particularly the constrictor vulvae muscle, may contribute to the occurrence of POP.
However, additional studies are necessary to elucidate the causal relationship
between the observed alterations and the development of prolapse. This study
provides relevant contributions to the understanding of the morphological basis of
POP in swine and offers support for the development of more effective preventive
and therapeutic strategies.

Keywords: Veterinary anatomy; Veterinary histology; Perineal muscles; Perineum;
Swine production.
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1. INTRODUGAO GERAL

Quando se analisa os animais domésticos sabe-se que a saida da pelve se
encontra obliterada por divisdes musculofasciais, os denominados diafragmas
pélvico e urogenital (DYCE, et al., 2016; KONIG & LIEBICH, 2016).

Sobre o diafragma pélvico sabe-se que esse oclui a saida na altura do anus e
encontra-se composto por musculos estriados esqueléticos, o coccigeo e o
levantador do anus, os quais estdo envolvidos pelas fascias pélvicas parietal e
visceral (SCHALLER, 1999; DYCE et al., 2016). Nos suinos, o musculo coccigeo se
origina da espinha isquiatica e se insere da primeira a quarta vértebra caudal, e o
musculo levantador do anus também se origina da espinha isquiatica ou ligamento
sacrotuberal lateral, e acaba se fixando no musculo esfincter anal externo e entre a
segunda e quinta vértebra caudal (DYCE et al., 2016; KONIG & LIEBICH, 2016).
Destaca-se o fato do musculo levantador do anus quando esta ativado e contraido
acaba gerando o estreitamento da por¢gdo caudal da cavidade pélvica, que exerce
pressao sobre a uretra, e assim contribui para o complexo fechamento da uretra
(AUGSBURGER & EGGENBERGER, 2005).

Por sua vez, o diafragma urogenital € uma estrutura menos evidente, com
musculatura mais delgada e predominancia de fascias (DYCE et al., 2016; KONIG &
LIEBICH, 2016). Situa-se na parte ventral da regido perineal e possui musculos
como o isquiouretral, o constritor do vestibulo e o constritor da vulva,
desempenhando papel crucial no suporte e na ancoragem dos 6rgaos pélvicos, tais
como vesicula urinaria, reto, utero, vagina e vestibulo vaginal (DYCE et al., 2016).
Cita-se, por exemplo, que o musculo constritor da vulva o qual faz parte do musculo
bulboesponjoso, possui origem da parte superficial do musculo esfincter anal
externo e se fixa nos labios vulvares (SCHALLER, 1999).

Tal regido perineal é definida como parte do tronco ventral ao diafragma
pélvico que consiste em um espaco triangular com os mesmos limites que a abertura
inferior da pelve. Musculos perineais nessa regido englobam, o musculo esfincter
anal externo, o qual nos animais encontra-se subdivido em parte cutanea, parte
superficial e parte profunda, sendo todos originados do musculo levantador do anus
(SCHALLER, 1999). Ademais, tem-se na regido perineal as fascias pélvicas, cuja

porcao visceral esta localizada abaixo do periténio circundando o diafragma pélvico
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e suportando os 6rgaos, e sua porgao parietal fixa o assoalho pélvico permitindo a
passagem de vascularizagdo e inervagao no local (SILVA et al., 2021). Nesse
contexto salienta-se que ligamentos originados de pontos de condensacéao de tecido
fibroso em tais fascias participam ativamente do suporte das visceras pélvicas
(SILVA et al., 2021).

No caso dos prolapsos de 6rgaos pélvicos (POP) estes decorrem da flacidez
do diafragma urogenital e/ou pélvico, que, associada ao relaxamento, distensao
uterina e aumento da pressao na cavidade pélvica, desencadeiam a protrusdo de
orgaos pelvicos, tais como vesicula urinaria, reto, vestibulo vaginal e vagina
(D’ALLAIRE et al., 1991; ALBERTON et al., 2017).

Além das porcas existem também relatos de POP em diversos animais, tais
como coelhas, ovelhas, primatas nao-humanos (babuinos, micos de cheiro e
macacos Rhesus), vacas, cabras, cadelas, gatas e bufalas (ALVES et al., 2013;
CUNHA et al.,, 2021; LI et al.,, 2023). Com ovelhas apresentando expressiva
ocorréncia de prolapsos com 44,6% a partir de casos reprodutivos, seguido das
vacas que apresentam 10% de casos com prolapsos, e as cabras com poucos,
apenas 1,5% (ALVES et al., 2013). Mas, o que se percebe é que ao contrario do
aumento significativo de casos de POP em matrizes suinas a incidéncia desta
enfermidade em outras espécies pecuarias tem sido relativamente baixa, variando
de menos de 1% para vacas e entre 1 a 6% em ovelhas (KIEFER et al., 2021;
BHATIA et al., 2023).

O POP ¢é uma das principais causas de mortalidade em matrizes suinas e é
amplamente reconhecido como uma condigdo multifatorial (HARSHAMN et al.,
2024). Nos Estados Unidos, a prevaléncia de POP aumentou significativamente
entre 2008 e 2016, com crescimento estimado em 300% (ALBERTON et al., 2017,
PITTMAN, 2017; SUPAKORN et al., 2017), tanto que desde 2013/2014 essa
enfermidade tornou-se uma preocupacao crescente na industria suina do pais
(HARSHMAN et al., 2023).

Essa condi¢cdo tem levado ao descarte precoce de matrizes, resultando em
impactos econdmicos substanciais e em prejuizos ao bem-estar animal, tais como
apatia, dor e prostracéo. O POP figura entre as trés principais causas de mortalidade
de porcas atualmente nos EUA (HARSHMAN et al., 2023) e é responsavel por 25 a
50% das mortes em algumas granjas (PITTMAN, 2016). Em 2018 estimou-se em
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104 granjas comerciais norte-americanas que 21% das mortes de matrizes
estivessem associadas ao POP (ROSS, 2019).

Entretanto essa tendéncia ndo se restringe aos EUA, sendo observada em
granjas da Europa e do Brasil (ROSS, 2019; SCHWERTZ et al., 2021; BHATIA et al.,
2023). Na Espanha, por exemplo, relatou-se a remoc¢ao de 0,8% das fémeas por
prolapsos em um universo superior a 155.000 matrizes (ILDA et al., 2018). No Brasil,
dados de necropsias indicaram que 28% das mortes relacionadas a patologias
reprodutivas estavam associadas a prolapso uterino (16/132; 12,1%) e a prolapso
vaginal ou vaginal e retal (9/132; 6,8%) (SCHWERTZ et al., 2021). Mais
recentemente, em duas granjas do Sul do pais, foram registradas incidéncias de
POP de 2,22% e 3,63% (WALTRICH et al., 2022).

A condicdo é particularmente frequente em matrizes com determinadas
linhagens genéticas (SUPAKORN et al., 2017), sobretudo em porcas primiparas nos
dias que antecedem o parto, periodo denominado periparto. Na suinocultura, esta
diretamente relacionada ao desempenho reprodutivo das matrizes, incluindo a
frequéncia de partos e o numero de leitdes vivos por leitegada (GARBOSSA &
MURO, 2020).

Essa problematica assume maior relevancia quando se considera que uma
matriz suina deve produzir aproximadamente quatro partos para compensar 0s
custos de aquisicdo e alimentagdo (PINILLA & LECZNIESKI, 2010). Assim,
considerando-se uma fémea com peso corporal médio de 220 kg e valor de mercado
de R$ 6,75/kg, o custo unitario de cada reprodutora alcanga R$ 1.485,00. Em uma
granja com 1.200 matrizes e incidéncia anual de POP de 2%, o descarte de 24
fémeas representaria perda direta de R$ 35.640,00 (HECK, 2022). A esse valor
somam-se ainda os prejuizos decorrentes da perda de leitegadas, do uso das
instalagdes, da ragdo consumida, da mao de obra empregada e de eventuais
tratamentos realizados (SUPAKORN et al., 2017; HECK, 2022).

No cenario brasileiro, outro fator agravante € que cerca de 30% das matrizes
produzem apenas uma leitegada, e entre 40—60% sao removidas antes do terceiro
parto, resultando em plantéis compostos majoritariamente por fémeas primiparas ou
de segunda ordem de parto, naturalmente menos produtivas (ULGUIM et al., 2013).
O descarte de matrizes, independentemente da causa, envolve custos adicionais

relacionados a reposigdo, manejo e perda de receita proveniente da produgéo de
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leitdes (LESSKIU et al.,, 2011). Assim, um dos grandes desafios da suinocultura
industrial moderna é reduzir a remogao precoce de matrizes, o que tem motivado
investimentos voltados a homogeneizagao imunoldgica dos plantéis (LESSKIU et al.,
2011).

Os prolapsos de 6rgaos pélvicos caracterizam-se pela perda de suporte da
cavidade pélvica, culminando no deslocamento caudal anormal de estruturas como
bexiga, vestibulo vaginal, vagina, utero e/ou reto, com protrusdo pela vulva e/ou
anus (ROSS, 2019; CUNHA et al., 2021; BHATIA et al., 2023). Apesar do aumento
no numero de estudos investigando a ocorréncia e os fatores associados ao POP
em suinos, as razbes para seu crescimento permanecem incompletamente
compreendidas, havendo lacunas quanto aos seus mecanismos bioldgicos
subjacentes (HARSHMAN et al., 2023; KIEFER et al., 2021).

Sabe-se contudo que o POP resulta de uma sindrome multifatorial cuja
etiologia ndo estd completamente elucidada (ROSS, 2019). A condicédo esta
associada a perda da contracdo muscular e a reducdo da massa do assoalho
pélvico (KRAMER et al.,, 2006), bem como a lesdes em ligamentos, tecidos
conjuntivos ou nervos pélvicos (ASHTON-MILLER & DELANCEY, 2007), flacidez do
diafragma urogenital, relaxamento e distensdo uterina e aumento da presséo
intrapélvica (D’ALLAIRE et al., 1991). O diafragma urogenital exerce papel
fundamental na contencdo caudal da abertura pélvica, sustentando alguns dos
orgaos urinarios e genitais frente a tragdo cranial durante a gestacdo e ao
deslocamento caudal no momento do parto (DYCE et al., 2016).

Diversos fatores de risco ja foram descritos em porcas, incluindo dietas com
concentragdes insuficientes de fibras, ordem de parto, condigdo corporal, genética,
doengas concomitantes, micotoxinas, ingestdo hidrica e comprimento da cauda
(OLIVIERO et al., 2009; ROSS, 2019). Nesse contexto, desde 2019, a avaliacédo do
escore perineal tem sido empregada como ferramenta preventiva, categorizando o
grau de protrusdo e intumescimento da regido perineal e vulvar em trés niveis,
auxiliando na identificagdo precoce de matrizes sob maior risco (ROSS, 2019). Esse
método vem sendo utilizado no final da gestagdo para investigar possiveis
diferencas fisioldgicas entre fémeas com distintas pontuacdes perineais, levantando
a hipdtese de que tais variagdes reflitam alteragdes subjacentes que precedem o
desenvolvimento do POP (KIEFER et al., 2020).
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Apesar de sua aplicabilidade pratica, essa avaliagéo é subjetiva e apresenta
elevada variabilidade interobservador, reforcando a necessidade de sistemas
padronizados, semelhantes aos utilizados na medicina humana desde 1996,
baseados em medidas anatébmicas reprodutiveis a partir do himen (MORENO et al.,
2021). Dessa forma, torna-se essencial aprofundar o conhecimento sobre os
mecanismos envolvidos no POP e desenvolver estratégias eficazes de mitigagao
(KIEFER et al., 2021).

Assim nesta Tese procuramos avaliar os aspectos morfofisiolégicos de alguns
musculos dos diafragmas pélvico e urogenital de matrizes suinas a fim de contribuir
para o estudo da morfofisiologia animal, bem como oferecer subsidios para
posteriores pesquisas acerca do topico de prolapso de 6rgaos pélvicos em porcas.

No primeiro capitulo fornecemos uma robusta revisdo de literatura com
hipéteses acerca do assunto de POP em porcas. No segundo capitulo realizamos a
descricdo mascroscopica de alguns grupos musculares envolvidos nas regides de
diafragmas pélvico e urogenital levantando possiveis correlagbes para os casos de
prolapsos. E por fim no ultimo artigo realizamos as analises macro e microscopicas e
ultraestruturais de musculos dos diafragmas de porcas sem e com os trés gradis de

POP e analise imuno-histoquimica da concentragao de colageno tipo 1 em tais.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Investigar a associagao entre alteragbes morfolégicas do perineo e a

ocorréncia de prolapso de 6rgaos pélvicos em porcas domésticas.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar os parametros anatdmicos macroscopicos do perineo em porcas.

Descrever e comparar as alteragdes macroscopicas associadas aos
diferentes graus de prolapso de 6rgaos pélvicos.

Avaliar histologicamente os musculos dos diafragmas pélvico e urogenital e
0s musculos perineais em porcas com distintos graus de prolapso, em comparagao

com porcas higidas.
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Quantificar a area e a largura das fibras musculares da regido dos diafragmas
pélvico e urogenital em porcas com diferentes graus de prolapso, comparando-as
com porcas higidas.

Avaliar a ultraestrutura de musculos tanto perineais quanto da regido do
diafragma urogenital em porcas higidas e com prolapso grau 3.

Quantificar, por imuno-histoquimica, a concentragdo de colageno tipo | de
musculos tanto perineais quanto da regido do diafragma urogenital em porcas

higidas e com prolapso grau 3.

3. RESULTADOS DA TESE

Os resultados da presente tese serdo apresentados na forma de trés artigos

cientificos distintos.

3.1 Artigos

Neste item serdo apresentados os seguintes artigos intitulados:

- ARTIGO 1. “Prolapso de érgéos pélvicos em matrizes suinas: Revisao de
literatura”

- ARTIGO 2. “Anatomical description of the perineum in sows: is there a
relationship with pelvic organ prolapse?”

- ARTIGO 3. “Macroscopic and microscopic, ultraestrutural and type | collagen
expression evaluation in perineal skeletal muscles of sows with pelvic organ

prolapse”
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Aline de Marco Viott >

RESUMO: O prolapso de orgaos pélvicos (POP) ¢ uma das principais causas de
mortalidade em matrizes suinas e ¢ considerado um problema multifatorial, cuja etiologia
ainda ndo ¢ totalmente compreendida. Essa condi¢dao acarreta grandes prejuizos econdmicos
para a suinocultura, principalmente devido ao descarte precoce das matrizes afetadas. Diante
disso, este trabalho teve como objetivo realizar uma revisao bibliografica sobre os aspectos
fisiologicos envolvidos no POP em matrizes suinas. Diversos fatores de risco foram
apontados para essa enfermidade, incluindo predisposi¢do genética, nutricdo, manejo,
condi¢des ambientais, escore corporal e comprimento da cauda, entre outros. Essas condi¢des
resultam no enfraquecimento dos tecidos musculares, ligamentos, nervos e tecido conjuntivo
dos diafragmas pélvicos e/ou urogenitais, favorecendo o desenvolvimento de prolapsos
uterinos, vaginais e/ou retais. A depender da gravidade do POP, as possibilidades de
tratamento sdo limitadas, sendo comum a remog¢do da porca acometida. Para o diagnostico, ¢
empregado a avaliacdo do escore perineal, que classifica o POP em trés graus. Embora a
fisiopatologia da condi¢ao ainda nao esteja completamente elucidada, faz-se um levantamento
de diversas vias de sinaliza¢do inflamatorias, hormonais e outros mecanismos que podem
afetar a matriz extracelular presente no tecido conjuntivo, comprometendo a sustentagao dos
orgdos pélvicos e estruturas musculares adjacentes. Destaca-se a necessidade de mais
pesquisas para elucidar a relagdo de causa e efeito entre as alteracdes observadas. Assim, este
trabalho representa um compilado bibliografico sobre as bases anatomicas e hipoteses
fisiologicas do POP em suinos, contribuindo para o desenvolvimento de estudos mais
aprofundados voltados a prevengao e ao tratamento dessa condigao.

PALAVRAS-CHAVE: Assoalho pélvico; Colageno; Mortalidade; Suinocultura.

PELVIC ORGAN PROLAPSE IN SOWS: A LITERATURE REVIEW
ABSTRACT: Pelvic organ prolapse (POP) is one of the leading causes of mortality in

sows and is considered a multifactorial problem, the etiology of which is not yet fully
understood. This condition causes significant economic losses in the swine industry, primarily
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due to the early culling of affected sows. In this context, this study aimed to conduct a
literature review on the physiological aspects involved in POP in sows. Several risk factors
have been identified for this condition, including genetic predisposition, nutrition,
management practices, environmental conditions, body condition score, and tail length,
among others. These factors contribute to the weakening of muscle tissues, ligaments, nerves,
and connective tissue in the pelvic and/or urogenital diaphragms, facilitating the development
of uterine, vaginal, and/or rectal prolapses. Depending on the severity of POP, treatment
options are limited, and affected sows are often removed from production. For diagnosis,
perineal scoring is employed, classifying POP into three degrees. Although the
pathophysiology of this condition has not yet been fully elucidated, studies have identified
various inflammatory, hormonal, and other signaling pathways that may negatively affect the
extracellular matrix in connective tissue, compromising the support and positioning of pelvic
organs and adjacent muscular structures. Further research is needed to clarify the cause-and-
effect relationship between the observed alterations. Thus, this study provides a bibliographic
compilation on the anatomical foundations and physiological hypotheses of POP in swine,
contributing to the development of more in-depth studies aimed at preventing and treating this
condition.

KEYWORDS: Pelvic floor; Collagen; Mortality; Swine production.

PROLAPSO DE ORGANOS PELVICOS EN CERDAS: REVISION DE
LITERATURA

RESUMEN: EI prolapso de 6rganos pélvicos (POP) es una de las principales causas
de mortalidad en cerdas reproductoras y se considera un problema multifactorial, cuya
etiologia atn no se comprende completamente. Esta condicion genera importantes pérdidas
economicas en la industria porcina, principalmente debido al descarte prematuro de las cerdas
afectadas. En este contexto, el objetivo de este estudio fue realizar una revision bibliografica
sobre los aspectos fisioldgicos involucrados en el POP en cerdas reproductoras. Se han
identificado varios factores de riesgo asociados con esta enfermedad, incluyendo
predisposicion genética, deficiencias nutricionales, manejo, condiciones ambientales,
condicion corporal y longitud de la cola, entre otros. Estas condiciones contribuyen al
debilitamiento de los tejidos musculares, ligamentos, nervios y tejido conectivo de los
diafragmas pélvico y/o urogenital, favoreciendo el desarrollo de prolapsos uterinos, vaginales
y/o rectales. Dependiendo de la gravedad del POP, las opciones de tratamiento son limitadas,
y con frecuencia se opta por la eliminacion de la cerda afectada. Para el diagnoéstico, se
emplea la evaluacién del puntaje perineal, que clasifica el POP en tres grados. Aunque la
fisiopatologia de esta condicion ain no esta completamente elucidada, se han identificado
diversas vias de sefalizacion inflamatorias, hormonales y otros mecanismos que podrian
afectar negativamente la matriz extracelular presente en el tejido conectivo, comprometiendo
el soporte y la posicion de los organos pélvicos y las estructuras musculares adyacentes.Se
destaca la necesidad de mas investigaciones para esclarecer la relacion de causa y efecto entre
las alteraciones observadas. Asi, este estudio representa un compendio bibliografico sobre las
bases anatomicas e hipotesis fisiologicas del POP en cerdos, contribuyendo al desarrollo de
investigaciones mas profundas orientadas a la prevencion y tratamiento de esta condicion.
PALABRAS CLAVE: Suelo pélvico; Colageno; Mortalidad; Produccion porcina.
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1. INTRODUCAO

O prolapso de 6rgaos pélvicos (POP) ¢ uma das principais causas de mortalidade de
matrizes suinas hoje em dia e amplamente considerado um problema multifatorial
(HARSHAMN et al., 2024). A prevaléncia do POP em tais animais nos Estados Unidos
cresceu significativamente entre 2008 e 2016, englobando aumento de 300% (PITTMAN,
2017; SUPAKORN et al., 2017), tanto que desde 2013/2014 essa enfermidade tornou-se uma
preocupacao crescente na industria suina do pais (HARSHMAN et al., 2023).

Infelizmente, essa condi¢do tem levado ao descarte precoce desses animais, resultando
em impactos econdmicos negativos substanciais e de bem-estar na indGstria suina.
Representando uma das trés principais causas de mortalidade de porcas atualmente nos EUA
(HARSHMAN et al., 2023) e responsavel por 25 a 50% da mortalidade em suinos em
algumas fazendas do pais (PITTMAN, 2016). Tanto que em 2018 a estimativa, nos EUA, para
a causa de mortes de porcas por POP em 104 granjas comerciais foi de 21% (ROSS, 2019).

Todavia, destaca-se que essa impactante tendéncia ndo se limita aos EUA, sendo
também, observada em varias granjas da Europa e do Brasil (ROSS, 2019; SCHWERTZ et
al., 2021; BHATIA et al., 2023). Tal qual na Espanha em que observou-se 0,8% de fémeas
suinas foram removidas por conta de prolapsos num montante de mais de 155.000 fémeas
(IIDA et al., 2019). J4 a respeito do cenario brasileiro, a partir de necropsias, observou-se que
28% das mortes relacionadas a patologias reprodutivas estavam associadas ao prolapso
uterino (16/132; 12,1%), prolapso vaginal ou vaginal e retal (9/132; 6,8%) (SCHWERTZ et
al., 2021). Mais recentemente, a partir de dados coletados de 2 granjas no Sul do Brasil,
identificou-se incidéncia de prolapso de 2,22% e 3,63% (WALTRICH et al., 2022).

Essa situagdo ¢ particularmente prevalente em matrizes com linhagens genéticas
semelhantes (SUPAKORN et al., 2017), especialmente em porcas primiparas nos dias que

antecedem o parto. Como dentro da suinocultura, a rentabilidade do setor esta diretamente
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ligada ao nimero de leitdes produzidos e vendidos, um indicador crucial ¢ influenciado pelo
desempenho reprodutivo das matrizes. Isso abrange sua frequéncia de parto e quantidade de
filhotes vivos por ninhada (GARBOSSA & MURO, 2020). Portanto, sdo necessarias varias
pesquisas para aprofundar o entendimento e desenvolver métodos e estratégias de mitigacao
eficazes para matrizes com POP (KIEFER et al., 2021).

Tais situacdes destacam a preocupante e alarmente realidade economica que ¢
impactada por casos de POP, tendo em vista que uma matriz suina deve produzir cerca de
quatro partos ou ordens de parto (OP) para compensar os custos de suas aquisicao € nutricao
(PINILLA & LECZNIESKI, 2010). Assim, se um fémea suina, por exemplo, possuir massa
corporea média de 220Kg e tendo o prego do quilograma terminado em R$ 6,75, o valor
unitario de cada reprodutora serd de R$ 1.485,00, e ao se considerar um cenario com 1.200
matrizes em uma granja apresentando 2% de incidéncia anual de POP, ao final serdo 24
fémeas descartadas, representando uma perda de R$ 35.640,00 (HECK, 2022). Contudo,
salienta-se ainda que a esse valor final de prejuizo devera ser agregado o valor da perda de
leitegada, o uso das instalagdes, a ragdo consumida, a mao de obra utilizada e algum

tratamento que fora empregado (SUPAKORN et al, 2017; HECK, 2022).

2. DESENVOLVIMENTO
2.1 Matrizes e a suinocultura

A carne suina ¢ amplamente consumida globalmente, e o Brasil se destaca como o 4°
maior produtor e exportador de suinos, alcancando uma producdo de 4,98 milhdes de
toneladas de carne no ano de 2022 (ABPA, 2023).

A importancia da fémea suina e sua genética nas granjas suinicolas ¢ indiscutivel,

pois sdo responsaveis por leitegadas de qualidade, destacando-se pela capacidade de produzir
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um grande numero de leitdes vivos, pela fertilidade, habilidade materna e aptidao para
reproducao apos o desmame (STEVENS et al., 2021).

A fémea suina ¢ classificada como poliéstrica ndo sazonal, com ciclos de 19 a 23
dias, podendo ter cerca de 2,35 partos por ano, o que a mantém em gestacdo durante
aproximadamente 80% do ano, tendo em vista que cada gestacdo dura em média 114 dias
(BORTOLOZZO & WENTZ, 2007). O nimero de filhotes varia entre 14 a 15 e a pelve das
porcas encontra-se classificada como dolicopélvica, ou seja, apresenta a face cranial em forma
oval e achatada lateralmente com o osso isquio arqueado ventralmente em sua extremidade
caudal e o didmetro conjugado maior que o bi-iliaco interno (ARAUJO et al., 2014; LLMAS-
MOYA et al., 2022).

A maioria das unidades de producdo de suinos compartilha os mesmos fornecedores
genéticos, resultando em animais geneticamente semelhantes, porém alojados em ambientes
distintos, com a eficiéncia reprodutiva diretamente relacionada ao nimero de leitdes nascidos
vivos por fémea/ano (BHATIA et al., 2023). Assim, muito se agregou no nimero de nascidos,
nos desmamados e nos quilogramas de leitdo produzidos por cada matriz/ano ao longo de
algumas décadas (HECK, 2022). Tanto que a partir de técnicas modificadas de selecao
genética houve a reducdo da mortalidade de leitdes antes do desmame, aumento da
capacidade uterina e aumento moderado dos dias médios de gestacdo em mais 2-3 dias,
resultado assim em um peso médio mais elevado dos filhotes ao nascer, juntamente com uma
melhoria continua no tamanho total da ninhada nascida (SHEN & CRENSHAW, 2022).

Mas, diante das melhorias na gestdo e na genética para se reduzir, com sucesso, a
mortalidade de leitdes pré-desmame, o setor da suinocultura comecou a perceber que alguns
indicadores como a mortalidade e o descarte de matrizes estava aumentando, devido ao
crescimento de problemas reprodutivos, € ndo mais decorrente de problemas locomotores

classicamente citados como principais causas de problemas nessa faixa produtiva (HECK,
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2022). Uma vez que os problemas reprodutivos tém origem multifatorial e estdo entre as
principais causas de descarte precoce de fémeas suinas € crucial considerar fatores como
doencas infecciosas, micotoxinas estrogénicas, ambiente, genética, saude, nutricdo € manejo

(ROSS, 2019; HECK, 2022).

2.2 Prolapso de o6rgaos pélvicos em suinos

Os denominados prolapsos de 6rgaos pélvicos (POP) caracterizam-se pela perda de
suporte da cavidade pélvica culminando na movimentagdo, em sentido caudal, anormal de
orgdos como bexiga, utero e/ou reto, acarretando em protrusdo pela vulva e/ou anus (ROSS,
2019; CUNHA, et al., 2021; BHATIA et al., 2023). Embora as pesquisas sobre o assunto
tenham aumentado ao longo dos anos, a razdo para o crescimento de casos de POP ainda nao
esta totalmente compreendido (HARSHMAN et al., 2023), tanto que atualmente ha uma falta
de conhecimento de suas causas bioldgicas (KIEFER et al., 2021).

Contudo, sabe-se que o POP ¢ resultado de uma sindrome multifatorial sem uma
etiologia completamente elucidada (ROSS, 2019), em que a condicao surge devido a perda de
contragdo muscular e possivelmente a uma perda e fraqueza muscular gerando uma
diminui¢do na massa muscular do assoalho pélvico (KRAMER et al., 2006). Assim como
também da decorréncia de lesdes em ligamentos, tecidos conjuntivos ou nervos do assoalho
pélvico (ASHTON-MILLER & DELANCEY, 2007), além da flacidez dos diafragmas pélvico
e urogenital, relaxamento e distensdo uterina, € aumento da pressdo em cavidade pélvica
(D’ALLAIRE et al.,, 1991). Tal diafragma urogenital desempenha papel crucial no
fechamento da abertura pélvica caudal, ancorando 6rgdos genitais femininos contra a tragao
cranial quando o Utero esta gravidico e contra o deslocamento caudal durante 0 momento do

parto (DYCE et al., 2016).
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O periodo de periparto ¢ o estagio em que ha aumento do risco de prolapsos nas
fémeas, devido ao incremento da pressao abdominal da prenhez e devido as aberturas da
cérvix e relaxamento da sinfise pélvica presente no osso coxal (MONTEIRO et al., 2022).
Nesse cenario, desde 2019, destaca-se a avaliagdo do escore perineal em matrizes suinas
utilizada durante o final da gestacdo como uma metodologia avaliativa preventiva que
categoriza a intensidade de protrusdo e intumescimento da regido perineal e vulvar em trés
escores (POP1, POP2 e POP3), e assim, auxilia o produtor na percep¢ao de possiveis casos de
POP (ROSS, 2019; KIEFER et al., 2020).

Comumente definido como um distirbio anatomico, tal condicdo pode incluir
prolapsos retais, uterinos e/ou vaginais. Sendo que o prolapso retal pode ocorrer em
combinacdes com o prolapso uterino e vaginal (BHATIA et al., 2023).

Especificamente sabe-se que os prolapsos retais resultam do enfraquecimento do
diafragma pélvico e musculos perineais devido a uma falha no sistema suspensorio do reto
que envolve fascias, musculos e ligamentos (NJOKU et al., 2014; CHEROBINI et al., 2018).
Uma causa comum para tal enfermidade em suinos ¢ o esfor¢o abdominal durante o parto, a
flexibilidade e o edema do tecido conjuntivo ao redor do reto e da area perineal durante a
lactacdo (PAPATSIROS et al, 2012). Tal edema pode ser uma consequéncia da
administracdo de antibidticos como tilosina ou lincomicina na racdo de suinos
(PAPATSIROS et al., 2012). Com base nos estudos conduzidos por RYNKEVIC et al. (2019)
em ovelhas, e que poderiam ser extrapolados para porcas, ndo se pode descartar como fator
colaborador para tal tipo de prolapso o fato do reto, assim como a vesicula urinaria,
apresentarem em ovinos um aumento na quantidade total de colageno, diminuicao de elastina
e de musculos lisos quando comparado com fémeas nuliparas. Ademais, esses prolapsos retais
podem ser classificados como completos ou incompletos, dependendo do nimero de camadas

retais envolvidas (NJOKU et al., 2014). Essa condicao ocorre em 0,7 a 15% em suinos jovens
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entre 6 a 16 semanas de vida, sendo frequentemente observado em porcas primiparas € em
fémeas de segunda ordem de parto (OP2) no pds-parto, abarcando um valor de 0,5 a 1% de
incidéncia (NJOKU et al., 2014; CHEROBINI et al., 2018). Muito provavelmente devido a
imaturidade muscular da regido pélvica em porcas jovens (MONTEIRO et al., 2022). Por
outro lado, em fémeas com mais de seis ordens de parto (OP6), a ocorréncia clinica tende a se
manifestar durante o parto (CHEROBINI et al., 2018). Na Grécia Central houve o relato desse
tipo de prolapso acometendo 7 animais gestantes, entre o 2° ao 5° parto, ausentes de doengas
respiratorias e digestorias em uma granja de ciclo completo com 200 porcas. Neste estudo foi
concluido, pelos autores, que a razdo dos prolapsos retais foi que as celas de alojamento
possuiam uma porta traseira composta de barras paralelas e as porcas ao descansarem com a
cauda sobre tal porta gerava pressdo sobre o anus causando relaxamento parcial do musculo
esfincter anal externo, ma circulacdo e inchago (PAPATSIROS et al., 2012).

J& os prolapsos uterinos sdo caracterizados pela inversao e exposicao parcial ou total
do utero pela vulva, ocorrendo principalmente alguns dias antes, durante ou até trés dias apds
o parto, principalmente devido a perda do tonus muscular (ANDERSON & JEAN, 2012;
MONTEIRO et al., 2022). Normalmente ¢ observado o prolapso uterino parcial nas porcas,
por exteriorizar apenas um corno uterino (RAVI et al., 2019). Fémeas mais velhas sdo mais
predispostas a esse tipo de prolapso, sendo que sua ocorréncia € 3,5 vezes mais frequente em
fémeas com maior niimero de partos em comparagdo com fémeas nuliparas (IIDA et al.,
2019). Nos ultimos dez anos, houve um aumento consideravel nos relatos desses prolapsos,
que representam 21% dos Obitos/descartes de matrizes suinas nos Estados Unidos
(SUPAKORN et al., 2017; ROSS, 2019). Nesse tipo de prolapso, assim como em ovelhas, ha
uma alta taxa de oObito, que pode ser associado a alta contaminagdo uterina levando ao

desenvolvimento de choque séptico nas fémeas, tendo em vista que quando exposta, a
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superficie da mucosa uterina ¢ maior do que a superficie da mucosa vaginal, levando a uma
intensa contaminacao (ALVES et al., 2013).

Os prolapsos vaginais se caracterizam pela protrusdo da mucosa do vestibulo vaginal
e/ou vaginal, podendo ser secundarios a um prolapso retal (SUPAKORN et al., 2017). Tais
prolapsos podem evoluir para o prolapso uterino devido ao ressecamento da mucosa vaginal
prolapsada que a torna irritada e inflamada (ALVES et al., 2013).

Ressalta-se que a depender da gravidade do prolapso as possibilidades de tratamento
sao limitadas, por exemplo, se a condi¢cdo for detectada em fase inicial pode-se basicamente
instituir uma limpeza da area, sua desinfecgdo e reintroducao do 6rgao prolapsado, sendo este
revertido usando for¢ca moderada ou se utilizando da sutura de Buhner e¢/ou sutura em bolsa,
mas, normalmente o que ¢ visto € a remocao (descarte) da porca com POP (KIEFER et al.,
2021; ALVES et al., 2013; BHATIA et al., 2023).

Para se proceder e auxiliar na previsibilidade da ocorréncia de POP em matrizes foi
desenvolvido um sistema de escore em trés niveis (POP1, POP2 e POP3) a ser aplicavel com
as fémeas em decubito ventral, entre 110-116 dias de gestacdo, baseando-se nas
caracteristicas visuais da regido do diafragma urogenital. O escore 1 ¢ atribuido a fémeas sem
protrusdo na regido perineal, sem edema de vulva ou perineo, assim considera-se risco zero ou
baixo risco de prolapso; o escore 2 € para aquelas com edema moderado da vulva ou regiao
perineal, e assim apresentam risco moderado de prolapso; e o escore 3 destina-se a matrizes
com protrusdo na regido perineal, inchago moderado a severo da vulva e perineo,
apresentando risco elevado de prolapso (ROSS, 2019). Essa avaliacdo ¢ essencial para
identificar e monitorar a saide reprodutiva das fémeas suinas, conforme demonstrado em um
estudo realizado em 2021. No estudo, foi observado que, em uma amostra de 3.035 porcas
prenhas avaliadas nos EUA, a porcentagem de fémeas classificadas com grau de POP1 na 12*

semana de gestacdo diminuiu de 85,3% para 54,8% na 15" semana. Em contrapartida, as
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porcas classificadas com grau POP3 aumentaram de 0,6% para 4,5% durante o mesmo
periodo (KIEFER et al., 2021). Sendo que de todas essas porcas o grau de POP foi
influenciado estatisticamente pela paridade, em que as POP1 tinham paridade 1,9+0,1 em
comparacao com 3,3+0,3 de POP3 (KIEFER et al., 2021).

No entanto existe pouca agdo preventiva sobre a fémea considerando essa avaliacao
de escore perineal, e normalmente a atencdo ¢ voltada e focada nas fémeas de escore 3,
devido a probabilidade destas prolapsarem, no intuito de tentar salvar as leitegadas mediante
eutanasia rapida e humanitaria da matriz, conforme metodologia do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria contido no Guia Brasileiro de Boas Praticas em Eutanasia em Animais

(HECK, 2022).

2.3 Fatores de risco de POP em matrizes suinas
2.3.1 Fatores de risco associados a fémea suina

O escore corporal visual das matrizes suinas ¢ um fator importante observado nas
granjas, cujo risco de POP em fémeas magras ¢ duas vezes maior do que o risco em fémeas
com escore ideal, a partir de um estudo observacional nos EUA (PITTMAN, 2016; ROSS,
2019). Fator esse relacionado as medidas de flanco a flanco, em que as fémeas de menores
medidas teriam maior propensdo a apresentar POP (ROSS, 2019). Dados semelhantes foram
observados no Brasil, em que porcas magras apresentavam incidéncia de POP maior quando
comparadas com as de condic¢ao corporal ideal ou obesas (WALTRICH et al., 2022). Varias
granjas suinicolas dos EUA, Canadd e México observaram que os locais com alto POP
possuiam pontuacdo média de condi¢do corporal mais baixa a 16° semana de gestagdo
(KOCIEMBA et al., 2024).

Em gestacdes que apresentam 113 dias ou menos a incidéncia de POP ¢ de 1,3 a 1,5

vezes maior do que nos casos de > 114 dias, e aquelas gestagdes curtas podem ser decorrentes
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de um enfraquecimento do tonus uterino e da musculatura abdominal acarretando assim em
POP (IIDA et al., 2019). Outro fator ¢ a maior quantidade de partos ou também denominado
ordem de parto (OP) que estéd associada positivamente ao desenvolvimento de POP, com uma
tendéncia linear (ROSS, 2019). Muito similar ao que ocorre com fémeas recobertas, as quais
apresentam risco 1,3 vezes maior de POP do que fémeas ndo recobertas. A hipotese para tal
situagdo engloba situacdes eventuais de abortos, falhas de concepg¢do ou ambiente uterino
desfavoravel, que dessa forma acarretariam em processos inflamatérios em 6rgados genitais,
que por sua vez poderiam predispor aos prolapsos (HECK, 2022).

Assim como em humanos a anemia foi identificada como um importante fator
contribuinte aos prolapsos. Sabe-se que algum grau de anemia fisioldgica ¢ esperado durante
a gestacdo devido ao desvio para fornecimento de mais nutrientes aos fetos e glandulas
mamarias, o qual deve ser diferenciado da anemia por deficiéncia por ferro (SHEN &
CRENSHAW, 2022).

Outro fator citado em literatura ¢ o corte de cauda muito curta que poderia ocasionar
lesdes nos nervos da regido dos musculos esfincteres externos, associando-se, dessa forma, ao
prolapso retal (PITTMAN, 2017). Fator esse ja citado como evidéncia de associagdo para
porcas no Brasil, em que se observou que tais animais com caudas menores que 13 cm
apresentavam maiores incidéncias de POP ao se comparar com animais de comprimento de
cauda maiores (WALTRICH et al., 2022). Tanto que em ovelhas, animais esses que também
apresentam altas taxas de POP, ja foi comprovado uma evidéncia forte de maior incidéncia de
prolapsos retais em animais de cauda ultra-curta em compara¢cdo com animais de cauda de
comprimento médio e longo (THOMAS et al., 2003).

Por fim, a genética também ¢ uma possivel hipotese para contribuir para a
susceptibilidade ao POP em suinos, porém os poucos estudos conduzidos at¢ o momento

apresentaram resultados conflitantes. Por exemplo, em um estudo de 2019 houve relato de
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uma estimativa de baixa herdabilidade e sem base genética para POP, assim, neste caso foi
pontuado que o meio ambiente ¢ 0 manejo animal seriam os fatores de maiores contribuig¢des
ao desenvolvimento de POP. Contudo, destaca-se que os animais do estudo eram de ragas
diferentes e advindos de granjas com manejos distintos (SUPAKORN et al., 2019). Ja em
contrapartida, outro estudo conduzido mais recentemente, em 2023 usando dados genomicos,
houve a deteccdo de estimativas de moderada herdabilidade (35%) para POP em suinos
(BHATIA et al., 2023). Valor esse maior do que os 22% de herdabilidade de POP observado
em pesquisa anterior (STEVENS et al., 2021). Havendo a percepcao que o POP ¢ altamente
poligénico por natureza, e assim ¢ afetado por muitas regides gendmicas com pequenos
efeitos (BHATIA et al., 2023).

Quanto as forcas de sustentacao do ttero, a diminuig¢do da resisténcia dos ligamentos
e do diafragma urogenital podem estar relacionados a fatores genéticos, idade avancada e
obesidade (SMITH & STRAW, 2006). Bem como também ao desequilibrio hormonal no
sentido de que o aumento da concentracdo de estrogénio e de relaxina ocasionam um
relaxamento dos ligamentos pélvicos e tecidos macios da cérvix das porcas induzindo assim a

prolapsos de uterino e/ou vaginal (RAVI et al., 2019).

2.3.2 Fatores de risco nao associados a fémea suina

Muitos fatores de risco citados na literatura abrangem aspectos de alimentacdo dos
animais, tais como o uso do “bump feeding”, a qual ¢ um acréscimo de racao no final da
gestacdo para matrizes magras nas granjas, em que foi observado uma menor ocorréncia de
POP em relagdo as granjas que nao possuiam este tipo de manejo nutricional (ROSS, 2019).
Bem como também dietas que podem favorecer ao tenesmo, contribuindo assim para o

aumento da pressao na cavidade pélvica (SMITH & STRAW, 2006).
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Especificamente sobre o tenesmo sabe-se que a partir de um estudo em uma granja
de ciclo completo de 250 matrizes houve a demonstragao que a substituicdo da cevada na
ragdo por uma variedade com mais fibra reduziu significativamente os casos de prolapsos
retais (SMITH & STRAW, 2006). Assim, dietas com concentragdes de fibra insuficientes,
como as ofertadas durante a lactacdo desde o periodo pré-parto, poderiam, desta forma,
contribuir para a ocorréncia de constipacao (OLIVEIRA et al., 2009). Culminando em maior
esforco durante a defecacdo aumentando a pressao intra-abdominal, e assim a chance de
prolapso, tal como ocorre em casos de tosse e/ou diarreia, que também estao associados como
fatores de risco (OLIVEIRA et al., 2009; SUPAKORN et al., 2017).

Ademais, o excesso nos niveis de gordura durante a lactagdo, a presenga de alimentos
com alto contetdo estrogénico e a hipocalcemia também estdo associados ao aumento da
ocorréncia de POP (SUPAKORN et al., 2017; ROSS, 2019). Bem como granjas que ofertam
menos que 2,3 Kg/dia de ragdao no pré-parto das matrizes apresentam mais casos de POP
(ROSS, 2019).

Além disso, outros fatores como instalagdes, inclinacdo do piso e permanéncia em
baias individuais ou coletivas também sdo apontados como correlacionados ao
desenvolvimento de POP para suinos (ROSS, 2019). Ademais, a mad qualidade da agua,
deficiéncia de vitaminas, distocia e presenca de racdo contaminada com micotoxinas podem
contribuir para o desenvolvimento de prolapsos (SUPAKORN et al., 2017).

Ao se pontuar sobre micotoxinas, sabe-se, por exemplo, que a zearalenona,
produzida pelos fungos do género Fusarium, se comporta como um pseudoestrogénio com
afinidade de ligagdo alta para receptores de estrogénio em suinos, acarretando em alteracdes
na regulacdo dos hormonios sexuais que acarretam desde sinais relativamente leves, como
edema de vulva ou pseudociese, até¢ casos de infertilidade, morte e prolapsos nos animais

(PACK et al., 2020).
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2.4 Anatomia dos diafragmas pélvico e urogenital

O denominado assoalho pélvico, regido entre a cavidade pélvica e a superficie do
perineo, possui musculatura especifica, tanto lisa quanto estriada esquelética, determinada
pela direcao das fibras musculares que o formam, bem como também o formato dos musculos
e os seus pontos de insercio (ABRAMOWITCH et al., 2009; DELANCEY, 2016). Além de
musculos observa-se também a presenca de tecido conjunto formando fascias e tecido adiposo
na regido (ABRAMOWITCH et al., 2009). Quando se analisa os animais domésticos sabe-se
que a saida da pelve se encontra obliterada por divisdes musculofasciais, os denominados
diafragmas pélvico e urogenital. O primeiro oclui a saida na altura do anus e o segundo
diafragma, mais ventral, fecha a saida na altura do vestibulo vaginal e da vulva (DYCE, et al.,
20165 KONIG & LIEBICH, 2016).

As condi¢des de prolapsos de 6rgados pélvicos decorrem da flacidez do diafragma
urogenital e/ou pélvico, que, associada ao relaxamento, distensdo uterina e aumento da
pressdo na cavidade pélvica, desencadeiam a protrusdo (D’ALLAIRE et al., 1991). Dessa
forma evidencia-se uma interagdo entre a musculatura da regido do assoalho pélvico e o tecido
conjuntivo que fixa os o6rgaos pélvicos na cavidade e a falha ou comprometimento em qualquer
desses elementos pode resultar em desestabilizagdo do sistema de sustentacdo pélvica
(DELANCEY et al., 2024).

Assim, quando ocorre lesdo em um dos componentes de musculos, ligamentos ou
fascias, o outro por consequéncia deve suportar as demandas crescentes que lhe sao impostas.
Caso ocorra da carga exceder a forca de tais componentes estes podem ser esticados,
resultando em prolapso, gerando assim uma cadeia de eventos pelos quais a lesdo muscular

pélvica pode influenciar o prolapso de 6rgaos pélvicos (DELANCEY et al., 2024).
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Nesse contexto, ¢ crucial distinguir mais detalhadamente o diafragma pélvico do
diafragma urogenital. Ambos os diafragmas estdo localizados na regido perineal da pelve, que
engloba as regides anal e urogenital (MERIGHI, 2010). O centro tendineo do perineo ou
corpo perineal € um tecido ou massa fibromuscular que estd no plano mediano entre o anus e
a vulva, onde convergem e se prendem a terminacao ventral do musculo levantador do anus, o
musculo esfincter anal externo e o musculo constritor da vulva (PIERI et al., 2012;
KOCHOVA et al., 2019). Misculos perineais nessa regido englobam o musculo esfincter anal
externo, o qual nos animais encontra-se subdivido em partes cutanea, superficial e profunda,
todos originados do musculo levantador do anus (SCHALLER, 1999). Ademais, tem-se na
regido perineal as fascias pélvicas, cuja porcao visceral estd localizada caudal ao peritonio
circundando o diafragma pélvico e suportando os 6rgdos, e sua por¢do parietal fixando o
assoalho pélvico permitindo a passagem de vascularizacdo e inervagao no local (SILVA et al.,
2021). Nesse contexto salienta-se que ligamentos originados de pontos de condensagdo de
tecido fibroso em tais fascias participam ativamente do suporte das visceras pélvicas (SILVA
et al., 2021).

Todavia, enquanto o diafragma pélvico esta claramente descrito na Nomina
Anatomica Veterinaria (NAV, 2017), o diafragma urogenital ndo. Tanto que autores, tal como
NAZIH (2019), descrevem esse ultimo diafragma, como sendo formado apenas pela fascia
perineal profunda, e assim parte integrante do diafragma pélvico. Por outro lado, renomados
anatomistas veterinarios t€m citado o uso desses dois termos anatomicos, diafragma pélvico e
diafragma urogenital, de forma apropriada e separada (DYCE et al., 2016; KONIG &
LIEBICH, 2016).

O diafragma pélvico € composto por musculos estriados esqueléticos envolvidos pelas
fascias internas e externas, ocluindo a cavidade pélvica caudalmente ao redor da juncao entre

o anus e o reto (SCHALLER, 1999; DYCE et al., 2016). O musculo coccigeo e o musculo
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levantador do anus sdo os dois musculos que o compdem, sendo responsaveis por diferentes
funcgdes de suporte e controle muscular na regido pélvica (SCHALLER, 1999; DYCE et al.,
2016). Nos suinos, o musculo coccigeo se origina da espinha isquiatica e se insere da primeira
a quarta vértebra caudal, e o musculo levantador do anus se origina da espinha isquiatica ou
ligamento sacrotuberal lateral e acaba se fixando no musculo esfincter anal externo e entre a
segunda e quinta vértebra caudal (DYCE et al., 2016; KONIG & LIEBICH, 2016). Destaca-se
o fato do musculo levantador do dnus quando estd ativado e contraido acabar gerando o
estreitamento da porcao caudal da cavidade pélvica que por sua vez exerce pressao sobre a
uretra e assim contribui para o complexo fechamento da uretra (AUGSBURGER &
EGGENBERGER, 2005).

Por sua vez, o diafragma urogenital ¢ uma estrutura menos evidente, com
musculatura mais delgada e predominincia de fascias (DYCE et al., 2016; KONIG &
LIEBICH, 2016). Situando-se na parte ventral da regido perineal e possuindo musculos como
o isquiouretral, o constritor do vestibulo e o constritor da vulva, desempenhando papel crucial
no suporte e na ancoragem dos orgaos genitais femininos (DYCE et al., 2016). Cita-se, por
exemplo, que o musculo constritor da vulva possui origem da parte superficial do musculo

esfincter anal externo e se fixa nos labios vulvares (SCHALLER, 1999).

2.5 Hipdteses para a fisiopatologia do POP

A fisiopatologia do POP ¢ complexa e multifatorial, centrando-se no enfraquecimento
ou defeito dos musculos do assoalho pélvico, ligamentos e tecidos de suporte (SAPUTRA et
al., 2022). Uma avaliacdo fisiologica e bioquimica desses tecidos ¢ essencial para
compreender melhor a interacdo entre sua composi¢do estrutural e capacidade de suporte,
permitindo a implementagdo de medidas preventivas para retardar ou eliminar o surgimento

de prolapsos (ALPERIN & MOALLI, 2006).
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Nesse contexto sabe-se que o tecido conjuntivo dos ligamentos e fascias de suporte ¢
composto pela matriz extracelular (MEC), que inclui componentes fibrilares (coldgeno e
elastina) e nao fibrilares (proteoglicanos, hialuronio e glicoproteinas) (ABRAMOWITCH et
al., 2009; LIM et al., 2014; SAPUTRA et al., 2022). Desde os primordios do final do século
XX acredita-se que o componente fibrilar, principalmente o colageno, ¢ o maior contribuinte
para o comportamento biomecanico do assoalho pélvico (MOALLI et al., 2005; ALPERIN &
MOALLI, 2006; SAPUTRA et al., 2022), tendo em vista que os colagenos sdo as proteinas
mais abundantes, cerca de 70%, e mais importantes da matriz extracelular (YUCEL et al.,
2013; PUTRA et al., 2020; SAPUTRA et al., 2022). Mais especificamente tal situagdo ocorre
desde 1996, quando JACKSON et al. (1996) postularam a associagcdo entre POP e colageno.
Recentemente tais especulacdes deram lugar a fortes evidéncias que alteragdes no
metabolismo do colageno, na quantidade de seus tipos e na sua qualidade, dentro do tecido
conjuntivo, podem realmente acarretar no enfraquecimento de fascias e ligamentos, os quais
desempenham papéis essenciais no suporte das visceras pélvicas, reduzindo assim a
resisténcia a tragao (PIERCE et al., 2007; LIM et al., 2014, PUTRA et al., 2020). Estudos
também demonstram que lesdes musculares pélvicas, perda de proteinas da MEC, hiperfuncao
de metaloproteinases e apoptose celular estdo presentes no tecido conjuntivo pélvico de
mulheres com POP (LIU et al., 2016).

Desde a descoberta da estrutura bioquimica do colageno por Ramachandran e Kartha
em 1954, 29 tipos de colageno foram identificados, sendo 0os mesmos mecanorresponsivos €
sujeitos a modificagdes pos-traducionais (ALPERIN & MOALLI, 2006; PUTRA et al., 2020).
Cada molécula de colageno ¢ formada no reticulo endoplasmatico seguido por modificagdes
pos-traducionais de residuos de prolina e lisina (ALPERIN & MOALLI, 2006; PUTRA et al.,
2020). A partir de uma combinacdo precisa de trés cadeias a-polipeptidicas, também

denominadas de procolagenos tripla hélice, que variam dependendo do tipo de coldgeno, tem-
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se os diferentes subtipos de colageno (ALPERIN & MOALLI, 2006). Se forem cadeias
idénticas ter-se-a4 o coldgeno tipo III, enquanto se forem trés cadeias diferentes, sendo duas
cadeias a-1 e uma cadeia a-2, havera o colageno I. Essas trés hélices sdo torcidas juntas para
formar uma hélice tripla e sdo estabilizadas por ligacdes de hidrogénio, com vérias ligagdes
covalentes, gerando diferentes niveis de maturidade de colageno nos tecidos (ENNEN et al.,
2011; PUTRA et al., 2020).

Uma vez que a tripla hélice ¢ formada intracelularmente a mesma ¢ secretada no
espaco extracelular e na sequéncia sofre a acdo de peptidases carboxi-terminais € amino-
terminais (KERKHOF et al., 2009). Sendo que os valores relativos de cada cadeia podem ser
usados como uma medida indireta da quantidade de subtipos de fibras de colageno presentes
em um tecido (ALPERIN & MOALLI, 2006).

Depois da agdo de tais peptidases as cadeias do coldgeno sofrem automontagem em
fibrilas macromoleculares, as quais por sua vez se associam para formar fibras e feixes
colagenosos. A partir do posicionamento correto das fibrilas de coldgeno dentro de uma fibra
¢ que se gera, em parte, a forma e o comportamento de um tecido (ALPERIN & MOALLI,
2006; KERKHOF et al., 2009). Bem como a quantidade, o tipo e o grau de reticulacdo entre
as fibrilas contribuem para as propriedades e a resisténcia do tecido conjuntivo (YUCEL et
al., 2013). Em outras palavras, as alteragdes estruturais nas fibrilas de colageno sao
acompanhadas por alteragdes mecanicas que levam a anormalidades nas propriedades
biomecanicas dos tecidos de suporte pélvico (GONG & XIA, 2019).

Até o momento dois mecanismos de maturacdo do colageno foram identificados, o
primeiro envolvendo as ligacdes cruzadas de lisina aldeido controladas enzimaticamente, € o
segundo € o processo de metabolizacdo lenta que ¢ conhecida como glicagdo ndo enzimatica
ou reagdao de Maillard, tendo em vista a longa meia-vida bioldgica do colageno (KERKHOF

et al., 2009). Em que ja se esta bem estabelecido que o colageno excessivamente maduro ¢
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mais rigido e assim mais fragil que o colageno com ligagdes cruzadas enzimaticas, devido
maior concentracdo de pentosidina no tecido, o tornando menos soluvel (KERKHOF et al.,
2009).

Frente a este cendrio sabe-se que os principais subtipos de colageno no assoalho
pélvico sdo os tipos I, tipo III e tipo V (KERKHOF et al., 2009; CHEN & YEH, 2011; GONG
& XIA, 2019; PUTRA et al, 2020). Sendo que o colageno tipo I, responsavel por 90% do
colageno total no corpo humano (PUTRA et al., 2020), confere mais resisténcia a tracao por
apresentar fibras grandes, estando estas mais alongadas e espessas, € estando presentes em
ligamentos, tenddes, pele, ossos e fascia do reto, por exemplo. Enquanto que o colageno tipo
IIT forma fibras menores em formato reticular dispostas em uma rede frouxa de fibras
delgadas, predominando em tecidos que requerem maior flexibilidade e distensdo, sujeitos a
estresses periddicos, presentes em vasos sanguineos como aorta, musculo liso € na parede
vaginal, sendo o primeiro a estar envolvido no reparo de feridas e em fibrose (MOALLI et al.,
2005; ALPERIN & MOALLI, 2006; KERKHOF et al., 2009; LIM et al., 2014; GONG &
XIA, 2019; PUTRA et al., 2020). J4 o coldgeno tipo V ¢ quantitativamente menor ¢ forma
pequenas fibras de resisténcia a tragdo baixa, sendo importante na cicatrizagao de feridas e no
direcionamento da fibrilogénese (ALPERIN & MOALLI, 2006). Salienta-se que o colageno
tipo I copolimeriza com os do tipo III e V para formar fibrilas com diametros controlados o
que influencia as caracteristicas biomecénicas de um determinado tecido, bem como ja se
destaca que a propor¢ao de colageno I em relacdo ao tipo III € usado, por exemplo, como
indicacdo de resisténcia a tragdo (ALPERIN & MOALLI, 2006; KERKHOF et al., 2009;
PUTRA et al., 2020). E possivel que a predominancia de colageno III na parede vaginal possa
permitir a tal regido a distensdo para o parto e flexibilidade no contexto de aumentos de
pressdo intra-abdominal, mas em contrapartida torna a regido mais vulneravel a lesdes e a

subsequentes prolapsos (MOALLI et al., 2005).
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Em mulheres, muitos estudos investigaram a quantidade e a morfologia dos tipos de
colageno em relagdo aos prolapsos, focando em amostras de tecido epitelial ou mucosa
vaginal, pele perineal, fascia paravaginal e ligamentos do assoalho pélvico (ALPERIN &
MOALLI, 2006; YUCEL et al., 2013). Essas amostras sdo coletadas durante reparo cirtrgico
do POP ou em procedimentos de histerectomia em mulheres com ou sem POP (ALPERIN &
MOALLI, 2006). Porém destaca-se o fato que o uso do epitélio vaginal como modelo de
estudo pode ser inapropriado tendo em vista que 0 mesmo ndo possui funcdo de suporte
intrinseco, assim, camadas como a muscular ¢ a adventicia deveriam ser utilizadas (MOALLI
et al., 2004).

Ja foram encontradas no sistema de suporte do assoalho pélvico, incluindo ligamentos
e fascias em mulheres com POP, a diminui¢do na quantidade de coladgeno, alteragdes na
propor¢ao dos tipos desses e alteragdes na ligacdo cruzada que reduziam a estabilidade
mecanica do tecido (SAPUTRA et al., 2022; CHEN et al., 2024). Essas alteragdoes foram
associadas a um aumento significativo nas ligagdes cruzadas imaturas de colageno
(KERKHOF et al., 2009). Uma meta-analise recente identificou niveis mais baixos de
expressao de colageno tipo I em mulheres com POP comparadas aquelas sem POP
(SAPUTRA et al., 2022).

Especificamente sobre os ligamentos, embora quase um ter¢o de tais estruturas seja
composto por musculo liso, verifica-se que o coldgeno ¢ crucial para o suporte do assoalho
pélvico (SAPUTRA et al., 2022). Frente a isso muitas das pesquisas com foco em ligamentos
revelaram uma diminui¢do do colageno total, mas com aumento da relacdo colageno I11/1
(LIM et al., 2014). Ou seja, como o colageno III apresenta maior flexibilidade esse aumento
da relag¢do poderia contribuir para a frouxidao tecidual e a susceptibilidade ao prolapso. Assim
como também foi pontuado por SALMAN et al. (2010) na analise de ligamentos cardinais

femininos com POP, onde foi observado que a matriz extracelular era menos densa com
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distribuicao esparsa e espessa, ¢ as fibrilas de coldgeno estavam aumentadas de tamanho com
diametros superiores aos pacientes controle. Uma analise imuno-histoquimica de outro tipo de
ligamento, os ligamentos uterossacrais presentes em mulheres, identificou porcentagens
maiores de colageno III e I em mulheres pos-menopausa com POP comparadas as sem POP
(YUCEL et al., 2013). Sendo que destas mulheres com POP houve expressao
significativamente menor de coldgeno I e expressdo significativamente maior de colageno III
(YUCEL et al., 2013). Tanto que se relata que pacientes com baixa expressao de coldgeno [
nos ligamentos uterossacrais possuem risco trés vezes maior em apresentar POP (SAPUTRA
et al., 2022).

Ja houve estudos com modelos de colagenos em diferentes propor¢des para os seus
tipos, objetivando identificar possiveis razdes para alteragcdes nas propriedades mecanicas do
tecido de suporte pélvico. Descobriu-se que a rigidez do tecido sofria um incremento a
medida que a propor¢do de colageno I/IIl aumentava, no entanto, tal rigidez ainda era bem
diferente daquela do grupo de estudo com POP, sugerindo entdo que a fisiopatologia dos
prolapsos nao poderia ser explicada apenas exclusivamente pelas alteracdes na propor¢ao dos
tipos de colagenos (GONG & XIA, 2019).

Sobre o tecido vaginal, ENNEN et al. (2011) relataram, em ovelhas, uma diferenca
significativa na expressdo de mRNA da cadeia a2 do coldgeno I entre animais com e sem
POP. Ja& MOALLI et al. (2005), relataram que tanto em mulheres com ou sem POP o
colageno III era o tipo de colageno mais abundante no tecido vaginal, em que a quantidade
desta proteina aumentava significativamente em individuos com POP a partir de anélises
adicionais por imunofluorescéncia dos subtipos de coldgeno. Em contraste, Zhou et al. (2012),
observaram uma diminui¢do da expressao de colageno III em amostras vaginais de pacientes

com POP.
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Esses resultados conflitantes podem ser atribuidos as diferentes metodologias de
quantificacdo e avaliacdo do coladgeno, além da complexidade em avaliar essa proteina devido
a sua estrutura molecular e aos diferentes locais de coleta de amostras, especialmente no
tecido vaginal, onde a camada histolédgica coletada afeta diretamente a expressao de colageno
(MOALLI et al., 2005; LIM et al., 2014).

Ainda sobre o tecido conjuntivo a sua matriz extracelular estd sob um estado dinamico
e constante de remodelacdo, sintese e decomposicao, todos gerados pelas células denominadas
fibroblastos (KERKHOF et al., 2009; LIM et al., 2014). No quesito da producao tais células
sdo as principais sintetizadoras das moléculas precursoras dos varios tipos de coldgenos e de
elastina, e alteracdes nessas proteinas podem ser devidas ao comportamento alterado dos
fibroblastos, visto que estes apOs alongamento modificam seu citoesqueleto de actina,
culminando em baixa contratilidade e diminui¢do da sua funcionalidade (LIM et al., 2014).

Ja no quesito de decomposi¢ao e renovagao dos tecidos conjuntivos corporais tem-se a
acdo de uma familia de enzimas, as endopeptidases, dependentes de zinco e denominadas de
metaloproteinases (MMP). Essas estdo envolvidas nos processos proteoliticos fisiologicos e
patologicos, e sdo secretadas pelos fibroblastos, pelos neutréfilos e macrofagos (ALPERIN &
MOALLI, 2006; ABRAMOWITCH et al., 2009; ENNEN et al., 2011; GONG & XIA, 2019).
O processo proteolitico € parte integrante da remodelacao tecidual em individuos com ou sem
POP (ALPERIN & MOALLI, 2006). A acdo dessas enzimas ¢ essencial para a remodelagao
tecidual em individuos com ou sem POP (ALPERIN & MOALLI, 2006). Em que para evitar
a degradacdo descontrolada da MEC, as MMP sdo secretadas como zimogénios inativos, €
ativadas a partir de alteragdes proteoliticas na estrutura de tais enzimas em seu destino alvo
(KERKHOF et al., 2009; ENNEN et al., 2011).

Existem 23 membros da familia de MMP identificados em humanos, com MMP-1, -2,

-8, -9 e -13, por exemplo, atuando na degradagdo dos colagenos I e III (CHEN & YEH, 2011;
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LIM et al., 2014). Inicialmente, as MMP-1, -8 e -13 degradam os coldgenos tornando-os
suscetiveis a acao das gelatinases MMP-2 e -9, que os quebram em aminoacidos (CHEN &
YEH, 2011; LIM et al., 2014).

A partir de uma analise da expressao tanto da pro-enzima quanto da forma ativa da
enzima fibrilar MMP-2 e -9, através da zimografia quantitativa de substrato (que revela o
nivel de atividade enzimatica), ficou demonstrado que ndo houve diferenca em pacientes com
e sem POP (MOALLI et al., 2005). Em outro estudo examinando a espessura total da vagina
humana com epitélio de individuos com e sem POP notou-se aumento na expressao da pro-
enzima MMP-2, mas nenhuma diferenga na expressaio de MMP-2 ativa e da pro-enzima
MMP-9 (PHILLIPS et al., 2006). Imuno-histoquimicamente ja foi observado aumento de
MMP-2 no ligamento uterossacral em mulheres com POP, mas n3o se notou aumento na
atividade da enzima MMP-2 (CHEN & YEH, 2011). Houve a identificacdo do acréscimo da
expressao de MMP-1 e -9 em mulheres com POP, indicando maior degradacao de colageno e
perda de integridade tecidual (LIM et al., 2014). Especificamente no ligamento uterossacral
humano, condensacdo da fascia endopélvica, foi identificado diminui¢do da expressao de
colageno tipo I em mulheres com POP3-4 em relagdo ao grupo controle estudado (PUTRA et
al., 2020).

Os inibidores endogenos de MMP controlam a atividade destas enzimas e geralmente
se distinguem em dois grupos: os inibidores transmitidos pelo soro e os inibidores derivados
de tecidos (inibidores teciduais) (ALPERIN & MOALLI, 2006; KERKHOF et al., 2009). Os
primeiros sao poucamente estudados, porém cita-se que a fibulina-5 pode inibir a atividade da
MMP-9 e quantidades diminuidas de fibulina-5 e aumentadas de MMP-9 foram detectados na
parede vaginal de pacientes com POP (GONG & XIA, 2019).

Ja o segundo tipo de inibidores tém sido o principal foco de estudos, sendo também

denominados de TIMP. Esses se ligam estequiometricamente as MMP para inibi-las, gerando
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um efeito de equilibrio no colageno, e assim definem a colagendlise (CHEN & YEH, 2011;
ENNEN et al., 2011). Em estudo conduzido com ovelhas foi possivel observar um nivel
inferior de expressao do TIMP-1 no tecido vaginal de animais com POP em comparacao a
animais sem POP e prenhes (ENNEN et al., 2011). Por fim, os fragmentos de colageno ao
final sdo excretados na urina ap6s a clivagem das MMP (CHEN & YEH, 2011).

Desta forma uma proporcao apropriada de MMP e TIMP pode estabilizar a quantidade
de colageno na MEC, mantendo a estrutura do tecido de suporte do assoalho pélvico (GONG
& XIA, 2019). Para porcas com e sem POP recentemente conduziu-se um estudo que
identificou que animais com POP apresentavam baixas concentragcdes de colageno tipo I e
TIMP-1, ambos analisados em soro sanguineo, e tiveram uma concentracdo de MMP-1 maior
do que os sem POP (HARSHMAN et al., 2024).

Tais TIMP sdo governadas pelos genes HOXAI11 (LIM et al., 2014). Sendo que em
mulheres com POP houve uma expressio diminuida de HOXAIl com consequente
associacao de aumentos nos niveis de MMP-2 (LIM et al., 2014). Outros genes podem estar
envolvidos na regulacdo do colageno e na formagcdo de MMP, tais como mutagdes que
envolvem o COL181A, COL1A1 e COL1A2, que sdo os percussores de colageno, que estao
relacionados na regulacao do colageno I, e polimorfismos de nucleotideos nos genes COL3A1
que tem relacdo ao colageno III (LIM et al., 2014; PUTRA et al., 2020; SAPUTRA et al.,
2022). Qualquer mutacdo no gene que expressa o colageno tipo I pode estar relacionado a
deficiéncia desta proteina na patogénese dos prolapsos, tornando o colageno mais fino e com
diminui¢do da capacidade de tracdo (SAPUTRA et al., 2022).

Ressalta-se que a manutencdo do colageno ¢ controlada por uma série de vias de
sinalizagdo e ha diversas relagdes cruzadas entre cada via que regula o metabolismo dessa
proteina, no entanto poucas vias foram estudadas no contexto da patogénese da POP, faltando

ainda uma compreensao densa (GONG & XIA, 2019). Tanto que a maioria dos estudos
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recentes indicam que as MMP foram reguladas positivamente em tecidos de pacientes com
POP, no entanto, as mudangas na expressao para TIMP permanecem controversas, com
tendéncias decrescentes ou sem nenhuma alteragao (GONG & XIA, 2019).

Ademais, sabe-se que a expressao de SOCS3, inibidor de transduc¢do de sinal de
citocinas, foi maior nos tecidos vaginais de pacientes com POP em comparacdo as sem POP.
A SOCS3 exerce efeitos reguladores significativos nas vias de transdugdo celular e assim
interage com vdrias proteinas ativadas da via de sinalizacao da tirosina quinase, suprimindo a
proliferagdo celular, em que sua dele¢do inibe a apoptose (JIN et al., 2024). O aumento das
MMP-2 e -9 levou a superexpressaio de SOC3 que acelerou a degradacdo da matriz
extracelular, diminuindo o coladgeno I, III e elastina, (JIN et al., 2024).

Assim, tal como ocorre com a analise de coldgeno, tem-se também uma diferenca nos
resultados de diversos estudos sobre MMP e TIMP provavelmente devido aos diferentes
locais de bidpsia para andlise, especialmente em tecidos prolapsados, visto que como ha
diferencas nas cargas de estresse no assoalho pélvico isso pode regular positivamente
diferentes proteinas (CHEN & YEH, 2011). Outro fator para as diferencas de resultados pode
decorrer dos distintos métodos de quantificagdo de proteinas, desta forma, seria interessante
que cada pesquisa utilizasse dois métodos complementares, mas confirmatérios, de
quantificagdo de MMP, por exemplo, a expressao gé€nica deve ser sempre confirmada pela
expressao protéica, para se compreender melhor os pontos fortes e as limitacdes de cada
ensaio conduzido (ALPERIN & MOALLI, 2006; CHEN & YEH, 2011). Ademais, ha
também a possibilidade de que diferentes vias na matriz extracelular possam ser ativadas
dependendo do tipo e da gravidade da lesdo, da carga mecanica e de fatores ambientais no
assoalho pélvico (CHEN & YEH, 2011).

Contudo diante de diversos estudos e pesquisas em diferentes vertentes ja efetuados

ainda, ndo se sabe de forma efetiva se tais diferencas na matriz extracelular em pacientes com



890

891

892

893

894

895

896

897

898

899

900

901

902

903

904

905

906

907

908

909

910

911

912

913

914

42

POP sdo a causa ou a consequéncia da lesao (MOALLI et al., 2005; CHEN & YEH, 2022;
LIM et al., 2014), tendo em vista que os estudos existentes até 0 momento sdo transversais, €
nao longitudinais controlados, devido, parcialmente, as dificuldades de se realizar tais estudos
em pacientes humanos e as questoes éticas inerentes a experimentagao humana (ALPERIN &
MOALLI, 2006; ABRAMOWITCH et al., 2009; CHEN & YEH, 2011). Mas ¢ certo afirmar
que o aumento da carga mecanica sobrecarrega o tecido conjuntivo, induzindo assim a uma
remodelagdo extracelular, que por sua vez ativa as MMP alterando a expressao de colageno e
o comportamento dos fibroblastos. Agora, essa remodelagdo da matriz pode ser uma resposta
ao proprio prolapso em si, ou seja, o ideal seria um grande estudo longitudinal de
monitoramento a longo prazo para essa identificacdo (LIM et al., 2014).

Anteriormente comentado sobre a anemia ser um possivel fator relacionado a casos de
POP ha também de se pontuar que a hemoglobina ¢ um conhecido eliminador de 6xido nitrico
e que tal componente, produzido nas células endoteliais dos vasos sanguineos, tem como
funcdo o relaxamento das células musculares que circundam os vasos, quando ocorre seu
excesso de concentragdo, pela propria anemia, ter-se-a, possivelmente, um fator contribuinte
para POP (SHEN & CRENSHAW, 2022). Destaca-se o fato de que devido a sele¢do genética
de porcas para aumento do tamanho e do peso da ninhada ocorreu um acréscimo da
vascularizagdo uterina, da expressdo do fator de crescimento endotelial vascular e do 6xido
nitrico produzido pelas células endoteliais vasculares (SHEN & CRENSHAW, 2022). Em que
este ultimo componente ¢ inibido pelo hormdnio prolactina, o qual esta positivamente
correlacionado com a capacidade antioxidante (LEE et al., 2023).

Além de todas essas situagdes pontuadas sobre os possiveis aspectos fisiopatologicos
dos prolapsos ha de se relatar também outros fatores envolvidos em todo o cenario, como o
estresse oxidativo celular, o qual ¢ um desequilibrio entre a producao de espécies reativas de

oxigénio no organismo € a capacidade das moléculas antioxidantes de neutraliza-las
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(SZCZUBIAL, 2020; SHEN & CRENSHAW, 2022). Em niveis baixos as espécies reativas
de oxigénio desempenham um papel importante no curso de muitos processos fisiologicos,
tais como as fungdes reprodutivas de mamiferos, porém a sua produgdo descontrolada ¢ uma
ameaca ao corpo (SZCZUBIAL, 2020). O excesso de radicais livres resulta em danos
oxidativos as moléculas tais como: proteinas, lipidios, DNA e consequentemente acarreta em
lesdes nos tecidos, supressdo imunitdria e perturbacdes do metabolismo (SZCZUBIAL,
2020). Ou seja, ele interrompe as vias normais de sinalizagdo celular interferindo assim na
sintese de colageno e elastina (SHEN & CRENSHAW, 2022). Em mulheres com POP ficou
demonstrado tal situagdo em exame imuno-histoquimico de ligamentos uterosacrais, em que o
estresse oxidativo contribuiu para o distirbio metabolico do coldgeno nos fibroblastos
pélvicos, em comparag¢dao com grupo controle (LIU et al., 2016).

Em porcas ja foi conduzido estudo que indicou que a intensidade da peroxidacao
lipidica e protéica no periodo periparto sem complicagdes aumentou significativamente perto
do parto e poderia persistir até o 14° dia poés-parto (SZCZUBIAL, 2020). Tal processo resulta
na producao de peroxidos lipidicos e aldeidos que sdo altamente toxicos € podem danificar as
c€lulas, receptores e enzimas associados, aumentando a permeabilidade da membrana celular.
Além disso, salienta-se que as proteinas que sdo alteradas durante a peroxidacao podem gerar
novos antigenos e provocar resposta imune, bem como liberar varias moléculas sinalizadores
inflamatorias (SZCZUBIAL, 2020).

Hé hipotese de que o estresse oxidativo esteja implicado na etiologia de diversas
doencas do periodo pds-parto em animais bem como ao maior nimero de leitdes natimortos,
devido aos danos gerados as cé€lulas fetais (SZCZUBIAL et al., 2013; LEE et al., 2023). Ja
ficou demonstrado que o parto espontaneo sem complicagdes pode acarretar na ocorréncia de
estresse oxidativo durante o periodo pds parto precoce em porcas, cuja intensidade estd

relacionada com a duracdo da fase expulsiva dos leitdes, que pode durar de 30 minutos a 10
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horas (SZCZUBIAL et al., 2013). Tanto que houve confirmagdo de que ninhadas grandes de
porcas, acima de 14 leitdes, podem aumentar o estresse oxidativo durante o final da gestacao e
na lactagdo, o que poderia, também, impactar negativamente na liberacdo de prolactina
levando a reducao do comportamento de construgdo de ninho (LEE et al., 2023). Aliado a isso
como as porcas hiperprolificas necessitam de maior demanda de energia ao crescimento fetal
tem-se uma maior ativacdo das mitocondrias placentarias que produzem radicais superoxido
como parte do processo de produgdo de energia. Assim, especula-se que o estresse oxidativo
acarrete em danos celulares ao eixo hipotalamo-hipofise-adrenal resultando na secrecao
diminuida de prolactina e na diminui¢cao do desempenho reprodutivo (LEE et al., 2023).

Além de serem pluriparas, o intervalo entre partos em porcas ¢ curto, em média cerca
de 5 meses (BORTOLOZZO & WENTZ, 2007). Esse fato ¢ interessante pois ja se sabe que
partos vaginais afetam negativamente e principalmente o musculo levantador do anus, em
mulheres, acarretando em lesdes e traumas musculares os quais passarao, apos o parto, por um
processo natural de cicatrizacdo que envolve diversas fases. Sendo que a ultima fase abrange
o processo de reparo em tecidos moles com a remodelacao tecidual da matriz extracelular,
abarcando a contracdo da ferida, sintese e degradacdo continua do colageno. A cicatrizagao
muscular possui fases com duragdes mais longas, tais como de 3 a 6 meses para a
remodelagdo. Ou seja, no musculo a cicatrizagdo ocorre de forma lenta e pode resultar em
recuperagdo funcional incompleta. Caso esse processo ocorra abaixo do esperado um dos
principais fatores predisponentes para tal € a existéncia de fibrose, que ¢ um aumento cronico
anormal e insoluvel de MEC que afeta a fungdo do tecido (TERRA et al., 2020). Destaca-se
ainda o fato de que com os ligamentos a cicatrizagao ¢ mais lenta ainda, em que o processo de
remodelagdo pode levar de meses a anos, e tais tempos podem variar dependendo do tamanho

das estruturas e das forcas mecanicas aplicadas durante a cicatrizagcao (TERRA et al., 2020).
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Outro fator importante ¢ a proteina 6ssea morfogenética 1 (BMP-1), englobando 7
isoformas, que ¢ conhecida também como procolageno C proteinase (PCP) e ¢ uma MMP que
cliva o propeptideo C-terminal das cadeias de procolageno originando o colageno maduro,
sendo a mesma considerada como um fator chave para a regulacao da deposi¢cdo de proteinas
da MEC (BORTOLINI et al., 2011). Além disso a BMP-1 também desempenha um papel
importante na liga¢do cruzada do coldgeno necessaria para a estabilidade do tecido, ao ativar a
familia de proteinas lisil oxidases (LOX). Cita-se, por exemplo, que os niveis de BMP-1 sdo
reduzidos em amostras vaginais de pacientes com POP em comparacdo com controles, ambos
nas fases pré-menopausa (BORTOLINI et al., 2011).

Assim, a disfungdo dessa proteina, que pode ser herdada ou adquirida, pode resultar
em deficiéncia do tecido conjuntivo vaginal facilitando a ocorréncia de POP. Tal como
observado no tecido vaginal de camundongos ovariectomizados em que a expressao de BMP-
1 estava diminuida, e quando houve reposi¢ao fisiologica de estrogénio ocorreu a reversao das
alteragoes (ROSHANRAVAN et al., 2010). Nesse contexto, destaca-se o fato de que os
hormonios reprodutivos podem influenciar e modular a expressdao de BMP-1 (BORTOLINI et
al., 2011). Porém, novamente devido ao desenho experimental dos estudos at¢ o momento
conduzidos, a propria desregulacdo da BMP-1 pode ser secunddria a progressio de POP,
tendo em vista que a expressdo dessa proteina ¢ modulada por carga mecanica nos
fibroblastos dérmicos e no musculo esquelético (BORTOLINI et al., 2011).

Apo6s o trauma no assoalho pélvico, decorrente do parto vaginal, tem-se a ativacdo de
vias inflamatorias, com a liberacdo, por exemplo, de fatores de crescimentos teciduais (TGF-
B1), os quais sdao importantes citocinas, € estdo envolvidos na sintese de MEC, com a
diferenciagdo de fibroblastos em miofibroblastos, na inibicdo de MMP e promocao da
expressao de TIMP. Tem-se evidéncias de que o estresse mecanico, devido ao parto, pode

reduzir os TGF-B1, o qual pode estar envolvido no distarbio metabolico do colageno,
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regulando MMP-2 e/ou TIMP-2 (LIU et al., 2016; CHEN & YEH, 2011; ZHANG et al.,
2017; GONG & XIA, 2019). Em estudo conduzido in vitro ficou demonstrado que
estiramentos mecanicos em ligamentos geravam essa condi¢do de estresse em varios tipos de
células, e uma das consequéncias desse processo era o envelhecimento celular (ZHANG et al.,
2017),

Além disso, hormonios esteroidais, fatores de crescimento e citocinas podem
superregular a expressao de MMP (ENNEN et al., 2011). Tanto que devido ao aumento de
maneira drastica das concentragdes dos hormonios estrogénio, progesterona e relaxina durante
a gravidez, acabam por modular substancialmente a renovacdo do tecido conjuntivo do
assoalho pélvico (BORTOLINI et al.,, 2011), a partir da modulagdo das vias da matriz
extracelular (CHEN & YEH, 2011) gerando a renovacao desta e a remodelacdo aumentada
das fibras elasticas vaginais em preparacao ao parto (DEPREST et al., 2022). Este processo ¢
impulsionado principalmente pelos altos niveis do hormoénio relaxina que atua gerando um
efeito colagenolitico pela descarga de MMP's, resultando assim em altera¢des no contetido de
colageno, elastina e musculo liso, refletido funcionalmente na diminui¢do da rigidez e no
aumento da distensibilidade do complexo tecidual de suporte da vagina, e na diminui¢cdo da
for¢a contratil da muscular da vagina (DEPREST et al., 2022).

Vilido pontuar nesse momento que tal como ocorre com o POP em diversas espécies
as hérnias inguinais em cadelas normalmente também aparecem durante a prenhez, e acredita-
se que os hormodnios sexuais, como o estrogénio e a relaxina, podem alterar a for¢a e o carater
do tecido conjuntivo (HORNAKOVA et al., 2021). Situagdo essa bem similar ao que é
descrito para ovelhas, em que se pontuou que especialmente o estradiol e a progesterona
parecem ter influéncia direta nas caracteristicas mecanicas da parede vaginal (ENNEN et al.,

2011).
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Esse hormoénio, a relaxina, descrito primeiramente em 1926 pertence a familia da
insulina, e circula nas espécies durante a gravidez a partir da sintese pelo corpo luteo
ovariano, endométrio e placenta, desempenhando papel essencial nos processos biologicos,
como metabolismo, crescimento, parto, catabolismo do colageno devido ao aumento de MMP
na sinfise pubica em varios animais facilitando a saida dos filhotes (LEO et al., 2017),
processo de remodelacdo Ossea e na cicatrizagdo de ligamentos e musculos esqueléticos
lesionados (DEHGHAN et al., 2014). Atualmente existem sete tipos de relaxina, sendo que a
relaxina 1 (RLN1) e a RLN2 sao fortes reguladores da expressdo e metabolismo do colageno
em fibroblastos com varios receptores para tais, denominados de RXFP, presentes nos mais
diversos orgaos (DEHGHAN et al., 2014). Foi demonstrado que a relaxina inibe a formacao
de fibrose que dentre outros mecanismos inclui a neutralizacdo do efeito da TGFBI,
reduzindo a formagdo de tecido cicatricial fibroso em 6rgaos (DEHGHAN et al., 2014). Em
estudo conduzido com ligamentos uterossacrais humanos foi observado um aumento da
presenca de relaxina em pacientes com POP em pré-menopausa, mas sem diferengas nos
receptores de tal hormdnio a partir de andlises imuno-histoquimicas ¢ de Western Blot
(SCHOTT et al., 2014).

Ainda sobre a relaxina ¢ valido citar que a mesma se encontra associada a alteracdes
hemodinanicas nos vasos sanguineos sist€émicos e renais maternais, reduzindo a resisténcia
vascular sistémica devido a agdes vasodilatadoras em pequenas artérias, e assim contribui
para importantes adaptagdes cardiovasculares maternas durante a gravidez (LEO et al., 2017).

Outra consideracao a ser feita para a relaxina ¢ que a partir de um estudo imuno-
histoquimico em cdes machos com hérnias perineais identificou-se que 0s mesmos
apresentavam atrofia muscular, principalmente do musculo levantador do anus, a partir da
expressao aumentada da caspase-3 a qual ¢ uma protease que induz apoptose muscular

esquelética quando ativada. Tal expressdao aumentada era decorrente de dano nervoso no
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plexo sacral devido ao tenesmo dos animais em decorréncia do aumento prostatico (GILL et
al., 2018). E esse aumento prostatico decorreu muito provavelmente a uma maior quantidade
de receptores de relaxina em sua parede, hormonio esse produzido pela prdstata hiperplasica
em machos. Foi confirmado entdo a associacao entre atrofia muscular e alta concentragao de
expressao de receptores de relaxina no diafragma pélvico, mas sem diferencas na expressao
da relaxina (HAYASHI et al., 2016), especificamente nos musculos coccigeo, levantador do
anus e obturador interno em caes (MERCHAYV et al., 2005).

Para o estrogénio, outro hormdnio envolvido, ja houve a observagdo do aumento da
expressao de MMP-2 com consequentes diminui¢cdes do coladgeno total e das ligagdes
cruzadas maduras durante a gravidez em mulheres (CHEN & YEH, 2011). Mas em
contrapartida em estudo mais recente observou-se exatamente o oposto, ou seja, uma
regulacao negativa do estrogénio em relacio a MMP (SCHOTT et al., 2014). Ademais sabe-
se que a deficiéncia de tal hormdonio em mulheres, na menopausa, acarreta em uma escassez
de fibroblastos ativos, resultando na diminuicdo significativa da quantidade de colageno
(YUCEL et al., 2013).

No caso de porcas foi conduzido um estudo mais recente analisando-se amostras de
soro sanguineo de animais com e sem POP em que foi identificado que ndo houveram
diferencas entre as concentragdes s€ricas para estradiol e relaxina entre os animais analisados,
porém, foi percebido que as porcas com prolapsos apresentaram mais dias de lactagao na
ninhada antes do prolapso em comparacdo com animais sem POP (HARSHMAN et al.,
2024).

Como ja mencionado anteriormente se o conteido de coldgeno em pacientes com POP
estiver alterado isso pode decorrer a partir de diferencas no numero de fibroblastos
(celularidade) bem como também na qualidade de tais células (KERKHOF et al., 2009).

Sabendo disso pontua-se importante fato que o musculo esquelético estriado, ¢ também
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atualmente, considerado como um o6rgdo endocrino, secretando alguns componentes, as
denominadas miocinas, que consistem em interleucina (IL)-6, -8, -15, irisina, mionectina,
fator de necrose tumoral-a e fator de crescimento de fibroblastos (FGF) (LI et al., 2017).
Durante a proliferacdo muscular os miocitos tendem a secretar tais miocinas que por sua vez
suprimem a neurogénese ¢ a adipogénese (LI et al., 2023).

Com enfoque no fator de crescimento de fibroblastos sabe-se que o mesmo realiza a
regulacao da captagdo de glicose pelos adipdcitos através do aumento do metabolismo celular
para alterar a presenga de glicose sanguinea e melhorar a sensibilidade a insulina, também
podendo reduzir o acimulo de lipidios (LI et al., 2023). O exercicio fisico ¢ um potente
indutor de FGF que pode regular o estado energético e a sintese de miosina pelo musculo
esquelético para diminuir a ocorréncia de obesidade e melhorar o desenvolvimento muscular.
Esse fator ainda melhora a propor¢ao de fibras musculares oxidadas no musculo esquelético,
alivia os danos do estresse oxidativo nas mitocondrias do musculo esquelético, reduz a
geracao de miopatia deste e mantém, de forma melhorada, a homeostase metabodlica muscular.
Sua produgdo ¢ induzida quando a ingestdo de proteinas ¢ reduzida, ou quando ha sarcopenia
e baixa massa muscular, sendo um fator proteico relacionado ao estresse muscular,
especificamente vinculado ao estresse mitocondrial e ao estresse do reticulo endoplasmatico
(LT et al., 2023). Porém, quando se tem uma superexpressao do FGF ocorre a diminuig¢ao da
area transversal das fibras musculares esqueléticas e massa muscular, ou seja, uma atrofia
muscular (LI et al., 2023).

E interessantemente que o proprio tecido adiposo, que em casos de atrofia muscular ¢
o componente que ira preencher tal lacuna, também ¢ um oOrgdo enddcrino realizando a
producdo das adipocinas, tais como a leptina, adiponectina, fator de necrose tumoral-a,

resistina, chemerina e visfatina (LI et al., 2017). Em que ja foi comprovado que o aumento da
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leptina cardiaca culminou em aumento de MMP-2 e também diminui¢do nos niveis gerando a
redugdo do coldgeno tipo I no miocardio de ratos obesos (SILVA-BERTANI et al., 2020).

Assim, tanto miocinas quanto adipocinas desempenham um papel critico na
homeostase corporal (LI et al., 2017) a partir de um crosstalk, ainda mais que o tecido adiposo
¢ adjacente ao musculo esquelético e desta forma pode induzir diferentes vias de sinalizagao
(LT et al., 2017). Tal crosstalk ¢ observado, por exemplo, quando se observa contragdes
musculares a partir de exercicios e movimentacdo e ocorre a liberagdo das miocinas, que por
sua vez combatem a inflamagdo cronica de baixo grau que ¢ estimulada pelas adipocinas a
partir da inatividade fisica (KIRK et al, 2020). Todas essas citocinas comentadas e pontuadas
ao atuarem como estruturas pro-inflamatérias nos tecidos musculares também, infelizmente,
podem induzir a anemias, visto que a inflamacdo ¢ um estado que acarreta a tal situagdo
corporal, e assim pode vir a contribuir para a incidéncia de POP (SHEN & CRENSHAW,
2022).

Salienta-se que ja houve estudo conduzido especificamente com porcas com POP para
analise das concentragdes do fator de necrose tumoral-a ¢ de alguns minerais comparando-se
animais sem POP, de mesma ordem de parto, local, manejo e estagio de producdo. E apos
analise via ELISA identificou-se que houve diferencas de concentragdes do fator de necrose
tumoral para mais, bem como também se identificou que o magnésio foi maior € o selénio,
ferro, zinco ¢ molibdénio estavam diminuidos em animais com POP, ndo havendo diferencas
no caso do célcio, cobre, manganés, chumbo e potassio (HARSHMAN et al., 2023).

Embora o nivel normal de fator de necrose tumoral — o desempenhe um papel vital na
regulacdo da liberacdo de progesterona e no apoio a implantacdo, placentacdo e
desenvolvimento embriondrio, os niveis elevados daquele fator podem levar a destruicao
mitocondrial e resultar na produc¢do de radicais livres de oxigénio. Além disso, ficou

demonstrado uma tendéncia para o nivel do fator de necrose tumoral-a ser mais elevado
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durante o periodo pos-parto em porcas com ninhadas grandes, acima de 14, quando
comparado a porcas com ninhadas menores. Muito provavelmente devido a capacidade
uterina limitada excedida que poderia assim gerar danos aos tecidos resultando em uma
resposta inflamatoria em porcas (LEE et al., 2023).

A gravidez também induziu a um aumento no contetido intramuscular de colageno
total e na isoforma de colageno V com aumento na tensdo passiva, sendo que tais alteragdes
pré-parto atenuam o estiramento das miofibras, protegendo contra danos ao musculo estriado
esquelético devido ao esfor¢o mecanico excessivo durante o parto (DEPREST et al., 2022).

Ja nas células derivadas da fascia pélvica do arco tendineo humano descobriu-se que
tanto a sintese quanto a degradacao autocatalitica de MMP-1 foram afetadas por estrogénio e
progesterona, sendo que a forma ativa de MMP-1 diminuiu significativamente apenas quando
tais hormodnios foram adicionados em conjunto, e ndo isoladamente (ALPERIN & MOALLI,
20006).

Existem algumas evidéncias de que as alteragdes que ocorrem nas estruturas de
suporte pélvico e na composicdo da MEC dos musculos do assoalho pélvico durante a
gravidez e parto vaginal ndo se recuperam completamente no pos-parto. E assim tais situagdes
poderiam contribuir para o desenvolvimento de POP, porém o papel destas alteragdes
persistentes no desenvolvimento de prolapsos nao foi elucidado at¢ o momento (DEPREST et
al., 2022)

Também se ressalta que ha pesquisas voltadas para a andlise de elastina na MEC do
tecido conjuntivo nos casos de POP, onde a maneira mais comum, porém imprecisa, de
quantificar tal proteina madura ¢ medir indiretamente suas ligacdes cruzadas com a
desmosina, sendo que, a maneira mais direta e apropriada € a imuno-histoquimica
(KERKHOF et al., 2009). Embora as técnicas para se obter dados de elastina variem, ha

evidéncias circunstanciais de que uma sintese e degradacdo deficientes podem estar também
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associadas a casos de POP (KERKHOF et al., 2009). Tanto que para ovelhas a prenhez
induziu a um aumento nas fibras de elastina, espessamento da camada muscular ¢ a um
colageno marcadamente menos denso, mas sem alteragcdes, em todas as camadas vaginais em
comparacao com ovelhas nuliparas ndo prenhas, sem alteracdo na vascularizagdo na lamina
propria (ULRICH et al., 2014). Para mulheres demonstrou-se alteragcdes estruturais das fibras
elasticas das fascias e ligamentos de paciente com prolapso uterino, com a observagao de
espessamento, tortuosidade e fragmentagdo, bem como desarranjo arquitetural nas fibras
(RODRIGUES et al, 2001).

Em ratos que possuem geneticamente a auséncia da enzima lisil oxidase-1, que ¢ uma
MMP responsavel pela reticulagdo da tropoelastina em elastina, os animais acabavam
desenvolvendo POP com caracteristicas fenotipicas e fatores de risco similares a mulheres
(COURI et al., 2017).

Sabe-se atualmente que os genes LOX3 e LOX4 desempenham papel na sintese de
fibras eldsticas e tanto o envelhecimento acelerado quanto o natural induzem a uma regulagao
negativa da expressdo genética e protéica de tais, podendo favorecer ao POP em humanos
(JIANG et al., 2014), diferente do que ¢ observado para babuinos, em que o envelhecimento
nao coincidiu com mais sinais de POP (MATTSON et al., 2005).

Por fim, no que diz respeito aos fatores imunomodulares o ambiente vaginal nao ¢
constante nem bem definido na maioria das espécies, € o repertorio de células imunes nos
orgaos genitais difere entre as espécies e durante a fase do ciclo reprodutivo. Tanto que as
células epiteliais de oOrgdos genitais podem, apds ativagdao, produzir uma variedade de
citocinas € quimiocinas que auxiliam no recrutamento e ativagdo de cé€lulas do sistema
imunologico nos 6rgdos genitais femininos. Sendo que ja foi observado que porcas com risco
elevado de POP também apresentavam diminuicdo de linfocitos e mondcitos circulantes,

possivelmente explicado pela realocacdo de tais células para tecidos-alvo promovendo a
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inflamag¢do ou facilitando a reparagdo tecidual. Curiosamente, diferencas distintas no
microbioma vaginal estavam presentes em porcas com alto risco de POP (KIEFER et al.,
2021). Apos, a mesma equipe de pesquisadores debatia sobre o fato do microbioma vaginal
representar um potencial alvo para estratégias de prevencao de POP em matrizes suinas, e
assim avaliaram os efeitos da infusdo vaginal de ampicilina para, hipoteticamente, culminar
em redugdo de risco de POP durante o final da gestacao (KIEFER et al., 2023). O tratamento
com tal antibidtico ndo afetou a pontuacao perineal vinculado ao POP nem a sua incidéncia, e
também nao interferiu nas caracteristicas de ninhada (KIEFER et al., 2023).

Assim, partindo-se da premissa da proximidade fisica entre vulva e anus em
porcas a estrutura anatdmica inerente poderia permitir uma translocacao entre as comunidades
microbianas vaginais e fecais. Nesse sentido, a influéncia potencial que essas comunidades
teriam no ambiente fecal poderia estar associada ao risco de POP, contudo, foi identificado
que existem menos diferencas na microbiota fecal entre porcas com risco variavel de POP do

que entre a microbiota vaginal (KIEFER et al., 2024).

3. CONSIDERACOES FINAIS

As matrizes suinas apresentam alta incidéncia de prolapso de 6rgdos pélvicos (POP),
resultando no descarte precoce e em significativos prejuizos econdmicos para a produgdo
suina. Embora diversos fatores de risco tenham sido identificados para o desenvolvimento
dessa condi¢ao multifatorial, a etiologia do POP permanece incompleta, com muitas hipdteses
ainda sendo debatidas. Essas hipoteses foram discutidas, particularmente em comparagdo com
0 que se observa na medicina humana, devido a similaridade com os casos de POP em
mulheres, especialmente no que se refere ao colageno.

Este trabalho contribuiu para o entendimento das bases anatomicas e hipoteses

fisiologicas do POP em suinos, reunindo informagdes valiosas que podem servir como base
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para investigagdes futuras. O aprofundamento desses estudos sera fundamental para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencao e tratamento, visando minimizar os

impactos econdmicos da doenca e melhorar o bem-estar das matrizes suinas.
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ARTIGO 2
“Anatomical description of the perineum in sows: is there a relationship with
pelvic organ prolapse?”, o qual sera enviado para publicacdo na Revista Journal of
Swine Health & Production, ISSN 1537-209X.
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Abstract

Objective: Provide a detailed anatomical description of the perineal region comprising the
pelvic and urogenital diaphragms in sows, as well as explore its potential association with the
occurrence of pelvic organ prolapse.

Materials and methods: Pelvic region specimens from 15 adult Landrace x Large White
sows, parity 3, were used and subjected to dissection at the Animal Anatomy Laboratory of
the Universidade Federal do Parand (UFPR) — Palotina Campus, Brazil. Dissections were
performed bilaterally in the anal and urogenital triangles to allow visualization of the muscle
groups composing the pelvic and urogenital diaphragms, as well as the perineal musculature.
Results: Anatomical differences were observed in the support patterns between the

diaphragms evaluated. In the pelvic diaphragm, the muscle groups exhibited predominantly
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bony origins, whereas in the urogenital diaphragm, origins and insertions associated with
fasciae or adjacent muscles predominated. In two specimens, an anatomical variation was
identified in the superficial portion of the external anal sphincter muscle. Furthermore, in the
vicinity of the pelvic diaphragm, a substantial amount of adipose tissue was observed filling
the right and left ischiorectal fossae.

Implications: The direct structural relationship between the muscle groups of the analyzed
diaphragms suggests that alterations in the constrictor vulvae muscle may compromise the
function of the urogenital diaphragm and, secondarily, affect the pelvic diaphragm. Therefore,
further studies are needed to investigate the interactions between the musculature and fasciae
of these diaphragms and their possible influence on the occurrence of pelvic organ prolapse in
swine.

Keywords: swine, pelvic diaphragm, urogenital diaphragm, female reproductive organs,

perineum.

Reproductive disorders result in significant economic losses in swine production and, among
them, pelvic organ prolapse (POP) has emerged as one of the most prominent issues in farms
worldwide, contributing to alarming increases in sow mortality.' This condition is
characterized by alterations in the pelvic and/or urogenital diaphragm associated with
weakness of the connective tissue in the ligaments and fasciae responsible for anchoring and
supporting the organs to the pelvic wall.?.?> These alterations lead to abnormal positioning of
pelvic structures, such as the bladder, uterus, vaginal vestibule, vagina and/or rectum,
potentially culminating in protrusion through the vulva and/or anus and in the development of
rectal, vaginal, and/or uterine prolapses.'.*

The pelvic diaphragm is composed of specific striated musculature that occludes the

pelvic outlet at the level of the anus, encompassing the levator ani and coccygeus muscles’. In
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contrast, the urogenital diaphragm is located ventral to the pelvic diaphragm, occluding the
pelvic outlet at the level of the vaginal vestibule and vulva. It is formed predominantly by
fasciae, such as the parietal and visceral pelvic fasciae, in addition to thin striated musculature
represented by the ischiourethral, constrictor vestibuli, and constrictor vulvae muscles. ¢.”
The perineal region corresponds to the portion of the trunk ventral to the pelvic diaphragm
and exhibits a complex multilayered organization composed of soft tissues, including the
perineal muscles, among which the external anal sphincter muscle stands out. This muscle is
subdivided into cutaneous, superficial, and deep portions. #.°
To date, the anatomical literature has addressed the musculature of the porcine

perineal region in a limited manner, focusing primarily on theoretical descriptions of muscle
origins and insertions.¢.” Considering that the basic sciences can contribute to improving
clinical outcomes of pelvic floor disorders through a better understanding of their pathological
mechanisms, it is necessary to deepen knowledge of the normal anatomy and physiology of
the affected region.'® This gap underscores the relevance of the present research as a
foundation for future investigations.

Accordingly, the objective of this study was to provide detailed visual and theoretical
anatomical descriptions of the perineal region encompassing the pelvic and urogenital
diaphragms in female swine, as well as to explore its possible correlation with the occurrence

of pelvic organ prolapse.

Animal care and use

This study was approved by the Animal Use Ethics Committee of the Palotina Campus of the

Universidade Federal do Parana (UFPR) under protocol number 10/2023.



1662

1663

1664

1665

1666

1667

1668

1669

1670

1671

1672

1673

1674

1675

1676

1677

1678

1679

1680

1681

1682

1683

1684

1685

1686

73

Materials and methods

Fifteen adult female swine (Landrace x Large White), 3™ parity order, originating from
commercial farms in the municipality of Palotina, Parana, Brazil, were used. Among these,
three did not have POP, two were classified as POP1, two as POP2, and eight as POP3,
according to the perineal scoring system described in the literature. *

For eight animals, there was information on the body condition score (BAITINGER &
KNAUER, 2015), which ranged from 2 to 3. However, for the other seven individuals, since
they were discarded animals, the score was unknown.

After receving of the specimens restricted to the pelvic region, without the uterus and
without the pelvic limbs, dissections were performed in natura in eight specimens and, in the
remaining seven specimens, after fixation in 10% formalin, at the Animal Anatomy
Laboratory of Universidade Federal do Parana (UFPR) — Palotina Campus.

Dissections were conducted bilaterally in the regions corresponding to the anal and
urogenital triangles (Figure 1), with careful removal of the skin, adipose tissue, and
superficial fasciae, while preserving the syntopy of the structures, as described by Nazih'!.
The procedure aimed to provide detailed visualization of the muscle groups belonging to the
pelvic and urogenital diaphragms, as well as the perineal musculature.

For descriptive purposes, the following nomenclature was adopted: (M1) coccygeus
muscle and (M2) levator ani muscle, components of the pelvic diaphragm; (M3) external anal
sphincter muscle, cutaneous portion, and (M4) external anal sphincter muscle, superficial
portion, belonging to the perineal musculature (Figure 2); and (MS5) constrictor vulvae
muscle, a component of the urogenital diaphragm. It should be emphasized that all anatomical

terminology followed the most recent edition of the Nomina Anatomica Veterinaria (NAV)'%.
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Results

During all dissections, it was observed that the coccygeus muscle (M1) originated from the
ischiatic spine and inserted on the first caudal vertebrae, partially covering the levator ani
muscle (M2) (Figure 2), which also originated from the ischiatic spine. In contrast to the
coccygeus muscle, the levator ani, the most medial muscle of the pelvic diaphragm, appeared
thinner and elongated in the dorsoventral direction, establishing structural continuity with the
external anal sphincter muscle (M3-4) arranged around the anus (Figure 2).

In the urogenital diaphragm, located ventrally in the perineal region and adjacent to
the vulva, a predominance of fasciae associated with thinner striated musculature was
observed, such as the constrictor vulvae muscle (M5). This muscle originated from the
superficial portion of the external anal sphincter muscle and inserted around the entire vulva,
particularly along the vulvar lips, culminating in the formation of the vulvar rima (Figure 2).

Throughout the dissections of the sows, differences were observed in the anatomical
support patterns between the pelvic and urogenital diaphragms. In the pelvic diaphragm, the
muscle groups were characterized predominantly by bony origins, whereas in the urogenital
diaphragm, origins and insertions associated with fasciae or adjacent musculature
predominated.

It is important to note that sows classified according to their respective scores, as
well as those classified as without POP, when evaluated after dissection, exhibited muscular
alterations compatible with more severe degrees of POP, such as greater spacing between
muscle fibers and flaccidity of the analyzed diaphragms.

In two specimens, both classified as POP3, an anatomical variation was identified in
the superficial portion of the external anal sphincter muscle, characterized by the emission of

muscle bundles extending dorsally and inserting laterally onto the tail muscles. In one animal,
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this variation occurred only in the left antimer, whereas in the other it was present bilaterally
(Figure 3A).

Additionally, in the vicinity of the pelvic diaphragm, a substantial amount of adipose
tissue was observed filling the right and left ischiorectal fossae. Part of this tissue was loosely
adherent to the pelvic fascia, while another portion was distributed around the caudal pelvic

outlet (Figure 3B).

Discussion

The muscle origins and insertions observed in the dissected sows are consistent with
descriptions available in the literature. ¢.7.® However, the finding of a direct origin of the
constrictor vulvae muscle from the external anal sphincter muscle represents a relevant
observation in the porcine species. Structural alterations in the external anal sphincter muscle
could therefore functionally impact the constrictor vulvae muscle, similar to what has already
been described in rodents of the species Lagostomus maximus'® and in ewes.'*

In this context, such structural impairment could result in increased opening of the
vulvar rima due to flaccidity of the constrictor vulvae muscle, thereby favoring alterations in
the vaginal microbiota, activation of the local immune system, and intensification of prolapse
conditions as a result of an enhanced tissue inflammatory response. This interpretation differs
from that proposed by Kiefer's, who suggests vaginal dysbiosis as the primary causal factor of
prolapse. However, the possibility cannot be ruled out that such microbiological alterations
are, at least in part, a consequence of the prolapse itself rather than its initial triggering factor.

It is noteworthy that in addition to sows, there are also reports of POP in various
animals, such as rabbits, sheep, non-human primates (baboons, squirrel monkeys, and rhesus

monkeys), cows, goats, female dogs, female cats, and buffaloes.'®!7-!8
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The relationships between the muscle groups of the two diaphragms were not
described by Nazih'' when dissecting the perineal region of dogs, as the author limited the
description to the perineal body as an anchoring point for perineal muscles and fasciae. In

contrast, Hall'

, also in dogs, reported the absence of muscle fibers attached to the perineal
body.

It is noteworthy that, to date, only one study has specifically described the anatomy of
the perineal region in sows, conducted in the 1970s by Basset.?’ In that work, a single muscle
was identified in the region adjacent to the anus, the external anal sphincter muscle, a finding
likewise observed in all dissections performed in the present study. The same author also
described an anatomical variation similar to that reported here, observed in one Large White
sow among the 11 swine evaluated.?”

This variation could potentially restrict tail mobility and, considering the short tail
length typical of production animals, contribute to a greater propensity for local muscular
atrophy. This observation is relevant, as reduced tail length has previously been correlated as
a risk factor for POP in sows. '

The presence of substantial amounts of adipose tissue filling the ischiorectal fossae in
sows has also been reported in domestic dogs, in which this tissue covered the same fossa and
the region of the urogenital triangle.'! It should be emphasized that, due to its low mechanical
resistance, this adipose tissue may rupture easily, rendering it inefficient in supporting the
rectum and other adjacent structures.?' In human medicine, it is well established that the
levator ani muscle constitutes the primary muscular structure of the pelvic floor, playing a
fundamental role in supporting the pelvic viscera and maintaining their normal topography.??
The functional relevance of this musculature in humans is related to bipedal posture, the
absence of a tail, and the relatively large proportions of the fetal head in relation to pelvic

dimensions, factors that make vaginal delivery more traumatic when compared to that of
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sows. Furthermore, the levator ani muscle in humans has a greater cross-sectional area and a
more complex structural organization than in swine, playing a central role in containing intra-
abdominal pressure and providing support against gravity. This may reflect an evolutionary
adaptation derived from the tail muscles of quadrupedal animals. 4,

Additionally, the caudal muscles of quadrupedal animals, arranged approximately at a
right angle to the bony pelvis, do not serve a primary function in supporting body weight,
which is instead borne by the pelvic symphysis.?* Thus, these muscles, particularly the
components of the pelvic diaphragm, contribute to the containment of pelvic organs and the
prevention of prolapse, but they are not responsible for supporting the animals’ body mass."!

Although the exact pathophysiological mechanism responsible for impairment of
pelvic floor support function has not yet been fully elucidated, evidence indicates that
neurogenic and myogenic injuries play a relevant role in the pathogenesis of pelvic organ
prolapse (POP).* Furthermore, alterations in collagen metabolism within the connective
tissue of the pelvic floor have been widely discussed as central components of this process.®
In this context, a relative predominance of type I1I collagen could explain the increased tissue
flexibility and distensibility associated with reduced tensile strength.?’

It 1s argued that the muscular components of the pelvic floor do not undergo
permanent alterations after a single vaginal delivery,?® but rather after multiple repeated
deliveries, which is consistent with findings in women, in whom each vaginal birth increases
the risk of developing POP by approximately 1.2-fold.?” In commercial sows, gestations
typically involve 14 to 18 piglets, or more, with inter-farrowing intervals of approximately
five months,*° all via vaginal delivery. This scenario suggests repeated exposure to intense
mechanical forces acting on the pelvic floor, potentially favoring changes in muscle volume
and atrophic processes in specific muscles, such as the constrictor vulvae, which could

predispose animals to the development of prolapse.
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Support of the pelvic organs depends on the interaction between the regional
musculature and the connective tissues that anchor the uterus and vulva to the pelvic walls. In
women, the uterosacral and cardinal ligaments are particularly prominent and are frequently
cited in the literature as key structures in the pathogenesis and surgical treatment of POP.
However, such ligaments are not present in swine. ¢.7.'> Even so, several studies have
employed structural and biomechanical comparisons between these species, particularly in the
context of experimental models aimed at surgical repair in humans.?!-2-3?

Alterations such as fibrosis and muscular atrophy, indicative of structural impairment
of the musculature, as well as modifications in the composition and organization of
connective tissue collagen, may predispose to the occurrence of prolapse.'%?° To establish
robust causal relationships between these alterations and POP, quantitative studies with
adequate statistical reproducibility are required.

As observed in the analyzed animals, it is important to highlight potential limitations
in the qualitative assessment of body condition score in cases of POP reported in the
literature', when compared with what was actually observed in the sows, which could lead to
possible misclassification of POP. This differs, for example, from what occurs in human
medicine for cases of POP, in which the evaluation used is quantitative and standardized since
1996, based on nine measurements taken from the hymen.*®

Furthermore, the observation of the anatomical variation visualized in two animals
classified as POP3 demonstrates that restriction of tail movement caused by this variation
may accentuate muscular atrophy and worsen the degree of POP. This likely explains why
sows with shorter tails tend to show a higher incidence of prolapse’, since the limitation of tail

movement accentuates atrophy of the levator ani muscle.
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This highlights the need to include additional associated risk factors in the evaluation
of this clinical condition. One example is the body condition of the sows, as thin animals are
reported to have a twofold higher risk of developing POP compared with sows with an ideal
body condition score. One of the hypotheses proposed, considering the delicate structure of
the musculature of the perineal region, is that the lower muscle density in these animals could
be reflected in the integrity of these muscles, thereby reducing muscular tone’.

Environmental factors must also be considered, such as the size of the animals’
housing area, floor slope, and dry feces resulting from water deprivation and/or poor water
quality. By increasing the demand on the muscles of this region, these factors may overload
them and predispose the animals to prolapse'.**. This is particularly relevant considering that
the musculature of the urogenital diaphragm has few bony insertions and is intrinsically
interdependent for the maintenance of the perineal region.

These factors could affect the musculature of the pelvic and/or urogenital diaphragms,
whose distinct yet interdependent anatomical organizations were demonstrated in the present
study. In this study, the levator ani muscle gave rise to the external anal sphincter muscle,
which in turn gave rise to the constrictor vulvae muscle located around the vulva. In this
context, a potential cascade effect could occur, in which dysfunction of one muscle negatively
affects the others.

In light of the findings of this study, a scenario emerges that reinforces the need to
consider perineal morphology in understanding pelvic organ prolapse. However, additional

quantitative investigations are essential to establish causal relationships.

Implications

Under the conditions of this study:

o There is a direct structural relationship between the pelvic and urogenital diaphragms.
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e Anatomical variations in these regions should be considered in morphofunctional
assessments.
o The adipose tissue present in the ischiorectal fossae does not play a primary

supportive role.
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Figure legends

Figure 1. Caudocranial view of the superficial perineal region dissected in a sow. AT — Anal
triangle; UT — Urogenital triangle; A — Anus; V — Vulva; * — Base of the tail.

Figure 2. Right lateral view of the superficial muscles of the pelvic diaphragm region,
perineal muscles, and urogenital diaphragm in a sow. (A) Image without muscle
identification. (B) Image with muscle identification.

White asterisk — Perineal tendon center or perineal body; M1 — Coccygeus muscle; M2 —
Levator ani muscle; M3 — External anal sphincter muscle, cutaneous portion; M4 — External
anal sphincter muscle, superficial portion; M5 — Constrictor vulvae muscle.

Figure 3. Right dorsolateral dissected view of the perineal region in a sow. (A) Black arrows:
presence of muscle fibers in both antimers extending dorsally from the external anal sphincter
muscle and inserting laterally onto the muscles at the base of the tail

(B) Black asterisk: considerable amount of adipose tissue filling the right ischiorectal fossa.
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Abstract

Introduction: Pelvic organ prolapse (POP) in sows is a multifactorial syndrome associated
with high mortality rates, the etiology of which remains incompletely elucidated. To date, no
immunohistochemical analyses of tissue collagen, nor macroscopic, microscopic, or
ultrastructural evaluations of the muscles associated with the pelvic and urogenital
diaphragms and perineal musculature of swine affected by this condition, have been described
in the literature. Objectives: To provide macroscopic, microscopic, ultrastructural, and
immunohistochemical characterizations of the muscles associated with the pelvic and
urogenital diaphragms in female swine with and without POP. Materials and Methods:
Samples of the coccygeus, levator ani, external anal sphincter, and constrictor vulvae muscles
were collected from 15 female swine of the same parity, of which three did not present POP,

two were classified as POP1, two as POP2, and eight as POP3. The muscle samples were
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histologically processed and stained with hematoxylin and eosin, Masson’s trichrome,
picrosirius red, and reticulin. Muscle fiber area and width were measured and subjected to the
Shapiro—Wilk, MANOVA, and Tukey statistical tests. Additionally, samples of the constrictor
vulvae and external anal sphincter muscles were obtained from two POP3 animals and two
without POP for type I collagen immunohistochemical analysis, as well as for scanning
electron microscopy. Results: Histological analysis revealed alterations such as fibrosis,
variation in muscle fiber diameter, and adipose tissue infiltration with increasing POP
severity. No statistically differences were identified in muscle fiber area or fiber width among
the groups, except in the constrictor vulvae muscle, in which a difference was detected
between POP3 and non-POP females. Ultrastructural analysis, particularly in POP3 animals,
demonstrated discontinuous and irregular muscle fibers, as well as endomysium containing
thin and disorganized collagen fibrils. Fine, disorganized collagen fibrils associated with
multiple vacuolizations of the extracellular matrix and irregular network-like structures were
also observed, more pronounced in the POP3 animal with lower average daily weight gain.
Immunohistochemical analysis revealed a reduction in the percentage of type I collagen in the
muscles of POP3 females compared to those without prolapse. Conclusion: This study
represents one of the first steps in the morphostructural characterization of perineal muscles in
sows affected by POP, providing a foundation for future investigations aimed at
understanding the pathogenesis and developing mitigation strategies for this condition.

Keywords: Female reproductive organs; Perineum; Swine production; Veterinary histology.

Background
The prevalence of pelvic organ prolapses (POP) in sows in Brazil, the United States,
and Europe has increased significantly in recent years (PITTMAN, 2017; SUPAKORN et al.,

2017). This condition has led to the premature culling of animals, resulting in substantial
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economic impacts and welfare losses in the swine industry (HARSHMAN et al., 2023). POP
is currently among the three leading causes of sow mortality in the United States
(HARSHMAN et al., 2023) and has been associated with increased mortality on farms in
Europe and Brazil (ROSS, 2019; SCHWERTZ et al., 2021; BHATIA et al., 2023).

POP is recognized as a multifactorial syndrome whose etiology remains incompletely
elucidated (ROSS, 2019). The condition is associated with weakening of the pelvic and
urogenital diaphragms and the perineal musculature, including the external anal sphincter
muscle in its superficial, cutaneous, and deep portions (SCHALLER, 1999; DYCE et al.,
2016; KONIG & LIEBICH, 2016), as well as with fragility of the connective tissue within the
pelvic ligaments and fasciae responsible for anchoring and supporting the organs to the pelvic
wall (ASHTON-MILLER & DELANCEY, 2007; DELANCEY et al., 2024). These
alterations culminate in caudal displacement of structures such as the bladder, uterus, and/or
rectum, with subsequent protrusion through the vulva and/or anus (ROSS, 2019; CUNHA et
al., 2021; GULER & ROOVERS, 2022; BHATIA et al., 2023).

Considering the pathophysiological complexity of POP, particular emphasis is placed
on the involvement of connective tissue present in ligaments, fasciae, and muscular sheaths -
an essential component of the pathogenesis due to its integration within the extracellular
matrix (ECM). The ECM is composed of fibrillar elements, such as collagen and elastin, and
non-fibrillar components, including proteoglycans, hyaluronic acid, and glycoproteins (LIM
et al., 2014; SAPUTRA et al., 2022). Consistent evidence indicates that alterations in collagen
metabolism, including variations in its types and structural quality, may compromise the
mechanical strength of fasciae and ligaments, thereby favoring the development of prolapse
(PIERCE et al., 2007; LIM et al., 2014; PUTRA et al., 2020).

To date, no studies have been identified in the literature that comprehensively describe

immunohistochemical analyses of tissue collagen together with macroscopic, microscopic,
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and ultrastructural evaluations of the muscles associated with the pelvic and urogenital
diaphragms and the perineal musculature in sows with and without POP.

Considering that the basic sciences may contribute to improving clinical outcomes of
perineum disorders through advances in the understanding of pathological mechanisms and a
deeper knowledge of normal physiology (RYNKEVIC et al., 2019), the present study aimed
to characterize the morphostructural alterations of some perineal striated musculature in
female swine with different degrees of POP. The hypothesis tested was that sows with higher

POP scores would exhibit a progressive increase in muscular alterations.

Materials and methods

Sampling was performed by convenience and included 15 adult female swine
(Landrace x Large White), parity three, originating from commercial farms in the
municipality of Palotina, Parand, Brazil, and the surrounding region. Among these, three did
not present POP, two were classified as POP1, two as POP2, and eight as POP3, according to
the perineal scoring system described by Ross (2019). For eight animals, information on daily
weight gain (DWG), measured from birth to first insemination, was available. For those same
eight animals, there was information on the body condition score (BAITINGER & KNAUER,
2015), which ranged from 2 to 3. However, for the other seven individuals, since they were
discarded animals, the score was unknown.

After receving of the specimens restricted to the pelvic region, without the uterus and
without the pelvic limbs, dissections were performed in natura in eight specimens and, in the
remaining seven specimens, after fixation in 10% formalin, at the Animal Anatomy
Laboratory of Universidade Federal do Parana (UFPR) — Palotina Campus.

Dissections were conducted bilaterally in the pelvic region and within the anal and

urogenital triangles, with meticulous removal of the skin, adipose tissue, and superficial
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fasciae, while preserving the syntopy of the structures, as described by Nazih et al. (2019).
The procedure aimed to provide detailed visualization of the muscle groups constituting the
pelvic and urogenital diaphragms and the perineal musculature.

For descriptive purposes, the following muscular nomenclature was adopted: (M1)
coccygeus muscle and (M2) levator ani muscle, belonging to the pelvic diaphragm; (M3)
external anal sphincter muscle, cutaneous portion, and (M4) external anal sphincter muscle,
superficial portion, components of the perineal musculature; and (M5) constrictor vulvae
muscle, a component of the urogenital diaphragm. In all of these muscles, thickness
measurements were performed at the middle third of each muscle. Each measurement was
taken ten times at the same evaluation point by a single evaluator using a Starrett® digital
caliper with a precision of 0.001 mm, followed by calculation of the corresponding means and
standard deviations. All descriptive procedures followed the most recent edition of the
Nomina Anatomica Veterinaria (NAV, 2017).

After dissection, samples of muscles M1 through M5 were collected for
histopathological analyses performed at the Animal Pathology Laboratory of UFPR — Palotina
Campus. Processing followed the techniques described by Tolosa et al. (2003). After fixation
in formaldehyde, the samples were dehydrated, embedded in paraffin, and sectioned at 5 pm
using a Leica® RM2245 microtome. All histological sections were prepared in quadruplicate
and stained with hematoxylin and eosin (H&E) and Masson’s trichrome (MT); additionally,
tissue sections from two animals without POP and two with POP3, all with available DWG
data, were stained with reticulin and picrosirius.

The slides were examined under an Olympus FSX100 microscope (Japan), and the
equipment’s software was used to grade histopathological alterations and to measure the
width and cross-sectional area of transversely sectioned muscle fibers, based on the analysis

total of 30 fibers were evaluated, consisting of ten fibers in three distinct fields per muscle, by
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a single evaluator. From these measurements, collagen concentration was quantified as a
percentage of area using ImageJ® software version 1.54g in the constrictor vulvae and
external anal sphincter (superficial portion) muscles from two animals without POP and two
with POP3, all with available DWG data, were stained with picrosirius and reticulin

Additionally, fragments at the middle third of the constrictor vulvae and external anal
sphincter (superficial portion) muscles from the same four animals were collected for
ultrastructural analysis. The samples were fixed in 10% formalin and washed in running water
overnight, followed by sequential washes of one hour each in 70% and 90% ethanol and two
washes in absolute ethanol. Subsequently, the samples were sent to the Electron Microscopy
Center of UFPR — Palotina Campus for critical point drying using a Leica EM CPD300
device with CO: in a supercritical state, preserving the structural integrity of the biological
material. The fragments were then mounted on metal stubs under a stereomicroscope and
sputter-coated with a thin layer of gold using a Denton Vacuum Desk V Standard coater.
Finally, the samples were examined under a VEGA 3 TESCAN® scanning electron
microscope at magnifications ranging from 3,000% to 30,000% in five distinct fields after prior
visual training.

For the ultrastructural morphological assessments, the samples were analyzed and
graded according to the degree of intensity as mild (1), moderate (2), and marked (3), based
on descriptions by Downing (2016) and Salman et al. (2010). The mild category encompassed
alterations present in 0-33% of the evaluated tissue field; moderate included 34-66%; and
marked corresponded to lesions affecting 67-100% of the assessed fragments. Regarding
collagen fibers, the analyzed alterations included: cohesion, referring to the adherence
between fibers; continuity, referring to longer fiber length; directionality, indicating whether
fibers were oriented parallel or interwoven; homogeneity, referring to a uniform fiber

appearance; and porosity, referring to the presence of pores observed in the analyzed fields.
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For standardization of the immunohistochemical analysis, samples from the external
anal sphincter muscle (superficial portion) and vulvar constrictor muscle of sows without POP
and with POP3, with DWG < 750 g and DWG > 750 g, were fixed in 10% formalin,
embedded in paraffin, and sectioned at 4 pm, mounted on glass slides, and dried at 37 °C for
12 hours. The slides were subjected to deparaffinization in xylene and rehydration through a
descending ethanol series. To block endogenous peroxidase activity, the sections were
incubated with 1% H20-, followed by washes in phosphate-buffered solution containing 0.1%
Triton X-100 and transfer to citrate buffer for antigen retrieval. After another PBS wash, the
sections were placed in a humid chamber and incubated with a polyclonal anti—collagen type I
primary antibody (Abcam, ab254113) at a 1:200 dilution, at 4 °C for 12 hours. Subsequently,
the slides were washed in PBS and incubated with streptavidin—peroxidase for 30 minutes,
followed by another wash and development with the chromogenic substrate DAB (3,3'-
diaminobenzidine). Next, counterstaining was performed with hematoxylin, and the slides
were mounted using an appropriate medium (Zymed 00-8030). Quantification of the

immunoreactive areas for type I collagen was carried out using ImageJ®, version 1.54g.

Statistical analysis

The analyzed data comprised measurements of muscle thickness, area, and width.
Initially, a descriptive analysis of the data was performed, calculating measures of central
tendency (mean) and dispersion (standard deviation) for each dependent variable, considering
the groups and degrees of POP. To meet the assumptions of MANOVA, the normality of the
distributions was assessed using the Shapiro—Wilk test.

Next, multivariate analysis of variance (MANOVA) was applied to examine whether
significant differences existed between the groups regarding the set of dependent variables

related to the perineum musculature. The analyses were conducted using the R statistical
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software (version 4.4.0). When MANOVA indicated a significant effect, post-hoc analysis
was performed to identify the variables responsible for the differences between groups, using

Tukey’s test and adopting a significance level of 5% (p < 0.05).

Results

During the macroscopic evaluation of the integrity of the striated muscle groups in the
perineal region, it was observed that, with increasing degrees of prolapse, there was
progressive morphological deterioration of the musculature, including a reduction in structural
support. Muscle cavitations consistent with lipedema, deposition of adipose tissue, and
muscle atrophy were more frequent in animals with higher degrees of POP. Notably, there
was a progressively pronounced perception of significant muscle atrophy in the vulvar
constrictor muscle (Fig. 1) from sows without POP to POP3, resulting in greater widening of
the vulvar slit and increased potential for the entry of feces and air into the vulva.

Analysis of the muscle thickness data in the evaluated sows showed that the coccygeus
muscle was the only one to exhibit a progressive decrease in mean thickness up to POP grade
2, followed by an increase in POP3 animals, with values higher than those observed in the
other groups. For the levator ani and external anal sphincter muscles, superficial and
cutaneous portions, an increase in thickness was observed up to POP grade 2, followed by a
reduction in POP3. In the vulvar constrictor muscle, thickness increased up to POP grade 2,
while in POP3 animals the musculature appeared thinner, a pattern similar to that observed for
the external anal sphincter and levator ani muscles. Despite these trends, no statistically
significant differences in muscle thickness were detected between females without POP and

those with different grades of prolapse (Table 1).
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Fig. 1 Caudocranial view of the dissected pelvic and urogenital diaphragms in sows. A — Normal; B — POP grade
1; C — POP grade 2; D — POP grade 3. M2 — Levator ani muscle; M3 — External anal sphincter, cutaneous part;
M4 — External anal sphincter, superficial part; M5 — Vulvar constrictor muscle; * — Ischiorectal fossa;
Arrowhead — Perineal body. Note the progressive thinning of the vulvar constrictor muscle associated with

increased opening of the vulvar slit.
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Table 1. Muscle thickness measurements in millimeters (mm) and their respective standard deviations (SD) for

the analyzed muscles of sows without and with POP.

M1 M2 M3 M4 M5
GRUPO Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD
Normal 6,792+0,19 5,944£0,51 8,05%0,69 6,97%0,57 9,83%£0,36
POP1 6,75%0,63 6,96 %+1,86 9,192+0,98 7,29 20,40 10,24 2£0,20
POP2 5,85%0,36 9,00%+0,51 8,65%0,71 7,99 42,54 14,56 *+0,33
POP3 7,124+0,31 6,870,74 6,78 0,85 6,30%+0,27 7,57%£0,61

M1: Coccygeus muscle; M2: Levator ani muscle; M3: External anal sphincter, cutaneous part; M4: External anal
sphincter, superficial part; M5: Vulvar constrictor muscle. SD: standard deviation. Means followed by different

letters in the row indicate a statistically significant difference (p < 0.05). POP: pelvic organ prolapses.

Regarding muscle area, no statistically differences were identified between the groups,
even in animals with the most severe grades of POP (Table 2). A similar result was observed
for muscle width, except for the vulvar constrictor muscle (MS5), in which a statistically
significant difference was detected between the POP3 group and the group without POP

(Table 3).

Table 2. Muscle area measurements in square micrometers (um?) and their respective standard deviations (SD)
for the analyzed muscles of sows without pelvic organ prolapse (POP) and with different degrees of POP (POP1,
POP2, and POP3).

M1 M2 M3 M4 M5
GRUPO Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD
Normal 4.094,67*+ 541,21 3.428,79 %+ 822,46 2.299,53 4+ 447,37 2.515,55+ 126,84 2.588,391.815,02
POP1 3.868,78 4+ 735,80 2.943,51 4 543,02 4.051,05* 80,23 2.103,44 24,58 17,802 5,58
POP2 3.612,70%+ 254,48 3.482,15%+ 38,68 2.337,234+ 67,61 2.273,80 % 67,58 12,602+ 1,03
POP3 3.569,63 + 320,03 3.283,00%+ 371,70 2.050,43 £ 148,61 2.232,47+ 186,56 121,884 329,33

M1: Coccygeus muscle; M2: Levator ani muscle; M3: External anal sphincter, cutaneous part; M4: External anal
sphincter, superficial part; M5: Vulvar constrictor muscle. SD: standard deviation. Means followed by different

letters in the row indicate a statistically significant difference (p < 0.05). POP: pelvic organ prolapses.
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2319 Table 3. Muscle width measurements in square micrometers (im?) and their respective standard deviations (SD)
2320  for the analyzed muscles of sows without pelvic organ prolapse (POP) and with different degrees of POP (POPI,
2321  POP2, and POP3).

M1 M2 M3 M4 M5
GRUPO Mean = SD Mean £ SD Mean = SD Mean = SD Mean = SD
Normal 252,20+ 11,62 234,69+ 33,93 192,322+ 11,40 202,22 2,90 131,462+21,12
POPI 252,23 24,79 206,83 %+ 44,06 273,152 10,87 186,75 %20,29 15,254 1,60
POP2 241,39 12,11 245,63+ 7,68 202,37% 6,13 191,352 11,40 13,62 0,52
POP3 235,43 14,81 223,37 11,03 178,94+ 7,37 179,28 %+ 8,36 22,70+ 20,47

2322 M1: Coccygeus muscle; M2: Levator ani muscle; M3: External anal sphincter, cutaneous part; M4: External anal
2323 sphincter, superficial part; M5: Vulvar constrictor muscle. SD: standard deviation. Means followed by different

2324 letters in the row indicate a statistically significant difference (p < 0.05). POP: pelvic organ prolapses.
2325

2326 Changes such as fibrosis, variation in muscle fiber diameter, and infiltration of adipose
2327  tissue, possibly associated with tissue replacement resulting from progressive muscle atrophy,
2328  were widely observed with increasing degrees of POP in the evaluated sows, affecting
2329  different muscles and being evidenced in Masson’s trichrome staining (Figure 2), picrosirius,

2330  reticulin, and hematoxylin—eosin staining (Figure 3).
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2332 M4), and vulvar constrictor muscle (MS5) in sows without prolapse and with the three grades of pelvic organ

2333 prolapse (POP). An increase in collagen content (blue) and variation in muscle fiber size (red) can be observed.
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2334  Muscle degeneration (white asterisk), progressive atrophy with advancing POP, and infiltration and replacement

2335 by adipose tissue (black arrowhead) are also evident.
2336

2337

2338  Fig. 3 Histopathological analysis of the vulvar constrictor muscle in a sow with POP3 using three staining

y

2339  techniques. Marked muscle atrophy is observed, with thick and disorganized collagen tissue between fibers,
2340 without evidence of inflammatory cells. A) Picrosirius (20X objective); B) Reticulin (20X objective); C)

2341 Hematoxylin—eosin (20X objective). POP: pelvic organ prolapses.

2342
2343 Regarding the quantification of the area occupied by collagen in the analyzed slides,

2344  a tendency toward greater accumulation was observed in animals with lower DWG in both
2345  evaluated muscles, except for the reticulin staining of the superficial portion of the external
2346  anal sphincter muscle, in which a higher collagen concentration was observed in the POP3
2347  animal with higher DWG. In the POP3 animal with lower DWG, the absolute collagen values
2348  were high for both muscles (Tables 4 and 5).

2349

2350 Table 4. Quantification of collagen concentration as a percentage (%) in the muscle area of two muscles stained

2351 with picrosirius in sows without pelvic organ prolapses (POP) and with POP3.

POP3 NORMAL POP3 NORMAL
GRUPO DWG > 750G DWG > 750G DWG<750G DWG<750G
M4
Mean + SD 77.27 2,08 79,07 0,89 83,02+ 1,24 91,50 +1,42
M5
Mean = SD 80,01+ 331 64,72+ 2,31 81,98 43,34 76,38 +1,43

2352 M4: External anal sphincter, superficial portion; M5: Vulvar constrictor muscle.

2353
2354
2355
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Table 5. Quantification of collagen concentration as a percentage (%) in the muscle area of two muscles stained

with reticulin in sows without pelvic organ prolapses (POP) and with POP3.

POP3 NORMAL POP3 NORMAL
GRUPO DWG > 750G DWG > 750G DWG<750G DWG<750G
M4 78,37 +2,86 66,58 £3,51 75,84 £2,18 76,75 +1,80
Mean + SD
M5 58,47 +4,92 67,76 £7,87 79,95 £3,80 41,84 +0,42
Mean + SD

M4: External anal sphincter, superficial portion; M5: Vulvar constrictor muscle.

The summarized data regarding the intensity of the alterations observed in the samples
analyzed by scanning electron microscopy are presented in Table 6. In the vulvar constrictor
muscle (Figure 1) and the external anal sphincter (superficial portion; Figure 2) of sows with
and without POP, it was observed that prolapsed females exhibited an increased amount of
thin, disorganized, and interlaced collagen fibrils, forming a “network-like” appearance,
morphologically consistent with type III collagen fibers. This pattern was more pronounced in
females with lower daily weight gain (DWG).

When comparing the animals, the alterations were found to be more intense and
consistently present in samples from the sow with lower DWG and POP3 (Table 6).
Additionally, collagen fibrils in the two sows with DWG < 750 g were thinner than those

observed in sows with DWG > 750 g.
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Table 6. Ultrastructural morphological assessment of skeletal musculature in sows with POP grades 0 and 3.
Control POP3 Control POP3
DWG>750g DWG>750g DWG<750 g DWGD<750g
Cohesion 1 2 2 2
Continuity 1 2 2 2
M4 Directionality 2 2 3 3
Homogeneity 2 2 3 3
Porosity 2 2 3 3
Cohesion 1 2 2 2
Continuity 1 1 2 2
M5 Directionality 2 2 3 3
Homogeneity 1 2 2 3
Porosity 1 1 2 2

Legend: 1 (mild): 0-33%; 2 (moderate): 34-66%; 3 (severe): 67-100%; M4 — External anal sphincter,

superficial part; M5 — Vulvar constrictor muscle.

In the ultrastructural analysis of the vulvar constrictor muscle (Fig. 4) and the external
anal sphincter, superficial portion (Fig. 5), in sows with POP grade 3, numerous
discontinuous, irregular, and loosely adherent muscle fibers were observed. Thin,
disorganized, and discontinuous collagen fibrils were also identified in the endomysium of
these fibers, a finding more pronounced in samples from sows with POP. In the analyzed
vulvar constrictor muscle samples with POP, there was a marked predominance of fibrillar
components compared to the scarce presence of preserved striated muscle fibers.
Additionally, small gaps and pronounced porosities were observed in the extracellular matrix;
although these alterations were also present in sows with higher DWG, they were

significantly more intense in animals with lower DWG, regardless of the presence of prolapse
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Fig. 4. Scanning electron micrographs of the vulvar constrictor muscle in sows at magnifications of 5.50 kx and
14.5 kx. A and B — Sow without POP, daily weight gain > 750 g; C and D — Sow with POP grade 3, daily weight
gain > 750 g; E and F — Sow without POP, daily weight gain < 750 g; G and H — Sow with POP grade 3, daily
weight gain < 750 g. White arrow — collagen fibrils aligned in a wavy pattern, appearing thinner; White
arrowhead — disorganized collagen fibrils spaced apart; Black arrow — small porosities and irregularities present
between collagen fibrils.
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Fig. 5. Scanning electron micrographs of the external anal sphincter, superficial portion, in sows at
magnifications of 5.50 kx and 14.5 kx. A and B — Sow without POP, daily weight gain > 750 g; C and D — Sow
with POP grade 3, daily weight gain > 750 g; E and F — Sow without POP, daily weight gain <750 g; Gand H —
Sow with POP grade 3, daily weight gain < 750 g. White arrow — discontinuous muscle fibers; White arrowhead
— disorganized and spaced collagen fibrils; Black arrow — small porosities and irregularities present between
collagen fibrils.
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In all evaluated sows, the connective tissue fibers surrounding the muscle bundles
exhibited immunoreactivity for type I collagen (Fig. 6). In the external anal sphincter
(superficial portion), the percentage of immunopositive area for type I collagen was 87.23%
(SD: 0.02%) in the specimen without POP and 81.06% (SD: 0.02%) in the sow with POP3. In
the vulvar constrictor muscle, the percentage of immunopositive area was 94.95% (SD:

0.03%) in the sow without POP and 79.99% (SD: 0.03%) in the specimen with POP3.
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Fig.6. Immunohistochemical analysis of type I collagen expression in striated skeletal muscle of sows without
pelvic organ prolapse (POP) and with POP grade 3. The connective tissue surrounding the skeletal muscle fibers
(sm) shows strong cytoplasmic immunolabeling for type I collagen (cf) (IHC, 20x). A — Sow without POP,
external anal sphincter (superficial portion), with strong collagen immunoreactivity in the endomysial fibers; B —
Sow with POP3, external anal sphincter (superficial portion), with mild collagen immunoreactivity in the

endomysial fibers; C — Sow without POP, vulvar constrictor muscle, with strong collagen immunoreactivity in
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the endomysial fibers; D — Sow with POP3, vulvar constrictor muscle, with mild collagen immunoreactivity in

the endomysial fibers. M4: External anal sphincter (superficial portion); M5: Vulvar constrictor muscle.

Discussion

The pathophysiology of POP is complex and multifactorial, primarily involving
weakening or defects of the pelvic floor muscles, ligaments, and supporting tissues such as
fasciae (SAPUTRA et al., 2022). Although interspecies variations exist, the organization of
intrapelvic skeletal muscles and fibromuscular connective tissues shows similarities between
humans and animals (PIERCE et al., 2007). In this context, magnetic resonance imaging
studies in women with POP have demonstrated that the thickness of the puborectal portion of
the levator ani muscle is significantly reduced compared to patients without POP (HOYTE et
al., 2004), a finding that parallels the macroscopic observations of the present study in sows,
particularly regarding the thickness of the levator ani and external anal sphincter muscles.

It was observed that up to POP grade 2, muscle thickness tended to increase, possibly
related to compensatory mechanisms such as initial muscle hypertrophy or increased
deposition of collagen and adipose tissue. However, in POP grade 3, these measures
decreased, potentially associated with exacerbated muscle atrophy, increased spacing between
fibers, and a higher presence of immature and disorganized collagen, potentially type III,
which is structurally weaker. Collectively, these alterations may compromise the mechanical
strength of the perineal muscles, accounting for the reduction in mean muscle thickness
observed in more advanced cases.

It is also noteworthy that the vulvar constrictor and external anal sphincter muscles -
superficial and cutaneous portions - showed considerable increases in thickness in animals
classified as POP2 compared to sows without POP. This finding may reflect an initial
compensatory response of the pelvic floor, characterized by apparent hypertrophy associated

with increased collagenous connective tissue, possibly of immature composition and lower
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mechanical strength, as well as adipose tissue infiltration, changes that may precede the
structural compromise observed in more advanced cases. It is important to note that, similar to
the mean thickness of the external anal sphincter muscle in sows without POP, Lallemant et
al. (2024) reported a mean value of 7 mm (SD: £2 mm) when analyzing the biomechanical
properties of perineal tissues in 10 sows to better understand perineal lacerations occurring
during human vaginal deliveries. These authors described that this musculature was more
extensible and less rigid than the perineal skin and vulva, which could explain why perineal
lacerations are rare in sows compared to women. For the other muscles evaluated, no studies
in humans or other species have, to date, determined muscle thickness in individuals with or
without POP, highlighting the lack of comparative data in the literature and underscoring the
originality of the measurements presented here.

As described by Dimpfl et al. (1998) in humans, the qualitative and quantitative
parameters obtained in the present study in sows should be interpreted predominantly in a
descriptive manner, as no normative values have been previously established for direct
comparison (DIMPFL et al., 1998). The histopathological alterations observed largely reflect
findings reported in women, in whom neurophysiological and histomorphological studies
have evidenced denervation of the pelvic floor musculature, atrophic or damaged muscle
fibers, and the presence of fibrosis (SMITH et al., 1989). In women with POP, reduced
muscle fibers with disorganized arrangements, associated with abundant connective tissue
replacement and inflammatory infiltrates, have also been reported (CHEN et al., 2011). In the
evaluated sows, comparable morphological alterations were observed; however, no
inflammatory infiltrate was identified in the analyzed muscles. This pattern is similar to that
described in nonhuman primates of the genus Saimiri with POP, in which hypertrophic and
atrophic rounded muscle fibers, increased endomysial collagen, and adipose tissue infiltration

were reported (PIERCE et al, 2007). The observed increase in absolute collagen
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concentration values in the analyzed POP3 animal closely parallels what has been reported in
pregnant women, in whom this condition induced an increase in total intramuscular collagen
content (DEPREST et al., 2022). Additionally, in women with POP, muscle fibers were
observed to be replaced and filled with large amounts of connective tissue (CHEN et al.,
2011).

The observed increase in collagen could be specifically related to a higher proportion
of type III collagen, which would explain the greater tissue flexibility and distensibility,
associated with reduced tensile strength (MOALLI et al., 2005). However, in the absence of
analyses specifically targeting collagen typing, this interpretation remains speculative.

It is noteworthy that aging, regardless of vaginal parity, promotes a reduction in the
physiological cross-sectional area of the pelvic floor muscles in both women and sows,
concomitant with an increase in total intramuscular collagen content (ROSS, 2019; RIEGER
et al., 2021). This process compromises the mechanical properties of the muscles due to
increased tissue stiffness (RIEGER et al., 2021). In the present study, these alterations may be
related to the pathological accumulation of interstitial extracellular matrix, which, although it
may initially protect the myofibers against mechanical stress, contributes to progressive
atrophy and fibrosis observed in the evaluated sows.

This scenario was also reflected in the analyses of muscle width, in which only the
vulvar constrictor muscle (M5) showed a statistically significant difference between the POP3
and no-POP groups, reinforcing the particular susceptibility of this musculature to structural
alterations associated with prolapse.

Knowledge of the ultrastructure of the main pelvic floor tissues is fundamental for
understanding the pathophysiology of POP (DOWNING, 2016). In humans, a reduction in
total collagen content, changes in the proportion of collagen types, and alterations in cross-

linking result in lower mechanical stability and impaired pelvic floor support in women
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affected by POP (SAPUTRA et al., 2022; CHEN et al., 2024). However, to date, no studies in
the literature have specifically described the ultrastructure of the muscles involved in POP in
humans or in other animal species.

Gong and Xia (2019), when analyzing vaginal tissue in women with POP, observed
that collagen fibrils lost their usual parallel arrangement, adopting an irregular and “twisted”
pattern, with the formation of large gaps. Although these are distinct tissues, this pattern is
remarkably similar to that observed in the present study in sows. Additionally, thinner
collagen fibrils were observed in sows with lower daily weight gain (DWG) compared to
those with higher DWG, a finding that corroborates reports of higher POP incidence in sows
with lean body condition on Brazilian farms (ROSS, 2019; WALTRICH et al., 2022).

These alterations include a less dense extracellular matrix with a sparse distribution, as
well as collagen fibrils with increased diameter compared to those in control patients.
Considering that type III collagen exhibits greater flexibility, a higher proportion of this
collagen could contribute to tissue laxity and increased susceptibility to prolapse (LIM et al.,
2014), since the predominance of immature cross-links tends to reduce the mechanical
stability of the tissue (CHEN et al., 2024). In uterosacral ligaments of postmenopausal women
with POP, immunohistochemical analyses revealed elevated percentages of type III and type |
collagen (YUCEL et al., 2013). Furthermore, women with POP exhibit significantly lower
expression of type I collagen (PUTRA et al., 2020) and higher expression of type III collagen
(YUCEL et al., 2013), a finding of relevance considering that low type I collagen expression
in these ligaments is associated with an approximately threefold increased risk of POP
(SAPUTRA et al., 2022)

Using atomic force microscopy, Kim et al. (2016) demonstrated that pelvic floor
tissues from human patients with POP exhibit wider, irregular, and flattened collagen fibrils

with atrophied ends, as well as the absence of typical type I collagen bundles composed of
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single fibrils. These findings are remarkably similar to those observed in the ultrastructural
analysis of the present study, both in the vulvar constrictor muscle and the external anal
sphincter (superficial portion) in sows with POP grade 3.

The observations indicated that even in animals clinically classified as without POP,
according to Ross (2019), ultrastructural alterations were present in the musculature and,
particularly, in the surrounding connective tissue, including irregularities and porosities,
although to a lesser extent. These alterations were more pronounced in the sow with daily
weight gain (DWG) < 750 g compared to the one without POP and DWG > 750 g, suggesting
that tissues in the perineal region are physiologically subject to structural remodeling.
However, these tissues appear to have a maximum threshold for adaptation, such that the
intensification of these alterations, combined with multiple environmental risk factors
previously described in swine (RODRIGUES et al., 2009), may increase the likelihood of
clinical manifestation of POP.

The reduction in immunoreactivity for type I collagen observed in POP3 animals in
both muscles analyzed has also been reported in serum analyses of sows with POP
(HARSHMAN et al., 2024) and in human uterosacral ligaments (VULIC et al., 2011).
However, other studies on human uterosacral ligaments did not identify this association
(GABRIEL et al., 2005), which may reflect differences in the anatomical sites subjected to
distinct mechanical loads, or in the analytical methods employed. Nonetheless, it is
noteworthy that collagen, as a fundamental component of connective tissue, plays a central
role in maintaining the mechanical strength and supportive capacity of pelvic structures
(GONG & XIA, 2019).

The design of the present study does not allow for the exclusion of underlying,
unidentified factors that may have contributed to the observed alterations. However, it is

plausible to infer that increased mechanical load on the connective tissue, regardless of its
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primary cause, promotes extracellular matrix remodeling processes that culminate in reduced
tissue cohesion and impaired support. To elucidate the initial mechanisms that trigger POP,
longitudinal studies with prolonged follow-up of the animals are required (LIM et al., 2014).
This study made a significant contribution by quantitatively characterizing type I
collagen and describing histopathological and ultrastructural alterations in the perineal
musculature of sows with POP. Nevertheless, some limitations must be considered,
particularly the small number of samples subjected to scanning electron microscopy and
immunohistochemistry due to logistical and financial constraints. Future investigations, with
expanded sampling and greater experimental robustness, will be essential to validate and

further explore the findings presented here.

Conclusions

Macroscopic analyses of the perineal muscles of sows with pelvic organ prolapse
(POP) revealed a progressive increase in intermuscular adipose tissue deposition with
advancing syndrome, particularly in the vulvar constrictor and external anal sphincter
(superficial portion) muscles, which exhibited marked atrophy and impaired muscular
support.

Microscopically, fibrosis and muscle atrophy were observed in association with POP
progression, without evidence of inflammatory cells. No statistically significant differences
were detected in muscle area or width between groups, except for the vulvar constrictor
muscle, in which a difference was identified between POP3 and no-POP sows. Furthermore,
immunohistochemistry demonstrated a reduction in the percentage of type I collagen in the
muscles of POP3 sows compared to non-prolapsed animals.

Qualitative ultrastructural analyses of the vulvar constrictor and external anal

sphincter (superficial portion) muscles in POP3 animals revealed irregular and discontinuous
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muscle fibers, associated with extracellular matrix alterations in the endomysium. However, it
remains uncertain whether these changes represent a cause or consequence of POP. Thus, the
present study constitutes an initial step in a continuous line of research aimed at

understanding the pathogenesis of and mitigating pelvic organ prolapses in swine.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho proporcionou uma andlise abrangente dos aspectos
macroscopicos, histolégicos e ultraestruturais dos musculos que compdem o perineo
de porcas com diferentes graus de prolapso de 6rgéos pélvicos (POP). Os
resultados obtidos revelaram alteragdes importantes e progressivas na estrutura dos
musculos, especialmente no musculo constritor da vulva, evidenciando um processo
de degeneracédo e enfraquecimento muscular associado ao aumento da gravidade
do POP.

Do ponto de vista anatdmico, observou-se acumulo de tecido adiposo e
degeneracdo muscular em porcas com POP, sem diferenga significativa na
espessura muscular entre os grupos, mas com destaque para a redugéo da largura
do musculo constritor da vulva em fémeas POP3. Microscopicamente, as alteragdes
foram compativeis com atrofia e fibrose muscular, na auséncia de inflamacgao,
sugerindo um carater crénico e estrutural da lesédo. A analise ultraestrutural também
reforgcou a hipétese de colapso funcional do suporte muscular e conjuntivo da regido
dos musculos da regido perineal. Assim como também as andlises imuno-
histoquimicas que indicaram uma diminuicdo na porcentagem de colageno tipo 1
nos animais POP3 nos dois musculos estriados esqueléticos perineais analisados.

Tais achados indicam que a integridade dos musculos do perineo é
essencial para a sustentagdo dos oOrgaos pélvicos em suinos, e que sua
degeneragdo pode ser um fator determinante para a ocorréncia de POP. Embora a
relagdo de causa e efeito entre essas alteragbes ainda ndo esteja completamente
elucidada, os dados desta pesquisa contribuem inicialmente e de forma significativa
para a compreensao da fisiopatologia do POP em porcas.

Além de representar um avanco técnico-cientifico para a area de anatomia
aplicada a suinocultura, este trabalho também colabora com o desenvolvimento
profissional da pesquisadora e com a producdo de conhecimento util para o
aprimoramento das estratégias de diagndstico, prevengao e manejo de matrizes com
risco de POP. Espera-se que os presentes resultados sirvam como base para
futuras investigagdes, especialmente aquelas que integrem analises biomecanicas,
hormonais e/ou genéticas, a fim de mitigar os impactos reprodutivos e econémicos

dessa condi¢cao multifatorial na produgéo suina.
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