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Resumo 

 

Caffaro LAM. Influência da estimulação elétrica nervosa transcutânea no 
crescimento de carcinoma 4T1 em glândula mamária de camundongos 
[dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São 
Paulo; 2016. 
 
O objetivo deste estudo foi avaliar a influência da TENS no crescimento do 
tumor e área de necrose no tecido viável do carcinoma 4T1 em glândula 
mamária de camundongos. 22 camundongos Balb/c foram dividos em três 
grupos e submetidos à inoculação de células 4T1 e tratados por 20 minutos 
durante 10 dias: grupo do placebo (GP) estimulado com a intensidade 
zerada; grupo de alta frequência (GAF), tratados com frequência de 100 
Hertz (Hz) e o grupo de baixa frequência (GBF), com frequência de 10 Hz. 
Os demais parâmetros da TENS foram duração do pulso - 200 
microssegundos (µs) e intensidade sensorial. A intensidade foi reajustada 
em 1,0 mA a cada cinco minutos nos grupos GAF e GBF para evitar a 
acomodação da corrente. O crescimento do tumor foi mensurado seis vezes 
por meio de um paquímetro digital e depois de 10 sessões de tratamento, os 
animais foram eutanasiados por injeção de xilazina e quetamina. Os tumores 
foram extirpados para análise histológica. O teste Two-way ANOVA de 
medidas repetidas mostrou que houve um aumento no volume do tumor em 
todos os grupos (p<0,001) e não houve diferença estatisticamente 
significante na relação entre grupos e tempo (p>0,05). O One-way ANOVA 
mostrou que não houve diferença estatisticamente significante entre os 
grupos para área de necrose no tecido neoplásico viável (p>0,05). Concluiu-
se que a TENS não influenciou o crescimento tumoral do carcinoma 4T1. 
 

Descritores: camundongos; estimulação elétrica nervosa transcutânea; 
fisioterapia; modalidades de fisioterapia; neoplasias; neoplasias da mama. 
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Abstract 

 

Caffaro LAM. Influence of transcutaneous electric nerve stimulation on 4T1 
carcinoma in mammary gland of mice. [dissertation]. “São Paulo: Faculdade 
de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2016. 
 
The aim of this study was to evaluate the influence of TENS in tumor growth 
and necrotic area in viable tissue of 4T1 mammary gland carcinoma in mice.  
22 Balb/c mice were subjected to inoculation of 4T1 cells and were divided 
into 3 groups subjected to 20 minutes of treatment for 10 days: placebo 
group (PG) stimulated with intensity at zero; High frequency group (HFG), 
treated with a frequency of 100 Hertz (Hz) and Low frequency group (LFG), 
with 10 Hz frequency. The others TENS parameters were pulse duration - 
200 microseconds (μs) and sensory intensity. The intensity was readjusted 
on 1.0 mA every five minutes in HFG and LFG groups to avoid the current 
accommodation. The tumor growth was measured by a caliper six times and 
after 10 treatment sessions, the animals were euthanized by injection of 
xylazine and ketamine. The tumors were excised for histological analysis. 
Two-way ANOVA for repeated measures showed that there was an increase 
in tumor volume in all groups (p<0.001) and there was no statistically 
significant difference in the relationship among groups and time (p>0.05). 
One-way ANOVA showed that there was no statistically difference between 
groups for necrotic area in viable neoplastic tissue (p>0.05). It was concluded 
that TENS did not influence the tumor growth of 4T1 carcinoma. 
 
 
Descriptors: mice; transcutaneous electric nerve stimulation; physical therapy 
speciality; physical therapy modalities; neoplasms; breast neoplasms. 
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Dados do Instituto Nacional de Câncer (INCA) apontam que o câncer de 

mama é o segundo mais prevalente entre as mulheres no Brasil, 

permanecendo atrás apenas do câncer de pele não melanoma, 

representando 25% dos novos casos. Estes dados coincidem com as 

estatísticas sobre a prevalência mundial desta patologia. A estimativa do 

INCA é de 57.960 novos casos em 2016 (INCA, 2016). 

Os pacientes submetidos à mastectomia podem apresentar sintomas 

como dor, edema, lesão nervosa periférica, parestesias, fraqueza muscular e 

limitações na amplitude de movimento durante o período pós-operatório. 

Estas alterações, se não tratadas de forma adequada, podem contribuir para 

o aparecimento de disfunções como linfedema e déficits funcionais do 

membro superior (Sagen et al., 2014; Silva et al., 2014; Loh e Musa, 2015). 

Programas de reabilitação física precoce, no pós-operatório em 

pacientes com câncer de mama, melhoram significativamente a mobilidade 

da articulação glenoumeral, a qualidade de vida e geram menos dor e 

disfunção neste pacientes (Silva et al., 2014; Testa et al., 2014). 

A dor pós-operatória pode ser um fator que interfere no início precoce da 

fisioterapia, por isso a necessidade de estudar recursos terapêuticos que 

possam contribuir para minimizar a dor pós-operatória, sem o risco de 

potencializar o aparecimento de tumores reincidentes. 

A estimulação elétrica nervosa transcutânea é um dos recursos de 

eletroterapia mais utilizado na prática clínica da fisioterapia. De acordo com 

o trabalho de Springer et al. (2015), 88,4% dos fisioterapeutas fazem uso 

deste recurso, e 47,8% o usam diariamente.  
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Meta-análises de ensaios clínicos randomizados utilizando técnicas e 

dosagens apropriadas da TENS fornecem fortes evidências de que a TENS 

é superior à TENS placebo para tratamento da dor musculoesquelética 

crônica e da dor pós-operatória e, evidências moderadas sugerem que a 

TENS é eficaz para tratar a dor neuropática (Johnson, 2014). 

A aplicação local de agentes eletrofísicos tem sido contraindicada em 

pacientes oncológicos. O guideline de Rennie (2011) coloca que o único 

recurso tido como seguro na aplicação local de tumores malignos é o gelo. 

Os recursos que promovem efeitos térmicos e elétricos, como o ultrassom 

terapêutico (UST), a diatermia por ondas curtas, bolsas térmicas quentes, 

corrente pulsada de alta voltagem (HVPC), estimulação elétrica nervosa 

neuromuscular (NMES) e a estimulação elétrica nervosa transcutânea 

(TENS) são contraindicados em aplicação local. 

A racionalidade para a contraindicação da utilização da TENS em 

pacientes oncológicos se baseia nos efeitos fisiológicos relacionados a um 

possível aumento do fluxo sanguíneo local, devido a um aumento na 

liberação da Substância P (SP), do Peptídeo Relacionado ao Gene 

Calcitonina (CGRP) (Machado et al., 2012) e da estimulação da angiogênese 

mediada pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Liebano e 

Machado, 2014). Estes efeitos poderiam aumentar a vascularização e 

consequente nutrição do tumor, o que estimula a proliferação de células 

malignas e, consequentemente, favorece o crescimento tumoral e promove 

metástases. 



I n t r o d u ç ã o  | 4 

 

A utilização da TENS no tratamento de pacientes com neoplasias é mais 

frequente no manejo da dor (Robb et al., 2009; Searle et al., 2009; Bennett 

et al., 2010), como o tratamento da dor óssea oncológica (Searle et al., 

2009), da dor neuropática periférica induzida por quimioterapia (Smith et al., 

2010) e na redução do uso de morfina de longa duração (Fiorelli et al., 

2012), embora existam outras aplicações clínicas, como o controle de 

náusea e vômito pós-quimioterapia (Chao et al., 2009; Tonezzer et al., 

2012). 

Robb et al. (2009) em revisão sistemática apontam para a necessidade 

de estudos mais robustos para comprovar o efeito da TENS sobre a dor 

oncológica. Estes estudos, no entanto, devem ser precedidos de estudos em 

animais para verificar a segurança da utilização deste recurso terapêutico 

relacionado à estimulação ou não do crescimento do tumor.   

Laakso e Young (2010) sugerem que enquanto não houver pesquisas 

que comprovem a segurança do uso da TENS em pacientes oncológicos, a 

aplicação deste recurso deve ser limitada ao controle de sintomas em 

estágios paliativos da doença. 

Assim sendo, é necessária a realização de estudos pré-clínicos sobre a 

segurança da utilização da TENS em tumores. 
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2.1 Câncer 

 

O câncer é uma doença multifatorial que representa uma das principais 

causas de morte em todo o mundo (Tsai et al., 2014). É o resultado do 

acúmulo de mutações, instabilidades cromossômicas e alterações 

epigenéticas, que causam aumento da taxa de proliferação e de dano celular 

que, consequentemente, alteram o sistema de regulação do crescimento e 

morte celular, o que contribui para o início da carcinogênese (Viera et al., 

2008; Tsai et al., 2014). 

O câncer está relacionado com o processo de invasão e de migração 

celular, que podem causar metástase, sendo este o motivo da maior parte 

das mortes por câncer. As etapas que levam ao surgimento de metástases 

são: soltura de células malignas do tumor primário, invasão do tecido 

adjacente, invasão em vasos linfáticos ou sanguíneos, disseminação no 

sistema linfático ou na corrente sanguínea e extravasamento e crescimento 

em um sítio secundário (Bozzuto et al., 2010).  

 

2.1.1 Microambiente tumoral (TME) 

 

Stephen Paget, em 1989, após examinar dados postmortem de 735 

mulheres com câncer de mama, notou que a distribuição de metástases não 

era aleatória e que o tumor tinha predileção para o desenvolvimento de 

metástases em sítios específicos. A partir desta observação Paget propôs a 

teoria de seed and soil (semente e fertilidade), que sugere que um ambiente 

“fértil” é essencial para o desenvolvimento de “sementes”, sendo esta uma 
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analogia ao microambiente tumoral (TME) e às células tumorais, 

respectivamente (Paget, 1889; Langley e Fidler, 2011). 

A teoria de Paget de seed and soil não é universalmente aceita. Alguns 

pesquisadores atribuem que o principal fator que determina o padrão 

metastático de um tumor é a anatomia vascular e a drenagem linfática do 

tumor primário. Existem inúmeras evidências que corroboram com esta 

preposição em relação a fatores anatômicos e mecânicos, porém, estas 

hipóteses não são mutuamente excludentes (Langley e Fidler, 2011). 

O câncer tem sido abordado, atualmente, como um microambiente, em 

que células normais, como fibroblastos, células imunes e endoteliais, 

interagem com vasos sanguíneos, células geneticamente alteradas e 

substâncias produzidas neste microambiente ou advindas da circulação 

sanguínea. A presença e participação de células não cancerígenas nos 

processos de progressão tumoral, sendo estes a proliferação celular, a 

angiogênese e a metástase, mostram que o tumor deve ser visto como um 

tecido e que não deve estar limitado apenas às células cancerígenas, uma 

vez que é resultado de uma série de fatores (hábito alimentar, estresse 

ambiental) associados à contribuição de células mal controladas (Onuchic e 

Chammas, 2010; Tsai et al., 2014). 

 

2.1.1.1 Imunidade e câncer 

 

A influência de células não cancerígenas do infiltrado inflamatório no 

desenvolvimento tumoral indica que este está inserido em um 
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macroambiente, ou seja, o organismo do indivíduo, no qual as células 

imunes migram até o tumor e passam a ser um componente de seu estroma, 

tendo influência em seu curso (Onuchic e Chammas, 2010). 

Respostas inadequadas do sistema imune associadas a mutações 

carcinogênicas são o começo para a progressão e invasão cancerígena. As 

células mutantes, que representam uma malignidade, providas de um 

ambiente propício para seu devenvolvimento contribuem para o 

desenvolvimento da habilidade de invasão (Tsai et al., 2014). 

A formação tumoral dificilmente ocorre por conta de uma mutação 

genética isolada, de forma geral, são necessárias entre duas e seis 

mutações (ou mais), que vão afetar de forma progressiva os mecanismos de 

proliferação, diferenciação e morte celular. Nos tecidos tumorais ocorre um 

desequilíbrio entre a proliferação e a morte celular, o que acarreta em 

aumento da população e do tamanho do tumor (Onuchic e Chammas, 2010). 

Importante destacar que nem todas as células do tumor estão em 

atividade proliferativa e que aquelas que estão se replicando (growth 

fraction) não representam por si só o crescimento tumoral. A taxa de 

crescimento do tumor compreende a proliferação, a morte (apoptose e 

necrose) e a perda celular (metástase e disseminação local) (Onuchic e 

Chammas, 2010). 

Hanahan e Weinberg (2000) sugeriram que para a transformação de 

uma célula normal em uma célula cancerígena devem ocorrer seis 

alterações fundamentais na fisiologia celular, sendo estas: auto-suficiência 

em sinais de proliferação, insensibilidade a sinais inibidores de crescimento, 
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potencial replicativo ilimitado, evasão da apoptose, angiogênese sustentada 

e invasão tecidual e metástase. 

 

2.1.1.2 Imunoedição 

 

O sistema imune além de eliminar células tumorais também pode atuar 

na seleção ou edição de tumores emergentes; este fenômeno é conhecido 

como imunoedição ou edição imunológica. Os autores Dunn e Schreiber 

propuseram três fases que compõem a imunoedição, chamadas de três “Es”: 

eliminação, equilíbrio e escape (Onuchic e Chammas, 2010). 

A primeira consiste no reconhecimento e eliminação de células malignas 

ou pré-malignas pelo sistema imunológico, que corresponde à teoria de 

vigilância imunológica. A fase seguinte representa um equilíbrio dinâmico 

que pode ter duração de anos; nesta fase, o sistema imune consegue 

controlar as células tumorais, porém, não consegue eliminá-las por completo 

(Onuchic e Chammas, 2010). 

Estas duas fases acarretam em uma seleção de células neoplásicas 

instáveis que são continuamente sujeitas à mutação e, como resultado, 

ocorre uma “seleção natural” de células tumorais, em que aquelas que são 

mais resistentes à atuação do sistema imunológico sobrevivem, replicam-se 

e acabam por formar uma nova população clonal do tumor. Este processo é 

conhecido como imunosseleção (Onuchic e Chammas, 2010). 

Os clones tumorais resistentes ao conseguirem crescer independente da 

atuação do sistema imunológico normal e competente; assim é atingida a 
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terceira fase, na qual as células neoplásicas escapam do até então controle 

imunológico da fase de equilíbrio (Onuchic e Chammas, 2010). 

Estas células malignas não só se esquivam do sistema imune como 

também utilizam o infiltrado inflamatório tumoral para seu desenvolvimento, 

este processo é conhecido como cooptação e subversão do sistema imune 

(Onuchic e Chammas, 2010). 

 

2.1.1.3 Inflamação crônica, cooptação e progressão tumoral 

 

A inflamação crônica, assim como os mediadores inflamatórios, é de 

grande importância para a carcinogênese, o desenvolvimento tumoral e a 

metástase. Estes mediadores podem ser produzidos de forma intrínseca, a 

partir de alterações genéticas das células neoplásicas, ou de forma 

extrínseca, advindos de células do infiltrado tumoral, principalmente de 

células imunes (Onuchic e Chammas, 2010; Tsai et al., 2014)  

A relação entre a inflamação crônica e a carcinogênese foi observada 

pela primeira vez por Virchow em 1898. As principais explicações para a 

influência da inflamação crônica no aparecimento e desenvolvimento de 

tumores são: a regeneração tecidual contínua em decorrência da resposta 

inflamatória, o que leva à maior probabilidade de ocorrência de mutações e 

consequente proliferação destas células; a criação de uma região 

mutagênica local, por meio da produção de células reativas ao oxigênio e ao 

nitrogênio por células imunes recrutadas; e a angiogênese, que tem um 
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papel fundamental para o desenvolvimento de tumores (Onuchic e 

Chammas, 2010; Tsai et al., 2014). 

A interação entre células tumorais e células inflamatórias promove um 

ambiente propício para a progressão do tumor. A proliferação celular tumoral 

gera hipóxia e necrose, o que promove o recrutamento de células imunes 

(Lorusso e Rüegg, 2008).  

Células imunes que compõe o microambiente tumoral, ao sofrerem a 

cooptação por células tumorgênicas, contribuem para a limpeza tecidual, a 

angiogênse e a proliferação celular. Este processo foi dividido em três 

etapas, sendo estas: o recrutamento de células imunes (interleucina-8 (IL-8) 

e monócitos-1 (MCP-1)) por meio da produção de citocinas (proteína 

quimiotática); a cooptação, a partir da secreção de citoninas que regulam a 

diferenciação de células imunes de tal forma que promovem o 

desenvolvimento tumoral, tais como interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α) e fator inibidor da migração de macrófagos (MIF); e a 

resposta imune, em que as células imunes já diferenciadas geram 

hormônios, fatores de crescimento e citocinas, que promovem o 

desenvolvimento tumoral e a tolerância deste ao sistema imune (Onuchic e 

Chammas, 2010). 

Os macrófagos associados ao tumor (TAM) são relacionados a um mau 

prognóstico, e suas atividades são usualmente pró-tumorgênicas. Os TAM 

auxiliam na migração celular, invasão e em metástases a partir da liberação 

de fatores de crescimento relacionados à angiogênese, e perpetuam a 

inflamação (Lorusso e Rüegg, 2008; Balkwill et al., 2012). 
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2.1.2 Vascularização tumoral e progressão tumoral 

 

Os vasos saguíneos tumorais têm características anormais quando 

comparados com vasos sanguíneos de tecidos saudáveis. Os vasos da 

vascularização tumoral têm grande variabilidade no tamanho de seus poros, 

são mais dilatados, imaturos, têm maior permeabilidade (o que gera 

hemorragias), formatos irregulares, tortuosos, possuem grande quantidade 

de “fins cegos” (o que causa estase), e não têm organização hierárquica 

entre vênulas, arteríolas e capilares sanguíneos (o que acarreta em fluxo 

sanguíneo desordenado) (Carmeliet, 2005; Moreira et al., 2007). Estas 

características são relacionadas ao fato destes vasos sanguíneos serem 

produzidos pela estimulação de VEGF (Moreira et al., 2007). 

 

2.1.2.1 Fase avascular e troca angiogênica 

 

Tumores são tidos como inativos durante a fase avascular, na qual são 

de fenótipo avasular e são nutridos por difusão. Neste período existe um 

equilíbrio entre a proliferação celular e a apoptose. Estes tumores aumentam 

de volume até chegar em 1-2 mm³ sem suporte vascular (ou quando 

possuem aproximadamento 106 de células malignas), ou segundo Hoeben et 

al. (2004), até aproximadamente 2-3 mm³ de volume (Hoeben et al., 2004; 

Carmeliet, 2005). 

Esta fase é seguida pelo fenômeno conhecido como troca angiogênica, 

em que o tumor, que inicialmente era de fenótipo avascular, passa a ser de 
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fenótipo vascular. Isto ocorre por conta do desbalanço entre fatores 

estimuladores e inibidores (Hoeben et al., 2004; Carmeliet, 2005).  

 

2.1.2.2 Fase vascular 

 

A fase vascular, na qual o VEGF tem papel importante como mediador 

da angiogênese tumoral, dá início a uma série de eventos que, a partir da 

formação de capilares sanguíneos, fornece aos tumores acesso ao oxigênio 

e aos nutrientes e, portanto ocorre o aumento do volume tumoral e de 

consequentes metástases (Hoeben et al., 2004; Carmeliet, 2005). 

A expressão do gene VEGF é regulada por inúmeros fatores, como os 

fatores de crescimento (fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), 

fator de crescimento fibroblástico (FGF), fator de crescimento endotelial 

(EGF), fator de necrose tumoral (TNF), fator de crescimento transformador-β 

(TGF-β) e interleucina-1 (IL-1)). Outro importante fator na indução de VEGF 

é a hipóxia, que parece ser obíqua (onipresente) durante o processo de 

crescimento tumoral (Carmeliet, 2005). 

A relação entre a hipóxia, o VEGF e o crescimento tumoral pode 

exemplificada da seguinte forma: o tumor cresce durante a fase avascular; o 

crescimento tumoral aumenta a distância entre partes do tumor e os vasos 

saguíneos; este evento causa hipóxia, assim não ocorre a degradação do 

fator-1α induzido por hipóxia (HIF-1α), o que permite a dimerização e ligação 

com o promotor do gene VEGF, que estimula a produção de VEGF que, por 

sua vez, causa aumento da permeabilidade vascular e da angiogênese. 
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Desta forma, o tumor torna-se de fenótipo vascular e, a partir da 

vascularização tumoral, recebe oxigênio e nutrientes para crescer e 

metastizar (Carmeliet, 2005). 

Como resultado de uma desorganização da arquitetura da 

vascularização tumoral, podem aparecer áreas de hipóxia, o que estimula a 

liberação de VEGF e perpetua a desorganização vascular; o que leva a um 

ciclo de hipóxia, liberação de VEGF e neovascularização tumoral (Carmeliet, 

2005).  

Estudos sugerem que determinadas linhas de células tumorais podem 

expressar VEGF e receptores de VEGF, funcionando tanto de forma 

autócrina quanto parácrina, o que gera um ciclo vicioso que afeta 

diretamente as células tumorais (Carmeliet, 2005). 

 

2.1.3 Câncer de mama 

 

É o tipo de câncer mais comum entre as mulheres no mundo e no Brasil, 

depois do câncer de pele não melanoma, respondendo por cerca de 25% 

dos casos novos a cada ano. A estimativa de novos casos de câncer de 

mama no Brasil para o ano de 2016 é de 57.960 (INCA, 2015).  

Fatores como doença benigna prévia, idade, genética, histórico familiar, 

obesidade, dieta, inatividade física, álcool e fatores endócrinos estão 

associados à patogênese deste tipo de câncer (Abdulkareem, 2013). 

Apenas 5% dos casos de câncer de mama são relacionados a mutações 

específicas, sendo estes mais comuns em indivíduos com histórico familiar. 

Foi observado em uma meta-análise, que 12% das mulheres com câncer de 
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mama tem um parente que também possui esta afecção e que 1% de todos 

os indivíduos com câncer de mama têm um ou mais parentes com esta 

doença (Abdulkareem, 2013). 

É relativamente raro antes dos 35 anos, acima desta idade sua 

incidência cresce progressivamente, em especial após os 50 anos. 

Estatísticas indicam aumento da sua incidência tanto nos países 

desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento (INCA, 2015). 

 O risco do aparecimento de câncer de mama reduz de 15 a 20% para 

cada ano que a menarca é postergada e, mulheres que tiverem menopausa 

com 55 anos de idade ou mais, têm um maior risco de desenvolverem esta 

afecção. Estes dados podem indicar que uma maior exposição ao estrógeno 

durante período reprodutivo, fatores genéticos e ambientais podem 

influenciar no desenvolvimento do câncer de mama (Abdulkareem, 2013). 

 

2.1.4 Células 4T1 

 

As células do carcinoma de mama 4T1 é uma de quatro subpopulações 

do tumor 410.4, que foi originalmente isolado de um câncer de mama 

espontâneo de um camundongo Balb/cfC3H por Fred Miller e colaboradores 

no Karmanos Cancer Institute (Pulaski e Ostrand-Rosenberg, 2001; DuPré et 

al., 2007; Tao et al., 2008; Yoshimura et al., 2013). 

Seu uso tem aumentado nos últimos anos por causa da grande 

propensão à metástase em múltiplos e diferentes sítios, tais como, 

linfonodos, sangue, pulmões, fígado, cérebro e osso. As células 4T1 podem 
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se desenvolver quando estas são injetadas ortotopicamente no tecido 

subcutâneo mamário (Pulaski e Ostrand-Rosenberg, 2001; Tao et al., 2008; 

Yoshimura et al., 2013). 

O carcinoma de células 4T1 se assemelha ao estágio avançado do 

câncer de mama em humanos, pois tem a habilidade de gerar metástases 

nos mesmos sítios que o câncer de mama em humanos. Assim torna-se um 

modelo experimental de uso recorrente uma vez que sua progressão é 

semelhante ao quadro clínico em humanos (Li et al., 2014; Sayers et al., 

2014). 

O carcinoma 4T1 tem sido utilizado, nos últimos anos, em estudos para 

testar a eficácia da terapia antiangiogênica e imune (Huang et al., 2002); 

para estabelecer o  modelo experimental de carcinoma de mama em estágio 

mais avançado a partir de células 4T1 modificadas (Tao et al., 2008); para 

investigar a influência do uso de licochalcone A na migração celular, 

invasão, inflamação, angiogênse, crescimento tumoral e metástase (Kwon et 

al., 2013); e para entender processos fisiológicos relativos à metástase e ao 

microambiente tumoral in vivo a partir de imagem de bioluminescência 

(Takahashi et al., 2015). 

 

2.2 Uso de agentes eletrofísicos sobre tumores 

 

Os efeitos de agentes eletrofísicos em tumores ainda são pouco 

estudados. Foram realizados trabalhos que avaliaram a influência da 

eletroestimulação em tumores (Jarm et al., 2003; Janigro et al., 2006; Linkov 
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et al., 2012), da terapia por laser de baixa intensidade (LLLT) em melanomas 

(Frigo et al., 2009) e em carcinoma espinocelular (Monteiro et al., 2011); da 

associação de LLLT e UST na mediação de um agente anticancerígeno 

(cloro e6 (Ce6)) no tratamento do carcinoma 4T1 (Wang et al., 2015); do uso 

do UST em rabdomiosarcoma (Sicard-Rosenbaum et al., 1995; 1998); do 

uso associado do UST com agentes anticancerígenos (Duvshani-Eshet et 

al., 2007; Todorova et al., 2012); e também foi estudado o mecanismo de 

ação do UST na melhora do aporte de quimioterápicos (Watson et al., 2012). 

 

2.2.1 Efeitos de correntes elétricas sobre tumores e células 

cancerígenas 

 

Jarm et al. (2003) realizaram um tratamento com corrente direta com 0.6 

mA durante uma hora de tratamento em dois modelos de tumores diferentes. 

O primeiro foi o fibrosarcoma Sa-1 em camundongos A/J em uma 

concentração de 5x105; o segundo foi o fibrosarcoma LPB a 1x106 em 

camundongos C57B1. As células tumorais foram inoculadas 

subcutaneamente na lateral do tronco dos animais e estes foram tratados 

com os eletrodos inseridos subcutaneamente em lados opostos dos 

tumores. Foi estabelecido que os tumores deveriam ter um volume entre 50 

e 100 mm³ para iniciar o tratamento. Foi utilizada a seguinte fórmula para se 

calcular o volume da elipse: V = AxBxCxπ/6, onde V é o volume e A, B e C 

são diâmetros ortogonais. Foi concluído que a corrente direta de baixa 

intensidade diminuiu severamente o fluxo sanguíneo e a perfusão destes 
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tumores por conta da oclusão ou lesão de vasos na região em que os 

eletrodos foram inseridos, o que acarretou em diminuição da oxigenação dos 

tumores. 

Janigro et al. (2006) concluíram que a corrente alternada de 50 Hz de 

frequência, 7,5 µA, administrada por três dias, aumentou a eficiência da 

quimioterapia em tumores malignos que apresentam gene de resistência a 

múltiplas drogas (MDR1); os autores realizaram as avaliações de Western 

blot e flurescência, que mostraram que a corrente alternada diminuiu a 

expressão de MDR1 e alterou sua distribuição celular da membrana 

plasmática ao citoplasma, o que contribuiu para a perda da capacidade de 

extrusão da droga e aumentou a quimiossensibilidade. 

Linkov et al. (2012) realizaram um trabalho em que camundongos C3H 

nudes fêmeas (n=7) foram inoculados com células de carcinoma 

espinocelular na lateral do tronco e foram tratados por oito dias não 

consecutivos com NMES, com 80 Hz de frequência e duração de pulso de 

700 µs, com intensidade de 1,0 mA e contração muscular visível por 30 

minutos. Foram realizadas as análises imunohistoquímica de apoptose, 

proliferação, vascularização e ainda, os tumores foram medidos com um 

paquímetro. Estas mensurações foram realizadas nos dias 0, 3, 7 e 10 a 

partir da fórmula: Volume = ½ (altura x largura²). O tratamento foi iniciado no 

quarto dia pós inoculação de 1x107 de células SCC7. Foi concluído que a 

NMES não influenciou no crescimento tumoral em nenhuma das análises 

realizadas. 
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2.3 Estimulação Elétrica Nervosa Transcutânea (TENS) 

 

A TENS foi introduzida na literatura por Wall e Sweet em 1967 e, desde 

então, tem sido estudada por inúmeros pesquisadores (Sluka et al., 2013). A 

estimulação elétrica nervosa transcutânea é um dos recursos de 

eletroterapia mais utilizados na prática clínica da fisioterapia. De acordo com 

o trabalho de Springer et al. (2015), 88,4% dos fisioterapeutas fazem uso 

deste recurso, e 47,8% a usam diariamente.  

TENS é uma corrente elétrica, que é aplicada diretamente na epiderme, 

com uma variedade de modalidades e diferentes parâmetros, tais como, 

frequência, largura de pulso e intensidade com o objetivo de diminuir 

diversos tipos de dor, tanto aguda quanto crônica (Nnoaham e Kumbang, 

2008; Fang et al., 2013). 

TENS é, por definição, qualquer corrente elétrica que tem a capacidade 

de atravessar a pele sadia e estimular nervos localizados abaixo desta. 

Trata-se de uma corrente bifásica pulsada com largura de pulso que varia de 

50 a 250 µs e frequência entre 1 e 200 Hz (Jones e Johnson, 2009). 

 

2.3.1 Modalidades 

 

A parametrização empregada durante a aplicação da TENS influencia 

na fibra nervosa estimulada e, consequentemente, no efeito terapêutico 

(Jones e Johnson, 2009). 
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2.3.1.1 TENS convencional 

 

É a TENS de alta frequência (50-100 Hz), largura de pulso pequena (50-

200 µs), baixa intensidade (parestesia, nível sensorial), estimula fibras 

aferentes de grande diâmetro de limiar baixo (A-β). Estes parâmetros 

associados ao aumento da intensidade da corrente, ainda em nível 

sensorial, promovem a inibição da transmissão nociceptiva neuronal no 

sistema nervoso central. Os eletrodos devem ser posicionados sobre a 

região dolorosa (Johnson, 2009).  

 

2.3.1.2 TENS acupuntura 

 

É a TENS de baixa frequência (2-4 Hz), grande largura de pulso (100-

400 µs) e de alta intensidade (o máximo tolerável pelo paciente). Geralmente 

é utilizada quando os pacientes não respondem ao tratamento com TENS 

convencional. O uso desta parametrização visa estimular fibras aferentes de 

pequeno diâmetro e alto limiar (A-Δ), para ativar vias descendentes 

inibitórias de dor. É uma estimulação não dolorosa que promove contrações 

musculares; os eletrodos devem ser posicionados sobre miótomos, pontos 

gatilho ou pontos de acupuntura (Johnson, 2009). 

 

2.3.1.3 TENS intenso 
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É realizada com frequências altas (até 200 Hz), intensidade alta (o 

máximo tolerado pelo paciente, estimulação dolorosa) por pouco tempo de 

aplicação. Esta modalidade estimula fibras aferentes de pequeno diâmetro e 

alto limiar (A-Δ), a fim de bloquear a transmissão da informação nociceptiva 

nos nervos periféricos e ativar mecanismos analgésicos extrassegmentares 

(Johnson, 2009). 

 

2.3.2 Efeitos vasculares da TENS e dosimetria 

 

Autores têm reportado diferentes efeitos vasculares na aplicação da 

TENS ao longo dos anos (Owens et al., 1979; Abram et al., 1980; Casale, 

1985; Indergrand e Morgan, 1994; Scudds et al., 1995; Cramp et al., 2000; 

2002; Sherry et al., 2001; Liebano et al., 2006; 2008; Chen et al., 2007).  

Estudos têm evidenciado aumento de temperatura e/ou do fluxo 

sanguíneo em humanos submetidos à aplicação de TENS (Owens et al., 

1979; Abram et al., 1980; Scudds et al., 1995; Cramp et al., 2000; 2002; 

Sherry et al., 2001). Trabalhos mostram que a TENS tem influência na 

reparação tecidual (Liebano et al., 2006; 2008; Machado et al., 2012). 

 

2.3.2.1 Influência da TENS no fluxo sanguíneo e temperatura 

 

Em alguns trabalhos com humanos foi evidenciado o aumento de 

temperatura sob determinadas condições. Owens et al. (1979) relatam que a 

aplicação da TENS com 75 +/- 25 Hz e largura de pulso de 100 µs sobre 
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nervo ulnar de voluntários saudáveis aumentou a temperatura nas mãos dos 

participantes; porém, não foram fornecidas maiores informações sobre a 

aplicação. Abram et al. (1980) mostram em seus resultados que a TENS, 

com uma intensidade abaixo do nível doloroso ou motor e frequência entre 

75 e 100 Hz, causou um aumento de temperatura apenas nos voluntários  

que obtiveram analgesia (foram incluídos neste estudo apenas voluntários 

com dores de origem não maligna), não foram especificados outros 

parâmetros. 

Scudds et al. (1995) aplicaram TENS na mão de mulheres saudáveis 

por 30 minutos. No grupo controle, a unidade de TENS não foi ligada; no 

grupo de alta frequência, o tratamento foi com TENS de 100 Hz, largura de 

pulso de 250 µs e intensidade sensorial; e no grupo de baixa frequência a 

TENS foi de 4 Hz, largura de pulso de 100 µs, com intensidade motora 

tolerável. Os autores concluem que todos os grupos estudados tiveram 

queda de temperatura local; porém, apenas o grupo de frequência baixa teve 

temperatura local estatisticamente significante superior aos demais e, em 

nenhum dos grupos foi evidenciado aumento de temperatura distal 

(quirodáctilos). 

Cramp et al. (2000) aplicaram TENS com largura de pulso de 200 µs por 

15 minutos em nervo mediano de humanos saudáveis. Os voluntários foram 

divididos em três grupos, que foram dispostos da seguinte maneira: TENS 

de 4 Hz, TENS de 100 Hz e TENS placebo. Para os grupos com as unidades 

de TENS ligadas, a intensidade utilizada foi descrita como “forte, mas 

confortável”, o que não deixa claro se foi utilizada em nível sensorial, motor 
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ou ambos. Os autores concluem que apenas o grupo de baixa frequência 

obteve aumento de fluxo sanguíneo local e que não houve alteração de 

temperatura em nenhum grupo de estudo. 

A pesquisa de Sherry et al. (2001) com TENS burst de 2 Hz, frequência 

portadora de 85 Hz, largura de pulso de 250 µs e tempo de aplicação de 

cinco minutos, gerou aumento de fluxo sanguíneo local após a aplicação nos 

nervos fibular e tibial apenas quando aplicado com uma intensidade motora 

com um acréscimo de 25% da amperagem imediatamente acima do nível 

motor; os grupos de intensidade sensorial e intensidade imediatamente 

acima do nível motor não tiveram aumento de temperatura estatisticamente 

significante. 

No trabalho de Cramp et al. (2002) também foi evidenciado aumento de 

fluxo sanguíneo local estatisticamente significante após a aplicação de 

TENS em nervo mediano com 200 µs, 4 Hz, durante 15 minutos com 

intensidade motora. Os grupos de intensidade imediatamente abaixo do 

limiar motor e de TENS percepção (intensidade mantida imediatamente 

acima do nível sensorial) não tiveram aumento de fluxo sanguíneo local. Em 

nenhum dos grupos estudados houve aumento de fluxo sanguíneo distal, 

temperatura local ou distal. 

Por outro lado, existem autores que relatam diminuição de temperatura 

e/ou fluxo sanguíneo após a aplicação de TENS em indivíduos saudáveis 

(Casale, 1985; Indergrand e Morgan, 1994; Chen et al., 2007). 

Casale (1985) relata diminuição de temperatura e fluxo sanguíneo em 

indivíduos tratados com a TENS com uma frequência de 120 Hz, quando 
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esta é aplicada em nervo mediano. Indergrand e Morgan (1994) relatam 

diminuição da temperatura do pé de indivíduos saudáveis, porém, sem 

alterações de fluxo sanguíneo após a aplicação de TENS com frequência de 

110 Hz, largura de pulso de 150 µs, intensidade sensorial e motora por 20 

minutos sobre nervo tibial e fibular. Os autores não atribuem esta diminuição 

da temperatura à aplicação da TENS, uma vez que a diminuição ocorreu 

depois de dez minutos de aplicação e permaneceu mesmo após o seu 

término da aplicação, sendo que o tempo necessário de estimulação de 

nervo simpático para que ocorra uma vasoconstrição é inferior a dez 

segundos (Indergrand e Morgan, 1994). 

Chen et al. (2007) aplicaram TENS de 4 e 110 Hz, largura de pulso de 

200 µs, com intensidade sensorial por 15 minutos sobre o nervo mediano de 

indivíduos saudáveis após um pré-aquecimento com infravermelho por 15 

minutos. Os resultados mostram que houve diminuição do fluxo sanguíneo 

local nos grupos tratados e no grupo controle sem diferenças 

estatísticamente significantes entre si. Os autores desconhecem a razão 

para estas pequenas alterações vasculares e dizem que estas podem não 

ser reproduzidas e, ainda, podem ser fisiologicamente irrelevantes na prática 

clínica. 

Segundo Reeves et al. (2004), as diferenças metodológicas entre 

estudos que avaliam os efeitos vasculares relacionados à TENS limitam as 

comparações entre estes, o que pode ser o motivo da existência de 

resultados conflitantes. 
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2.3.2.2 Influência da TENS na reparação tecidual 

 

Liebano et al. (2006) relatam que apenas o grupo tratado com TENS, a 

80 Hz com intensidade de 15 mA, que produziu leves contrações 

musculares, promoveu área de necrose menor e viabilidade de retalho 

cutâneo em ratos. Os grupos com intensidades de 5, 10 e 20 mA não 

tiveram melhora em relação ao grupo placebo. Estes resultados são 

semelhantes aos de Liebano et al. (2008), que trataram grupos de ratos com 

as mesmas intensidades, porém, com frequência de 2 Hz; e o grupo de 15 

mA também foi o único que teve área de necrose menor estatisticamente 

significante em relação ao grupo placebo.  

O trabalho de Bevilacqua et al. (2007) mostrou que a TENS não 

promoveu aumento do VEGF tanto em individuos saudáveis, quanto em 

individuos com diabetes tipo 2. Foi aplicada TENS por 10 minutos na face 

anterior do antebraço dos voluntários e, após um intervalo de 30 minutos, foi 

realizada a estimulação elétrica de frequência modulada (FREMS). Foram 

realizadas análises de VEGF a partir da coleta do sangue dos pacientes no 

antebraço contralateral antes da aplicação da TENS, durante o intervalo 

entre as eletroestimulações e após a aplicação de FREMS.  

Foi observado aumento do VEGF no plasma sanguíneo em resposta à 

FREMS. Os autores relatam que a FREMS pode ter efeitos positivos na 

microangiopatia diabética, por conta de possível influência da FREMS na 

velocidade da condução nervosa. O estudo de Bevilacqua et al. (2007) não é 

um trabalho do tipo crossover, pois a ordem de aplicação foi fixa e não 
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randomizada. Os parâmetros da TENS não foram descritos e, de acordo 

com Liebano e Machado (2014), a liberação de VEGF com correntes 

elétricas terapêuticas deve ser parâmetro dependente. A estrutura do 

trabalho de Bevilacqua et al. (2007), associada à falta de uma 

parametrização adequada (Sluka et al., 2013) geram um importante viés e 

ainda dificultam a comparação com outros estudos. 

Machado et al. (2012), abordaram os efeitos da TENS na reparação 

tecidual. Foram encontrados estudos em que os autores aplicaram a TENS 

em úlceras de pressão, úlceras diabéticas, úlceras leprosas crônicas, 

úlceras venosas crônicas e na reparação tecidual de coto terminal de 

membro inferior. Os parâmetros utilizados foram: frequência de 2 Hz, 80 Hz 

e 100 Hz; intensidade motora de 0 mA a 70 mA em voluntários com 

neropatia diabética, 10 mA a 15 mA em pacientes com bolhas e, 20 mA a 45 

mA para a reparação tecidual de úlceras venosas crônicas; o tempo de 

aplicação variou de um minuto, 20 minutos e duas horas. Em todos os 

estudos abordados por Machado et al. (2012), a TENS promoveu uma 

melhora na reparação tecidual. 

 

2.3.3 Mecanismos de ação da TENS sobre a vascularização 

 

Autores têm estudado a influência da TENS no sistema nervoso 

autônomo simpático (Ebersold et al., 1977; Reeves et al., 2004) e 

pesquisadores, que avaliam alterações em temperatura e fluxo sanguíneo 

em voluntários submetidos à aplicação da TENS, têm justificado a inibição 
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ou a estimulação do sistema nervoso autônomo simpático como possível 

mecanismo para aumento ou diminuição de fluxo sanguíneo e temperatura 

respectivamente (Abraam et al., 1976; Owens et al., 1979; Abram et al., 

1980, Cramp et al., 2000); porém, estes mecanismos não foram 

comprovados.  

Por outro lado, pesquisadores relatam que a TENS não tem influência 

sobre o sistema nervoso autônomo simpático, uma vez que este foi avaliado 

indiretamente a partir da frequência cardíaca, conductibilidade da pele, 

pressão arterial, temperatura da pele e tamanho das pupilas de voluntários 

submetidos à TENS (Ebersold et al., 1977; Reeves et al., 2004).  

Reeves et al. (2004) avaliaram a resposta do sistema nervoso autônomo 

simpático, a partir da frequência cardíaca e conductibilidade da pele 

(atividade sudomotora), com aplicação de TENS na mão de individuos 

saudáveis por 20 minutos. Os grupos foram dispostos da seguinte maneira: 

TENS de 4 Hz, largura de pulso de 250 µs, intensidade sensorial; TENS de 

100 Hz, com largura de pulso de 250 µs, intensidade motora e, TENS 

placebo (sem bateria). Os autores concluem que a TENS não influenciou 

nas respostas estudadas. 

Alguns pesquisadores que avaliaram o fluxo sanguíneo e/ou 

temperatura em voluntários submetidos à TENS descartam a hipótese do 

mecanismo relacionado ao sistema nervoso autônomo simpático (Indergrand 

e Morgan, 1994; Sherry et al., 2001; Cramp et al., 2002; Chen et al., 2007). 

Indergrand e Morgan (1994) sugerem que a diminuição de fluxo 

sanguíneo (não estatisticamente significante) em tríceps sural em pacientes 
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submetidos à TENS pode ter ocorrido devido à vasoconstrição produzida 

pela exposição a um ambiente que não é termicamente neutro; mesmo estes 

autores tendo descrito o ambiente de aplicação como um quarto com 24º +/- 

1°C de temperatura.  

Scudds et al. (1995) atribuem a queda de temperatura da pele dos 

participantes pela relação entre esta e o ambiente local, assim como a 

ausência de contração muscular voluntária, o que diminui o fluxo sanguíneo 

da mão e dos quirodáctilos e, consequentemente diminui a temperatura da 

pele. Os autores relatam que a TENS de baixa frequência pode ter 

aumentado o fluxo sanguíneo nos músculos estimulados e, 

consequentemente a temperatura local. Os autores também atribuem a 

maior temperatura local no grupo de baixa frequência a uma série de fatores: 

o fato de neste grupo ter sido utilizada uma intensidade superior ao grupo de 

alta frequência, de tal forma que gerasse uma estimulação desconfortável, o 

que causou uma resposta axonal reflexa na área que os eletrodos foram 

postos, a partir da estimulação de fibras aferentes C e, também, por este 

grupo ter, possivelmente, produzido uma inibição segmental do sistema 

nervoso autônomo simpático. 

Sherry et al. (2001) relatam que não foi observada alteração na 

resistência vascular do tríceps sural dos voluntários submetidos à TENS, e 

que foi observado aumento do fluxo sanguíneo. Segundo os autores, este 

aumento pode ocorrer por conta do muscle pump action, que representa o 

acúmulo de substâncias vasodilatadoras locais e vasodilatação induzida por 

fatores relaxantes advindos do endotélio. Cramp et al. (2002) também 
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mencionam o mecanismo de muscle pump action para justificar o aumento 

de fluxo sanguíneo local em humanos submetidos à TENS em intensidade 

motora e, também teorizam que este aumento pode ter ocorrido pela maior  

demanda metabólica muscular. 

Khalil et al. (2001) mostraram em seus resultados que a TENS de 

frequência de 5 Hz liberou peptídeo relacionado ao gene calcitonina (CGRP) 

e em uma frequência de 15 Hz substância P (SP), após aplicação em nervo 

isquiático, estes neuropeptídeos são fortes vasodilatadores e têm sido 

associados ao aumento do fluxo sanguíneo local e modulação da reparação 

tecidual (Machado et al., 2012). Este mecanismo de ação da TENS na 

vascularização local é o mais bem aceito por pesquisadores (Liebano et al., 

2006), porém, segundo Cramp et al. (2000), são necessários mais estudos 

para elucidar os mecanismos de ação da TENS em relação aos efeitos 

vasculares. 

 

2.3.4 TENS em pacientes oncológicos 

 

A TENS tem sido utilizada no manejo da sintomatologia de diversos 

quadros clínicos provocados por diferentes tipos de cânceres (Robb KA et 

al., 2007; Searle et al., 2009; Bennett et al., 2010; Fiorelli et al., 2012; 

Tonezzer et al., 2012; Sampaio et al., 2016). 

Robb et al. (2007) compararam o tratamento de TENS com 

eletroanalgesia transcutânea espinal (TSE) e tratamento placebo em 

pacientes com histórico de dor crônica relacionada ao câncer de mama por 

pelo menos seis meses. Foi utilizada a técnica de ponto doloroso com 
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intensidade sensorial, modo convencional contínuo, com uma frequência alta 

e intensidade baixa por três semanas; porém, os pacientes poderiam alterar 

parâmetros, como por exemplo a intensidade. Não foram fornecidas maiores 

informações sobre a parametrização. Os autores concluem que todos os 

grupos melhoraram o quadro de ansiedade, dor e mobilidade do membro 

ipsilateral, não havendo diferença estatisticamente significante entre os 

tratamentos. 

Searle et al. (2009) aplicaram TENS em um tumor metastizado de 

câncer de pulmão no úmero de uma voluntária por uma hora. O 

equipamento foi ajustado para emitir uma frequência de 80 Hz, largura de 

pulso de 200 µs, intensidade sensorial, com técnica de ponto doloroso. Foi 

concluído que a TENS promoveu analgesia tanto com o membro da 

voluntária em repouso quanto em movimento, em especial em movimento. 

Bennett et al. (2010) realizaram um estudo crossover com pacientes que 

tinham dor por metástase óssea, advinda de um tumor primário, e avaliaram 

o efeito da TENS na dor destes voluntários. Ambos os grupos receberam o 

tratamento placebo e o tratamento ativo em diferentes ordens com um 

período de wash out de dois a sete dias. Os tratamentos foram aplicados por 

60 minutos, e o tratamento ativo foi realizado com uma frequência de 80 Hz, 

largura de pulso de 200 µs, intensidade “forte, mas confortável”. Os 

resultados de Bennett et al. (2010) indicam que a TENS tem um bom 

potencial para diminuir a dor óssea oncológica ao movimento, quando esta é 

aplicada por 60 minutos; porém, como indicado pelos autores, a amostra 
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deste estudo foi inferior ao valor necessário segundo o cálculo amostral 

apresentado. 

Fiorelli et al. (2012) aplicaram TENS com pulso assimétrico quadrado 

com frequência de 80 Hz, largura de pulso de 250 µs, intensidade “forte, 

mas confortável”, por 30 minutos até o quinto dia pós-operatório de 

pacientes submetidos à tocacotomia posterolateral por câncer de pulmão, 

chegaram à conclusão que a TENS reduziu os níveis de citocinas, promoveu 

analgesia, melhorou a função pulmonar e diminuiu o consumo de opióides 

no grupo ativo, quando comparado com o grupo placebo. 

Tonezzer et al. (2012) avaliaram os efeitos da TENS em pacientes que 

fizeram uso de quimiotépicos (ou associação entre diferentes 

quimioterápicos) e possuíam um grau emetogênico de moderado a alto. Foi 

aplicada a TENS no ponto de acupuntura relativo ao meridiano do pericárdio, 

PC6 (Niguan), localizado sobre o nervo mediano no terço distal da face 

anterior do antebraço no grupo experimental e os voluntários do grupo 

controle não foram submetidos à aplicação da TENS. Os parâmetros 

utilizados foram a fraquência de 10 Hz, largura de pulso de 150 µs, com uma 

intensidade sensorial forte ajustada pelo sujeito por 30 minutos antes de 

começar o ciclo de quimioterapia, sendo esta aplicada por dois ciclos e 

avaliada 24 horas após estes. Foi evidenciada a redução da intensidade das 

náuseas e a diminuição dos episódios de náusea e vômito entre os ciclos 

nos pacientes do grupo experimental.  

Sampaio et al. (2016) realizaram um estudo de caso único ou 

delineamento intrassujeitos com três voluntárias com câncer de mama e 
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doença óssea metastática vertebral. Todas as voluntárias foram tratadas 

com a TENS de alta frequência (130 Hz), seguida da TENS de baixa 

frequência (10 Hz) e por fim a TENS placebo. Cada tipo de TENS foi 

aplicada por 10 dias com largura de pulso de 130 µs, por 30 minutos de 

aplicação com intensidade sensorial. Os tratamentos foram intercalados com 

uma baseline de sete dias. Os autores concluiram que a TENS foi eficaz na 

redução do uso de fármacos analgésicos e que a TENS de baixa frequência 

mostrou grande eficácia ao diminuir os pontos da escala visual analógica 

(EVA) das participantes. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 .  O B J E T I V O S  

 



O b j e t i v o s  | 34 

 
 

 

3.1 Objetivo geral 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da TENS na progressão do 

carcinoma 4T1. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Avaliar a influência da TENS com diferentes frequências sobre o 

crescimento tumoral do carcinoma 4T1, por meio da mensuração com 

paquímetro digital. 

Avaliar a influência da TENS com diferentes frequências sobre a área de 

necrose em tecido neoplástico viável no carcinoma 4T1, por meio da análise 

histológica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 .  M É T O D O S  
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4.1 Aspectos Éticos 

 

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP) 

(nº 040/15; 25/03/2015). Os animais são provenientes do Biotério Central da 

FMUSP, em São Paulo, e os procedimentos realizados estão de acordo com 

as normas éticas para experimentação animal do Conselho de Organizações 

Internacionais de Ciências Médicas (CIOMS), as normas da Sociedade 

Brasileira de Ciência de Animais de Laboratório (SBCAL – COBEA) e a 

legislação nacional atual sobre procedimentos para uso científico de animais 

(Lei Federal 11.794, de 9 de outubro de 2008).  

 

4.2 Animais 

 

Foram utilizados 30 camundongos da linhagem Balb/c, fêmeas com 7 a 

9 semanas de idade, em que já há influência dos hormônios sexuais (Chorilli 

et al., 2007) com 15 a 25 g de massa. Os animais ficaram em gaiolas com 

cinco animais cada, no Centro de Medicina Nuclear da FMUSP, e foram 

mantidos em ambiente controlado a 20ºC +/- 2ºC, ciclo claro/escuro de 12 

horas com ração e água ad libitum. 

Os animais foram divididos em três grupos experimentais com 10 

animais cada um. O número de animais necessários para alcançar 

significância estatística foi baseado no estudo de Eckelman et al. (2007). Os 

animais foram randomizados nos grupos experimentais através do site 

www.random.org. 



M é t o d o s  | 37 

 
 

 

 

4.3 Experimento in vitro: Cultura de células 4T1 

 

As células de câncer de mama murino 4T1 foram cultivadas em meio 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Gibco, BRL), com pH 7,2, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco, BRL) e antibióticos 

estreptomicina e ampicilina (100 μg/mL, Sigma), em atmosfera úmida 

contendo 5% CO2 a 37ºC.  Ao atingirem de 80% a 90% de confluência 

celular, as células foram lavadas com uma solução de tampão de fosfato 

salino com ácido etilenodiamino tetra-acético (PBS/EDTA) com  pH 7,2, 

destacadas das garrafas de cultura celular com solução de tripsina 0,2% 

(Sigma) e transferidas para novas garrafas.   

 

4.4 Experimento in vivo: Inoculação das células 4T1 e análise do 

crescimento tumoral 

 

As células tumorais foram inoculadas com 50 µL de uma suspensão 

contendo 5x104 células 4T1 em meio RPMI, sem soro, subcutaneamente, na 

glândula mamária intermédia esquerda. Todos os grupos foram observados 

diariamente para verificação do aparecimento de massa tumoral. 

  

4.5 Procedimentos experimentais 

 

O tratamento com a TENS iniciou-se 12 dias após a inoculação das 

células, com aparecimento de tumor palpável (Favero et al., 2010), a fim de 
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tratar tumores com um volume superior a 3 mm³, já vascularizados (Hoeben 

et al., 2004). Os animais foram tratados por 10 sessões de TENS com uma 

sessão de 20 minutos por dia com intervalo de 2 dias entre a quinta e sexta 

sessão a fim de reproduzir a prática clínica (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Fluxograma do protocolo de estudo. Legenda: GAF= Grupo tratado com TENS de 
alta frequência; GBF= Grupo tratado com TENS de baixa frequência; GP= Grupo tratado 
com TENS placebo; tto= Tratamento. 

 

A realização da eletroestimulação foi efetuada sempre pelo mesmo 

pesquisador e durante o mesmo período do dia. Animais que apresentaram 

descontinuidade extensa da pele ao longo do experimento não receberam o 

tratamento por esta ser estabelecida como uma contraindicação local da 

eletroestimulação (Rennie, 2011). 
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A TENS foi realizada por meio do aparelho Fes VIF, modelo 995-4, 

número de série 07x150, desenvolvido pela QUARK produtos médicos 

Indústria Brasileira, previamente calibrado (Figura 2). A modalidade utilizada 

foi a TENS convencional com pulso bifásico simétrico. 

 

 

Figura 2. Estimulação elétrica enquanto os animais permanecem anestesiados com 
isofurano a 1,5%. 

 

Foram utilizados pares de eletrodos de borracha siliconada e carbonada, 

especialmente construídos para a estimulação elétrica com 1 cm2 de área de 

superfície (Figura 3).  
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Figura 3. Eletrodo de silicone carbonado com 1 cm² de área de superfície e paquímetro 
digital. 

 

Os eletrodos foram fixados com gel condutor e fita curativa 

hipoalergênica Micropore® (Nextcare – 3M) na região abdominal (Figura 4).  
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Figura 4. Fixação dos eletrodos com fita curativa hipoalergênica em região abdominal. 

 

4.6 Protocolo experimental: Grupos de tratamento 

 

Foi realizado um experimento prévio para determinar a intensidade que 

alcançasse o nível sensorial. Quatro animais foram submetidos à 

eletroestimulação com frequência de 100 Hz e largura de pulso de 200 µs e, 

a intensidade foi aumentada até ser observada contração muscular 

abdominal e/ou de quadril. Três animais apresentaram contração muscular 

com 4,0 mA.  Assim, a intensidade inicial da aplicação foi fixada em 3,0 mA. 

Durante o tratamento, a cada cinco minutos, foi aplicado um acréscimo de 

1,0 mA para não ocorrer acomodação sensorial da corrente. Caso 

ocorressem contrações musculares após o aumento da intensidade, manter-

se-ia a intensidade anterior. 
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Todos os animais foram anestesiados com isoflurano a 1,5% durante a 

aplicação da TENS, por 20 minutos na câmara IVIS® Spectrum. Os animais 

foram divididos e tratados com os seguintes parâmetros:  

Grupo Placebo (GP): Foi tratado com a intensidade em zero mA. 

Grupo de Alta Frequência (GAF): Foi tratado com frequência de 100 

Hz, largura de pulso de 200 µs e intensidade sensorial.  

Grupo de Baixa Frequência (GBF): Foi tratado com frequência de 10 

Hz, largura de pulso de 200 µs e intensidade sensorial.  

As dimensões dos tumores foram medidas por seis vezes com um 

paquímetro digital King Tools® e, o volume foi calculado segundo a fórmula 

V= 0,5235 x (eixo menor)2 x eixo maior (V= representa o volume) (de 

Oliveira et al., 2010). 

 

4.7 Eutanásia e preparação das lâminas histológicas 

 

Os animais foram eutanasiados após o décimo dia de tratamento com 

quetamina + xilazina (100 mg/Kg + 10 mg/Kg) (Lapchik et al., 2010) seguido 

de permanência em câmara de CO2. Os tumores foram extirpados e imersos 

em formol tamponado (3,7% em PBS) por pelo menos 18 horas, a seguir 

foram realizadas sucessivas lavagens com água destilada para a remoção 

total do formol e o material foi mantido em etanol 70% até o preparo dos 

cortes para análise histológica. 

Foram obtidos cortes de 3 μm de espessura dos tumores em parafina. 

Para desparafinização, as lâminas passaram por quatro banhos de xilol por 

2 minutos e um banho de etanol 100% por 2 minutos. Após lavagem em 
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água corrente, as lâminas foram coradas por 1 minuto em hematoxilina de 

Harris e novamente lavadas em água corrente. As lâminas foram 

posteriormente incubadas em eosina alcoólica por 2 minutos e passaram por 

banhos de etanol 100% por 1 minuto e quatro banhos de xilol por 1 minuto. 

Por fim, foi realizada a montagem das lâminas com Entellan (Merck). Foi 

obtida uma lâmina histológica por animal. O material foi observado em 

microscópio de luz Nikon® e as imagens foram adquiridas utilizando a 

câmara digital Nikon®. 

 

4.8 Análise da porcentagem de área de necrose em tecido viável 

 

Foram tiradas 20 fotos aleatórias por lâmina da área de tecido viável de 

cada amostra, com aumento de 200 vezes, totalizando 440 fotos. A área de 

necrose destas foi analisada no Software ImageJ® 1.50i. Para se obter a 

porcentagem da área de necrose de tecido viável, os resultados da análise 

das fotos de cada lâmina foram colocados na seguinte fórmula: 

 

 

 

4.9 Análise estatística 

 

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a 

homogeneidade dos dados. O teste Two-Way ANOVA de medidas repetidas 

foi usado para analisar o efeito da TENS de alta e baixa frequência sobre o 

crescimento do tumor e a relação entre os grupos estudados e, por fim, para 



M é t o d o s  | 44 

 
 

 

averiguar a relação entre a área de necrose em tecido neoplásico viável e os 

grupos estudados, foi utilizado o teste One-Way ANOVA. Foi adotado um 

nível de significância de α<0,05 com um poder de 80% para todos os testes 

realizados. Todos os testes foram realizados no software SigmaPlot® 13.0 

para Windows. 
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O teste de Kolmogorov-Smirnov mostrou uma distribuição de dados 

normal para a análise do crescimento tumoral e da área de necrose em 

tecido neoplástico viável (p<0,05).  

O teste Two-Way ANOVA de medidas repetidas revelou que houve 

efeito do tempo sobre o crescimento tumoral em todos os grupos estudados 

(p<0,001). Na análise sobre a interação entre tempo e os grupos estudados 

não houve diferenças significativas [ANOVA: F(10,95)=0,49; p=0,88; 

ES=0,24] (Gráfico 1). 
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Gráfico 1. Crescimento tumoral ao longo do tempo. Legenda: Av - Avaliação; GAF - Grupo 
de alta frequência; GBF - Grupo de baixa frequência; GP - Grupo placebo. 

 
Para a área de necrose em tecido neoplástico viável, o teste One-Way 

ANOVA não mostrou diferenças estatisticamente significantes entre os 

grupos estudados (F=0,232; p=0,796) (Gráfico 2 e Figura 5). 
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Gráfico 2. Porcentagem de área de necrose em tecido neoplástico viável por grupo. 
Legenda: GAF - Grupo de alta frequência; GBF - Grupo de baixa frequência; GP - Grupo 
placebo. 
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Figura 5. Imagens histológicas das lâminas coradas com hematoxilina de Harris e eosina. A 
área destacada mostra uma região com células de diâmetro menor e mais espaçadas entre 
si, o que indica a presença de necrose. Legenda: GAF - grupo tratado com TENS de alta 
frequência; GBF - grupo tratado com TENS de baixa frequência; GP - grupo tratado com 
TENS placebo. 
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Os resultados deste estudo indicam que a aplicação da TENS não teve 

efeito no crescimento tumoral e na área de necrose do tecido neoplásico 

viável do carcinoma de mama 4T1 independente da frequência utilizada.  

O carcinoma 4T1 possui características semelhantes ao câncer de 

mama em humanos, tais como, as metástases são advindas do tumor 

primário e têm os mesmos sítios de metástases. Uma das vantagens é o 

fácil manuseio in vitro e in vivo (Pulaski e Ostrand-Rosenberg, 2001). 

A necrose tumoral é um evento comum e pode ser relacionada à uma 

intervenção terapêutica ou estar associada ao crescimento tumoral. Centros 

de necrose representam a origem do infiltrado inflamatório e, inúmeros 

fatores celulares são liberados das células necróticas. Estes fatores são um 

importante estímulo para a migração e diferenciação de células imunes, 

portanto, um centro necrótico pode ser associado a um mau prognóstico 

(Onuchic e Chammas, 2010). Diversos autores utilizaram a hematoxilina e 

eosina para analisar os efeitos de diferentes intervenções na necrose 

tumoral como a quimioterapia cianogênica e a deleção da IL-33R, mas as 

diferenças metodológicas entre estes trabalhos e o presente estudo 

dificultam comparações (Ramalho et al., 2014; Milosavljevic et al., 2016).  

Os resultados deste estudo convergem com o trabalho de Linkov et al. 

(2012) sobre o uso de NMES no carcinoma espinocelular em camundongos. 

Os animais foram tratados por oito dias não consecutivos com 80 Hz de 

frequência, duração de pulso de 700 µs, intensidade de 1,0 mA, com 

contração muscular visível por 30 minutos. Foram realizadas as análises 

imuno-histoquímica de apoptose, proliferação, vascularização e de volume 
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tumoral. Apesar destas diferenças metodológicas entre os estudos, os 

resultados são semelhantes aos do presente estudo, no que se refere à não 

influência da corrente elétrica sobre o crescimento tumoral em nenhuma das 

análises realizadas. 

Os resultados deste estudo somados aos resultados de Linkov et al. 

(2012) podem indicar que a corrente bifásica não influencia no crescimento 

de carcinomas independente da frequência, largura de pulso e da 

intensidade da corrente. 

Pacientes pós-operados de câncer de mama podem apresentar ferida 

pós-operatória, fibrose e encurtamento muscular, o que pode levar à dor 

local, déficit funcional de membro superior e consequente diminuição da 

amplitude de movimento (ADM) (de Groef et al., 2015). 

Importante destacar que o período pós-operatório dos individuos 

submetidos a diferentes tratamentos cirúrgicos para câncer de mama é 

comumente associado à dor e restrição de movimento induzida pela dor, que 

se torna crônica em 49% dos casos (Legeby et al., 2002). Estudos têm 

mostrado que a dor pós-operatória aguda intensa tem forte relação com a 

dor pós-operatória crônica (Hovind et al., 2013). 

O uso local da TENS poderia beneficiar estes pacientes com o manejo 

da dor (Robb et al., 2009) e modulação da cicatriz pós-operatória (Machado 

et al., 2012; Thakral et al., 2014), possibilitando a realização de mobilização 

precoce. 

Os parâmetros utilizados para a TENS nesta pesquisa foram baseados 

em estudos prévios: a largura de pulso (Liebano et al., 2006; 2008; 
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Yokoyama et al., 2015), o tempo de aplicação (Sato et al., 2012; Yokoyama 

et al., 2015) e o tempo de tratamento (Sato et al., 2012; Farcic et al., 2013). 

As frequências de 10 e 100 Hz foram baseadas nos diferentes efeitos sobre 

a vasoconstrição venosa e os receptores adrenérgicos α-1, em que a baixa 

frequência aumenta e a alta frequência diminui a sensitividade destes 

receptores (Franco et al., 2014). A intensidade utilizada foi baseada no 

método de Yokoyama et al. (2012), onde a intensidade foi pré-estabelecida e 

foi acrescido 1,0 mA a cada 5 minutos ao longo da aplicação. 

Existem poucos trabalhos que avaliaram a influência da 

eletroestimulação em tumores (Jarm et al., 2003; Janigro et al., 2006; Linkov 

et al., 2012).  

Janigro et al. (2006) concluíram que a corrente alternada de 50 Hz de 

frequência, 7,5 µA, administrada por três dias aumentou a eficiência da 

quimioterapia em tumores malignos que apresentam gene de resistência a 

múltiplas drogas (MDR1). Os autores realizaram as avaliações de Western 

blot e flurescência, que mostraram que a corrente alternada diminuiu a 

expressão de MDR1 e alterou sua distribuição celular da membrana 

plasmática ao citoplasma, o que contribuiu para a perda da capacidade de 

extrusão da droga e aumentou a quimiossensibilidade. 

Jarm et al. (2003) realizaram um tratamento com corrente direta com 0.6 

mA por uma hora de tratamento nos fibrosarcomas Sa-1 e LPB em 

camundongos. As células tumorais foram inoculadas subcutaneamente na 

lateral do tronco dos animais e estes foram tratados com os eletrodos 

inseridos subcutaneamente em lados opostos dos tumores. O tratamento foi 
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iniciado quando os tumores atingiram 50 e 100 mm³ de volume. Os valores 

obtidos pela mensuração por meio de paquímetro foram colocados na 

fórmula do volume da elipse. Foi concluído que a corrente direta de baixa 

intensidade diminuiu severamente o fluxo sanguíneo e a perfusão destes 

tumores por conta da oclusão ou lesão de vasos na região em que os 

eletrodos foram inseridos, o que acarretou na diminuição da oxigenação dos 

tumores. 

Pesquisadores estudaram os efeitos da TENS no fluxo sanguíneo 

(Cramp et al., 2000; 2002; Chen et al., 2007). Cramp et al. (2000) aplicaram 

TENS com uma largura de pulso de 200 µs por 15 minutos sobre o nervo 

mediano de humanos saudáveis. Os voluntários foram divididos em três 

grupos: aplicação de TENS com 4 Hz,  TENS com 100 Hz e TENS placebo. 

Para os grupos tratados com TENS ativo, a intensidade foi descrita como 

“forte, mas confortável”. Os autores concluíram que apenas o grupo de baixa 

frequência teve aumento do fluxo sanguíneo local e que não houve mudança 

da temperatura em nenhum grupo estudado. De acordo com Cramp et al. 

(2000), estes resultados sugerem que a TENS em baixa frequência inibiu o 

sistema nervoso autônomo simpático, causando vasodilatação cutânea. 

Em outro estudo, Cramp et al. (2002) mostrou aumento no fluxo 

sanguíneo local estatisticamente significante durante a aplicação de TENS 

no nervo mediano com largura de pulso de 200 µs, frequência de 4 Hz por 

15 minutos com uma intensidade motora. Os grupos tratados com 

intensidade sensorial não tiveram aumento do fluxo sanguíneo local. Os 

autores sugerem que este aumento do fluxo sanguíneo cutâneo pode ter 
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sido causado tanto pelo mecanismo de bomba muscular quanto pelo 

aumento da demanda metabólica do músculo em contração. Mas Cramp et 

al. (2002) consideram que o mecanismo de bomba muscular é o mais 

provável, uma vez que as mudanças ocorridas no fluxo sanguíneo coincidem 

com o começo e o fim da aplicação da TENS. 

Os resultados de Cramp et al. (2000) indicam que o tratamento com a 

TENS com intensidade sensorial não aumenta o fluxo sanguíneo local. 

Este estudo foi o primeiro a avaliar a influência da TENS na área de 

necrose em tecido neoplástico viável e no crescimento tumoral, o que abre 

novas possibilidades para futuras pesquisas. Nós sugerimos que sejam 

estudados temas relativos aos efeitos da TENS no microambiente tumoral, 

como na liberação de VEGF, de diferentes marcadores inflamatórios e na 

vascularização em carcinomas. Futuros trabalhos devem ser realizados a fim 

de elucidar os efeitos da TENS quando aplicada em sítios próximos e 

distantes do tumor; o uso da TENS sobre tumores em animais que estejam 

sob quimioterapia, em diferentes tipos de carcinomas e com diferentes 

parâmetros; e também, os efeitos da TENS na disseminação de células 

tumorais e consequentemente em metástases. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 .  C O N C L U S Õ E S  
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A TENS programada para emitir os parâmetros de largura de pulso de 

200 µs, frequências de 10 Hz ou 100 Hz, tempo de aplicação de 20 minutos 

e intensidade sensorial de 3,0 mA a 6,0 mA por 10 dias não consecutivos de 

tratamento durante duas semanas não influenciou no crescimento do 

carcinoma 4T1. 
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