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RESUMO

A inflamacdo é uma resposta de protecdo para livrar 0 organismo da causa da agressdo e de
suas conseqliéncias, para poder alcangar a reparagdo. Este processo apresenta-se em muitas
das enfermidades atendidas pelos fisioterapeutas, mas as vezes sua exacerbacdo pode limitar a
recuperacdo do sujeito. Uma das formas de tratamento do processo inflamatorio é a
estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEAV). Este tipo de estimulacdo é caracterizada por
um pulso monofasico pico duplo que gera voltagens superiores a 150V, mas com uma
corrente total (média) liberada ao tecido que ndo excede 1,2 a 1,5mA. Varios estudos foram
feitos para avaliar o efeito da EEAV no edema, mas a maioria deles foram realizados em
modelos animais, sendo encontrado apenas um estudo em humanos na literatura. Os
resultados dos trabalhos em animais tém mostrado a efetividade da EEAV na diminuigdo do
edema contrastando com o estudo em humanos, o qual somente mostrou diferencas clinicas,
mas nao estatisticas. Adicionalmente, ainda ndo se conhece o mecanismo de acdo da EEAV e
tém sido propostas varias hipoteses para explicar este efeito. O objetivo do estudo foi
determinar a efetividade da EEAV na inflamag&o em animais e em humanos utilizando um
nivel de amplitude submotor, freqiiéncia de 100pps e 45min de tratamento. Foi feito um
ensaio clinico controlado e aleatorizado em sujeitos com entorse lateral de tornozelo
mensurando dor, edema, arco de mobilidade e alguns parametros da marcha, comparando trés
grupos: grupo controle (GC) com fisioterapia convencional; grupo com fisioterapia
convencional mais EEAV polaridade negativa e o ultimo grupo com fisioterapia convencional
mais EEAV polaridade positiva. Ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre 0s
grupos de estudo, somente diferencas em aspectos clinicos sugerindo uma possivel
contribuicdo da EEVA com polaridade negativa na resolucdo do processo inflamatorio. Em
uma segunda etapa foi feito um estudo experimental em animais avaliando dor, edema,
histamina e albumina séricas e a cartilagem. Os grupos foram: um grupo controle, um
inflamado e tratado com EEAV(-), um inflamado e que recebeu EEAV placebo e mais um
grupo somente tratado com EEAV(-). Nao foram encontradas diferencas entre 0s grupos nas
varidveis mensuradas, mas observou-se menor celularidade na cartilagem dos animais
inflamados+EEAV(-) e menor densidade dptica no grupo inflamado+EEVA placebo. Estes
resultados sdo uma contribuicdo para a validacdo de um agente biofisico utilizado na
fisioterapia, mas precisa-se realizar mais estudos clinicos com amostras maiores para
conhecer os reais efeitos da EEAV no processo inflamatorio.

Palavras claves: edema, inflamacéo, estimulacao elétrica, entorse



ABSTRACT

Inflammation is the response of protection of the body to an aggression in order to obtain the
healing. This process makes part of many diseases attended by physical therapist, however
when it is increased, limits the fast recovery of the patient. High voltage pulsed current
(HVPC) is one of the modalities used to interview of inflammatory process; the type of
stimulation is considered monophasic pulsed that produces a high-driving voltage 150 V, but
the total current (average) delivered to the tissue per second does not exceed 1.2 to 1.5mA.
There are many studies that evaluate the effect of HVPC in swelling, but the major part was
made in animal models and only one in human beings was found in the review of the
literature. The results of the studies in animals had showed the effectiveness of HVPC in
reduction of edema, but the study in human only showed clinical differences not statistically
significant. Additionally, the action mechanism of HVPC is unknown and some hypotheses
have been proposed for explaining its effect. The objective of this study was evaluate the
effectiveness of HVPC in the inflammation process, both in humans and animals in a
submotor level, 100pps of frequency and 45min of treatment. We made a controlled and
randomized clinical trial in subjects with lateral sprain of ankle measuring pain, edema, range
of mobility and some parameters of the gait comparing three groups: control group (CG) with
standard physical therapy, HVPC(-) with standard physical therapy plus HVPC negative
polarity and HVPC(+) with standard physical therapy plus HVPC positive polarity. There was
not difference between the study groups, but the clinical results suggested that HVPC(-) could
contribute to accelerate the recovery of inflammatory process. Second, an experimental study
was done in animals evaluating pain, edema, serum histamine and albumin and the cartilage,
comparing a control group, a inflammation group with HVPC(-), a inflammation group with
HVPC placebo and the last group only with HVPC(-). We did not find differences between
the groups in the variables, only observed the lowest cellularity in the cartilage of
inflammation group+HVPC(-) and lowest optical density in inflammation group+HVPC
placebo. These results are a contribution for the understanding of the biophysical agent used
in the physical therapy, however is necessary more clinical studies including higher sample

size, in order to demonstrate the effects of HVPC on the inflammation process.

Key Words: swelling, inflammation, electrical stimulation, sprain
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1. APRESENTACAO

Esta tese esta organizada em duas partes. A primeira apresenta uma revisao geral dos
topicos que fundamentaram o desenvolvimento do projeto. A segunda parte contém os
manuscritos cientificos com os principais resultados do projeto.

A inflamagdo ¢ um processo que acompanha a maior parte das doengas atendidas
pelos fisioterapeutas e as complicagdes na sua resolucdo sdo uma limitagdo para o rapido
retorno do sujeito as atividades de vida diaria.

As modalidades fisicas ou agentes biofisicos constituem uma das ferramentas basicas
utilizadas pelos fisioterapeutas para o tratamento da inflamagdo. As modalidades fisicas
oferecem muitas vantagens tais como: a facilidade na aplicacdo, ndo sdo invasivas e nao
apresentam, de modo geral, efeitos adversos quando comparados aos farmacos. No entanto, a
efetividade dos agentes fisicos ndo esta ainda devidamente esclarecida, principalmente pelos
resultados contraditorios dos estudos ja realizados. Um dos problemas ¢ a auséncia de rigor
metodoldgico na realizagdo das pesquisas, assim como os interesses econdmicos de grupos
que produzem e comercializam esses equipamentos, sem realizar investigacdes adequadas
sobre seus efeitos. Esses aspectos tém dificultado a indicacdo terapéutica desses recursos,
baseado em evidencia cientifica.

Levando em conta estes aspectos durante o mestrado desenvolvi um estudo em
coelhos, para determinar o efeito do laser de baixa potencia nas inflamagdes articulares. Mas
desta vez no doutorado continuamos a estudar a inflamag¢do, mas avaliando agora o efeito da
estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEAV) em ratos e em humanos. Consideramos
importante realizar a pesquisa em humanos, por que na revisao da literatura s6 foi encontrado
um estudo experimental sobre este topico e auséncia de ensaios clinicos controlados que
indicam a melhor evidéncia.

No projeto desenvolvido com animais foram feitas mensuragdes de sinais e
marcadores da inflamagdo. Adicionalmente, foram analisados a cartilagem e os musculos
funcionalmente relacionados a articulacdo acometida. Como produtos deste trabalho foram
escritos dois manuscritos ja submetidos, € mais um que estd em fase final de preparacdo. A
analise dos musculos esqueléticos foi desenvolvida por uma aluna de mestrado e constituiu

sua dissertagdo, gerando também um manuscrito cientifico ja submetido a publicacdo (anexo
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B). Com o propdsito de contextualizar o leitor ao conteutdo dos manuscritos finais, a seguir

sdo apresentados os topicos que fundamentaram o desenvolvimento do projeto.
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2. CONTEXTUALIZACAO

2.1 Processo inflamatoério

A inflamag¢do comec¢a quando um estimulo endogeno ou exdgeno causa uma alteragdo
na fisiologia normal de um tecido'”. A inflamagio constitui, portanto uma resposta de
protecdo, cujo objetivo ¢ livrar ao organismo da causa inicial da agressdo celular e das
conseqiiéncias desta agressdo’. Esses fendmenos se manifestam clinicamente mediante cinco
sinais basicos da inflamacao: dor, rubor, calor, tumor e alteracao da funcao.

A inflamag¢do pode ser classificada como aguda e cronica. A primeira € a resposta
imediata e inicial a um agente agressor, ¢ compreende principalmente altera¢des no calibre
vascular’. A inflamagdo cronica caracteriza-se pela infiltracdo de células mononucleares,
refletindo uma reago persistente a agressio”.

O processo inflamatdrio inicia-se com a liberacdo de mediadores pro- inflamatorios
tais como histamina, serotonina, catecolaminas, bradicinina, fatores complemento e
prostaglandinas, que sdo responsaveis pelo desencadeamento das fases seguintes da
inflamacdo. A etapa inicial da inflamagdo esta caracterizada pelas mudangas vasculares,
apresentando-se inicialmente constricdo arteriolar e depois dilatagdo das arteriolas pré-
capilares, abertura dos esfincteres capilares e dilatacdo das vénulas; esta seqiiéncia ¢
responsavel pela hiperemia, evento indispensdvel para que se produza posteriormente a
exsudagio’. Gera-se também um aumento no fluxo sangiiineo, que produz calor e rubor,
caracteristicos da inflamag¢ao. Posteriormente, ha extravasamento ao intersticio de um liquido
chamado de transudado. Isto faz com que a pressao osmotica intravascular diminua e aumente
a pressao osmoatica intersticial.

Estes fenomenos, associados ao aumento da pressdo hidrostatica dos vasos, causam
um desequilibrio de forgas'?, levando & saida de células, macromoléculas e fluidos do sistema
vascular, os quais vdo acumulando-se no tecido intersticial produzindo-se entio o edema’.
Nos primeiros 15 a 30 minutos apds a lesdo o endotélio permanecera permeavel devido,
principalmente, & formagdo de lacunas intercelulares principalmente nas vénulas'?. Em
seguida, em uma segunda fase que pode durar horas, as lacunas também aparecem nos
capilares’. Todos os processos mencionados contribuem para produzir edema, além da

obstrucio ou sobrecarga do fluxo linfatico'.
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Recentemente, tem sido proposto que o mecanismo principal que desenvolve o edema
¢ a rapida diminuicdo da pressao do fluxo intersticial, principalmente no caso das lesdes
quimicas, sendo um exemplo o modelo da carragenina’. O intersticio estd conformado por
filamentos de proteoglicanas e feixes de fibras colagenas, os quais tém em anexo fibroblastos,
mantendo uma rede unida gragas as integrinas. No caso de lesdo ha rompimento das cadeias
entre os fibroblastos e as selectinas, permitindo a expansdo do intersticio e a darea
edemaciada’.

O acumulo de liquido pela estase piora o processo inflamatdrio, resultando em um
ambiente toxico, que promove a morte celular e necrose tecidual', que por sua vez pode
dificultar ou interromper a troca de nutrientes, atrasando o processo de cicatrizagdo. O
acimulo de liquido no intersticio celular produz dor, que gera um maior periodo de
imobilizagdo da zona lesada e aumenta o edema, criando-se um circulo vicioso. Também pode
gerar fibrose, aderéncias e a rigidez da estrutura, trazendo como conseqiiéncia seqiielas e o

aumento no periodo de recuperagdo do sujeito™®.

2.1.1 Histamina

A histamina ¢ uma amina dibésica vaso ativa derivada da histidina. A histamina pr¢é-
formada ¢ armazenada em granulos metacromaticos dos basofilos e dos mastocitos. Um
estimulo agressor pode gerar lise do mastocito ou do baséfilo durante a qual o conteudo dos

N , oq- 7 . . . ,
granulos ¢ liberado’. A histamina livre une-se a receptores especificos, que se encontram na
membrana celular das células alvo. Trés receptores de histamina foram caracterizados: H1,
H2 e H3®. A histamina esta associada a0 mecanismo da dilatacdo das arteriolas e aumento da
permeabilidade das vénulas, sendo o principal mediador do aumento da permeabilidade

vascular na fase inicial da inflamagio®.

2.2 Fisiologia da permeabilidade dos microvasos

O endotélio é composto por camadas de células que proporcionam uma barreira
semipermeavel, permitindo o movimento de sustancias especificas, fluidos, ou
macromoléculas entre o sangue e o intersticio”'’. Além disso, opera como um érgio dinamico

e multifuncional porque controla o tonus vascular, a homeostase, a saida dos leucdcitos e
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regula a inflamacdo®. Portanto, a modulagdo da barreira endotelial é o principal regulador da

saida de macromoléculas do sistema vascular’.
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Figura 1. Esquema de estrutura do endotélio. Fonte: Duffy TC, Kirby R, Rudloff E. State of the art review.
Critical role of the vascular endothelial cell in health and disease: a review article. J Vet Emerg Critical Care.
2004;14,2: 84-99.

Na figura 1 inclui-se o esquema da estrutura do endotélio o qual estd composto por
trés camadas de células: luminal, abluminal e lateral. A camada luminal constitui uma
interface entre o sangue circulante e as células endoteliais e sua estimulacdo afeta a
permeabilidade vascular, a coagulagdo e as respostas inflamatorias. A camada abluminal esta
acima do subendotélio que ¢ uma matriz extracelular composta de proteinas. As camadas
luminal e abluminal estdo conectadas pelas camadas laterais. Entre as células endoteliais
adjacentes as camadas laterais formam uma fina fenda onde as jungdes inter-endoteliais
estabelecem pontos de comunicacdo. Estas jungdes compreendem as jungdes compactas, as
juncdes de adesdo e as lacunas. As duas primeiras formam um ziper pericelular ao longo do
bordo da célula''. As lacunas endoteliais estabelecem contato entre as células endoteliais
adjacentes e a matriz subendotelial formando canais transmembrana. Os estudos mostram que
boa parte delas tem comunicagdo com as fissuras intercelulares, principalmente na presenca
da histamina’. Por sua vez estas juncdes estdo em contato com a actina do citoesqueleto,
permitindo mudangas na forma e tamanho das células endoteliais''.

Outro elemento que faz parte do endotélio sdo as vesiculas e cavernas, e que estdo
encarregadas do transporte das grandes moléculas, principalmente a albumina por um

mecanismo conhecido como transcitosis’. Finalmente todo o endotélio estd coberto com
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glicoproteinas ou também chamado de glicocalice e sua distribuigdo assimétrica gera uma
polaridade mantida'.

A funcdo da barreira endotelial portanto ¢ regulada pelo ajuste de duas forgas
antagOnicas que sdo a tensdo centripeta do citoesqueleto, que gera deformagdo das células
endoteliais e em oposi¢ao as forcas centrifugas das jun¢des de adesdo da matriz-célula e
célula-célula, que tentam resistir a estas deformacdes'?. Uma mudanca na forma da célula

permite a formacdo das lacunas e a saida de proteinas plasmaticas ao espaco intersticial.

2.2.1 Teorias do transporte endotelial

A teoria do transporte endotelial mais conhecida ¢ a dos poros, onde ¢ definida a
barreira endotelial como uma peneira capaz de discriminar o transporte de solutos segundo
seu peso molecular através de poros de tamanho seletivo’.

Recentemente, foi proposta a teoria da matriz fibrosa onde o filtro ¢ assumido por um
tecido fibroso associado ao glicocdlix celular endotelial e possivelmente estendido até as
fissuras atuando como uma barreira s macromoléculas’. Esta barreira oferece uma grande
resisténcia ao fluxo da agua e, principalmente, aos solutos grandes tais como a albumina,
enquanto que para os pequenos solutos é minima ou inexistente’.

O intercambio da agua, gases, solutos e células entre os compartimentos intersticiais e
vasculares acontecem através dos capilares e vénulas’. O endotélio mantém a seletividade
macromolecular por meio de mecanismos tais como o tamanho, a forma e a carga elétrica das
moléculas. Um exemplo ¢ a carga altamente negativa da camada de glicocalix que constitui
uma forma de rejeicdo eletrostatica, limitando as macromoléculas carregadas negativamente
ao espaco vascular''.

O transporte de substancias no endotélio ocorre por duas vias: a paracelular e a
transcelular (figura 2). A primeira ¢ feita através das jungdes intercelulares e € mais passiva
permitindo a passagem de dgua e pequenos solutos. A segunda ou transcelular ¢ para
moléculas maiores de 3nm tais como a albumina, que cruza o endotélio desde a camada
luminal até a abluminal pelo grande sistema movel de vesiculas®™. O transporte nas jungdes
acontece em resposta a mediadores pro - inflamatérios tais como a histamina ou a trombina,
que alteram a organizag¢do das proteinas das juncdes intercelulares, permitindo a formag¢do ou
aumento do tamanho das lacunas, bem como o estresse da actina para permitir a saida de

albumina pela via paracelular.
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Figura 2. Vias de transporte de substancias no endotélio vascular. Fonte: Mehta D, Malik AB. Signaling
mechanisms regulating endothelial permeability. Physiol Ver. 2006:86:279-367.

O transporte transcelular ou transcitosis inicia-se com a unido da albumina as
proteinas, que geram a formagdo da caverna e a seguir a albumina ¢ endocitada. Logo ¢
liberada uma vesicula que vai ser transportada pelo citoplasma para chegar até o lado
abluminal do endotélio onde se funde e permite a saida da albumina por exocitosis' .

Este controle pode ser alterado por diversas doengas que aumentam a permeabilidade
microvascular, predominantemente das vénulas, as macromoléculas e a dgua, o que ¢ a base
da formagdo do edema. Este processo pode ser mediado por mecanismos dependentes dos
leucocitos ou por uma regulagdo farmacologica da barreira endotelial, através de receptores

que ativam o endotélio.

2.2.2 Albumina

A albumina humana constitui 50% das proteinas presentes no plasma sanguineo de
individuos sadios normais. Sua alta concentra¢do no plasma e forte carga negativa fazem com
que esta proteina seja responsavel por 70% da pressdo oncdtica e, portanto, modula a
distribuicao do fluxo nos espacos intra e extravascular, sendo um importante marcador destes
processos. Além disso, a albumina transporta uma variedade de substincias tais como
colesterol, acidos gordurosos, oxido nitrico, D - glicose, D- galactose e hormonios dentre

12
outros “.
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2.3 Modelo inflamatdrio da carragenina

A carragenina ¢ um modelo utilizado desde 1962 para investigar a fisiopatologia da
inflamacao local aguda. Carragenina ¢ o nome genérico para uma classe de galactanas
sulfatadas, que ¢ parte constituinte da parede celular de diversas espécies de algas marinas

vermelhas'>!'%1°

. Ha trés tipos principais de carragenina: x (kappa), A (lambda), ¢ i(iota).

A carragenina ativa um grande numero de mediadores inflamatdrios tais como os
produtos do metabolismo do acido araquiddnico, principalmente prostaglandina I, (PGI,), as
bradicininas, o fator de necrose tumoral alfa (TNFa)m, substancia P, neurocininas, citocinas,
oxido nitrico dentre outros'’.

A parte inicial da inflamac¢do produzida pela carragenina estd caracterizada pela
infiltragdo de neutréfilos no espaco perivascular, o qual estd acompanhado da liberagao local
de compostos lesivos tais como glutamato, aspartato, substancia P, histamina e serotonina' "'
Estas substancias geram edema e sensibilizam os aferentes primarios resultando em
hiperalgesia primaria®.

A segunda fase da inflamagdo estd relacionada a uma elevada produgdo de 6xido
nitrico, prostaglandinas, radicais livres e ciclo - oxigenasses que ativam os neurdnios do corno
dorsal da medula gerando sensibilizagdo central, espinal ou supra espinal, a qual junto com o
aumento da sensibilidade dos nociceptores periféricos, ¢ manifestada como hiperalgesia

secundaria' 1

. Esta ultima ¢ geralmente observada nas areas adjacentes a lesdo e algumas
vezes em localizagoes distantes.

A carragenina produz também uma reacdo sistémica em resposta a inflamacao local
consistente com uma resposta de fase aguda. Algumas das mudancas apresentadas sdo
aumento dos granulécitos, do fibrogénio no plasma, da IL-6, da reatividade das plaquetas e da
expressdo da antitrombina III bem como reducio do tempo da protombina®*.

15,16,25-29

Viérios estudos tém reportado que o pico do edema e dor produzido pela

carragenina ocorre em 4-5 horas apds da aplicacdo, com o edema persistindo por 24 horas
para depois diminuir lentamente. O processo cronico com presenca de macrofagos persiste
até 4 semanas apo6s a introdu¢do da carragenina 193031

Os mecanismos da dor e edema induzidos pela carragenina nos tecidos como musculo
e articulacdo sdo diferentes’>. Nos muaisculos, os nociceptores incrementam sua atividade
similar aos neurdnios do corno dorsal, os quais mostram diminui¢do do limiar a estimulagao

4

lesiva®® e a inflamagdo acontece principalmente no epimisio e perimisio®. No estudo de



20

Radhakrishnan® a articulacdo de joelho e o musculo gastrocnemius injetados com carragenina
mostraram padrdes similares de inflamacao aguda durante a primeira semana, apresentando
hemorragia moderada, edema e um minimo infiltrado de células inflamatorias, principalmente
neutrofilos. Além disso, na articulagdo houve micro necrose e exsudado fibrilar no espago
articular’®. Outros estudos tém encontrado proliferagdo e infiltracdo da membrana sinovial,
diminui¢io da sintese e quantidade das proteoglicanas e da espessura da cartilagem’®® ¢

diminui¢do gradual do numero de células no liquido sinovial, apoés 24 horas da inducdo da

inflamacao.

2.4 Estimulacgéo elétrica de alta voltagem

A aplicacdo da estimulagdo elétrica de alta voltagem (EEAV) tem sido reportada como
uma forma de tratamento para o edema pds traumatico, mas a sua real efetividade nao foi
ainda estabelecida. Este tipo de corrente se caracteriza por gerar uma voltagem maior do que
150V, apesar de ter uma corrente total baixa (1.5mA). Produz um pulso monofasico duplo
pico, com uma duracdo muito curta (5 — 100us) e intervalos interpulsos maiores. Estas
caracteristicas geram pouca ou nenhuma reagdo eletroquimica entre a pele e os eletrodos de
estimulacdo e, portanto provocam uma sensagdo mais confortdvel. Outras vantagens deste
tipo de corrente sdo uma maior penetracdo ¢ melhor discriminagao entre a resposta motora e a
sensorial quando utilizadas diferentes intensidades ****.

A maior parte dos estudos para comprovar a efetividade da EEAV sobre o edema
foram feitos em animais e s6 identificamos um em humanos®. Neste estudo clinico, Griffin et
al.® compararam os efeitos da EEAV com polaridade negativa (-), a compressdo e ou
tratamento placebo no edema pos traumatico cronico da mao. Os autores ndo encontraram
diferenca significativa entre a EEAV(-) e a compressdo, mas sim uma diferenca clinica
favoravel para o grupo tratado com EEAV(-) comparado ao grupo placebo.

Dentre os estudos com animais, os de Bettany et al.*' e Taylor et al.* foram dos mais
conclusivos mostrando o efeito positivo da EEAV(-) sobre o edema. Os autores observaram
grande diminuicdo do edema nas patas traumatizadas de ras tratadas com EEAV(-) (75us,
120Hz, amplitude em um nivel submotor). Mohr et al.* também fizeram um trabalho
experimental com ratos, aplicando uma freqiiéncia de 80pps e uma duracdo de pulso de 35ps,
onde se observou uma grande diminui¢do do edema, mas ndo diferenca estatistica respeito ao

grupo controle.
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1.44

Thorton et al.™ encontraram resultados diferenciais dos efeitos da EEAV(-) no edema

#24 assim a diminuicio do edema

com parametros similares aos estudos anteriores
apresentou-se em duas espécies de ratos (Zucker-Lean e Brown Norway) mas ndo nas
Sprague-Dawley. O grupo de Dolan e Mendel***® tem feito varias pesquisas nesse tema. Em
uma delas™ compararam o efeito do antiinflamatério ibuprofeno com a EEAV(-) sobre o
edema pds traumatico em patas de rds, aplicando uma intensidade de 90% do umbral motor e
120pps por 3 horas continuas. Observaram diminui¢do significativa do edema com os dois
tratamentos quando comparados ao grupo controle, mas sem diferengas entre eles. Resultados
similares foram encontrados quando compararam os efeitos da EEAV(-) com a crioterapia™
no mesmo modelo de trauma.

A revisdo da literatura mostra que os pardmetros tais como tipo de corrente,
polaridade, tempo de aplica¢do e nivel de estimulagdo s@o criticos no tratamento efetivo do

IS . 47,4
edema, porque ha vérios estudos mostrando resultados negativos com corrente alternada®’**,

49,50 51,52

polaridade positiva™ ", e nivel de amplitude motor

2.4.1 Mecanismos de atuacédo da EEAV

Os mecanismos para a diminui¢cdo do edema com o uso da EEAV sao pouco estudados
e baseiam-se em varias hipdteses. Uma das primeiras foi o fendmeno eletrofisiologico
descrito por Alon e De Domenico’’. Este fendmeno sugere que a EEAV(-) repele as proteinas
plasmaticas carregadas negativamente, encontradas no intersticio da drea traumatizada. Este
incremento na mobilidade acelera a drenagem das proteinas pelos capilares linfaticos
facilitando o fluxo linfatico e diminuindo o edema. Esta teoria foi comprovada parcialmente
no estudo de Reed™ que reportou que intensidades de 30 e 50 volts de EEAV(-), diminuem a
permeabilidade as macromoléculas, retardando muito a formagdo do edema, principalmente
na fase aguda.

Outra hipdtese sobre os possiveis mecanismos pelos quais a EEAV(-) contribui para a
diminui¢do do edema ¢ o estimulo do fluxo linfitico que produz aumento da pressdao

. .. [ e e 42.43.4
intersticial, facilitando a drenagem e a diminui¢do do edema**.

Cook>*, baseado na
hipétese de Alon e De Domenico, indica que a EEAV(-) facilita o transporte da albumina
aumentado seu movimento, o qual estimula a abertura do limen linfatico e promove a
contracdo do musculo liso, permitindo ainda mais o movimento da albumina. Karnes®’ propos

duas hipodteses: que a EEAV(-) produz contragdo do musculo liso que rodeia os vasos
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sanguineos diminuindo o diametro das arteriolas; que a EEAV(-), por ser polarizada, gera
acumulo de carga elétrica, que altera o pH e diminui o edema.

Taylor*® também relatou que a EEAV catddica reduziu o didmetro das arteriolas,
diminuindo o fluxo sanguineo. Sua hipotese foi que a corrente influencia a magnitude de
liberagdo da histamina das células ou afeta os sitios de ligagdo da histamina aos seus
receptores nas vénulas pos-capilares das células endoteliais. Outra possibilidade ¢ que a
EEAV(-) reduza o célcio no citosol e iniba a modificagao da forma das células endoteliais
para gerar as lacunas. Ndo entanto, at¢ o momento nao se conhece realmente a molécula ou

tecido que seja afetado pela EEAV.
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RESUMO

Contexto: A eficicia da estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEAV) em humanos como
uma forma de tratamento para controlar o edema e a dor pos-traumaticos ainda nao foi
estabelecida.

Objetivo: analisar o efeito da EEAV no pds- entorse de tornozelo em humanos.

Meétodos: ensaio clinico controlado e aleatorizado, duplo cego com trés grupos de
intervengdo: (GC), grupo controle com fisioterapia convencional, EEAV(-) fisioterapia
convencional e EEAV polaridade negativa;, EEAV(+) fisioterapia convencional ¢ EEAV
polaridade positiva. Vinte e oito portadores de entorse lateral do tornozelo (2 a 96h pds-
trauma) foram avaliados. O tratamento convencional consistiu de crioterapia (20min) e
exercicio terapéutico. Adicionalmente, os grupos EEAV(-) e EEAV(+) receberam 30min de
estimulacdo elétrica (nivel submotor, 120pps). As varidveis de dor, edema, amplitude de
movimento (ADM) e marcha foram avaliadas antes da primeira sessao de tratamento e apos a
ultima sessdo de tratamento.

Resultados: Na avaliacdo final ndo houve diferencas significativas entre os trés grupos.
Porém foi encontrada melhora clinica em todos os pardmetros de avaliacdo, principalmente no
EEAYV (-). A analise dos dados mostrou que o EEAV(-) apresentou maior redu¢ao do volume
e do perimetro, maior recuperagdo da ADM e da cadéncia da marcha. Esse grupo também
alcangou o término de tratamento mais rapido (1,7 semanas [1,2 — 2,2]), comparado com o
EEAV (+) e GC (2,2 semanas [1,8 — 2,6]).

Conclus6es: Nao houve diferenca entre os grupos estudados, mas os resultados sugerem que a
EEAV(-) pode contribuir para acelerar a recuperacdo do entorse de tornozelo em sua fase
inicial.

Registro NTC 00732017 — clinical trials.gov
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ABSTRACT

Background: The effectiveness of high voltage pulse current (HVPC) treatment in humans to
control the swelling and the posttraumatic pain has not yet been established.

Objective: To analyze the effect of HVPC on ankle sprain in humans.

Methods: randomized controlled double-blinded clinical trial with three groups: (CG) control
group with standard physiotherapy; HVPC(-) standard physiotherapy and HVPC negative
polarity; HVPC(+) standard physiotherapy and HVPC positive polarity. Twenty-eight patients
with lateral ankle sprains (2 to 96h post trauma) were evaluated. The standard physiotherapy
was cryotherapy (20min) and therapeutic exercises. Additionally, both HVPC (-) and
HVPC(+) received 30min of electrical stimulation, (submotor level, 120pps). Pain, edema,
range of motion (ROM) and gait were assessed before the first treatment and after the last
session treatment.

Results: At the final evaluation there were not significant differences among the three groups.
Nevertheless clinical improvement was detected in all parameters evaluated, mainly in
HVPC(-). Data analysis showed that HVPC(-) had greater reduction in the volume and girth,
and major recovery of ROM and the gait speed. This group also reached the end point faster
(1.7 weeks [1.2 — 2.2]), than HVPC(+) and CG (2.2 weeks [1.8 - 2.6]) groups.

Conclusions: There was not difference between the study groups, but the results suggest that
HVPC

(-), could contribute to accelerate the recovery of ankle injury in its initial phase.

Key Words: electrotherapy, sprain, swelling

Registration NTC 00732017 — clinical trials.gov
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INTRODUCAO

O entorse do tornozelo ¢ uma lesdo musculoesquelética caracterizada por dor, edema e
limitacdo da amplitude de movimento (ADM). Consiste no dano do ligamento, o qual baseado
nos sintomas ¢é classificado em trés tipos, associados com a severidade da lesdo'. Este trauma
apresenta uma alta freqiiéncia na populacdo; numa revisdo sistematica recente’, que avaliou
227 estudos epidemioldgicos de prevaléncia de lesdes esportivas, foi identificado que o
tornozelo foi a regido mais lesada em 24 de 70 esportes e que os entorses de tornozelo foram a
lesdio predominante em 33 de 43 esportes. Também a maior parte dos estudos
epidemiologicos™* assinalam que os entorses laterais de tornozelo correspondem a 95% das
lesdes dessa articulagao.

Inicialmente o entorse de tornozelo apresenta os sinais tipicos de um processo
inflamatorio. Um deles é o edema, que se caracteriza por uma excessiva quantidade de
liquido acumulado nos espacos intersticiais dos tecidos'. Este sinal produz dor e pode tornar
mais lento ou dificultar a troca de nutrientes entre células e capilares, retardando o processo
de cicatrizagdo. O acumulo de liquido pela estase piora o processo inflamatério, que pode
resultar na morte das células, com conseqiiente necrose tecidual. Também pode gerar um
maior periodo de imobilizagio, fibrose, aderéncias e finalmente, rigidez da estrutura’.

Embora a Estimulacdo Elétrica de Alta Voltagem (EEAV) seja um dos recursos
terapéuticos utilizados no tratamento do edema e dor pés-traumatico®, sua efetividade em
humanos ndo foi ainda comprovada. Este tipo de corrente se caracteriza por ter um pulso
monofasico pico duplo, gerando uma voltagem maior do que 150V, apesar de ter uma
corrente total baixa (1.5mA), com uma duracao de pulso muito curta (5 — 100us) e intervalos
interpulsos grandes. Estas caracteristicas permitem que a EEAV gere pouca ou nenhuma
reacdo eletroquimica entre a pele e os eletrodos de estimulagdo, provocando uma sensacao
confortavel. Este tipo de estimulacdo elétrica também tem sido utilizada na cicatrizagdo de
feridas e pela curta duracdo do pulso ndo ¢ a mais indicada para ser aplicada em musculos
desnervados’.

A maioria dos estudos realizados para investigar os efeitos da EEAV sobre o edema
foram feitos em animais e, s identificamos um em humanos’. Nesse estudo clinico’,
compararam-se os efeitos de trés intervengdes terapéuticas (EEAV(-), placebo da EEAV ¢ a
compressao pneumatica intermitente) no tratamento do edema cronico pos-traumatico da mao.

Os autores ndo encontraram diferenga estatistica entre a EEAV(-) e a compressdo, mas sim
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uma maior diminuicdo do edema no grupo tratado com EEAV(-), comparado ao grupo
placebo.

Nos estudos em animais, os resultados de Bettany et al.” e Taylor et al.® observaram
diminui¢do do edema nas patas traumatizadas de ras tratadas com EEAV (75 us, 120pps,
intensidade num nivel submotor, polaridade negativa). Mohr et al.” também fizeram um
trabalho experimental em patas traumatizadas de ratos, aplicando uma freqiiéncia de 80pps e
uma duracdo do pulso de 35us, no qual se observou uma grande diminui¢cao do edema, mas
sem diferenca em relagdo ao grupo controle traumatizado e nao tratado.

Dolan et al.'™'"" realizaram alguns estudos sobre o efeito da EEAV no edema pds-
traumatico agudo. Em um dos estudos'® compararam o efeito do ibuprofeno com a EEAV(-)
sobre o edema pos traumadtico em patas de ras, aplicando corrente por 3 horas continuas, com
intensidade de 90% do nivel motor e 120pps. Os resultados mostraram diminui¢do do edema
nos trés grupos (ibuprofeno; EEAV(-); ibuprofeno + EEAV(-)) depois das intervengoes,
quando comparado ao grupo ndo tratado. No entanto, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos. Resultados similares foram encontrados num estudo no qual compararam os
efeitos da EEAV(-) e da crioterapia no tratamento do edema pos-traumatico''.

Pode-se observar nos estudos anteriores que alguns parametros como tipo de corrente,
polaridade, tempo de aplicacio e nivel de estimulacdo sdo importantes e devem ser
considerados durante o tratamento para que a EEAV seja eficiente na redu¢do do edema. Na
revisdo da literatura sdo encontrados varios estudos mostrando resultados negativos com
polaridade positiva'* e nivel de estimulacio motor'>'®. Também no houve diminuicdo do
edema quando utilizada a corrente alternada'? ou de baixa voltagem". Essa discrepancia de
resultados pode ser decorrente dos diferentes parametros da EEAV utilizados, dificultando
também a comparacao entre os estudos.

Os trabalhos revisados mostraram algumas das vantagens do uso da EEAV para
controlar o edema, no entanto, ndo ha resultados conclusivos do efeito dessa intervencao em
humanos. A hipotese deste estudo ¢ que a EEAV(-) acelera a resolucdo do processo
inflamatorio na fase inicial pos-entorse de tornozelo, assim, o objetivo deste trabalho foi

analisar o efeito da EEAV pos-entorse de tornozelo em humanos.



32

MATERIAIS E METODOS

Foi feito um ensaio clinico controlado duplo cego com trés grupos de intervengao,
seguindo as normas da declaracdo de Helsinki, aprovacdo previa do comité de ética da
Universidade (Parecer no. 5612/2003). Os voluntarios assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido de participacdo no estudo.

Amostra

Vinte e oito sujeitos (18 homens, 10 mulheres), com idades entre 18 e 26 anos (21+2,5
anos), foram avaliados e submetidos a tratamento fisioterapéutico no ambulatério de
Fisioterapia da Universidade. Os critérios de inclusdo foram: edema pds-traumatico gerado
por entorse de tornozelo classificado como grau leve (dor e limitacdo funcional minimas, sem
hematoma, marcha normal) ou moderado (marcha claudicante, edema localizado, perda
funcional moderada)'?, periodo pds entorse até 96 horas, sinais positivos para gaveta anterior,
ou inclinagio lateral na articulagio do tornozelo'”. Foram excluidos os sujeitos que
apresentaram entorse severo (edema e hematoma severos, incapacidade para suportar peso e
perda funcional total)'?; portadores de afec¢des que pudessem interferir no edema e na dor
(lesdes cutaneas, alteragdes sistémicas ou traumas prévios); individuos que estivessem
realizando uso regular de antiinflamatorios ou que tenham sido submetidos a formas
empiricas de tratamento como tragcdes, massagens ou mobilizagdes manuais realizados por
pessoal nao qualificado.

Os grupos de tratamento foram distribuidos da seguinte forma:

e Grupo Controle (GC): recebeu tratamento de fisioterapia convencional.

e Grupo estimulagdo elétrica polaridade positiva (EEAV+): recebeu tratamento de
fisioterapia convencional e EEAV usando os eletrodos ativos com polaridade positiva.

e Grupo estimulagdo elétrica polaridade negativa (EEAV-): recebeu tratamento de
fisioterapia convencional ¢ EEAV usando os eletrodos ativos com uma polaridade
negativa.

Para evitar um possivel erro de selecdo na alocacdo dos tratamentos e garantir que os trés
grupos ficassem balanceados em suas caracteristicas de base, foi feita uma aloca¢do por
blocos. Logo foi aleatorizada a ordem de entrada dos blocos por meio de tabela de nimeros
aleatorios e consecutivamente a alocacao do tratamento aos pacientes”. As avaliagoes e as

intervengdes foram feitas, respectivamente, por duas fisioterapeutas treinadas, as quais nao
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tinham acesso a identificagdo dos grupos de tratamento, nem ao tipo de polaridade usada na

EEAV.

Procedimento

Foram analisadas as varidveis género, idade e membro dominante. Com relagdao aos
antecedentes clinicos do entorse foram identificados os seguintes aspectos: membro
comprometido, periodo pés-trauma (horas), o tipo de entorse (leve, moderado) e a causa. Foi
também identificada a possivel ingestdo de analgésicos ¢ os antecedentes de lesdes prévias no
tornozelo.

Foram consideradas as seguintes varidveis dependentes: dor, amplitude de movimento
articular (ADM), edema e alguns pardmetros da marcha. A dor foi avaliada ao repouso, a
palpacdo e aos quatro movimentos do tornozelo (dorsiflexdo, plantiflexdo, eversao e inversao)
usando uma escala visual analogica (EVA) horizontal que vai de 0 at¢ 10 cm, sendo 0
auséncia de dor e 10 a pior dor sentida pelo individuo. Foi solicitado ao paciente que
assinalasse o grau de dor na EVA e posteriormente a distancia foi mensurada com uma régua,
registrando o valor em cm. A EVA foi utilizada por ser um método com alta sensibilidade,
validade e confiabilidade'®.

O edema foi mensurado por meio da perimetria e volumetria. A primeira foi medida
com uma fita métrica em duas regides: ao redor do tornozelo sobre o extremo distal do
maléolo lateral, e logo ao redor do pé na parte mais elevada do arco longitudinal interno'*2’.
Foi feita uma média entre as duas medidas de cada membro e logo se registrou a diferenca
entre os membros direito e esquerdo.

A mensuragdo volumétrica foi escolhida por ser considerada por alguns autores como
padrdo ouro para a medi¢io do edema®. Conforme recomendado®, foi utilizado um tanque
volumétrico com a saida do excesso da agua para um cilindro graduado de 500ml. O sujeito
foi orientado a sentar-se numa cadeira e introduzir lentamente 0 membro acometido na dgua
com o joelho em 90° de flexdo e o tornozelo em posi¢cdo neutra, até apoiar completamente a
superficie da planta do pé no fundo do tanque. O volume de 4gua deslocada foi entdo
mensurado no cilindro graduado. Em seguida, os mesmos procedimentos foram realizados no
membro contralateral.

A ADM de flexao plantar e dorsal, inversdo e eversdao em ambos os tornozelos, foram
mensurados com um gonidémetro universal, seguindo o protocolo de Norkin e White?'. Todos

0s movimentos comegaram no ponto zero, ou seja, com o tornozelo formando 90 graus entre a
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perna e o pé. Para a andlise dos dados, foi utilizada a diferenca entre as medidas dos
tornozelos.

Finalmente, foram avaliadas algumas varidveis descritivas da marcha: comprimento do
passo ¢ da passada e a cadéncia®®. Para isso, o paciente foi orientado a caminhar sobre um
tapete preto onde foi registrada a marca da pegada para com a impressdo da mesma mensurar
o comprimento do passo e da passada; a cadéncia foi avaliada mediante o registro do numero
de passos por minuto*?.

Os pacientes receberam tratamento fisioterapéutico uma vez ao dia, com cinco
intervengdes na semana em dias consecutivos até alcancar o término de tratamento ou pelas
oito semanas previstas para o tratamento. Foram feitas duas avaliagdes: inicial, antes de
comecar o tratamento, e final, quando o individuo tinha condi¢des para finalizar o tratamento
de fisioterapia como esta descrito a seguir.

Término do Tratamento

Para determinar o final do tratamento, foram utilizados os valores mensurados na
EVA. O final do tratamento foi definido como o tempo decorrido, em semanas, para alcangar
um valor < 1 cm na avaliagdo da dor ao movimento. Esta varidvel foi escolhida para
determinar o fim do tratamento, porque a dor é considerada um processo multidimensional,

associada a dano tecidual que afeta a capacidade funcional do sujeito™.

Intervencdo terapéutica

Fisioterapia convencional
Os individuos dos trés grupos foram submetidos a um tratamento fisioterapico

freqilentemente recomendado pos-entorse**:

- Fase inicial: crioterapia (bolsa de gelo picado, 20min) envolvendo toda a articulagdo do
tornozelo, associada a elevagdo do membro acometido, exercicios isométricos e ativos
livres em todos os graus de liberdade da articulagdo do tornozelo, até os limites de dor,
sem descarga de peso.

- Fase intermédia: Iniciada quando os movimentos ativos livres eram realizados sem dor.
Foi mantida a crioterapia nesse periodo. Inicio de exercicios com carga progressiva,
descarga de peso progressivo na marcha e exercicios proprioceptivos em superficies
estaveis.

- Fase avancada: Iniciada quando os individuos realizavam os exercicios resistidos sem dor.

Foi realizado treino proprioceptivo em superficies instaveis, fortalecimento com
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facilitacdo neuromuscular proprioceptiva e bandas elasticas. Finalmente foram iniciadas
atividades de corrida em S e Z e saltos em todas as dire¢des.
Parametros da EEAV
Foi utilizado um estimulador de alta voltagem (modelo Intelect 500, Chattanooga
Corp, Chattanooga, TN), com uma corrente pulsada monofasica, pico duplo com uma duragao
de 5 e 8us e separados por um intervalo interpulsatil de 75us. Foi usada uma aplicagdo
monopolar com um eletrodo dispersivo (13x20cm) colocado sobre a regido lombar e dois
eletrodos ativos transarticulares (4x5cm), fixados sobre os maléolos interno e externo do
tornozelo. A intensidade da corrente foi no nivel submotor, ou seja, antes de observar uma
resposta motora visivel. Foi escolhida esta intensidade baseada em estudos realizados em
animais que apresentaram resultados positivos®'®!'**; foi também considerado que os
pacientes estavam numa fase aguda, e essa intensidade evitaria o risco de gerar contracdao
muscular que pode aumentar o trauma. A polaridade utilizada dependeu do grupo no qual
ficou cada paciente ¢ a freqiiéncia usada foi de 120pps. A EEAV foi aplicada uma vez ao dia,
com duragdo de 30min. O equipamento foi calibrado previamente a intervencao, utilizando-

se um osciloscopio (Tektronix TDS 1002) para conferir os pardmetros escolhidos.

Analise Estatistica

A comparagdo entre os grupos de estudo, no inicio ¢ no final da intervengdo para a
perimetria, volumetria, ADM, comprimento do passo e da passada tiveram como base a
diferenga entre os membros inferiores (acometido e ndo acometido); para a dor e a cadéncia
da marcha foram analisados os valores obtidos no momento das avaliagdes inicial ¢ final.
Adicionalmente, estabeleceu-se a porcentagem de recuperaciao para o volume e o perimetro,
calculada com a seguinte formula: Diferenca inicial entre membros acometido e nado
acometido — diferenca final entre membros acometido e ndo acometido x 100/diferenca inicial
entre membros acometido e ndo acometido. Para este analise foi aplicado uma anélise de
variancia (ANOVA) de uma via.

Para determinar o tempo médio até alcangar o término do tratamento aplicou-se uma
analise de sobrevivéncia, onde suas func¢des por grupo de interveng¢do foram comparadas pelo
teste de Wilcoxon.

A avaliagdo do efeito terapéutico da EEAV(-) e da EEAV(+), comparado ao grupo
controle, foi feita por meio de andlise multivariada aplicando o modelo de riscos
proporcionais de Cox, para definir as taxas de risco (Hazard Ratio - HR). Cada HR estabelece

a probabilidade de alcangar o término do tratamento num periodo de tempo determinado.
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Este modelo permite ajustar o efeito da EEAV(-) e da EEAV(+), pelas varidveis que
potencialmente poderiam afetar seus resultados como género e idade, assim como pelas
variaveis registradas nos antecedentes clinicos do entorse.

Este modelo foi submetido as provas de diagndstico ajustando com a andlise de riscos
proporcionais e o Teste de Link (p=0,89), sendo posteriormente determinado o ajuste final da
regressdo”. Em todas as analises o nivel de significancia foi de p< 0,05 ¢ foram processadas

no software STATA 9,0.
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RESULTADOS

As caracteristicas de base como género, idade, membro dominante e antecedentes
clinicos dos participantes foram homogéneos. Em 27 dos sujeitos (96,4%), o membro direito
era o dominante, embora s6 10 deles tenham sofrido a lesdo neste membro. O periodo médio
pos-entorse foi de 31,4 + 17,6h para os trés grupos, sem diferenga entre eles. De modo geral,
o trauma em inversao forcada foi a causa mais comum dos entorses (n=22), sendo esse o

primeiro episodio de entorse da maioria dos individuos avaliados (n=17; Tabela 1).

Tabela 1. Antecedentes clinicos dos grupos de intervengo.

Grupo de Intervencédo

Variaveis Fisioterapia Fisioterapia Fisioterapia
Convencional Convencional  Convencional
+ +
GC EEAV(+) EEAV(-)
n:10 n:8 n:10
Idade (anos)* 21,3 +2,7 22,5+25 20,3+2,0
Membro dominante direito 10 8 9
Membro dominante comprometido 4 3 3
Periodo pos trauma (horas)* 29+ 16,6 33,8+21,7 32+16,6
Causa da lesao
Inversao for¢ada 10 5 8
Outras 3 2
Entorses prévios
Primeira vez 5
Segunda vez 1 2 1
Mais de duas vezes 1 3

*(Média + DP)

Ao analisar as avaliagdes iniciais, ndo foram encontradas diferengas entre os grupos
estudados, com excecdo do ADM da flexdo plantar (p=0,03) (Tabela 2). Na avaliacdo final,
ndo foram encontradas diferencas significativas entre os trés grupos, embora observou-se
melhoria clinica em todos os pardmetros principalmente no EEAV(-). Encontrou-se um maior
percentual de diminui¢do de volume e do perimetro nos individuos desse grupo, que também
apresentaram maior recuperacdo da flexdo plantar, flexdo dorsal e eversdo, assim como da

cadéncia da marcha, quando comparado aos outros grupos (Tabela 2).



Tabela 2. Avaliagio inicial e final dos grupos de estudo.

Grupos de intervencdo

Variaveis Fisioterapia Fisioterapia Convencional + Fisioterapia Convencional +
Convencional EEAV (+) EEAV (-)
GC n:8 n:10
n:10
inicial Final inicial final inicial final inicial  final

Intensidade da dor- EVA (cm) *

Repouso 1,0+ 1,6 0,03 £ 0,09 1,6 +£2,8 0 0,8+ 1,8 0 0,75 0,29

Palpagéo 58+29 0,7 + 0,84 56+3,3 0,4+ 0,6 6,9+ 1,4 0,91 +0,91 0,53 041

Movimento 3,7+22 0,6 £ 0,65 33+14 0,19 + 0,27 2,6+22 0,71 +1,35 048 047
Perimetria (cm)

Membro acometido 27,6 26,1 26,9 25,8 26,8 249

Membro ndo acometido 26 25,7 24,7 25 25,1 24,7

Diferenca entre membros* 1,6 £0,9 0,4 +1,10 22+ 1,7 0,8+0,73 1,7+ 0,9 0,2+0,74 0,54 0,45

Porcentagem de recuperagio 62,4 60,3 75,1
Volumetria (ml)

Membro acometido 1630,6 1567,7 1315,9 1255,1 1641,5 1535,5

Membro ndo acometido 1515,2 1525,9 1150,5 1212,8 1521,3 1512,6

Diferenca entre membros* 1154+684 41,8+524 1654+ 169,5 423 +76,0 120,2 + 84,9 22,9+ 18,5 0,60 0,66

Porcentagem de recuperagio 66,5 70,0 81.0
ADM (graus)*

Flexao plantar -13+8,2 -6+8,0 -2+9,5 -1 +8.8 -6+5,5 1£5,5 0,03 0,20

Flexdo dorsal -6+57 -1+6,6 3+£53 -1+6,2 -4+6,1 1144 0,49 0,83

Inversdo -10+ 10,7 -3+6,7 -1+5,7 3+£8,0 -9+139 2+7,5 0,20 0,22

Eversao -10+7,0 -1+70 9+93 -1 £6,5 -4+8,6 4+6,7 0,36 0,28
Marcha*
Comprimento de passo (cm) 9,1+ 7,7 2,6+273 12,8+10,5 1,1+14 7,9£5,5 1,6 +1,8 0,42 0,26
Comprimento da passada (cm) 12,7+ 13,2 1,0+ 1,25 18,1 +£32,5 0,6 £0,88 7,8+9,7 0,6 +1,26 0,56 0,70
Cadencia (passos/min) 94 +22.6 132 £21,2 89 +20 122 15,1 104 + 28,2 139 £27.5 0,43 0,28

* Média +DP

T Porcentagem de recuperagao: (Diferenca inicial entre membros — diferenga final entre membros * 100)/ diferenca inicial entre membros.
Edema, volumetria, ADM e os comprimentos de passo e da passada estdo registrados como a diferenca entre os membros acometido e ndo acometido.
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O grupo EEAV(-) também apresentou menor tempo para recuperagao (Mediana de
sobrevida: 1,7 semanas [1,2 — 2,2], comparado ao EEAV(+) e GC (Mediana de sobrevida: 2,2
semanas [1,8 — 2,6], porém nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Os mesmos
resultados foram confirmados pelo teste Wilcoxon-Breslow (1,75, p=0,42).

O modelo de regressio de Cox mostrou que o grupo EEAV(-) aumentou
significativamente a probabilidade de término de tratamento, com risco de 2,5 IC95% (1,02-
6,4), quando comparado aos outros grupos (Figura 1). A tUnica varidvel que diminuiu
significativamente a probabilidade de alcancar o ponto final, foi o entorse tipo II que mostrou

um HR de 0,36 1C95% (0,15-0,87).
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Figura 1. Analise de riscos proporcionais da dor ao movimento. Observa-se que o EEAV(-) atinge mais rapido
o término do tratamento.



40

DISCUSSAO

Neste estudo ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre os
grupos estudados. No entanto, os resultados indicam diferencas que tem relevancia desde a
perspectiva clinica; de outro lado, o modelo de regressao mostrou que os grupos que
receberam estimulagdo alcangaram o término de tratamento, mas os individuos do grupo
EEVA(-) apresentaram menor tempo de recuperacdo. Provavelmente, o nimero de individuos
examinados (n=28) tenha sido um fator limitante para a identificacdo de diferenca estatistica.
Estes resultados preliminares sugerem que o EEAV(-) melhorou a evolu¢do do processo
inflamatorio e o reparo tecidual, refletido na diminui¢do do edema, o aumento da ADM e
melhora nos pardmetros da marcha, resultando numa recuperacdo mais rapida da
funcionalidade.

Nossos resultados indicam que a EEAV(-) proporciona alguma vantagem clinica,
quando comparada com a fisioterapia convencional (crioterapia e exercicio), na recuperacao
dos sujeitos pos-entorse do tornozelo. Esses resultados coincidem com estudos prévios

. . 7.8,10,11.25,27
realizados em animais,””

nos quais foi demonstrada a efetividade da EEAV(-) no
tratamento do edema pds-traumatico.

Estimulacdes elétricas com caracteristicas diferentes, ndo tém reportado resultados
positivos na diminui¢do do edema em animais, como foi demonstrado por Karnes et.al.’’, ao
utilizar corrente pulsada de baixa voltagem. Cosgrove et al.'> compararam a corrente
monofasica pulsada com a bifdsica simétrica, encontrando que esta ultima apresentava menor
diminui¢do do edema, comparado ao grupo controle. Taylor et al.®® identificaram que
somente a EEAV(-), mas ndo a corrente alternada, causou diminuicdo na saida de
macromoléculas dos microvasos de capilares de hamsters com edema pds-traumatico. Man et
al.'® num estudo recente usaram corrente de baixa voltagem para tratar o edema de tornozelo
em humanos, mas também ndo reportaram diferencas significativas em relagdo ao grupo
controle.

O nivel de estimulagdo selecionado em nosso estudo foi submotor para evitar a
contragdo dos musculos € um possivel estresse mecanico no local, que pudessem ampliar a
lesdao tecidual. A diminui¢ao do edema utilizando esta intensidade, tem sido demonstrado em

Loz : - 7,8,10-11,25,27,28
varios estudos com animais .

Um outro estudo que usou a corrente no nivel
motor, no tratamento de entorse de tornozelo (fase aguda) em humanos, ndo observou

diferenca entre o grupo tratado e o controle'®. A comparac¢io entre os resultados desses
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estudos ¢ dificil, pois além de usarem niveis de estimulagdo diferentes, também foram
realizados em grupos distintos (animais e humanos).

No presente estudo foi utilizado um periodo de 30 min de aplicagdo da EEAV. Este
periodo foi escolhido para mimetizar o que geralmente ¢ feito na clinica. No entanto, talvez
um periodo de estimulagdo maior pudesse ser melhor para a reducdo do edema, tal como
demonstrado por Bettany et al.”, em animais. Taylor et al.®, também sugerem que o tratamento
aplicado em humanos ¢ pouco agressivo para reduzir o edema. Em seu trabalho com ras eles
encontraram que a EEAV(-) mantinha seu efeito somente entre 4 e 7,5 horas pos-tratamento.
Dolan® ¢ Mendel® também sugerem que deveria ser aumentado o tempo de aplicagdo da
EEAV(-) durante a fase aguda pods-trauma para obtencdo de melhores resultados. Outro
aspecto assinalado ¢ a necessidade de iniciar o tratamento pds-trauma com a EEAV(-) o mais
cedo possivel, para evitar o aumento do edema, pois uma vez estabelecido, sua redugdo fica
mais dificil. Este fator pode ter influenciado os resultados obtidos no nosso estudo, uma vez
que os individuos s6 iniciavam a terapia algumas horas (2-96h) pos-entorse.

A polaridade tem demonstrado ser um parametro que influencia a redug¢do do edema.
A polaridade negativa tem se mostrado mais efetiva, na maioria dos estudos
analisados™'*!'"*>*"%¥ diferente de um estudo que selecionou o 4nodo como eletrodo ativo'”.
Esse efeito foi também observado no presente estudo, onde o grupo que utilizou EEAV(-)
apresentou maior porcentagem de diminui¢do do edema e também maior probabilidade de
alcancar a alta clinica mais rapidamente.

Até o momento ndo se conhece o mecanismo fisioldégico pelo qual a polaridade
negativa atua no edema. Uma das hipoteses foi proposta por Alon e De Doménico'”. Eles
sugerem que a condu¢do da corrente elétrica, com polaridade negativa através dos tecidos,
desloca ou repele as proteinas plasmaticas carregadas negativamente, localizadas no
intersticio das areas traumatizadas, fendomeno conhecido como cataforese. Esta proposta ¢
polémica e foi rejeitada por Mendel e Fish®®, que acreditam que o fendémeno do campo
elétrico ou polar ndo se produz com a EEAV(-), devido a curta duragao do pulso.

No presente estudo a comparagao das diferencas de cada um dos parametros avaliados
por grupo de tratamento, ndo permitiu evidenciar diferencas significativas, o que talvez seja
decorréncia do tamanho da amostra, que pode ser considerado uma limitagao deste estudo.
Neste aspecto, influiram os estritos critérios de inclusdo estabelecidos, com o proposito de
homogeneizar as caracteristicas dos participantes. Outro aspecto que pode ter influenciado os
resultados foi a aplicacdo prévia do frio o qual pode ter diminuido a velocidade de condugio®’

nao permitindo agir de forma 6tima a estimulagao elétrica.
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Embora este trabalho possa ser considerado um estudo preliminar, seus
resultados indicam que pesquisas subseqlientes seriam importantes para obter mais
informagdes sobre os efeitos da EEAV pos-trauma. Assim, futuros estudos poderiam ser
feitos com maior nimero de individuos, periodos maiores de aplicagdo e variacdo da

intensidade da EEAV.

CONCLUSAO

Os resultados ndo mostraram diferencas significativas entre os trés grupos mas
sugerem uma possivel contribuicdo da estimulagdo elétrica de alta voltagem com polaridade

negativa no entorse de tornozelo em humanos, acelerando a recuperagdo na fase inicial.
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RESUMO

Contexto e objetivo: o possivel mecanismo pelo qual a estimulagdo elétrica de alta voltagem
(EEAV) atua na reducao do edema ainda ndo se conhece. O proposito deste estudo foi avaliar
o efeito da EEAV com polaridade negativa (-) aplicada no tornozelo de ratos com inflamagao
articular aguda.

Metodos: sessenta e quatro ratos Wistar foram divididos em quatro grupos similares (n=16):
inflamado+EEAV(-), aplicagdo de 0,03ml de s-carragenina (3%) na articulagdo tibio-tarsica e
EEAV(-); inflamado+EEAV placebo, aplicacdo de carragenina e EEAV placebo; normal
+EEAV(-), aplicagdo de EEAV(-); controle normal, sem intervengdo. EEAV(-) 100Hz em um
nivel submotor foi aplicada 45min por sessao durante 3 dias.

Mensuracoes: As variaveis foram dor, volume, e niveis séricos de histamina e albumina
avaliadas antes e durante as 48 horas pds inflamacdo. As varidveis foram comparadas pelo
teste t de student, ANOVA one way, ANOVA de medidas repetidas nested ¢ teste de
Bonferroni post hoc. Foi definido um nivel a<0,05.

Resultados: Nao houve diferenga entre os grupos inflamado+EEAV(-) e inflamado+EEAV
placebo nos parametros de dor ¢ edema (p>0,05). Houve diminui¢ao da albumina nos grupos
que receberam intervencao, mas sem diferenca entre eles. Em relagdo a histamina sé houve
aumento 24h nos grupos normal +EEAV(-) (p=0,0001) e inflamado+EEAV placebo (p=0,01)
comparado ao grupo controle normal.

Conclus6es: Os resultados deste trabalho indicam que a EEAV(-) nos parametros utilizados
ndo diminuiu a dor ¢ o edema, nem alterou os niveis séricos de albumina e histamina,

sugerindo auséncia de efetividade desse recurso no tratamento da inflamagao articular aguda.

PALAVRAS CHAVES: estimulagao elétrica, entorse, inflamagao, albumina, histamina.
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ABSTRACT
Objective: The probable mechanism by which high-voltage electrical stimulation (HVPC) act

on edema reduction is unknown. The purpose of this study was to assess the effect of HVPC
with negative polarity (-) applied to the ankle of rats with acute joint inflammation.

Design and setting: the 64 rats were divided into four similar groups (n=16):
inflamed+HVPC(-), 0.03 ml application of z-carragenina (3%) to the tibiotarsal joint and
HVPC(-); inflamed+HVPC placebo, carragenina application and HVPC placebo; normal
+HVPC(-), HVPC application(-); normal control, with no intervention. The HVPC(-) 100Hz
in a submotor level was applied daily for 45min per session for 3 days.

Subjects: We used sixty-four Wistar rats in this study.

Measurements: The variables were pain, hind-foot volume, levels of serum histamine and
albumin assessed before and during the 48 hours following inflammation. The variables were
compared using the t test, one-way ANOVA, nested ANOVA for repeated measures and the
post hoc Bonferroni test. The significance level was set at 0<0.05.

Results: There were no differences between the inflamed+HVPC(-) and inflamed+HVPC
placebo groups for the pain and edema parameters (p>0.05). There was an albumin reduction
in the groups that received intervention, but with no differences among them. Regarding
histamine, there was only a 24h increase for the normal+HVPC(-) (p=0.0001) and
inflamed+HVPC placebo (p=0.01) groups compared to the normal control group.
Conclusions: The results of the present study suggest that HVPC(-) in the parameters
employed did not reduce pain or edema, and did not change serum albumin and histamine
levels, which indicates the inability of this resource to treat acute joint inflammation.

KEY WORDS: electrical stimulation, sprain, inflammation, albumin, histamine.
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INTRODUCAO

Em presenca de inflamacdo, a habilidade do individuo para voltar a sua atividade
normal ou a pratica esportiva ¢ freqiientemente dependente da diminuigdo da dor e do edema’.
Portanto, o controle e resolugdo do edema s3o essenciais para uma rapida recuperacio da
funcionalidade nas lesdes musculoesqueléticas.

Uma das formas de tratamento utilizadas na Fisioterapia para controlar a dor e o
edema ¢ a estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEAV). Esta ¢ uma corrente caracterizada
por pulsos monofasicos duplo pico com uma duragdo muito curta (5 - 100us) e intervalos
interpulsateis maiores o que produz uma corrente total baixa (1,5mA), apesar de ter uma
voltagem maior do que 150V. Alguns estudos t€ém sido desenvolvidos para determinar a

311 1
e em humanos'. Os

eficacia da EEAV na diminui¢ao da dor e do edema em animais
trabalhos com animais tém reportado diminui¢do do edema poés-trauma agudo quando
utilizada a corrente monofasica’, com polaridade negativa (-) e nivel de estimulagdo
submotor*™. Outros estudos que utilizaram polaridade positiva'’, nivel de estimula¢io motor''
e corrente de baixa voltagem’ ndo mostraram redugdo no edema. Na literatura revisada foi
encontrado apenas um estudo em humanos mostrando somente diferencas clinicas na redugao
do edema crénico pos-traumatico de méo'.

Os mecanismos pelos quais a EEAV(-) possivelmente atua na diminuicdo do edema
tém sido pouco estudados e baseiam-se em varias hipoteses. Uma das primeiras foi o
fendmeno eletrofisiologico descrito por Alon e De Domenico'?, segundo o qual o transporte
da EEAV(-) pelos tecidos, vai repelir as proteinas produzindo seu deslocamento no intersticio
da éarea traumatizada. Este aumento na mobilidade acelera a drenagem das proteinas pelos
capilares linfaticos, facilitando o fluxo linfatico e diminuindo a pressdo oncdtica intersticial e
o edema. Esta hipotese foi parcialmente comprovada no estudo de Reed", que reportou que
intensidades de 30 e 50V de EEAV(-) diminuiram significativamente a permeabilidade as
macromoléculas, limitando a formagdo do edema, principalmente na etapa aguda.

Outro possivel mecanismo pelo qual tem sido sugerido que a EEAV(-) contribui para a

5,14
", Baseados

diminui¢do do edema ¢ o estimulo do fluxo linfatico, facilitando sua drenagem
na hipotese de Alon e De Domenico'”, Cook'” sugere que a EEAV(-) facilita o transporte da
albumina aumentado seu movimento, o qual promove a abertura do Iumen linfatico e a
contracio do musculo liso permitindo um maior movimento da albumina. Karnes’ propde
duas outras hipoteses: primeira ¢ que a EEAV(-) produz contracdo do musculo liso ao redor

dos vasos sanguineos, diminuindo o didmetro das arteriolas; Na segunda hipdtese a EEAV(-)
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por ser polarizada gera acumulo de cargas elétricas mudando assim o pH e diminuindo o
edema.

Também Taylor et al.’ observaram que a EEAV catodica reduziu o didmetro das
arteriolas, diminuindo o fluxo sanguineo, sendo um outro possivel mecanismo de agdo. Deste
modo, a EEVA(-) poderia influenciar a magnitude de liberacdo da histamina das células ou
poderia afetar os sitios de ligagdo da histamina aos seus receptores nas vénulas pds-capilares
das células endoteliais. Nestas hipdteses observa-se a importancia da albumina e da histamina
no efeito da EEAV(-). A albumina constitui 50% da proteina do plasma e é responsavel por
75% de sua pressdo coloidosmotica'®. A histamina é uma amina dibasica vaso ativa secretada
no inicio da inflamagdo e que produz dilatagdo das arteriolas, aumentando a permeabilidade
vascular das grandes vénulas, permitindo a saida de liquido e proteinas para o espaco extra
vascular'’. Portanto, a albumina e a histamina sio importantes marcadores da inflamago.

Considerando estes aspectos, a hipotese deste estudo é que a EEAV(-) diminui a
formagdo do edema por meio de dois possiveis mecanismos: diminuindo a producdo da
histamina e reduzindo a saida da albumina ao espaco intersticial, decorrente de uma menor
permeabilidade endotelial. O objetivo do presente trabalho foi determinar o efeito da EEAV
com polaridade negativa aplicada no tornozelo de ratos com inflamacdo articular aguda na

dor, no edema e nos niveis séricos de albumina e histamina.
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METODOLOGIA

Animais

Foram usados 64 ratos machos Wistar (311.5 + 36.1g). Os animais foram mantidos em gaiolas
plésticas coletivas em grupos de quatro, com livre acesso a dgua e alimentacdo peletizada.
Uma vez finalizado o protocolo experimental (48 horas) todos os animais foram eutanaziados
com overdose de anestésico. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
(No. 027/2007). Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (16 animais por grupo).

- Grupo inflamado + EEAV(-): foram submetidos a uma inje¢do de i-carragenina no
tornozelo da pata direita e receberam imediatamente aplicagdo da estimulagdo de
corrente elétrica de alta voltagem (EEAV) com polaridade negativa.

- Grupo inflamado + EEAV placebo: receberam a injeg¢@o de i-carragenina e a fixagdo
dos eletrodos da EEVA, mas sem aplicagdo de corrente.

- Grupo normal + EEAV(-): submetido a aplicagdo de EEAV polaridade negativa com
0s mesmos parametros do grupo de intervengao.

- Grupo controle normal (GCN): ndo recebeu nenhuma intervengao.

Todos os animais foram pesados antes e ao final do experimento. Foram anestesiados com
injecdo intraperitonial de solu¢do composta de xilazina (12 mg/Kg) e ketamina (95 mg/Kg),
para a inducdo do processo inflamatorio, aplicacdo do protocolo de tratamento e para
eutanasia. A regido dorsal do tronco e ambas as patas traseiras foram tricotomizadas, para
visualizacdo dos locais de aplicacdo da injecao de carragenina e da fixagdo dos eletrodos.
Procedimento de inflamacao articular

A inflamacdo na articulacdo tibio-tarsica direita foi induzida por uma inje¢ao de 0,03ml de
t-carragenina a 3%, (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) dissolvida em solugdo
salina (0,9% NaCl). Para a aplicacdo foi seguida a metodologia descrita por Omote et al'®. A
pata foi mantida em posicdo neutra e a inje¢dao foi realizada na fossa distal e medial ao
maléolo lateral, onde foi introduzida uma agulha de didametro 26, a qual dirigiu-se distalmente
até atingir a capsula articular. Apds entrar no espago articular, evidenciado pela perda de
resisténcia, a i-carragenina foi injetada'®,

Variaveis avaliadas
Foram definidas como variaveis dependentes a dor, o volume e os niveis de albumina e

histamina sanguineos e como variavel independente o peso corporal do animal.
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- Avaliacdo do volume: foi mensurado através do método da volumetria, considerada
prova de ouro e que tem mostrado uma alta reprodutibilidade (CCI=0,99) com um erro menor
de 1%"°. Este método baseia-se no principio de Arquimedes e foi utilizado um copo de vidro
especialmente construido para o tamanho da pata do animal (5cm de altura e 4cm de
diametro). O recipiente foi previamente avaliado garantindo reprodutibilidade nas medidas de
volume (CCI=0,95). Para padronizar a medida, foi feita uma marca na regiao lateral do
tornozelo dos ratos, mensurando 1cm a partir da base do calcanhar. Em seguida, o animal foi
suspenso por um suporte, similar ao utilizado por Dolan et al. em seus estudos®’. Foi colocada
agua no copo até o nivel maximo e esperou-se até que o vazamento de liquido se estabilizasse.
Em seguida, foi introduzida a pata do animal até a marca do tornozelo. O liquido deslocado
foi recolhido e mensurado fazendo uma equivaléncia de 1ml = 1mg. Esta medida foi realizada
antes da aplicagdo da carragenina assim como 5, 24 e 48 horas apds a inducdo da inflamagao.

- Avaliacéo da dor: A dor foi avaliada utilizando o método da laténcia de retirada da pata

20-33 " sendo considerado um método de alta reprodutibilidade (r*=0,78)>. O

ao calor radiante
animal foi colocado em uma caixa de vidro (20cm cumprimento, 15cm largura e 15cm altura),
a qual foi mantida sobre uma plataforma elevada com uma lampada embaixo da pata direita.
Ap6s 10 min de familiarizagcdo do animal com a area, a ldampada e o crondmetro foram ligados
simultaneamente. A partir deste momento foi registrado o tempo em segundos que o animal
levava para retirar a pata do fundo da caixa, sendo denominado este periodo como tempo de
laténcia de retirada da pata (LRP)™. Esta avaliagio foi repetida 3 vezes mantendo um periodo
de 5 minutos de repouso entre as mensuragdes e calculada a mediana dos valores de LRP das
3 avaliagdes. A LRP foi feita 12 horas antes de iniciar o experimento e 6, 24 e 48 horas depois
da inducdo da inflamacdo. A avalia¢do da dor foi realizada uma hora apds da mensuragdo do
volume da pata, pois era necessario que o animal estivesse acordado para o teste.

- Niveis séricos de albumina e histamina: foram colhidos 2ml de sangue dos animais dos
grupos eletroestimulados e placebo em dois periodos: 24 e 48 horas apds a injecdo de
carragenina. No grupo controle normal foi feita somente uma coleta. A primeira coleta foi
realizada no rabo do rato (tail vein) e a segunda na artéria renal. Estas coletas foram feitas em
8 dos 16 animais de cada grupo. A albumina foi processada utilizando o método do verde de
bromocresol** ¢ quantificada por espectrofotometria em um cumprimento de onda de 630nm.
O radioimunoensaio foi a técnica utilizada para o processamento da histamina®*.
Protocolo da EEAV

Foi utilizado um equipamento para aplicacdo da EEAV (Ibramed modelo Neurodyn —

High Volt, Brasil), com uma corrente caracterizada por pulsos monofasicos duplo pico. O
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protocolo elétrico utilizado foi o seguinte: duragdo de pulso 20us, intervalo interpulsatil de
100us, freqiiéncia de 100pps e amplitude em um nivel submotor. A amplitude foi aumentada
gradualmente até observar uma contragdo muscular visivel e em seguida foi diminuida até um
limiar imediatamente abaixo da contracdo muscular. Foi utilizada polaridade negativa com
dois eletrodos ativos auto adesivos quadrados (1cm?), fixados com fita adesiva nas regides
lateral e medial da articulagdo tibiotarsica (figura 1). Um eletrodo dispersivo também auto
adesivo retangular (9x3cm) foi mantido na regido dorsal do tronco do animal. Durante a
aplicacdo da corrente os animais foram mantidos deitados em ambiente aquecido para evitar a
hipotermia gerada pela anestesia. Os animais dos grupos inflamado+ EEAV(-) e inflamado +
EEAV placebo comecaram imediatamente com o tratamento da EEAV apods a injegdo da
carragenina e os do grupo normal + EEAV(-) apds a tricotomia. Todos os animais destes trés
grupos receberam uma sessao diaria de eletroestimulagdo ou placebo durante 45 minutos por

3 dias consecutivos.

Figura 1. Colocacgdo dos eletrodos. Os eletrodos ativos (*) aplicados sobre as faces medial e lateral do tornozelo
e o dispersivo () na regido dorsal do tronco do rato.

ANALISE ESTATISTICA

Foi aplicado o teste t de student pareado para determinar possiveis diferengas (inicial e
final) no peso, histamina e albumina nos animais; além disso, foi determinada também a
porcentagem de variagdo do peso [(peso final x 100)/peso inicial]. A descricio e a
comparagdo das variaveis por grupo de intervengdo foram feitas aplicando uma analise de
variancia (ANOVA) one way. No caso de apresentar diferencas foi aplicado o teste de
Bonferroni. Na varidvel dor foram estabelecidas as diferengas entre os grupos aplicando o
teste de Kruskal-Wallis. Os valores referentes ao volume e a dor foram analisados em
diferentes periodos com ANOVA de mensuragdes repetidas tipo nested. Os dados foram

processados no software STATA 9,0 e foi determinado um nivel de significancia de p< 0,05.
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RESULTADOS

Peso corporal
Houve diferenga entre o peso inicial e final em todos os grupos, com perda de peso
nos trés grupos que receberam intervengdo, sendo esta maior no grupo inflamado+EEAV(-)

(Tabela 1).

Tabela 1. Comparacdo das médias dos pesos inicial e final(g) nos 4 grupos de estudo

Controle Normal + Inflamado + Inflamado +
Normal EEAV(-) EEAV EEAV(-)
placebo
Peso inicial  283,4+34.2 327,1£35,3 324,6+32.9 310,9+26,4
(9)
Peso final 291,9435,6 316,1£31,7 308,2+30,8 289,6+23*
(9)
p (inicial e <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
final)
% de +3% 3,38% 5,05% 6,9%
variacao

* p<0,05 comparado ao normal+EEAV(-)
% variacao:[ (peso final x 100)/peso inicial)]

Dor

A comparagdo entre os grupos dos valores da LRP nos diferentes periodos avaliados
ndo mostrou diferengas estatisticas entre eles (Tabela 2). O mesmo aconteceu na LRP
mensurada ao inicio e no final do experimento nos grupos intervindos (Tabela 2). Também
ndo foram identificadas diferencas por tratamento e por periodo de avaliagao (p=0,09 e

p=0,33, respectivamente. ANOVA de mensuragdes repetidas nested).
Tabela 2. Medianas da LRP (tempo de laténcia de retirada da pata) (s) nos grupos ao longo das 48h.

Controle Normal + Inflamado + Inflamado + p
Normal EEAV(-) EEAV placebo EEAV(-) (entre
Tempo grupos)
0 (s) 26,5 [19-40] 37,5 [18-64]  25,5[16-34] 31,5 [24,5-51] 0,25
6 (s) 24,5[17,5-49,5] 29 [17-58] 0,83
24 (s) 28,5[18-49]  32,5[20,5-50,5] 0,45
48 (s) 31[21-51]  24,5[15,5-32] 32,5 [21,5-58,5] 0,36
p (0 Vs. 48h) 0,80 0,89 0,85

Dados apresentados como mediana [RIC].

Volume
Todos os grupos apresentaram volume similar da pata na avaliagdo inicial pré inducao

da inflamagao (p=0,65). O pico do processo inflamatorio foi observado 24h ap6s a indugdo da



55

inflamacao (Tabela 3). Houve aumento significativo no volume 24h, comparado ao periodo
pré-inflamatorio nos grupos inflamado+EEAV(-) e inflamado+EEAV placebo, (Tabela 3),
sendo mantida esta diferenca na avaliacdo 48h. No entanto, ndo houve diferenca entre estes
dois grupos em nenhum dos tempos avaliados. Nao foram identificadas diferencas por
tratamento (p=0,22) ou por periodo de avaliacdo (p=0,057) (ANOVA de mensuragdes

repetidas nested).

Tabela 3. Comparacdo do volume (média +desvio padrdo) (ml) dos 4 grupos de estudo

Controle Normal + Inflamado  Inflamado+ p
Normal EEAV(-) +EEAV EEAV(-) (entre
Tempo Placebo grupos)
0 2,07+0,28 2,1610,47 2,03+0,34 2,16%0,29 0,65
5 2,09+0,24 2,2440,26 0,12
24 2,5940,37*  2,884+0,43* 0,06
48 2,54+0,24*  2,6310,43* 0,49
p(0Vs.24e
48h) <0,0001 <0,0001

p<0,0001 quando comparados aos seus respectivos valores no periodo pré-inflamagéo (tempo 0).

Albumina
Nao houve diferenca na albumina sérica 24h entre os 4 grupos avaliados (p=0,34).
Esses niveis diminuiram quando comparados ao periodo 48h nos grupos normal+EEAV(-),

inflamado+ EEAV placebo e inflamado+EEAV(-), sem diferenca entre os grupos (p=0,89;

Tabela 4).
Tabela 4. Comparagdo da albumina (média + desvio padrao) (g/dL) 24 e 48 horas nos 4 grupos de estudo
Tempo Controle Normal + Inflamado + Inflamado
Normal EEAV(-) EEAV + EEAV(-)
Placebo
24h 2,52+0,54 2,7610,24 2,8310,37 2,810,3
48h 2,46+0,29* 2,34+0,2%* 2,3+0,33*
p (24 Vs. 0,03 <0,0001 0,004
48h)

p<0,05 quando comparados aos seus respectivos valores no periodo 24 horas(tempo 24h).

Histamina

Houve diferencas entre os 4 grupos nos niveis séricos de histamina no periodo 24h
(p=0,006; Tabela 5). No entanto, somente os grupos normal+EEAV(-) e inflamado+EEAV
placebo apresentaram aumento significativo dos niveis de histamina, em relagdo ao grupo
controle normal (p=0,001 e p=0,01, respectivamente). Na avalia¢do 48h, nota-se um declinio

nos niveis de histamina nos trés grupos que receberam intervengdo (Tabela 5). No entanto,
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essa diferenga s6 foi significativa para o grupo normal +EEAV(-) (p<0,0001), quando
comparada aos valores das 24h (Tabela 5). Nao houve diferenga nos niveis da histamina entre

os trés grupos experimentais 48h apds a indugao da inflamagao (p=0,20) (Tabela 5).

Tabela 5. Comparagédo da histamina (média +desvio padrao) (nmol/1) 24 ¢ 48 horas nos grupos de tratamento.

Tempo Controle Normal + Inflamado  Inflamado
Normal EEVA(-) +EEAV  +EEAV(")
Placebo
24h 3,09+3,31 9,2543,01*  8,3443,9* 5,68+2,68
48h 6,642, 76+  5,16%+2,62 3,9+1,15
p24 Vs, <0,0001 0,18 0,30
48h)

* p<0,05 comparado ao controle normal
+ p<0,05 quando comparado ao seu respectivo valor no periodo 24 horas (tempo 24h)



57

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo indicam que a EEVA(-) aplicada no nivel submotor, 30
minutos por dia, durante 3 dias consecutivos nao foi efetiva para diminuir a dor e o edema na
inflamagdo articular aguda induzida por i-carragenina. Estes resultados sdo interessantes
porque varios dos pardmetros utilizados sdo similares aos aplicados em estudos prévios'*
BI0ILI-ES Hermitindo algumas comparages.

Neste estudo a i-carragenina foi utilizada para gerar inflamagado, sendo um modelo de
nocicep¢ao aguda, sensibilizando os aferentes primarios e gerando hiperalgesia primaria no
lugar da lesio®. A seguir ocorre uma elevada produgio de oxido nitrico, prostaglandinas,
radicais livres e ciclo-oxigenases que ativam os neurdnios do corno dorsal gerando
sensibilizacdo central espinal ou supra espinal, a qual junto com o aumento da sensibilidade
dos nociceptores periféricos manifestam-se como uma hiperalgesia secundaria®. Utilizando
esse mesmo modelo experimental Sluka et al.*’ mostraram diminui¢do da hiperalgesia
primaria com a aplicacdo de TENS de alta freqiiéncia (100Hz), similar a utilizada no presente
estudo. Em nossos resultados ndo houve diferenca nos grupos inflamados tratados com EEAV
ou submetidos ao tratamento placebo. Uma possivel causa poderia ser a curta duragdo do
pulso da EEAV utilizado, que ndo permitiu a estimulacdo dos receptores Ad ou inibi¢ao dos
neurdnios do corno dorsal.

O processo inflamatorio produzido pela carragenina no presente estudo foi similar a

. 20,22,23.2
trabalhos anteriores®®?%2%%°

que relatam presenca de dor e edema nas 5h com persisténcia até
24h e diminuigdo apds esse periodo, semelhante ao observado no presente estudo. A EEAV(-)
ndo causou maior diminui¢do do edema no grupo inflamado+EEAV(-) comparado com o
grupo inflamado e tratado com placebo. Nesse sentido, nossos resultados nao coincidem com
os obtidos em estudos prévios, onde foram identificadas diferencas significativas na redugao
do edema da pata dos ratos induzida por trauma®*". Talvez o mecanismo de indugdo da
inflamacao (carragenina e trauma) tenha alguma influencia nesses resultados distintos.

Os parametros da EEAV que utilizam sdo os mesmos usados em protocolos de estudos

1,4-8,10,11,13-15 4-8,15

anteriores em relacdo ao tipo de corrente , 0 nivel de estimulagdo , a

. 1,4-8,10,11,13-15
polaridade "™

e a freqliéncia, bem como a aplicagdo imediata da estimulag¢ao depois
da indugdo da inflamagdo. As diferengas em nosso protocolo foram o mecanismo de lesdo e o

tempo de aplicac¢do da corrente.
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%13 ysaram um trauma para gerar a inflamacio, enquanto que nos

Os trabalhos prévios
optamos pela carragenina, substancia indutora de inflamagdo aguda, mas que produz na fase
aguda presenca principalmente de células polimorfonucleares no liquido sinovial,
acompanhado por proliferacdo e infiltragdo da membrana sinovial com diminui¢do gradual do
namero de células no liquido sinovial ap6s 24 horas da indugdo da inflamagdo®. Este modelo
foi escolhido para o presente estudo por produzir um padrao homogéneo no acometimento dos
tecidos moles e articulares. Esse padrdo homogéneo de inflamag¢do entre as unidades
experimentais ndo pode ser garantido no modelo de trauma mecanico. Nossos resultados
indicam que a EEAV(-), com os parametros utilizados nao foi efetiva para controlar o
processo inflamatorio induzido pela carragenina, possivelmente pelo acometimento da
cartilagem. No entanto, estudos futuros que avaliem a cartilagem articular e a presencga de
citocinas inflamatorias circulantes como IL-6 e TNF-a deveriam ser realizados.

Em relagdo ao tempo de aplicagdo da corrente, foram usados 45 minutos didrios por
trés dias consecutivos, tentando mimetizar o que ¢ feito na pratica clinica. Nos estudos
anteriores*® foi reportada diminuico do edema aplicando trés ou quatro intervengdes de 30
minutos no mesmo dia da lesdo (total 1,5h a 2h por dia), com repouso de 30 minutos entre as
séries, observando incremento do edema nos periodos de nio intervencdo. Comparado ao
nosso estudo, esses resultados indicam que o tempo de aplicagdo pode ser critico na
diminui¢io do edema, conforme o proposto por Mendel ¢ Fish®’ que sugeriram utilizar
tempos de aplicacdo maiores durante a etapa aguda da inflamac¢do. Em estudos futuros seria
também interessante ampliar o tempo da aplicacdo da EEVA(-) em modelos de inflamacao
aguda.

Em relagdo aos niveis séricos da albumina houve redugdo nos grupos submetidos a
inflamacao nas 48 horas. A fase aguda inflamatéria gerada pela carragenina ¢ caracterizada
pelo aumento das citocinas circulantes como IL-1, IL-6 ¢ TNFa, as quais produzem dois
efeitos™. O primeiro é o aumento da permeabilidade microvascular permitindo uma grande
perda de proteinas do plasma e aumento no espaco intersticial. O segundo ¢ a diminui¢do da
sintese e liberagdo de proteinas negativas de fase aguda como a ferritina e a albumina®®. Esses
fatores geram hipoalbuminemia, a qual foi observada nas 48 horas, principalmente nos
animais deste estudo submetidos a inflamac¢do. Por outro lado, uma resposta em menor
intensidade foi encontrada nos animais do grupo normal +EEAV (-), explicada possivelmente
pela diminui¢do do volume de plasma e pela anestesia, coincidindo com o estudo de Renkin et
al””. Um outro fator que pode ter influenciado a diminuicdo da albumina é a diminui¢io de

peso dos animais. Em nosso estudo nao houve diferenca nos valores da albumina entre os dois
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grupos submetidos a inflamagao, sendo coerente com os resultados prévios do volume da pata
e indicando auséncia do efeito da EEAV(-) sobre a permeabilidade do endotélio, rejeitando
assim a nossa segunda hipotese. Uma possivel explicagdo é que a curta duragdo do pulso nao
consegue gerar movimentacdo nas proteinas plasmaticas conforme o sugerido por Mendel e
Fish”’.

A histamina no sangue foi selecionada por sua importancia como mediador durante a
inflamacdo aguda. Além disso, tem sido mostrado que a carragenina aplicada localmente
produz uma reagao sistémica em resposta a inflamagao local, consistente com uma resposta de
fase aguda®™. Houve diferenca nos niveis séricos de histamina entre os grupos
inflamado+EEAV placebo e normal+EEAV (-) quando comparado ao grupo controle normal,
apods 24 horas do inicio do experimento. Vale salientar que o aumento foi maior no grupo

normal submetido a EEVA(-). Dois estudos prévios3 132

tinham reportado aumento do
precursor da histamina (histidine-decarboxilase) no musculo esquelético, apos a aplicagdo de
estimulagdo elétrica direta com pico 8-12h pos estimulagao. O aumento desse precursor foi
dependente da intensidade e duragdo da estimula¢do® indicando que a estimulacdo elétrica
poderia gerar um aumento nos niveis de mediadores como a histamina. Essa a¢do pode estar
relacionada ao estresse local produzido pela corrente e as alteragdes metabdlicas ocorridas no
local da aplicagdo. Estudos subseqiientes sao necessarios para comprovar essas hipoteses.

Por outro lado o grupo inflamado+EEAV(-) ndo apresentou diferenga na histamina em
rela¢do aos outros grupos em 24 e 48h. Tal resultado indica que, possivelmente, durante a fase
aguda do processo inflamatorio, a EEAV(-) ndo € capaz de controlar a regulagdo da liberagao
da histamina ou afetar seus sitios de ligagao nas vénulas pos-capilares das células endoteliais,

contrariando a hipétese proposta por Taylor et al.’. Por esta razio, em futuros estudos

poderiam ser estudados marcadores mais sensiveis da inflamagao como o TNFa ou a IL-1.

Implicacdes clinicas

Embora a EEAV(-) ndo tenha mostrado efetividade no tratamento da inflamagao
articular aguda, ela influenciou a liberagdo de mediadores como a histamina em animais
normais. No entanto, ¢ necessario analisar as implicacdes fisioldgicas desse resultado, bem

como avaliar se ele também ocorre em humanos.
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CONCLUSOES
Os resultados desse estudo indicam que a EEAV(-) com os parametros utilizados, aplicada na
fase aguda da inflamacdo articular induzida por carragenina, ndo foi efetiva para reduzir ou

amenizar os sinais da inflamacao.
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RESUMO

Objetivo: avaliar o efeito da estimulagdo elétrica de alta voltagem (EEAV) com polaridade
negativa (-) aplicada no tornozelo de ratos com inflamagao articular aguda na dor, volume e
morfometria da cartilagem.

Metodologia: sessenta ¢ quatro ratos Wistar foram divididos em quatro grupos similares
(n=16): inflamado+EEAV(-), aplica¢do de 0,03ml de z-carragenina (3%) na articulagao tibio-
tarsica ¢ EEAV(-); inflamado+EEAV placebo, aplicagdo de carragenina ¢ EEAV placebo;
normal +EEAV(-), aplicagao de EEAV(-); controle normal, sem interveng¢ao. EEAV(-) 100Hz
em um nivel submotor foi aplicada 45min por sessdo durante 3 dias. As variaveis foram dor e
volume avaliados antes e durante as 48 horas pds inflamagao, bem como avaliagdo qualitativa
e mensuracdo do numero de células, espessura e densidade Optica da cartilagem. As varidveis
foram comparadas pelo teste t de student, ANOVA one way, ANOVA de medidas repetidas
nested ¢ teste de Bonferroni post hoc. Foi definido um nivel 0<0,05.

Resultados: Nao houve diferenga entre os grupos inflamado+EEAV(-) e inflamado+EEAV
placebo nos parametros de dor e volume (p>0,05). Na avalia¢ao da cartilagem houve maior
presenca de pannus, menor quantidade de células e diminuicdo da ortocromasia para a
Safranina-O no grupo inflamado+EEAV(-) (p<0,05). No grupo inflamado+EEAV placebo
houve menor densidade oOptica da cartilagem e uma menor ortocromasia para a safranina-0
(p<0,05).

Conclusdo: A EEVA(-) com os parametros usados e aplicada no tornozelo de ratos com
inflamagdo articular aguda gerada por carragenina ndo conseguiu diminuir o edema e a dor

bem como evitar as alteracdes na cartilagem.
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INTRODUCAO

Os processos inflamatorios articulares t€ém-se incrementado na ultima década, sendo
uma das principais causas de incapacidade e que em poucos anos se constituiram em
problemas de satude publica. Isto tem sido reconhecido pela Organizagao das Nagdes Unidas e
pela Organizagdo Mundial da Saude através da declaragdo do periodo 2000-2010 como a
década do osso e das articulagdes. Estimativas mundiais indicam que 9.6% dos homens e 18%
das mulheres maiores de 60 anos apresentam osteoartrite ¢ ha uma prevaléncia entre 0.3% e
1% de artrite reumatoide nos paises desenvolvidos'.

Ha diversas op¢des de tratamento destas doengas tais como exercicio, medicamentos e
cirurgias dentre outros, porém os efeitos adversos e as complicacdes restringem sua
utilizagdo. Em Fisioterapia tém sido utilizadas diversas modalidades fisicas para o tratamento
dos processos inflamatorios articulares como parte do processo de reabilitagdo, sendo a
estimulacdo elétrica uma delas. O objetivo terapéutico geral desses agentes ¢ diminuir a dor e
inflamacao.

A estimulagdo elétrica tem como vantagens ser ndo invasiva, de facil aplicacdo e nao
produzir efeitos secundarios significativos’. Um dos tipos de corrente mais utilizada é a
estimulacdo elétrica nervosa transcutanea (TENS). Em uma revisdo sistematica essa forma de
intervencdo mostrou um efeito significativo, principalmente na diminui¢do da dor em
osteoartrite de joelho, quando aplicada por periodos maiores que 6 semanas’. O painel de
Ottawa recomendou a inclusdo deste agente no tratamento da artrite reumatdide por contar
com bons niveis de evidéncia®. Adicionalmente, em uma revisdo de Cochrane concluiu-se que
o TENS convencional aplicado em artrite reumatdide ndo mostrou beneficio clinico na dor
comparado com o placebo, enquanto que o TENS aplicado nos pontos de acupuntura produz
diminuigio significativa da dor”.

Nos processos inflamatérios articulares também tem sido utilizada a corrente direta,
mas com o objetivo de promover a cicatrizagdo do tecido conjuntivo e especificamente da
cartilagem. Estudos prévios em cultura celular ¢ em modelos animais t€ém mostrado efeitos
dos campos elétricos no processo de reparo nos defeitos da cartilagem articular’', utilizando
a corrente direta.

Ainda n3o se conhecem os efeitos sobre a cartilagem das correntes geradas pelos
TENS. Uma delas ¢ a estimulacdo elétrica de alta voltagem (EEAV) que se caracteriza por ter

um pulso monofasico duplo pico, gerando uma voltagem maior do que 150V, apesar de ter
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uma corrente total baixa (1,5mA), com uma duragdo muito curta (5 — 100us) e intervalos
interpulsos maiores'>. Estas caracteristicas permitem que a EEAV gere pouca ou nenhuma
reacdo eletroquimica entre a pele e os eletrodos de estimulagdo, provocando uma sensagao
confortavel.

Por estas razdes o objetivo do estudo foi determinar o efeito da estimulacdo elétrica de
alta voltagem na dor, volume e na morfometria da cartilagem do tornozelo de ratos com

inflamac¢ao aguda induzida por carragenina.
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METODOLOGIA

Animais

Foram usados 64 ratos machos Wistar (311.5 + 36.1g). Os animais foram mantidos em gaiolas
plésticas coletivas em grupos de quatro, com livre acesso a dgua e alimentacdo peletizada.
Uma vez finalizado o protocolo experimental (48 horas) todos os animais foram eutanaziados
com overdose de anestésico. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
(No. 027/2007).

Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (16 animais por grupo).

- Grupo inflamado + EEAV(-): foram submetidos a uma inje¢do de #-carragenina no
tornozelo da pata direita e receberam imediatamente aplicacdo da estimulacdo de
corrente elétrica de alta voltagem (EEAV) com polaridade negativa.

- Grupo inflamado + EEAV placebo: receberam a inje¢do de -carragenina e a fixagao
dos eletrodos da EEVA, mas sem aplicacdo de corrente.

- Grupo normal + EEAV(-): submetido a aplica¢do de EEAV polaridade negativa com
0s mesmos parametros do grupo de intervengao.

- Grupo controle normal (GCN): nio recebeu nenhuma intervengao.

Todos os animais foram pesados antes e ao final do experimento. Foram anestesiados com
inje¢do intraperitonial de solucdo composta de xilazina (12 mg/Kg) e ketamina (95 mg/Kg),
para a inducdo do processo inflamatdrio, aplicagdo do protocolo de tratamento e para
eutandsia. A regido dorsal do tronco e ambas as patas traseiras foram tricotomizadas, para
visualizacdo dos locais de aplicacdo da injecao de carragenina e da fixagdo dos eletrodos.
Procedimento de inflamacao articular

A inflamacao na articulagao tibio-tarsica direita foi induzida por uma injecao de 0,03ml de
t-carragenina a 3%, (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) dissolvida em solu¢do
salina (0,9% NaCl). Para a aplicagio foi seguida a metodologia descrita por Omote et al'® e
Wang et al.'*. A pata foi mantida em posi¢do neutra e a injecio foi realizada na fossa distal e
medial ao maléolo lateral, onde foi introduzida uma agulha de diametro 26, a qual dirigiu-se
distalmente até atingir a capsula articular. Apo6s entrar no espago articular, evidenciado pela

A . . e 1
perda de resisténcia, a ¢-carragenina foi injetada'’.
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Variaveis avaliadas

Foram definidas como variaveis dependentes a dor, o volume e a analise histologica e
morfométrica da cartilagem.

- Avaliagdo do volume: foi mensurado através do método da volumetria, considerada
padrdo de ouro e que tem mostrado uma alta reprodutibilidade (CCI=0,99) com um erro
menor de 1%'>'®. Este método baseia-se no principio de Arquimedes e foi utilizado um copo
de vidro especialmente construido para o tamanho da pata do animal (5cm de altura e 4cm de
diametro). O recipiente foi previamente avaliado garantindo reprodutibilidade nas medidas de
volume (CCI=0,95). Para padronizar a medida, foi feita uma marca na regido lateral do
tornozelo dos ratos, mensurando 1cm a partir da base do calcanhar. Em seguida, o animal foi

17,18 .
°. Fo1

suspenso por um suporte, similar ao utilizado por Dolan et al. em seus estudos
colocada 4agua no copo até o nivel maximo e esperou-se até que o vazamento de liquido se
estabiliza-se. Em seguida, foi introduzida a pata do animal até a marca do tornozelo. O liquido
deslocado foi recolhido e mensurado fazendo uma equivaléncia de Iml = 1mg. Esta medida
foi realizada antes da aplicagdo da carragenina assim como 5, 24 e 48 horas apo6s a indugdo da
inflamacao.

- Avaliagdo da dor: A dor foi avaliada utilizando o método da laténcia de retirada da

1922 sendo considerado um método de alta reprodutibilidade (r*=0,78)>.

pata ao calor radiante
O animal foi colocado em uma caixa de vidro (20cm cumprimento, 15cm largura e 15cm
altura), a qual foi mantida sobre uma plataforma elevada com uma lampada embaixo da pata
direita. Apds 10 min de familiarizagdo do animal com a area, a lampada e o crondmetro
foram ligados simultaneamente. A partir deste momento foi registrado o tempo em segundos
que o animal levava para retirar a pata do fundo da caixa, sendo denominado este periodo
como tempo de laténcia de retirada da pata (LRP)'’. Esta avaliagio foi repetida 3 vezes
mantendo um periodo de 5 minutos de repouso entre as mensuracdes e calculada a mediana
dos valores de LRP das 3 avaliagdes. A LRP foi feita 12 horas antes de iniciar o experimento
e 6, 24 e 48 horas depois da inducdo da inflamagdo. A avaliacdo da dor foi realizada uma hora
apods da do volume da pata, pois era necessario que o animal estivesse acordado para o teste.
Analise morfométrica da cartilagem: As patas direita e esquerda de todos os animais
foram removidas e fixadas em formaldeido a 10%. O complexo do tornozelo foi
descalcificado em &cido nitrico (7.5%) e glicerina (7.5%) por 4 dias (96h). Posteriormente a
articulacdo tibio-tarsica foi dividida no ponto médio entre os maléolos em duas partes (medial
e lateral do tornozelo), as quais foram processadas em parafina e obtidos cortes de 5 um de

espessura em microtomo.
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De cada bloco foram montadas duas laminas, obtendo um total de 4 por tornozelo.
Posteriormente para a analise morfométrica as laminas foram coradas com hematoxilina e
eosina (H&E) e com coloragdo especial safranina — O fast green. Para a avaliagdo
morfométrica foram selecionadas aleatoriamente duas laminas correspondentes as regides
medial e lateral do tornozelo e foi feita uma avaliagdo quantitativa e uma qualitativa, as quais
foram cegas.

A primeira incluiu a mensuracdo da espessura da cartilagem e da densidade Optica,
bem como a contagem do nimero de células. Para determinar a espessura da cartilagem o
avaliador identificou em cada lamina corada com H&E um campo central e mensurou a
espessura dessa area desde o osso subcondral até a superficie articular, utilizando o software
Axiovision 4,7 Image Analysis (Carl Zeiss). A seguir foram tracadas duas linhas de 300um a
direita e a esquerda em relagdo a linha central, para fazer mais duas medidas e finalmente
determinar uma média entre as trés mensuragdes da espessura (figura 1). As células foram
contadas utilizando o mesmo software e definindo uma area de 40.000um2 em uma regiao
central de carga da cartilagem, incluindo a superficie articular e a camada calcificada (figura
1). As laminas coradas com safranina-O foram analisadas com o software Image Pro-plus
versao 6.0 (Media Cybernetics) para determinar a densidade Optica e também a ortocromasia
com este corante. Este software produz esta medida através da quantificagdo dos pixels de
coloragao, sendo selecionada neste estudo a cor vermelha.

Para a andlise qualitativa e histologica foi utilizada a escala modificada de Mankin®
(Tabela 1) que tem como critérios de avaliagdo a celularidade, as alteracdes da superficie
articular, a presenga de pannus e a ortocromasia para a safranina-O. Esta escala define graus
de lesdo para cada um destes critérios sendo ausente, leve, moderado e severo. As ladminas
foram analisadas em forma cega pelo mesmo avaliador, deixando uma semana entre as duas
medidas. Apds foi determinada a reprodutibilidade intra-avaliador utilizando um coeficiente

de correlacdo intraclasse.



71

4

#0000,77 ypm* 1

Figura 1. Ilustracdo das medidas da espessura (cartilagem inferior) e nimero de células (cartilagem superior).
Para a mensuragdo da espessura foi feita uma medida central e a partir dessa linha foram mensurados 300 um a
esquerda e direita e feitas mais duas mensuragoes, obtendo a média entre as tres medidas. A contagem das
células foi realizada em uma area de 40.000 um?.

Tabela 1. Sistema de gradagio histolégica/histoquimica modificada de Mankin et al.*®

Critérios de avaliagdo Classificacéo dos
niveis de leséo

I. Celularidade
Normal 0
Perdas de células na zona superficial 1
Perdas de células nas zonas superficial e média 2
Perdas de células nas zonas superficial, média e profunda. 3
I1. Alteracéo da superficie articular
Sem alteragdes 0
Fibrilagio focal 1
Fibrilacdo moderada (em toda a superficie articular) 2
Erosdo da superficie articular 3
I11. Presenca de pannus articular
Auséncia de pannus 0
Pannus cobrindo margens da superficie articular 1
Pannus cobrindo areas focais da superficie articular 2
Pannus cobrindo toda a superficie articular 3
IV. Ortocromasia com safranina-O
Normal (auséncia de perdas pela coloracdo especial) 0
Perdas leves e focais 1
Perdas moderadas 2
Perdas graves 3
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Protocolo da EEAV

Foi utilizado um equipamento para aplicacdo da EEAV (Ibramed modelo Neurodyn —
High Volt, Brasil), com uma corrente caracterizada por pulsos monofésicos duplo pico. O
protocolo elétrico utilizado foi o seguinte: duracdo de pulso 20us, intervalo interpulsatil de
100us, freqiiéncia de 100pps e amplitude em um nivel submotor. A amplitude foi aumentada
gradualmente até observar uma contracdo muscular visivel e em seguida foi diminuida até um
limiar imediatamente abaixo da contracdo muscular. Foi utilizada polaridade negativa com
dois eletrodos ativos auto adesivos quadrados (lcm?), fixados com fita adesiva nas regides
lateral e medial da articulag@o tibiotarsica. Um eletrodo dispersivo também auto adesivo
retangular (9X3cm) foi mantido na regido dorsal do tronco do animal. Durante a aplicacdo da
corrente os animais foram mantidos deitados em ambiente aquecido para evitar a hipotermia
gerada pela anestesia. Os animais dos grupos inflamado+ EEAV(-) e inflamado + EEAV
placebo comegaram imediatamente com o tratamento da EEAV apds a injegdo da carragenina
e os do grupo normal + EEAV(-) apds a tricotomia. Todos os animais destes trés grupos
receberam uma sessao diaria de eletroestimulagdo ou placebo durante 45 minutos por 3 dias

consecutivos.

ANALISE ESTATISTICA

Foi aplicado o teste t de student pareado para determinar possiveis diferengas (inicial e
final) no peso. A descri¢do e a comparacdo das variaveis por grupo de intervencao foi feita
aplicando uma anélise de variancia (ANOVA) one way. Quando identificadas diferencas foi
aplicado o teste pos hoc de Bonferroni.

Na dor foram analisadas as medianas e para estabelecer as diferengas entre os grupos
foi aplicado um teste de Kruskal-Wallis. O volume e a dor também foram analisados por
tempo com ANOVA de mensuragdes repetidas tipo nested. Os dados foram processados no

software STATA 9,0 e foi determinado um nivel de significancia de p< 0,05.
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RESULTADOS

Peso corporal
Houve diferenga entre o peso inicial e final em todos os grupos, com perda de peso
nos trés grupos que receberam intervengdo, sendo esta maior no grupo inflamado+EEAV(-

)(p<0,05).

Dor

A comparagdo entre os grupos dos valores da LRP nos diferentes periodos avaliados
nao mostrou diferengas estatisticas entre eles (p>0,05; figura 2). O mesmo aconteceu na LRP
mensurada ao inicio e no final do experimento nos grupos intervindos. Também nado foram
identificadas diferengas por tratamento e por periodo de avaliagdo (p=0,09 e p=0,33,

respectivamente. ANOV A de mensuragdes repetidas nested).
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Figura 2 . Medianas das medidas de dor nos 4 grupos de tratamento durante as 48 horas de intervengao.

Volume

Todos os grupos apresentaram volume similar da pata na avaliagdo inicial pré inducao
da inflamacao (p=0,65). Houve aumento significativo no volume 24h, comparado ao periodo
pré inflamatorio nos grupos inflamado+EEAV(-) e inflamado+EEAV placebo, (p<0,05;
Figura 3), sendo mantida esta diferenca na avaliagdo 48h. No entanto, ndo houve diferenca

entre estes dois grupos em nenhum dos tempos avaliados. Nao foram identificadas diferencas
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por tratamento (p=0,22) ou por periodo de avaliagdo (p=0,057) (ANOVA de mensuragdes

repetidas nested).

Figura 3. Descritivo do volume (ml) por tempo e grupo de intervengdo. vol0: volume periodo pré-inflamagio;

Controle normal

Inflamado+EEAV(-)

4 ™

Normal+EEAV(-) Inflamado+ EEAV placebo

“| mm —

I o0 vol5
N vo24 M vol4s

Graphs by Grupo

vol5: volume periodo 5 horas; vol24: volume periodo 24 horas; vol48: volume periodo 48 horas.

Analise morfométrica

Houve diferenca entre os quatro grupos na quantidade de células na regido medial da

cartilagem do tornozelo acometido (p=0,006). O teste pos hoc mostrou que o grupo

inflamado+EEAV(-) teve uma menor celularidade com relagdo aos outros trés grupos. Este

grupo apresentou também uma menor quantidade de células na regido medial com relagdo a

lateral no membro acometido (p=0,03; Figura 4).
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Figura 4. Numero de células tornozelo acometido nos 4 grupos. Observa-se uma menor celularidade na regido

medial no grupo inflamado+EEAV(-) com relagéo a regido lateral e aos outros trés grupos p<< 0,05 (*).
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Na espessura da cartilagem somente o grupo inflamado+EEAV placebo teve diferenca
na regido medial do tornozelo acometido com relacdo a regido medial do tornozelo nao
acometido (p=0,01). Ao comparar os trés grupos que receberam interven¢do houve uma
diferenga apenas marginal na regido medial do tornozelo acometido (p=0,05). O teste pos hoc
mostrou que essa diferenga foi gerada entre os grupos inflamado+EEAV placebo e normal+
EEAV(-) (p=0,01; Figura 5).
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Figura 5. Espessura da cartilagem no tornozelo acometido nos 4 grupos. Nota-se a maior espessura da
cartilagem da regido medial do grupo inflamado+EEAYV placebo com relagdo ao grupo normal+EEAV(-) (*).

Os resultados da densidade optica mostraram que nao houve diferenca entre as regides
medial e lateral em nenhum grupo, mas ao comparar a densidade total houve menor densidade
no grupo inflamado + EEVA placebo com relagdo ao grupo controle normal (p=0,04; Figura
6).
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Figura 6. Densidade optica da cartilagem no tornozelo acometido nos 4 grupos. Houve diferenca significativa no
grupo inflamado +EEAV placebo com relagio ao controle normal (*).
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Na avaliagdo qualitativa o CCI deu como resultado 0,8 (IC 95%:0,59-0,92),
mosirando uma alta reprodutibilidade intra-avaliador. Nesta avaliagdo no grupo
inflamado+EEAV(-) foi encontrada diminui¢do do numero de células na regido medial do
tornozelo acometido comparada com a regido lateral, bem como menor ortocromasia para a
safranina-O (p<0,05). Também no mesmo grupo quando foi comparada a regido medial do
tornozelo acometido com a mesma regido do tornozelo ndo acometido foram observadas
maiores alteragdes da superficie e maior presenca de pannus (p<0,05; figura 7). No grupo
placebo houve diminui¢do do nimero de células na regido medial com relagdo a lateral no

tornozelo acometido (p<0,05).

Figura 7. Fotomicrografias da cartilagem articular tibial dos animais do grupo inflamado+EEAV(-). A, B e D
tingidas com HE e C com safranina-O. Nota-se a presenca de pannus ), fibrilagdo focal (*) e diminui¢do da
ortocramasia para Safranina-O ( 3¥).

Ao comparar a regido medial entre todos os grupos encontrou-se diferenca
significativa na presengca de pannus gerada entre os grupos controle normal e
inflamado+EEAV(-) (p=0,002 teste de Bonferroni). Na ortocromasia apresentaram-se maiores
perdas na regido medial do tornozelo acometido nos grupos submetidos a inflamacao (p<0,05

teste Bonferroni), mas sem diferenca entre eles.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo ndo mostraram efeito do tratamento da EEAV(-) no
nivel submotor, 45 minutos por dia, aplicada durante 3 dias consecutivos na dor e edema dos
tornozelos dos ratos do grupo inflamado+EEAV(-), além disso estes animais apresentaram
maiores alteragcdes na cartilagem articular.

Em nosso estudo a i-carragenina foi utilizada para gerar inflamagao, sendo um modelo
de nocicepcdo aguda produzindo hiperalgesia priméria no local da lesdo. Em seguida sdo
ativados os neurdnios do corno dorsal os quais junto com o aumento da sensibilidade dos

. P . . . , . 20-22
nociceptores periféricos manifestam-se em uma hiperalgesia secundaria®

. Em nossos
resultados ndo houve diferenga na dor nos grupos inflamado+ EEAV placebo e inflamado +
EEVA(-). Uma possivel explicagdo poderia ser que a curta duragdo do pulso da EEAV ndo
permitiu  estimular os receptores Ad opiaceos ou as fibras AP encarregadas de ativar a
inibi¢do das fibras transmissoras da dor na medula espinhal.

O processo inflamatorio produzido pela carragenina no presente estudo foi similar ao

. . 19,21,22,24
descrito em trabalhos anteriores'”*!"**

que relatam presenca de dor ¢ edema nas primeiras 5
horas com persisténcia ate as 24 horas e diminuicao apos esse periodo. A EEAV(-) ndo gerou
uma maior diminui¢do do edema no grupo inflamado+EEAV(-) comparado com o grupo
placebo. Pelo tanto, os nossos resultados ndo coincidem com os obtidos em estudos

17.18.25.2 . . . .
182526 5nde foram encontradas diferengas significativas no edema da pata dos ratos

prévios
induzida por trauma e tratada com EEAV. Algumas das possiveis causas destes resultados
poderiam ser o modelo inflamatério utilizado que foi diferente aos estudos que mostraram
diminui¢ao do edema e o tempo de aplicacdo. Nos utilizamos 45 minutos por dia, comparado
com 3 sessdes diarias por dia de 30 minutos cada uma (1,5 a 2 h por dia)'"'*'"". Esses
resultados indicam que o tempo de aplicacdo poderia ser um parametro critico na diminui¢ao
do edema, coincidindo com Mendel e Fish?’,

Sdo bem conhecidos os efeitos da carragenina nos tecidos articulares. Em estudos
prévios encontrou-se que uma inje¢do desta substidncia produz na fase aguda presenca
principalmente de células polimorfonucleares no liquido sinovial, acompanhado por
proliferacdo e infiltracdo da membrana sinovial com diminuic¢ao gradual do nimero de células
no liquido sinovial ap6s 24 horas da indugo da inflamagio®®%.

Em nosso estudo alguns desses efeitos foram apresentados nos grupos submetidos a

inflamagdo. No grupo inflamado+EEAV(-) foi encontrada maior presenga de pannus e

portanto menor quantidade de células e diminui¢cdo da ortocromasia para a safranina-O,
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principalmente na regido medial que ¢ sabidamente a zona de maior descarga de peso no
tornozelo dos ratos. Enquanto no grupo inflamado+EEAV placebo houve menor densidade
Optica da cartilagem e coerentemente apresentou-se uma menor ortocromasia para a safranina-
0.

A densidade optica determina o numero de pixels correspondentes a cor vermelha
produto da coloragdo por safranina-O, sendo esta um marcador dos glicosaminoglicanos e do
metabolismo da cartilagem®. A menor densidade 6ptica no grupo inflamado+EEAV placebo
resultado da avaliagdo quantitativa indica que este grupo teve uma maior perda de
glicosaminoglicanos, o qual coincide com estudos prévios que reportaram diminui¢cdo da
sintese e quantidade das proteoglicanas na cartilagem produzidas pela carragenina®'.

O pannus ¢ um tecido invasivo de granulagdo composto principalmente por
macrofagos e fibroblastos e localiza-se na interfase entre o tecido sinovial e a cartilagem. Sua
funcdo ¢ liberar enzimas colagenoliticas que contribuem com a destrui¢io da cartilagem®”. A
presenca de pannus nao foi evitado pela EEAV(-), possivelmente pelo tipo de corrente
caracterizado por uma curta duracdo do pulso e uma carga de fase pequena'® (12-15uC) e
adicionalmente pelo curto tempo de aplicagdo. Esses aspectos ndo permitiram gerar a
proliferagdo celular observada em estudos in Vvitro e em animais, que utilizaram corrente
direta a qual é polarizada e tem uma longa duragdo do pulso gerando efeitos eletroquimicos
nos tecidos™'’.

Estes efeitos nos tecidos articulares dos animais inflamados e tratados com EEAV(-)
foram coerentes com os resultados da avaliagdo dos sinais da inflamag¢do, sugerindo que esta
corrente ndo ¢ a mais indicada para o tratamento de lesdes inflamatdrias articulares em fase
aguda. Para estudos futuros sugere-se a aplicag@o desta corrente em sessdes mais duradouras e
durante periodos mais longos de tratamento, além de incluir a quantificacdo do colageno na

cartilagem.
CONCLUSAO

A EEVA(-) com os parametros usados e aplicada no tornozelo de ratos com inflamagao
articular aguda gerada por carragenina ndo conseguiu diminuir o edema e a dor bem como

evitar as alteracdes na cartilagem.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados dos estudos apresentados ndo mostraram efetividade da estimulagdo elétrica de
alta voltagem com os parametros selecionados. Por esta ragdo propdem-se para futuros
estudos os seguintes topicos:

- Determinar os efeitos da estimulacdo elétrica de alta voltagem nos niveis de histamina em
estudos em humanos

- Avaliar outros marcadores da inflama¢do como a IL-6, IL-8 ¢ TNFa

- Aumentar o tempo de aplicacdo em estudos experimentais com animais € em humanos

- Mensurar os niveis de histamina no local de aplicagdo da estimulagdo elétrica
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