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RESUMO

Objetivo: Investigar o efeito da TENS de baixa (10 Hz) e alta freqiiéncia(130 Hz) aplicadas na pata inflamada do rato apos
tratamento cronico com morfina. Método: Foram utilizados 140 ratos Holtzman fémeas, nos quais a carragenina (Cg 250 L1g/0,1ml)
foi administrada na pata posterior direita para a inducdo da inflamag¢do. TENS de baixa e alta freqiiéncia foi aplicada por 20 min,
ap6s 2 h e 30 min da Cg e seu efeito medido através do método de Randall-Selitto. O antagonista opidide Naltrexona (3mg/kg,sc),
foi administrado 30 minutos antes da TENS para verificar a liberagao de substancias opidides enddgenas. A tolerancia foi obtida
ap6s administragdo da morfina (10 mg/kg,sc), duas vezes ao dia, durante sete dias. O tratamento com TENS de baixa ¢ alta
freqiiéncia foi realizado no oitavo dia as 2 h e 30 min ap6s Cg. A analise estatistica foi feita pelo método da andlise de variancia
ANOVA (One Way) seguido de um teste “post hoc” (Teste de Bonferroni), com nivel de significancia quando p < 0,05. Resultados:
TENS de baixa e alta freqiiéncia inibiu em 100% a hiperalgesia induzida pela Cg. Animais tratados previamente com naltrexona
mostraram completa reversdo da analgesia induzida pela baixa freqiiéncia mas ndo pela alta freqiiéncia. Apds tolerancia a morfina,
os valores da TENS de baixa freqiiéncia indicaram total auséncia de analgesia, ao contrario da TENS de alta freqiiéncia que
induziu anti-hiperalgesia. Conclusdo: Conclui-se que a atividade analgésica da TENS de baixa freqiiéncia ¢ reduzida apds o
desenvolvimento de tolerancia a morfina.
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ABSTRACT

Reduction in Analgesic Effect from Low-Frequency Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation In
Morphine-Tolerant Rats

Objective: To investigate the effects of low (10 Hz) and high-frequency (130 Hz) transcutaneous electrical nerve stimulation
(TENS) applied to inflamed paws of rats following chronic treatment with morphine. Method: 140 female Holtzman rats were
utilized. Carrageenan (250 pg/0.1 ml) was administered to the right hind paws to induce inflammation. Two and a half hours after
carrageenan injection, low and high frequency TENS was applied to the inflamed paw for 20 min, and its effect was measured
via the Randall-Selitto method. The opioid antagonist naltrexone (3.0 mg/kg, subcutaneously) was administered 30 min before
TENS, to verify the release of endogenous opioids. Morphine tolerance (10 mg/kg, subcutaneously) was induced by twice-daily
injection over seven days. Low and high frequency TENS treatment was carried out on the eighth day, 2.5 hours after carrageenan
injection. Statistical analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by the post hoc Bonferroni
test, with a significance level of p < 0.05. Results: Both low and high frequency produced 100% inhibition of carrageenan-induced
hyperalgesia. Naltrexone-treated animals showed complete reversion of analgesia induced by low but not high-frequency TENS.
After attaining morphine tolerance, the low-frequency TENS values indicated complete absence of analgesia, whereas high-
frequency TENS induced anti-hyperalgesia. Conclusion: The analgesic activity of low-frequency TENS is reduced following
the development of morphine tolerance.

Key words: TENS, pain, morphine, tolerance, carrageenan, electrotherapy.



292 Resende MA, Gongalves HH, Sabino GS, Pereira LSM e Francischi JN

INTRODUCAO

Estimulagao elétrica nervosa transcutanea (TENS) é
um método ndo invasivo utilizado para reduzir a dor, mas
ndo o edema de condi¢bes inflamatdrias!. O mecanismo de
acdo analgésica da TENS ndo estd bem estabelecido. A TENS
pode ser aplicada no local da hiperalgesia, uma resposta au-
mentada ao estimulo nocivo, ou proximo a ela, e os para-
metros de aplicagdo como intensidade, freqiiéncia e duragdo
do pulso quando manipulados podem afetar a eficiéncia da
TENS?®. Em estudos com animais, TENS de baixa (<10 Hz)
e alta freqiiéncia (>100 Hz) tém reduzido a hiperalgesia induzida
pela carragenina e kaolin*’, duas substincias bastante utilizadas
no estudo da dor inflamatoéria®®. Alguns autores tém demons-
trado que a TENS de baixa freqiiéncia (4 Hz) produz analgesia
através da ativagdo de receptores opidides L, situados na
medula espinhal e no bulbo ventral rostral, e a TENS de alta
freqiiéncia (100 Hz) por ativagdo dos receptores 6 na medula
e regides do bulbo’*!°, Em humanos e em animais, foi de-
monstrado que o efeito analgésico produzido pela TENS de
baixa freqiiéncia foi revertido pela naloxona e naltrexona, dois
antagonistas opiodides, o que ndo ocorreu com a TENS de
alta freqiiéncia®'.

Uma outra forma de reduzir a dor ¢ através da admi-
nistracdo de opidide exdgeno como a morfina. Sua acdo
analgésica ocorre como conseqiiéncia de sua interagdo com
receptores especificos I, J, e K, localizados em diversos pontos
do sistema aferente e eferente, que participam da transmissao
da sensibilidade dolorosa e modulam a informagao nocicep-
tival>!3. Repetidas administragdes de morfina reduz gradu-
almente o seu efeito analgésico, desencadeando um fenémeno
conhecido como tolerancia'*!®, A tolerancia a morfina parece
estar mais ligada ao receptor L do que a outros tipos de
receptores opioides'®!. Dessa forma, a morfina ¢ a TENS
de baixa freqiiéncia, parecem apresentar 0 mesmo mecanismo
de acdo.

Poucos estudos na literatura associam a TENS de baixa
e alta freqiiéncia com morfina cronica para avaliar a
efetividade analgésica da TENS. O objetivo do presente estudo
foi verificar em ratos o efeito da TENS de baixa (10 Hz) e
alta freqiiéncia (130 Hz) aplicadas na pata inflamada do rato
apods tratamento cronico com morfina.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal
da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG
—1n° 067/03).

Animais

Foram utilizados no estudo um total de 140 ratos
Holtzman fémeas, pesando de 160 a 180 gramas fornecidos
pelo Centro de Bioterismo do ICB-UFMG. Os animais em
nimero de 4 a 6 por caixa permaneceram na sala de expe-
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rimentagdo por dois a trés dias antes da realizagdo dos ex-
perimentos para adaptag@o ao aparelho algesimétrico, com
livre acesso a agua e alimentagao, ciclo claro-escuro de 12
h e temperatura controlada (23-25 °C).

Inducéo de hiperalgesia pela carragenina

Carragenina (250 pug/0,1 ml), um polissacarideo sulfatado
que produz reacdo inflamatéria aguda, foi injetada
subcutdneamente na superficie plantar posterior direita do
rato no tempo zero. A pata contralateral foi injetada com o
mesmo volume de salina (veiculo).

Medida de hiperalgesia

A medida de hiperalgesia foi realizada por um
experimentador através de um algesimetro da Ugo Basile®,
que consistiu no deslocamento de um peso de no maximo
500 g sobre a superficie plantar posterior direita e registrado
o limiar de retirada da pata ao estimulo nociceptivo®.

Estimulacgao elétrica nervosa transcutanea

A estimulacdo elétrica nervosa transcutanea foi realizada
através de um aparelho Neurodyn III (IBRAMED). O aparelho
foi previamente calibrado para liberar os seguintes parametros:
estimulacao de baixa (10 Hz) e alta (130 Hz) freqiiéncia com
duragdo de pulso de 130 ps. A intensidade sensorial foi
considerada imediatamente abaixo do limiar motor. Um par
de eletrodos foi especialmente construido para a estimulagio
elétrica com 1 cm? de tamanho, fixados na regido dorsal ¢
superficie plantar da pata do rato. Os animais ficavam
movimentando livremente na caixa durante a estimulacao
elétrica.

Tratamento com drogas

Morfina (10,0 mg/Kg, sc), foi utilizada de forma crénica
para o desenvolvimento de tolerdncia ao opioide, e o
antagonista opidide naltrexona (3 mg/Kg, sc), foi administrado
para verificar a liberagdo de substancias opidides endogenas
durante o tratamento com TENS.

Delineamento Experimental

Para o estudo da atividade pro-inflamatoria da
carragenina, foram formados trés grupos de animais que
receberam na pata posterior direita injecdo de carragenina
(150, 250 e 500 pg/pata) e seu grupo controle recebeu salina.
A dose escolhida para os proximos experimentos foi de 250
ng/pata, dada a intensidade intermediéria da resposta. E bem
conhecida a cinética da carragenina, em que o pico da
hiperalgesia ocorre na 3 hora ap6s a sua administracdo. Por
isso, foi feita a medida da hiperalgesia antes (tempo zero)
el,2,3,4e6hapds ainjecdo intraplantar de carragenina.
Ap6s 2 h e 30 minutos da administragdo da carragenina, dois
grupos de animais foram tratados com TENS de baixa e alta
freqiiéncia durante 20 minutos. Os animais controles receberam
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carragenina mas nao a TENS para fins de comparacdo.Em
seguida, dois grupos de animais receberam a NALTREXONA
por via sistémica, 30 minutos antes da TENS de baixa e alta
freqiiéncia para o estudo da acdo analgésica da TENS. Um
grupo de animais controle recebeu salina e TENS de baixa
freqiiéncia e o outro grupo controle recebeu salina e TENS
de alta freqiiéncia. Para o tratamento cronico com morfina,
foram formados quatro grupos de animais que receberam
duas administra¢des didrias, com no minimo 8 horas de
intervalo entre uma aplicac@o e outra, durante 7 dias, conforme
protocolo experimental®'. Quatro grupos de animais controle,
receberam durante sete dias 0 mesmo volume de salina por
via subcutinea para fins de comparacdo. No 8° dia, apds o
desenvolvimento da tolerancia a morfina, os animais foram
tratados com TENS de baixa freqiiéncia, alta freqiiéncia e
morfina aguda, e os animais controle receberam salina aguda,
salina cronica e morfina aguda as 2 h e 30 minutos apos a
administracdo da carragenina.

Analise Estatistica

Os animais foram randomicamente distribuidos entre
os grupos experimentais e controles. Os resultados obtidos
foram analisados pelo método da analise de variancia ANOVA
(One Way). Para evidenciar entre quais varidveis ocorria a
diferenca significativa, foi realizado um teste “post hoc” (Teste
de Bonferroni), com nivel de significancia quando p < 0,05.

RESULTADOS

Hiperalgesia foi desenvolvida na pata do rato apos
administragdo intraplantar de diferentes doses de carragenina
(150, 250 e 500 pg/pata), conforme mostrado na fig. 1.
Carragenina comparada com os animais controles (salina),
provocou uma hiperalgesia dose —dependente e alcangou um
nivel maximo na 3* h apds a sua administracdo, permanecendo
até a 6" h.

Conforme mostrado na figura 2, tanto a baixa como a
alta freqiiéncia da TENS reverteu completamente a hiperalgesia
induzida pela carragenina na 3* h, indicando um efeito
analgésico apds tratamento com TENS. TENS de baixa
freqliéncia quando comparado com a de alta freqiiéncia causou
um efeito analgésico mais duradouro, que foi detectado até
a 6" h apos a inje¢do da carragenina.

Naltrexona foi administrado 30 min antes do tratamento
com TENS de baixa e alta freqiiéncia. O efeito analgésico
da TENS de baixa freqiiéncia foi totalmente revertido da 3*
h até a 6" h ap6s injegdo da carragenina, conforme verificado
na figura 3. Entretanto, a mesma dose de naltrexona néo
modificou a analgesia provocada pela TENS de alta freqiiéncia
(figura 4).

Apds o desenvolvimento de tolerancia a morfina, os
animais foram tratados com TENS de baixa e alta freqiiéncia.
Conforme pode-se observar na fig. 5, os valores obtidos com

TENS de Baixa Freqiiéncia em Ratos Tolerantes a Morfina 293

10%E I

Tempo (h)

-20

-35

Hiperalgesia (g)
8

-65

-+ C
¥ Cg 100 pg
A Cg250 pg
B Cg 500 pg

-80
-95

-110

Figura 1. Curva de desenvolvimento da hiperalgesia apos administragiao
da carragenina (Cg) na pata do rato. Os resultados estdo representados
como a diferenca entre a pata teste e controle. N =5 animais/grupo. *
indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo a C.
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Figura 2. Efeito da baixa (BF) ¢ alta (AF) freqiiéncia da TENS sobre
a hiperalgesia da carragenina. N = 6 a 8 animais/grupo. * indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo a C.

a TENS de baixa freqiiéncia sd3o semelhantes aos do grupo
controle, indicando uma total auséncia de atividade analgésica.
Ao contrario do que se observa com a TENS de alta
freqiiéncia (figura 6), mesmo apds os animais tornarem-se
tolerantes @ morfina continuou induzindo efeito analgésico.

DISCUSSAO

O estudo demonstrou que a TENS de baixa freqiiéncia
foi menos efetivo que o TENS de alta freqiiéncia em animais
tolerantes a morfina. Esses resultados estdo de acordo com
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Figura 3. Efeito da naltrexona (NX) sobre a analgesia induzida pela
baixa freqliéncia (BF) da TENS. SL — salina. N = 4 a 10 animais/grupo.
* indica diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 4. Efeito da naltrexona (NX) sobre a analgesia induzida pela
alta freqiiéncia (AF) da TENS. SL —salina. N = 4 a 10 animais/grupo.
* indica diferenga estatisticamente significativa.

outros estudos?®, que apds induzir tolerdncia a morfina em
ratos, verificaram que a TENS de baixa freqiiéncia apresentou
uma atividade analgésica bastante reduzida quando comparado
ao grupo que recebeu placebo durante o tratamento cronico.
Outros autores, também tém demonstrado que repetidas
aplicacdes de TENS de baixa e alta freqliéncia leva ao
desenvolvimento de tolerancia a substancias opidides, com
uma correspondente tolerancia cruzada a administracao de
agonistas de receptores opidides p e d, respectivamente?.
Esses resultados demonstram claramente que o efeito
analgésico da TENS de baixa e alta freqiiéncia ¢ mediado por
receptor opioide dentro do sistema nervoso central.

Em nosso estudo, TENS de baixa e alta freqiiéncia
inibiram em 100% a hiperalgesia da carragenina. Esses re-
sultados confirmam trabalhos anteriores que obtiveram uma
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Figura 5. Efeito da TENS de baixa freqiiéncia (BF) em ratos tolerantes
a morfina (MC). Morfina aguda (MA). C1 e C2 — controles, receberam
salina cronica. C1 recebeu salina aguda e C2 recebeu MA as 2h e 30 min
ap6s Cg no 8° dia. N = 6 a 10 animais/grupo. * indica diferenga
estatisticamente significativa em relacdo a C2.
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Figura 6. Efeito da TENS de alta freqiiéncia (AF) em ratos tolerantes
a morfina (MC). Morfina aguda (MA). C1 e C2 — controles, receberam
salina cronica. C1 recebeu salina aguda e C2 recebeu MA as 2h e 30 min
ap6s Cg no 8° dia. N = 6 a 10 animais/grupo. * indica diferenga
estatisticamente significativa em relacéo a C2.

reducdo proxima de 100% da hiperalgesia secundaria induzida
pela carragenina e kaolin®. Entretanto, devido a sensibilidade
do método utilizado neste estudo, ndo foi possivel verificar
se a TENS de baixa freqiiéncia quando associada a morfina
aguda potencia o seu efeito analgésico. Morfina na dose de
3 mg/Kg reduziu a hiperalgesia da carragenina quando foi
avaliada a resposta ao estimulo mecanico, mas uma dose bem
menor de 1 mg/Kg foi suficiente para reduzir a hiperalgesia
quando medida a resposta ao estimulo térmico?. Dessa forma,
¢ possivel que o método de avaliagdo mecanica utilizado em
nosso estudo, ndo apresenta a mesma sensibilidade que o
método que avalia a resposta ao estimulo térmico? .
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Alguns autores propdem que a estimulagdo elétrica
liberada por TENS de baixa freqiiéncia ativa receptores
opidides do tipo p, ¢ libera substancias analgésicas endogenas™!!
promovendo dessa forma uma analgesia mais prolongada.
Por outro lado, TENS de alta freqiiéncia deve agir por
mecanismos diferentes, através da ativagcdo de receptores
opiodides & na medula espinhal e na regido do bulbo ventral
rostral'?. E provavel que esta modalidade de TENS ativa fibras
nervosas de grande diametro na periferia que se projetam para
o corno dorsal da medula, e sdo capazes de ativar o meca-
nismo do portdo espinhal e bloquear o impulso de dor ascen-
dente?. Por outro lado, o efeito analgésico produzido pela
estimulacdo elétrica de baixa freqiiéncia ¢ revertido pelo
naloxona, um antagonista opioide padrio, mas nao o efeito
analgésico induzido pela estimulagdo elétrica de alta freqiiéncia®.
Através do uso de antagonistas opidides, alguns autores tém
estabelecido em modelos animal, que a morfina pode induzir
analgesia por ativagdo de receptores p, localizados na regido
espinhal ou pela ativagdo de receptores p, encontrados em
regides supra-espinhal. Entretanto, quando a morfina ¢
administrada sistemicamente ela atua predominantemente sobre
os receptores 1, '°. Dessa forma, a TENS de baixa freqiiéncia
deve atuar liberando substancias opidides dentro do sistema
nervoso central.

A exposi¢do constante do receptor p através da
administracdo diaria de morfina em animais pode desenvolver
tolerdncia ao efeito analgésico da morfina!® e,
consequentemente a0 TENS de baixa freqiiéncia, por atuar
sobre o mesmo receptor e liberar substancias opioides
enddgenas. Dessa forma, conforme podemos observar, nossos
resultados confirmam o desenvolvimento de tolerancia cruzada
entre morfina e TENS de baixa freqiiéncia, mas ndo a TENS
de alta freqiiéncia, que mesmo em animais tolerantes a
morfina, continua induzindo analgesia por apresentar
mecanismo diferente ao da morfina.

Os resultados apresentados neste trabalho sd@o
importantes para a clinica fisioterapéutica, uma vez que a TENS
¢ utilizada para controlar a dor aguda e cronica em diferentes
situagdes. Varios pacientes com doengas oncoldgicas ou artrite
reumatdide em uso prolongado de drogas opiodides, sdo
submetidos ao tratamento com TENS. Nestas condigdes, os
parametros de aplicagdo da TENS devem ser observados,
uma vez que a TENS de baixa freqiiéncia pode ser menos
efetiva que a TENS de alta freqliéncia. Outros estudos devem
ser realizados para a comprovagao dos nossos resultados em
seres humanos.
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