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Efeitos da crioterapia, estimulacao eléetrica
transcutanea e da sua associacao na atividade
elétrica do nervo femoral em ratos

Effects of cryotherapy, transcutaneous electrical stimulation and their combination
on femoral nerve electrical activity in rats

Santuzzi CH'?, Gongalves WLS', Rocha SS?, Castro MEC'?, Gouvea SA?, Abreu GR!

Resumo

Contextualizacéo: Relatos clinicos sugerem que a associagao terapéutica entre crioterapia (CRIO) e estimulagao elétrica transcutanea
(TENS) favorece analgesia local. Objetivo: Avaliar a atividade elétrica do nervo femoral (ANF), em repouso e durante a aplicagéo
isolada, e associada de TENS e CRIO em ratos. Métodos: Foram utilizados nove ratos (Wistar) adultos com peso de +300g. Apds
anestesia (Uretana, 1mg/g i.p.), o nervo femoral direito foi isolado para registro da ANF basal e durante as modalidades analgésicas.
Depois da fixagdo dos eletrodos no terco inferior da coxa direita, foram aplicadas TENS (50Hz, 10mA) por cinco minutos, CRIO
isolada e terapia associada (TA) por dez minutos. Os registros continuos da ANF foram realizados por meio de um amplificador de
potenciais de agéo, avaliados posteriormente no primeiro, quinto e décimo minuto em unidades arbitrarias (Ua). Utilizaram-se a
andlise de variancia (ANOVA) uma via e o teste de Dunnett como post-hoc. Valores expressos como média +EPM e as diferencas
fixadas em p<0,05. Resultados: A atividade do nervo femoral aumentou (p<0,01) na TENS (0,358+0,09Ua) e na TA (0,230+0,07Ua)
e ficou inalterada apés CRIO (0,063+0,003Ua), em relagdo ao basal inicial (0,009+0,0003Ua). No quinto minuto, observou-se uma
significante (p<0,05) atenuagéo da ANF na modalidade TA (0,144+0,027Ua) versus TENS isolada (0,324+0,089Ua). Conclusdes: A
associagao entre as modalidades analgésicas nao-invasivas CRIO e TENS atenua significativamente os efeitos produzidos pela TENS
isoladamente sobre a ANF de ratos anestesiados.
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Abstract

Background: Clinical reports suggest that the therapeutic association between cryotherapy (CRYO) and transcutaneous electrical
stimulation (TENS) favors local analgesia. Objective: To evaluate the electrical activity of the femoral nerve (FNA), at rest and during
single and combined application of TENS and CRYQ, in rats. Methods: Nine adult Wistar rats weighting +300g were used in this study.
After inducing anesthesia (Urethane, Tmg/g i.p.), the right femoral nerve was isolated in order to record the FNA at baseline and during
the therapeutic modalities. After attaching the electrodes to the lower third of the right thigh, TENS (50Hz, 10mA) was applied for
five minutes, and CRYO and the combined therapy (CT) for ten minutes. The FNA was recorded continuously by means of an action
potential amplifier and the recordings from the first, fifth and tenth minutes were subsequently evaluated using arbitrary units (aU). One-
way analysis of variance (ANOVA) was used, with Dunnett’s test as post-hoc analysis. The values were expressed as the mean +SEM
and differences were established at p<0.05. Results: The femoral nerve activity increased (p<0.01) after TENS (0.358+0.09aU) and CT
(0.230+0.07aU) and was unchanged after CRYO (0.063+0.003aU), in relation to the baseline (0.009+0.0003aU). In the fifth minute, we
observed significant (p<0.05) attenuation of FNA in the CT (0.144+0.027aU) in relation to TENS alone (0.324+0.089aU). Conclusions:
The association between CRYO and TENS noninvasive analgesia significantly attenuates the effects produced by TENS alone on the
FNA of anesthetized rats.
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Introducgao

A estimulacéo elétrica transcutdnea (TENS) é uma téc-
nica de analgesia aplicada em uma variedade de freqtién-
cias, intensidades e duracéo de pulso, classificada como alta
freqiiéncia (>50Hz), baixa freqiiéncia (<10Hz) e burst (alta e
baixa freqiiéncia alternadas)'®. A TENS do tipo convencional
é uma estimulacédo de alta freqiiéncia (50 e 150Hz) e baixa
intensidade, que estimula de forma continua as fibras ner-
vosas de condugdo rapida. A intensidade ndo deve provocar
contragdes musculares, mas apenas percepc¢do parestésica
ndo-desagradavel, ajustada de acordo com a sensibilidade
do individuo®. Estudos evidenciam que a intensidade entre
dez e 30 miliamperes (mA) é mais confortével e ndo provoca
fasciculagoes significativas no tempo de pulso, variando de
40 a 75ps. Neste tipo de estimulagdo, a analgesia é imediata
ou ap6s dez minutos de aplicacéo, efeito que perdura de
20 a 30 minutos até duas horas, razdo pela qual este mé-
todo é preferencialmente aplicado no tratamento de dores
agudas'®.

Acredita-se que a TENS promova analgesia predominante-
mente por meio do mecanismo do portdo ou teoria das com-
portas, proposta por Melzack e Wall®, que provoca analgesia
mediante a ativagdo seletiva das fibras tateis de didmetro largo
(A-beta), sem ativar fibras nociceptivas de menor didmetro
(A-delta e C). A atividade gerada nas fibras A-beta inibe a ati-
vidade em curso dos neur6nios nociceptivos no corno dorsal
da medula espinal®. Adicionalmente, o mecanismo analgésico
da TENS parece também estar relacionado a ativacdo de re-
ceptores para opidides enddgenos, na medula espinal®. Estudos
recentes demonstram que a baixa freqiiéncia de TENS ativa
especificamente receptores opidides |, receptores serotoni-
nérgicos e receptores muscarinicos espinais. Por outro lado,
a analgesia produzida pela alta freqiiéncia de TENS ativaria
receptores delta-opidides e receptores muscarinicos na coluna
dorsal da medula espinal, além da ativacdo de receptores delta-
opidides supra-espinal“**.

Estudos mostram que a aplicagdo terapéutica da criotera-
pia (CRIO) reduz gradativamente a transmissdo de impulsos
nos nervos sensitivos, em fun¢do da reducéo na velocidade de
condugéo das fibras nervosas'®'!. No entanto, apds a aplicagdo
prolongada de gelo, a duracédo dos potenciais de agdo dos ner-
vos sensoriais pode aumentar em virtude do aumento nos pe-
riodos refratdrios. Na prética clinica, as principais indicagoes
para o uso da CRIO séo lesdes agudas, espasmos musculares e
processos inflamatdrios' .

Estudos comprovam que a CRIO e TENS reduzem a dor
em pacientes em diversas condi¢ées como, por exemplo, no
periodo pés-operatdrio'’. Atualmente, com a finalidade de
promover analgesia, relatos clinicos tém sugerido a associagéo

das duas modalidades terapéuticas (CRIO+TENS), para uma
melhor resposta no controle da dor. Todavia, o0 mecanismo
eletrofisiolégico que envolve a condugéo nervosa e, portanto,
os efeitos analgésicos da associagdo das técnicas supracita-
das, néo foram suficientemente esclarecidos na literatura até
o presente momento''". A associacdo da CRIO e TENS cria
um paradoxo entre os mecanismos fisiolégicos das duas mo-
dalidades terapéuticas: enquanto uma reduz a velocidade de
condugéo nervosa, a outra estimula as fibras nervosas. Este es-
tudo teve como objetivo avaliar os efeitos da TENS e da CRIO,
utilizados isoladamente ou em conjunto, sobre a freqiiéncia de
potenciais de a¢éo do nervo femoral.

Materiais e métodos

A investigacéo foi conduzida de acordo com as normas es-
tabelecidas pelo Guide care and use of laboratory* e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), parecer n° 026/2007.

Animais e desenho experimental

Foram utilizados nove ratos Wistar, em um utnico grupo,
com peso corporal entre 300 e 350 gramas, mantidos no Bioté-
rio de Pesquisa do Programa de Pés-graduacéo em Ciéncias Fi-
sioldgicas da UFES. Todos os procedimentos foram conduzidos
de acordo com o guia de pesquisas biomédicas para utiliza¢do
de animais laboratoriais, como declarado pela Federacdo da
Sociedade Brasileira de Biologia Experimental. Os ratos foram
mantidos em gaiolas individuais, com temperatura ambiente
controlada a 22°C e iluminagéo artificial, sendo o fotoperiodo
de 12 horas claro/12 horas escuro, com alimentagéo e agua
ad libitum. O parametro avaliado neste estudo foi a atividade
elétrica do nervo femoral (ANF) de ratos anestesiados, sem
estimulos dolorosos, antes e durante a aplicagdo das duas
modalidades (isoladas e em conjunto), originando trés tipos de
intervengdes: TENS, CRIO e TA.

O desenho experimental utilizado e o tempo de aplicagdo
dos tratamentos foram determinados apds a observac¢do do
comportamento da freqiiéncia dos potenciais de agdo em
estudos piloto, visto que ndo existem trabalhos estabelecendo
o tempo para tais procedimentos. Assim, o experimento con-
sistiu no registro de medidas continuas da ANF dos animais,
utilizando unidades arbitrarias da ANF integrada, em diferen-
tes intervalos de tempo: antes, durante e apés a aplicacdo das
técnicas isoladas e associadas. Entre as intervencdes, foi esta-
belecido o periodo de seis minutos para que a prepara¢do mos-
trasse um estavel, conforme apresentado na Figura 1. Foram
utilizados o primeiro, quinto e décimo minuto como periodo
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de estudo das trés intervengdes. A unidade de medida da ANF
utilizada foi uma integrada, a partir da atividade absoluta do
nervo isolado, filtrado e discriminado das atividades elétricas
de fundo.

Procedimentos cirtrgicos e registros da atividade
do nervo femoral

Os animais foram anestesiados por injecdo Unica intra-
peritoneal (i.p.) de Uretana, na dose 1mg.g* de peso cor-
poral. A escolha do anestésico se deve ao fato de ser este
amplamente utilizado em experimentos que envolvem ati-
vidades elétricas, portanto, indicado por produzir menores
alteracgoes sobre a atividade do nervo'®*’. Os animais foram
posicionados em dectbito dorsal e o nervo femoral da pata
direita exposta por meio de uma incisdo cuténea longitudi-
nal retilinea de 1,5 a 2cm de comprimento, na face interna da
coxa (regido pélvica). O espaco entre os musculos abdutores
de coxa e femoral foi dissecado e o plexo vasculo-nervoso
femoral identificado. Foi utilizado microscépio (M900, DF
Vasconcelos®, Sdo Paulo, Brasil) para selecdo do nervo fe-
moral e posterior acomodagdo em eletrodos de prata para
registro da atividade nervosa. Com a finalidade de evitar
lesdo, lubrificar e manter a integridade do nervo femoral,
foi utilizado 6leo mineral, juntamente com vaselina sélida,
sobre a incisdo. Apds esse procedimento, os potenciais de
acdo extracelulares basais foram registrados em um ampli-
ficador (NL 104, Neurolog®, Digitimer, Welwyn Garden, UK).
Os sinais foram filtrados (NL 126, Neurolog®, Digitimer,
Welwyn Garden, UK) e conectados a um amplificador de
dudio (NL 120, Neurolog®, Digitimer, Welwyn Garden, UK) e
ligados a um osciloscépio (Tektronix 2205, General Eletric®,
New Jersey, USA). Posteriormente, foram processados em
um discriminador de potenciais de ac¢do Spike trigger (NL
200, Neurolog®, Digitimer, Welwyn Garden, UK) e em um
integrador de pulso (NL 601, Neurolog®, Digitimer, Welwyn
Garden, UK), sendo simultaneamente digitalizados pelo sof-
tware Acqknowledge for Windows (Biopac System®, Santa
Barbara, California, USA), para posterior anélise.

Estimulacdo elétrica transcutanea isolada

Utilizou-se TENS (EMPI® Eclipse Inc., Minneapolis, Min-
nesota, USA) com intensidade sensorial final de 50Hz, 10mA
e por cinco minutos. Os eletrodos da TENS (com didmetro
de 0,5cm) foram fixados com adesivo sobre a articulagdo do
joelho direito, sendo um medial e outro lateral, antes do ini-
cio do experimento, a fim de evitar possiveis altera¢des no
registro da ANF. A intensidade sensorial foi determinada au-
mentando os pardmetros até niveis que néo se evidenciasse

contracdes musculares. Essa modalidade terapéutica carac-
teriza uma aplicacdo da TENS do tipo convencional e esses
parametros permaneceram constantes"®’. Imediatamente
apds a aplicagdo da TENS (ao final do quinto minuto), o
equipamento foi desligado e aguardados seis minutos para
que o nervo atingisse a estabilidade na freqiiéncia do po-
tencial de acédo (Figura 1). Estudos realizados no laboratério
dos pesquisadores deste estudo demonstram que a TENS
estimula rapidamente o nervo, e sua resposta é a mesma em
cinco ou dez minutos. Optou-se por periodo menor de es-
timulagdo (cinco minutos) para minimizar possiveis lesdes
durante a exposi¢do do nervo.

Crioterapia isolada e terapias associadas

Apés a estabilizagdo da freqiiéncia, a aplicagdo da CRIO
foi iniciada com a fixacdo de uma compressa de gelo sobre
a articulagdo do joelho direito da pata traseira, durante dez
minutos, e registrado os potenciais de agdo no nervo femoral.
Ao término do procedimento, o gelo foi retirado e novamente
aguardado seis minutos, ao final dos quais foram aplicadas as
duas modalidades analgésicas associadas, durante dez minutos
(Figura 1). O perfodo de dez minutos para aplicagdo da CRIO
foi também definido a partir de estudos pilotos que mostraram
ser este o tempo maior necessario para promover efeitos sobre
a atividade do nervo. Ao término do estudo, os animais foram
eutanasiados com dose letal de anestésico.

Andlise dos dados

Os resultados foram analisados por software estatistico
(Graph-Pad® Prism4), no qual se utilizou andlise de variancia
(ANOVA) uma via, seguido do teste de Dunnett para mdl-
tiplas comparacdes. Os valores (unidades arbitrarias=Ua)
foram expressos como média +tEPM e as diferencas fixadas

em p<0,05.
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TENS=estimulagdo elétrica transcutanea; CRIO=crioterapia (compressa);
TA=terapia associada; ANF (Ua)=ILinha continua; &ANFBi=basal inicial;
0 ANFBf=basal final; <>=intervalos entre estimulos.

Figura 1. Protocolo de registro de atividade elétrica do nervo femoral
(ANF) em ratos anestesiados, durante aplicacdo de modalidades
analgésicas.
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Resultados :::.

Conforme demonstrado na Figura 2A, no primeiro minuto
apos o inicio das modalidades analgésicas, a ANF aumentou
significativamente (p<0,01) na TENS (0,358+0,094Ua) e TA
(0,230+0,074Ua), e néo alterou na CRIO (0,063+0,037Ua). No
quinto minuto, foram observados que as modalidades anal-
gésicas TENS (0,324+0,089Ua) e CRIO (0,035£0,015Ua) man-
tiveram as médias de ANF do primeiro minuto, no entanto a
TA (0,144+0,027Ua) atenuou os nfveis da ANF em relagio as
aplicagoes isoladas. Verificou-se ainda que no décimo minuto
ndo houve diferencas significativas entre as trés modalida-
des analgésicas, ressaltando que a TENS foi interrompida no
quinto minuto. Na Figura 2B, verificou-se que a média de ati-
vidade basal do nervo femoral (ANF) nos ratos anestesiados
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Fim
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05 :
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l Basal final

04 4
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0,02 - RSRse
o & b
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*p<0,05 e **p<0,01 versus basal; n=9.

Figura 2. A. Avaliagdo temporal dos efeitos das modalidades
analgésicas isoladas (TENS ou CRIO) e associadas (TA), sobre a
atividade elétrica do nevo femoral (ANF) de ratos anestesiados; B.
Determinacdo da ANF basal, antes e ap6s aplicacdo das modalidades
analgésicas. Valores expressos como média +EPM; ANOVA uma via e
teste de Dunnett para multiplas comparag@es.

foi de 0,009+0,0003Ua. Valores semelhantes aos niveis basais
médios de ANF nos intervalos da aplicacdo das modalidades
analgésicas TENS (0,004+0,002Ua), CRIO (0,001+0,0006Ua) TA
(0,007+0,001Ua).

Discussao :::.

O presente estudo demonstra os efeitos da TENS e da
CRIO, sobre a freqiiéncia dos potenciais de a¢do do nervo
femoral, utilizadas de forma isolada ou associada. Os dados
obtidos mostraram que a TENS isolada em ratos anestesia-
dos aumenta a ANF, a qual foi significantemente atenuada
quando se utilizou a TA. No entanto, os resultados também
mostram que a CRIO isolada néo alterou a ANF dos animais
experimentais.

Esses achados demonstraram que a TENS induz tal efeito
analgésico por promover uma estimulacdo de nervos perifé-
ricos, especificamente nas fibras proprioceptivas do tato'.
Em contrapartida, a CRIO atenuou a ANF, provavelmente por
aumentar os periodos refratdrios e diminuir a velocidade de
condugdo nervosa'"®. Dados da literatura tém demonstrado
que o uso da TENS ou da CRIO isoladamente produz efeitos
analgésicos importantes em processos inflamatérios agudos e
cronicos'®*H16 Estes estudos descrevem que a CRIO produz
analgesia por dois principais mecanismos locais, um neuronal
e outro vascular. No mecanismo neuronal, a aplicagdo topica
de gelo diminui a temperatura local, o que reduz os limiares
de ativacdo do nociceptores teciduais e, conseqlientemente,
os sinais de transmissdo da dor. Em se tratando dos efeitos
vasculares da CRIO, a analgesia esta associada a reducdo do
fluxo sangiiineo, decorrente da vasoconstri¢do induzida pelo
frio, além da reducdo do metabolismo neural, apesar de que as
vias pelas quais estes eventos ocorrem ainda néo estejam bem
elucidadas' ™.

A TENS classicamente promove analgesia por meio da
ativacdo seletiva das fibras tateis A-beta, as quais inibem a ati-
vidade em curso dos neurdnios nociceptivos no corno dorsal
da medula espinal. Além disso, inimeros estudos na presenca
de dor demonstram que o mecanismo de ac¢éo analgésico da
TENS também estd relacionado com a ativagdo de receptores
opidides na medula espinal e supra-espinal*'* e ndo somente
pela teoria das comportas.

De fato com o objetivo de potencializar os efeitos analgé-
sicos dessas terapias para supostamente produzir hiperanal-
gesia, tem-se observado, rotineiramente, na prética clinica, a
utilizagdo associada de CRIO e TENS. Apesar da grande fre-
qiiéncia (e convencional) do uso simultdneo dessas técnicas
na pratica fisioterapéutica, a literatura pouco fundamenta os
efeitos simultaneos da CRIO e TENS.
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Este estudo demonstrou que a associacdo das terapias
(TENS+CRIO) promove atenuagdo na ANF anteriormente
elevada pela TENS isolada. Tal fato se justifica pela redugio
da velocidade de condugédo nervosa promovida pelo gelo™;
o frio desacelera o transporte axoplasmatico, ou seja, o fluxo
de substéncia ao longo do axdnio; as concentragdes de ATP e
fosfato de creatina ndo mudam, por isso, acredita-se que o blo-
queio é causado pela redugdo metabdlica no uso da ATP pelos
nervos, em func¢éo de uma diminuida atividade enzimatica'®*.
Portanto, é possivel se especular que a utilizagao da CRIO asso-
ciada a TENS contrapde o efeito estimulativo e reduz as a¢des
terapéuticas da TENS isolada, além de reduzir a sensibilidade
tatil'®!, dificultando ainda mais a percepg¢éo da intensidade
ideal a ser aplicada pela TENS.

Entretanto, a utilizagdo sequienciada da TENS e CRIO se
justifica na presenca de dor e outros fatores, como osteoartrites
com edemas e pelo efeito desinibitério muscular artrogénico
que a CRIO promove. Isto porque os edemas que acompanham
a dor nessas afecgdes articulares sensibilizam os mecanocep-
tores capsulares, os quais inibem os motoneuronios alfa medu-
lares e, por conseguinte, os sinais transmitidos ao musculo'".
Apesar desse estudo néo ter sido conduzido em situagdo de
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dor ou processo inflamatério, os dados eletroneurograficos ob-
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ratos anestesiados e sua associagdo com a CRIO atenuando
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