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RESUMO

Reducdo da reacdo oxidativa sistémica e hepatica ocasionada por estresse crénico
moderado imprevisivel em ratos tratados com Eletroacupuntura e Trans-anetol. Andrea
de Oliveira Albuguerque. Tese de Doutorado. Programa de pds-graduagdo stricto sensu em
Ciéncias Meédico-cirargicas. Departamento de Cirurgia. Faculdade de Medicina.
Universidade Federal do Ceard. Orientador: Prof. Dr. Sérgio Botelho Guimardes;
Coorientador: Prof. Dr. Edson Lopes da Ponte

A exposicao prolongada ao estresse € um dos principais fatores que tém sido associados com
a progressdo de processos patoldgicos relacionado as vias oxidativas associadas a depressao.
Fundamentado na demonstracdo de que o Trans-anetol e a Eletroacupuntura isoladamente
apresentam efeitos moduladores na produgédo de enzimas antioxidativas e reducao de fatores
inflamatorios, este estudo visa avaliar o efeito da eletroacupuntura (L00Hz) e do Trans-anetol
como adjuvante no estresse oxidativo induzido por estresse crénico moderado imprevisivel
(ECMI) a partir de parametros hematoldgicos e hepaticos. Tratou-se de um estudo
prospectivo, controlado e comparativo utilizando 42 ratos sadios, machos (Rattus norvegicus:
var. albinus, Rodentia, Mammalia), aprovados pelo comité de ética para uso de animais da
Comité de Etica e Pesquisa (CEPA), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara (UFC) para uso de animais experimentais sob o n°® 21/2016.
Os animais foram submetidos ECMI durante seis (6) semanas, para o desenvolvimento de
um quadro similar a depressdo, constatado por Teste de Preferéncia a Sacarose, seguido por
tratamento em 12 dias com Salina (G1), Eletroacupuntura 100 Hz nos acupontos VB34, E36
e R3 por 15 minutos em dias alternados (G2), Trans-anetol 1,0 mg/kg/dia por gavagem
diariamente (G3) e Terapia combinada com Eletroacupuntura 100 Hz e Trans-anetol (G4).
Foram coletadas amostras de sangue e de figado para analise bioguimica de Transaminase
glutdmico-oxalacética (TGO) e Transaminase glutdmico piravica (TGP) sérico,
mieloperoxidase hepatica (MPO) sérico e hepatico, TBARS sérico e hepatico, glutationa
reduzida (GSH) sérica e hepética. Os animais apresentaram anedonia confirmada pelo Teste
de Preferéncia a Sacarose com reducdo significativa de 60% (37,75 + 4,77) preferéncia a
sacarose. O ECMI promoveu ainda impacto de 39,6% sobre o0 ganho de peso, ja o tratamento
promoveu aumento médio de 19,2%. Quanto aos parametros bioguimicos foi evidenciado
reducdo de TGO e TGP apenas com a terapia conjunta (G4) de 32,46% (53,27 £ 7,73) e
14,37% (45,09 = 4,09), respectivamente, sem significancia. A MPO reduziu
significativamente G2- 39,87% (4,87 £ 0,79), G3 - 60,0% (3,25+0,74) e G4 -78,76% (1,72
+ 0,50); assim como TBARS no plasma também reduziu G2- 39,13%(0,14 + 0,04), G3 -
60,86% (0,09 + 0,02) e G4- 91,30% (0,02 = 0,01) acompanhada também pela reducdo no
figado G2 - 46,51%(0,24 * 0,04), G3- 55,81%(0,19 £ 0,03) e G4 - 74,41%(0,12 +0,02); a
glutationa sérica, por sua vez, teve acréscimo de G2- 59,33% (105,94 + 3,25), G3 -
121,92%(140,39 + 4,89) e G4- 228,09%(216,32 + 4,73) assim como no figado G2-
21,67%(105,06£3,25), G3 - 40,05%(140,39 £ 4,89) e G4 -90,04% (216,32 £ 4,73). Conclui-
se, entdo, que o tratamento com eletroacupuntura (100Hz) e/ou anetol em animais submetidos
a ECMI promove protecdo local e sistémica sobre o estresse oxidativo, além de reduzir o
estado inflamatorio geral. Além disso, o tratamento conjunto apresenta efeito potencializador
ao tratamento isolado, sendo a terapia combinada mais promissora como possibilidade
terapéutica na depresséo.

Palavras-chave: Trans-anetol. Eletroacupuntura. Inflamacéo. Estresse oxidativo. Estresse
Crénico Moderado Imprevisivel;



ABSTRACT

Reduction of the systemic and hepatic oxidative reaction occasioned by chronic
unpredictable mild stress in rats treated with electroacupuncture and trans-anethole.
Andrea de Oliveira Albuquerque. PhD thesis. Pds-graduation Program stricto sensu in
Medical-Surgical Sciences. Surgery Department. Medical school. Federal University of
Ceara. Professors: Prof. Dr. Sérgio Botelho Guimarae; Prof. Dr. Edson Lopes da Ponte

Prolonged exposure to stress is one of the main factors that have been associated with the
progression of pathological processes related to oxidative pathways that lead to depression.
Based on the demonstration that trans-anethole and electroacupuncture alone have
modulating effects on the production of anti-oxidative enzymes and reduction of
inflammatory factors, this study aims to evaluate the effect of electroacupuncture (100Hz)
and trans-anethole as adjuvant on oxidative stress induced by chronic unpredictable mild
stress (CUMS) from hematological and hepatic parameters. This was a prospective,
controlled and comparative study using 42 healthy male rats (Rattus norvegicus: var.albinus,
Rodentia, Mammalia), approved by the Animal Ethics Committee of the Ethics and Research
Committee (CEPA), from the Department of Physiology and Pharmacology of the Federal
University of Ceard (UFC) for the use of experimental animals under No. 21/2016. The
animals were subjected to CUMS for six (6) weeks, for the development of depression-like
condition, verified by the Sucrose Preference Test ,followed by 12-day treatment with Saline
(G1), 100 Hz Electroacupuncture on VB34, E36 and R3 for 15 minutes on alternate days
(G2), Trans-Anethole 1.0 mg / kg / day by gavage daily (G3) and Combination therapy with
100 Hz electroacupuncture and trans-anethole (G4). Blood and liver samples were collected
for biochemical analysis of serum glutamic oxaloacetic transaminase (GOT) and glutamic
pyruvic transaminase (GPT), hepatic serum and hepatic myeloperoxidase (MPO), serum and
hepatic TBARS, reduced serum and hepatic glutathione (GSH). The animals presented
anhedonia confirmed by the Sucrose Preference Test with a significant reduction of 60%
(37,75 = 4,77) in preference to sucrose. CUMS impacted weight gain by 39,6%, and
treatment promoted an average increase of 19,2%. As for the biochemical parameters, there
is a reduction in GOT and GPT only with the joint therapy of 32.46% (53.27 + 7.73) and
14.37% (45.09 £ 4.09), respectively, without significance. There was a significant reduction
on MPO by G2- 39,87% (4,87 + 0,79), G3 - 60,0% (3,25+0,74) and G4 - 78,76% (1,72 +
0,50), as well as on plasm TBARS by reduziu G2- 39,13%(0,14 + 0,04), G3 - 60,86% (0,09
+ 0,02) and G4- 91,30% (0,02 £+ 0,01), accompanied by reduction in liver TBARS by G2 -
46,51%(0,24 + 0,04), G3- 55,81%(0,19 + 0,03) and G4 - 74,41% (0,12 +0,02). On the other
hand, glutathione seric increased by G2- 59,33%(105,94 + 3,25), G3 - 121,92%(140,39 +
4,89) and G4- 228,09%(216,32 + 4,73) like liver increase of this substance by G2-
21,67%(105,06£3,25), G3 - 40,05%(140,39 * 4,89) and G4 -90,04% (216,32 + 4,73). It is
concluded that the treatment with electroacupuncture (100Hz) and / or anethole in animals
subimetted a CUMS promotes local and systemic protection against oxidative stress, besides
reducing the general inflammatory state. In addition, combination therapy had a cumulative
effect showing a potentiating effect when compare to individual treatments, being a
promising alternative as a therapeutic intervention in depression.

Keywords: Trans- anethole. Electroacupuncture. Inflammation. Oxidative stress. Chronic
Unpredictable Mild Stress.



Tabela 1 -
Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

LISTA DE TABELAS

Descrigdo dos estressores aplicado no protocolo de ECMI............cccc........ 53
Variacdo percentual do peso medio dos ratos nos periodos pré-estressor,
estressor, pré-tratamento e pos-tratamento de acordo com 0s grupos......... 61
Anaélise do Teste de Preferéncia a Sacarose (TPS) em ratos............c.cceeu...e. 61
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentracOes de TGO PlasSMALICOS.........cccvvevveieiieieere e 62
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentracOes de TGP PlasSmAtiCOS..........ccvvevveerieeieieee e se e 63
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentrac@es de MPO N0 hepatiCo.........ccovreieiiiieiee e 65
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentracBes de TBARS plasmAatiCo........cccovveirineiiciiecse e 66
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentracBes de TBARS hePatiCO .......cccovvvereininiieie e, 67
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentracBes de glutationa plasmAtiCa..........ccceveveveiiiisieieie e 69
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentracBes de glutationa hepatiCa...........ccccevveeiieieie e 70
Resumo esquematico dos principais efeitos anti-inflamat6rios e
antioxidantes da Eletroacupuntura 100Hz e/ou Trans-anetol que

apresentaram significancia estatistiCa ...........cccocevveeveiievicic i 72



Figura 1-
Figura 2 -
Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -
Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

LISTA DE FIGURAS

Mecanismos fisiopatoldgicos do transtorno depressivo..........ccceeeveeveeeesieenne.
Delineamento do eXPerimMENTO.........cceiveriiieieieiee e
Identificacdo dos grupos de animais submetidos ao tratamento pos-estresse
cronico moderado e imprevisivel (ECMI)........cocooviiiniiiiiieie e
Rato posicionado na rede, para aclimatacdo (preparacdo para as sessoes de
ElEtrOaCUPUNTUIA) .....oveviiiiticiecee e
Rato posicionado na rede com agulhas inseridas nos pontos de realizacdo da
eletroacupuntura (Esquerda) e Eletrodos conectado a ponto VB34 e E36
(DL =TT ) TSP P TP PR PSPPI

Analise do Teste de Preferéncia a Sacarose (TPS) em ratos...........ccccceevveennene
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentracfes de TGO PIaSMALICOS.........cccveveivieiieieceese s
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentrages de TGP PlasmAatiCOS. ........ccovveririiiiiiieiee et
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentrag@es de MPO N0 hEPALICO........ccoeiiireeiseee e
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentracBes de TBARS PlasmMALtiCO........ccoovreriririeniiceieeese e
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentrac@es de TBARS NEPALICO ........coveeireriiiiiie e
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as
concentracBes de glutationa plasmatiCa..........c..cucvveierierenenene e
Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-aneto em ratos
submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as

concentracBes de glutationa hepPatiCa...........cccevviiiiiiniieieee e

52

54

55
61

63

64

65

67

68

70



Figura 14 Resumo esquematico das possiveis vias de inflamacdo e oxidagéo sistémica e
neural induzida pelo estresse cronico elucidadas pela literatura associado aos
efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes da Eletroacupuntura 100Hz e Trans-

anetol encontrados NESSA PESGUISA .....veeiveerrieiireeiiieiieesieeeireesaeesieesreeeaeesree s



ACTH
a.C.
ALT
AST
ATP
BNDF
CRH
CAT
CEPA
5-HT
COMT
DNA
DDE
E36
EAC
ECMI
EDTA
ERNs
EROs
ERGS
GSH
GR
GPx
GSSG
HPA
H202
HOCI
H3PO4
Hz
IFN

IL
ISRS

LISTA DE ABREVIATURAS

Hormonio adrenocorticotrofico
Antes de cristo

Alanino aminotransferase
Aspartato aminotranferase
Trifosfato de adenosina

Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro
Hormonio liberador de corticotrofina
Catalase

Comité de Etica e Pesquisa Animal
Serotonina

Catecol O-Metiltransferase

Acido Desoxirribonucleico
Trans-2,4-decadienal

Estbmago 36

Eletroacupuntura

Estresse Cronico Moderado Imprevisivel
Acido etilenodiamino tetra-acético
Espécie Reativa de Nitrogénio
Espécie Reativa de Oxigénio
Resposta a glicocorticoides
Glutationa Reduzida

Glutationa redutase

Glutationa Peroxidase

Glutationa Oxidada
Hipd&fise-Pituitaria-Adrenal
Perdxido de hidrogénio

Acido Hipocloroso

Acido fosforico

Hertz

Interferon

Interleucina

Inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina

12



LOOH
LPO
MAO
MDA
ml
MTC
MPO
NADH
NaCl
NFkB
NMDA
NO
OMS
02

Oz

RG

RL
RM
r.p.m
SNA
SNC
SNP
SOD
SP
SUS
TNF-a
TGF-p
TPS
TBARS
TGP
TGO
VB34
WHO

Hidroperdxidos de lipidio
Peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidagédo
Monoamina oxidase

Dialdeido maldnico

mililitros

Medicina Tradicional Chinesa
Mieloperoxidase

Dicotinamida Adenina Dinucleotideo
Cloreto de Sadio

Fator de transcricdo nuclear kappa B
N-metil D-aspartato

Oxido nitrico

Organizacdo Mundial de Saude
Oxigénio

Superéxido

Receptor glicocorticoide

Radicais livres

Receptor mineralocorticoides
Rotagédo por minuto

Sistema Nervoso Autbnomo
Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Periférico
Superoxido Dismutase

Substéancia P

Sistema Unico de Sadde

Fator de Necrose tumoral alfa

Fator de Transformacdo do crescimento beta

Teste de preferéncia a Sacarose
Acido tiobarbitdrico

Transaminase glutamico piravico
Transaminase glutdmico oxalacético
Vesicula Biliar 34

World Health Organization

13



1.1

1.2

121
1.2.2
1.2.3
1.2.4
1.2.5
1.2.6
1.3

13.1

1311
1.3.1.2
1.3.1.3
1.3.14
1.3.2

1.3.3
1331
1.3.3.2
1.4
14.1
1411
1412
1.4.1.3
1414
1.4.15
1.4.2
1421
1422

SUMARIO
[N EI0] 516 107:Y0 I 17
Depressdo: panorama e caracteristicas epidemiolégicas...........ccce.c.... 17
Fisiopatologia da depreSSA0........ccoviieieeiieeiieeriesiese e e sie e 18
Deficiéncia de MON0@MINGS........cceierereriie s 19
Predisposi¢do genética e interferéncia de fatores ambientais................. 19
Alteragdes no fator neurotrofico e Seus receptores.........ocovvevveevereeeene. 20
Desregulacao da via do 0Xido NItFICO.......ccceveieieiiiicieieee e 20
Neuroinflamacao e estresse 0XidatiVo...........cccevererereneneninineseees 21
Desregulacao do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal.............cccoevvenenen, 21
Relagio depreSSan € BSTIrESSE. .......uiviieeierierie e 21

Estresse: estado pré-inflamatdrio sistémico e seus impactos no Sistema

NEIVOSO CENEFAL......iiiiiiiiii e 22
Sistema Nervoso AUtONOMO..........eiverieeiereerieeie e sie e e sse e snee e eneesreenes 22
Eixo Hipdfise-Pituitaria-Adrenal e producdo de glicocorticoides............. 23
Imunologia e produgdo de CItOCINGS. ........c..erverirerieieieriesie e 26
Estresse Oxidativo e Mecanismo antioxXidantes ...........ccccocevevererenvnennnns 30

Estresse como um fenémeno sistémico: uma relacéo entre inflamacéo,

estresse oxidativo hepatico € depPreSSA0 .......ccuvveveeeeiierieeiesee e eieseeeneas 34
Estresse experimental no desenvolvimento da depressao..............ccou..... 36
Protocolo de Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel (ECMI) ........... 36
Teste comportamental.............cccooviiiiii i 37
Possibilidades TeraputiCas ........ccccceieeieiieneee e e 38
EletroaCUPUNTUIAL ..o 38
Medicina Tradicional Chinesa (MTC): Historia da Acupuntura................. 38
Relac80o Figado-DepreSSao........ccouiieirericinenieise e 39
ACUPONTOS. ...ttt ettt ettt sttt et e st e et e e e b e e nbn e e e e e e snnes 40
Neurofisiologia da aCupuntura ............cccecoevieieiiese e 41
Caracteristicas e aplica¢Ges da Eletroacupuntura............cccceeeevvivevenenen, 44
TrANS-ANEIO ... 45
Importancia da pesquisa com produtos naturais.............cccceveeveveeeesreennenn, 45

Caracteristicas gerais e propriedades bioldgicas do anetol........................ 46

14



1.4.2.3 Atividade anti-inflamatoria do Trans-anetol.............ccocoeviiieiiincncincnns 47
1.4.2.4 Atividade do Trans-anetol na resposta ao estresse e a depressao................ 47
1.5 Relevancia @ JUSTITICATIVA...........cceiieiiiiee e 48
2 OBUJIETIVO.... e 49
2.1 ODBJEtIVO GEIal........oooiieiie e 49
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS. .....cviiiiieiiie et 48
3 MATERIAIS E METODOS........coiiieeeieiiesieeeseesiesesiess s ssssseseenen, 50
3.1 ANTIMAIS. ... bbb 50
3.2 Drogas € reAgENTES .......ccceviiieriiieeree e 50
3.3 Delineamento experimental...........cccccoiiiiiiiiiicic e 51
3.4 DiStribUICE0 da @mMOSLIa.......cc.eeviiieiiiie e 51
3.5 Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel.........c.ccocveveieiicniicnene, 51
3.6 Teste de Preferéncia a SACaroSe. ........ccocvvereireieiieeseee e 53
3.7 EletrOaCUPUNTUNA. ......oiiiiiiiiiieee s 54
3.7.1  Condicionamento d0OS FALOS. ........ccverviirrerreirienreiee e s 54
3.7.2  Localizacao dos pontos e protocolo de aplicacdo da Eletroacupuntura 54
3.8 Administracao de Trans-anetol ...........c.cccovvveiieni i 56
3.9 Coleta amostra e avaliacdo bioquimica............cccccviveveivieiienecc e, 56
3.9.1 Procedimento anestésico para COleta............ccoovrvrieirierieieiene e 56
3.9.2  COleta 8 AMOSIIAS. ... .cveieiiiiisiisiieie et 57
3.9.3 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica e quantificacdo de substancias

reativas ao acido tiobarbitlrico - TBARS.........ccccoooeiiiiiiiiceceee, 57
3.9.4  Determinacao de grupos sulfidrilicos ndo proteicos (Glutationa-GSH). 57
3.9.5 Mensuracéo da atividade da Mieloperoxidase (MPO).........cccccoeerrrnnnnne 58
3.9.6  Mensuracao da atividade da Transaminase glutamico pirdvico (TGP) e

Transaminase glutdmico oxalacetico (TGO)........cocvrveirenniinieneieesee 58
3.10 Riscos e beneficios da PeSqUISa.........ccccveivevveieciie i 59
311 ANAlISE EStatiStiCa. .....ceieiiiiiiiecee e 59
4 RESULTADOS.... .ottt 60
4.1 Variagao do peso dos animais durante 0 experimento...........cc.ccocevvnens 60
4.2 Avaliacdo do Estresse Crénico Moderado e Imprevisivel pelo Teste

de Prefer€nCia @ SACAIOSE «.......eeeeeeeee et 62

15



4.3

43.1

4.3.2

4.3.3

4.3.4

4.4

Efeitos Eletroacupuntura (100 Hz) e do Trans-anetol sobre os
Parametros DIOQUITMICOS ......c..uiiiiiieieieiieee e 62
A Eletroacupuntura e/ou Trans-anetol ndo alteram as dosagens de TGO
e TGP em animais com depressao induzida por ECMI.........c...cccccvevenen. 62
A Eletroacupuntura e/ou Trans-anetol reduzem a mieloperoxidade
(MPO) NEPALICA. ......ccuveiieeie ettt 64
A Eletroacupuntura e/ou Trans-anetol reduzem TBARS plasmatico e
NEPALICO......eee e 66
A Eletroacupuntura e/ou Trans-anetol aumentam Niveis de Glutationa
PlasMAatica € NEPALICA.........cceieiiiiiicicee e 68

Principais  efeitos  anti-inflamatério e anti-oxidante da

Eletroacupuntura 100Hz e/ou Trans-anetol............cccccceevvevieiieeiieiinnns 71
DISCUSSAOQ.......coieeieeeeeeeeesee et ee e eeeeesee st nae s 73
CONCLUSAOD. ... coooetceteeeeeeeeeves s verae st 80
REFERENCIAS. ......ooiiveieeeeeve ettt s tane e 81
APENDICE A—- APROVACAO NO COMITE DE ETICA PARA USO

DE ANIMAIS (CEUA)......coceiieeieeeeeee e esssstenes st 102
APENDICE B - PROTOCOLO OPERACIONAL PADRAO ............. 103
APENDICE C- CRONOGRAMA DOS ESTRESSORES...........ccc........ 112
APENDICE D - VALORES DOS ANESTESICO POR PESO.............. 113
APENDICE E - PESO DOS ANIMAIS EM VALORES
ABSOLUTOS ...ttt 114

APENDICE G - RESULTADOS DA AVALIACAO BIOQUIMICA
EM VALORES ABSOLUTOS ..o eee e e en e asens 115

16



1. INTRODUCAO

1.1 Depressao: panorama e caracteristicas epidemiologicas

A depressdo é uma doenca psiquiatrica grave que envolve sintomas como humor
deprimido ou triste, perda de interesse ou prazer em atividades, mudancas de peso, disfuncéo
do sono, perda de energia, sensacdo de inutilidade, alteracGes psicomotoras e pensamentos
suicidas frequentes. Difere das oscilacBes de humor habituais pelo estado de cronicidade e
pela auséncia de enfrentamento aos problemas cotidianos mais simples. 1sso impacta em
prejuizos na qualidade de vida e nas relagdes interpessoais (GOTLIB; JOORMANN, 2010;
BRHLIKOVA et al., 2011; JUNMEI et al., 2012; ARAUJO, 2014).

E um dos distarbios psicolégicos mais prevalentes no mundo, atingindo cerca de
168 milhdes de pessoas, com perspectiva de se tornar a segunda maior patologia
incapacitante nos proximos anos, perdendo apenas para as patologias cardiovasculares
(OMS, 2012). Tem como um dos principais desfechos o suicidio, implicando em
aproximadamente 1 milhdo de atentado a vida a cada ano (ABELHA, 2014).

No Brasil, estima-se que existam 5,8% de casos de depressdo e ansiedade
diagnosticados. Calcula-se, ainda, que 54 milhdes de pessoas tem alta probabilidade de
desenvolver ansiedade e/ou depresséo em algum momento de suas vidas, sendo que 7,5
milhdes terdo episddios agudos e graves. Esses dados tornam o Brasil o pais com um dos
maiores indices de depressdo da América Latina, e o segundo das Américas, perdendo apenas
para os Estados Unidos. Esses dados se tornam mais alarmantes quando 15,6% dessas
pessoas com depressao tiveram como desfecho o suicidio, sendo um valor considerando,
ainda, subestimado (NARDI, 2000; MEDEIROS et al. 2018; SOUZA, 2018).

Embora os tratamentos farmacologicos estejam associados ao alivio de até 70%
dos sintomas agudos, alguns dados apontam falhas na terapéutica usada atualmente.
Daqueles que tem acesso a medicacdo adequada 64% n&o conseguem recuperacao absoluta,
19% dos pacientes tem auséncia de qualquer melhora mesmo com uso adequado e daqueles
que possuem resposta 15% a 50% terdo recorréncia da depressdo. Desse modo, 0s estudos
mostram que as alternativas farmacologicas atuais estdo longe de ser clinicamente
satisfatorias (JUNMEI et al., 2012).

Devido a esse cenario de ineficiéncia terapéutica associado a alta prevaléncia da
doenca os impactos da depressdo e da ansiedade sdo inumeros. Estima-se que sejam

responsaveis por uma perda anual de produtividade de mais de um trilhdo de délares. Mas, a
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expectativa é um prejuizo ainda maior, devido a lacuna de investimento na satde mental, no
tratamento farmacoldgico continuo, nos tratamentos alternativos, além do constante
crescimento de tolerabilidade e resisténcia aos tratamentos atuais, e presenca de efeitos
adversos que dificulta e/ou impossibilita a adesdo terapéutica de modo eficaz e,
consequentemente, impactam na sociabilidade do individuo. Assim, é considerada um
problema de salude publica, cujo dnus leva, ndo somente a perda monetaria, mas, também, a
perda social, laboral, e, ndo muito raramente, perda da propria vida (RAZZOUK, 2016;
MRAZEK et al. 2014).

Dentro desse contexto ainda se soma a presenca constante de comorbidades
nesses individuos. Seja pela predisposicdo genética associado com outras doengas
psiquiatricas e neuroldgicas, como ansiedade e doenca de Parkinson ou pelo estado
inflamatorio crénico que o corpo estd sendo exposto, podendo desencadear o
desenvolvimento de afeccdes de 6rgdos especificos, como hepatopatias, que dentro desse
contexto multipatoldgico, podem associar-se a uma negligéncia de autocuidado (GOTLIB;
JOORMANN, 2010; YOUSSEF et al., 2013).

1.2 Fisiopatologia da depressao

E uma afeccio ocasionada por diversos fatores, cujos mecanismos ainda néo sao
bem elucidados, sendo motivo de grande discussdo em meio a sociedade cientifica.
Atualmente, ha uma grande progressdo dos estudos envolvendo a neurobiologia da depresséo
e, se em 1965 a fisiopatologia se restringia apenas a hipotese monoaminérgica, outras teorias
embasam sua complexidade, incluindo a interacdo de varios fatores psicoldgicos, bioldgicos
e sociais (ARAUJO, 2018).

Existem inGmeras hipéteses relacionadas aos mecanismos fisiopatoldgicos do
transtorno depressivo e sua intercorrelacdo, das quais destacam-se seis: a deficiéncia de
monoaminas, a predisposicao genética e interferéncia de fatores ambientais, as alteracdes na
funcdo do receptor dos fatores neurotrofico, a desregulacdo da via do éxido nitrico,
neuroinflamacdo e estresse oxidativo, desregulacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(Figura 1) (CHOPRA et al., 2011; KERN et al., 2012; ARAUJO, 2018).
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Figura 1 - Mecanismos fisiopatoldgicos do transtorno depressivo.
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Fonte: adaptado de Araujo (2018).

1.2.1 Deficiéncia de monoaminas

Como ja abordado, uma das teorias pioneiras, relaciona-se com a deficiéncia da
atividade monoaminergica no cerebro (ARAUJO, 2018). Constituida por uma disfungédo
tanto na sintese, como armazenamento ou liberacdo das monoaminas que levam a uma
diminuigdo da norepinefrina, serotonina e dopamina na fenda sinéptica. Outra explicagdo
associada a essa teoria seria, ainda, alteragdes dos receptores e/ou mensageiros intracelulares
ativados por esses neurotransmissores (ELHWUEGI, 2004). Essa hipotese €, até entdo, uma
das principais, visto que é fonte dos principais alvos farmacologicos para depressao
(NEMEROFF, 2007; FERRARI; VILLA, 2017; ARAUJO, 2018).

1.2.2 Predisposi¢éo genética e interferéncia de fatores ambientais

Outra teoria se relaciona com os fatores genéticos, cujo papel fundamental no
desenvolvimento da depressao ocorre tanto pelas interagcdes gene-gene, como pela interacéo
gene-ambiente (LESCH, 2004). No qual, renem mecanismos extremamente complexos que



envolvem polimorfismo e desregulacGes. Dentre 0s genes relacionado com maior
vulnerabilidade ao transtorno, destacam-se os que regulam as fungdes do receptor 5-HT2A ,
o polimorfismos da regido promotora do gene do transportador da serotonina (SHTTPR),
genes que regulam as fungbes da enzima monoamina oxidase (MAO) , da catecol-O-
metiltransférase (COMT), e do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF), cujo papel
tem importante correlagdo com a proxima teoria aqui elencada com alteracdo do fator
neurotrofico, como veremos a seguir (MILLER et al., 2009; ARAUJO, 2018).

1.2.3 Alteragdes no fator neurotrofico e seus receptores

Os fatores neurotréficos sdo proteinas reguladores da neurogénese, diferenciacéo
neural, plasticidade e morte celular. A reducdo desses fatores em determinadas areas
cerebrais parecem ser um dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na depressdo
associada ao estresse. J& que o estresse aparece como principal fator desencadeador da
desregulacdo neurogénica, com reducdo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BNDF)
por excesso de glicocorticoides, um dos principais mecanismos da neuroinflamacéo, assim
alteram 0s mecanismos transcricionais normais nas regides limbicas, levando a reducéo de
arborizacdo dendridica. Essa é uma regido responsavel processamento de emocdes e
cognicdo, sua atrofia resulta em distarbios do humor (BERTON; NESTLER, 2006;
PALLAVI et al., 2013; POSSAMAI, 2013; BUMB et al., 2015; BILGEN et al., 2014;
BUS;MOLENDIJK, 2016; ARAUJO, 2018).

1.2.4 Desregulacao da via do 0xido nitrico

O Oxido nitrico como elemento da fisiopatologia da depressdo vem sendo
estudado desde 1996, quando Finkel e colaboradores usaram em seu experimento a
paroxetina como inibidor seletivo da recaptagéo de serotonina (ISRS) e perceberam seu efeito
sobre a enzima responsavel pela sintese de NO a partir de L-arginina (ARAUJO, 2018).

Foi constatado, entdo, sua capacidade de difusdo livre através das membranas
celulares (ndo sendo armazenado em vesiculas sinapticas e liberado por exocitose) e sua
multiplicidade de alvos, participa de diversos processos fisioldgicos do organismo, como na
neurotransmissao, plasticidade sinaptica, processos associados a aprendizagem, percepcao
da dor, agressividade e depressdo (DHIR; KULKAMI, 2011). Além disso, tem um papel
importante na cascata do estresse oxidativo.
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1.2.5 Neuroinflamacéo e estresse oxidativo

Ocorre por meio de um estado inflamatorio sistémico retroalimentada pelos
hormonios e catecolaminas que desencadeia, entre outros efeitos, a produgdo de citocinas
como IL-6,TNF- a e IL-1 B, que reforcam e intensifica o estado inflamatério, além de
desencadear ativacdo da microglia e gerar sintomas como stress, fadiga, depressao
(BACELAR JUNIOR, A. J et al. 2016), como sera abordado mais detalhado a seguir.

O estresse oxidativo é um dos mecanismos do estado pré-inflamatério definido
como desequilibrio entre agentes pré-oxidantes e antioxidantes, no qual o desbalanco pode
levar a producdo de radicais livres (RL) que sdo produtos instaveis, e podem se ligar a
diversas células, incluindo os neurbnios levando a um processo de neuroinflamacéo
impactando no processo de adoecimento na depressao (BIRBEN et al., 2012; PALTA et al.,
2014; LUSHCHAK, 2014; LIGUORI et al., 2018; HAN et al., 2018).

1.2.6 Desregulagéo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal

O eixo HPA tem como um dos principais produtos finais a producdo de
glicocorticoide, horménios que tém sido, comumente, vistos na patogénese da depressao
associada ao estresse. Essa via € mantida pela alteracdo dos receptores de glicocorticoides
(RG) que geram deficiéncia de feedback negativo do eixo pelos corticoides circulantes, o
que desencadeia uma gama de cascatas intracelulares, que levam, entre outas reagdes, a
ativacdo da microglia, células responsaveis pela defesa neural, aumentando a ativacdo de
proteinas pré-inflamatoérias (JURUENA et al., 2004; SWAAB et al. , 2005; YU et al., 2008;
STERNER; KALYNCHUK; STERNER, 2010; PEDRAZZOLI et al., 2019).

1.3 Relagdo depressao e estresse

O termo estresse pode ser definido como resposta fisiologica adaptativa, por meio
de uma percepcdo cognitiva de estimulo imprevisivel, culminando em uma resposta
comportamental que altera a homeostase. Uma exposi¢do cronica a esses estimulos pode
gerar consequéncias prejudiciais ao individuo (KOOLHAAS et al., 2011). Alguns estressores
da vida diaria apresentam um impacto importante na patogénese dos transtornos de humor,
principalmente no desencadeamento de quadros depressivos (TIMMERMANS et al., 2013;
SCHUCH et al., 2019).

21



Desse modo, o papel do estresse na fisiopatologia da depressdéo merece um
destaque especial, ja que cerca de 60% dos casos de episddios depressivos sdo precedidos
por exposicdo a estressores, especialmente estressores psicossociais (JURUENA, 2014).
Assim, o estresse, seja fisico, em decorréncia de comorbidades, ou psicolégico, como
rupturas, traumas psicoldgicos e dificuldades situacionais, tem papel fundamental, seja como
um fator desencadeador ou agravante da doenca (VISMARI et al., 2008; KRISHNAN,;
NESTLER, 2008). E importante retomar que a vulnerabilidade a depressio é parcialmente
genética e fatores ndo genéticos também exercem influéncia e interagem de forma complexa
na patologia da depressao (BAGOT et al., 2014; HAN et al.,2016).

A desregulacdo imune central transpassa entre a génese e a consequéncia da
depressao. Isso ocorre devido a acdo de alguns fatores ja citados que desencadeiam a ativacao
da microglia, células responsaveis pela defesa no caso de lesdo ou infeccdo, por meio de
liberacdo de uma gama de moléculas que, dependendo do estimulo inicial, podem ser tréficas
ou citotdxicas. Assim, ocorre a liberagdo adicional de citocinas inflamatérias o que diminui
a plasticidade celular (DUMAN; MONTEGGIA, 2006), como sera aprofundando a seguir.

1.3.1 Estresse: estado pré-inflamatorio sistémico e seus impactos no Sistema Nervoso

Central

O eixo Hipofise-Pituitaria-Adrenal (HPA), didaticamente, possui duas categorias de
mecanismos de resposta ao estresse: a estimulacdo do sistema nervoso autdnomo (SNA) e a
producéo de cortisol. Diversos estudos apontam que a desregulacdo desse eixo desempenha
um papel central na patogénese da depressao (WILLNER, et al. 2013), pois incorpora as
funcBes neuroldgicas e estimulos sensoriais a funcdo enddcrina e respostas imunoldgicas,
inflamatoria e oxidava, sendo o principal sistema que ajuda o individuo a lidar com eventos
estressantes, além de ter um importante papel sobre o encéfalo (BERTON; NESTLER, 2006;
HERBERT et al., 2006; PARIANTE; LIGHTMAN, 2008).

1.3.1.1 Sistema Nervos Autbnomo

O SNA é responsavel pelo estimulo agudo, capaz de provocar alteracdes rapidas
diante de uma situacdo de luta ou fuga. A adrenalina e a noradrenalina séo as principais
catecolaminas envolvidas na regulagéo da resposta ao estresse pelo SNA, exercendo efeitos

na funcdo cardiovascular, no metabolismo energético e em muitos outros processos
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fisiologicos dependo do estimulo e do receptor envolvido (CARRASCO et al., 2003;
ULRICH-LAI et al., 2009; PEREIRA; RIBEIRO, 2017).

O estresse promove estimulo ao eixo HPA que, pelo hormonio
adrenocorticotrofico, desencadeia tanto producéo de cortisol pelo cortex da glandula adrenal
assim como a produgéo de catecolaminas como a adrenalina pela medula dessa glandula. A
cronificacdo do estresse além de promover uma maior estimulagdo do eixo, leva a uma
exaustdo metabolica, oxidacdo das catecolaminas, desgaste de oxigénio e producdo de
espécies reativas de oxigénio (JURUENA et al., 2004; PEREIRA; RIBEIRO, 2017).

Os 6rgdos linfoides também parecem sofre acdo do estresse por meio do SNA,
pois sdo inervados por fibras nervosas noradrenérgicas onde ha produgédo de norepinefrina,
substancia P e outros neurotransmissores nas jungdes neuroefetoras. Estimulam a producéo
da medula 0ssea e a liberacdo de células mieloides (por exemplo, mondcitos) que entram na
periferia onde encontram problemas moleculares associados ao dano induzido pelo estresse
(MILLER etal., 2016). Somado a isso, o sistema parassimpatico, via 0 nervo vago, contribui
para a conexao bidirecional entre o cérebro e o sistema imunoldgico. Por meio dessas vias,
0s sistemas nervoso e enddcrino podem exercer um efeito direto sobre o sistema imunolégico
(PEREIRA; RIBEIRO, 2017).

1.3.1.2 Eixo Hipofise-Pituitaria-Adrenal e producéo de glicocorticoides

A acdo dos glicocorticoides no organismo parecem seguir duas categorias de
mecanismos. Uma esta relacionada ao local de atuacdo do cortisol, o qual tem acdo anti-
inflamatoria sistémica e uma acdo pro-inflamatoria neural. Outra categoria seria seu tempo
de resposta, que se relaciona com sua liberacdo diaria (basal), sua resposta a um estimulo
agudo, ou, ainda, sua resposta a cronificacdo desse estimulo, levando a um desbalanco do
feedback negativo do eixo (CONSTANZO, 2014).

No estimulo basal uma das principais caracteristicas do cortisol é sua natureza
pulsatil e seu padrdo didrio. Sua secrecdo, pela zona fasciculada, é regulada pelo eixo
hipotalamo-hipofisario, onde o ndcleo paraventricular do hipotalamo secreta horménios
liberadores de corticotrofina (CRH), que na hipdfise anterior promove a liberacdo do
hormonio adrenocorticotréfico (ACTH), atuando no cértex da glandula adrenal promovendo
a sintese e liberacdo de glicocorticoides, como, por exemplo, do cortisol em humanos e do

corticosterona em roedores. Possuem grande afinidade pelos receptores de corticosteroides,
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sendo ocupados mesmo em niveis baixos (GONCHAROVA, 2013; FILHO, 2014;
COSTANZO, 2014).

Na situacdo de um a resposta sistémica ha um aumento imediato e acentuado da
secrecdo de ACTH pela hipdfise anterior, seguido, minutos depois, por grande aumento da
secrecdo adrenocortical de cortisol. Cujo objetivo é o bloqueio da maior parte dos fatores que
favorecem a inflamagdo e garantir subsidios para regeneracdo tecidual, por meio da na
inativacdo ou remocdo de produtos inflamatorios, mobilizacdo de aminoacidos, do estimulo
da gliconeogénese e disponibilidade de acidos graxos para a producdo de energia celular
(AGUILERA et al., 2007; HALL, 2017).

Para o retorno aos niveis basais, o corpo comanda uma retroalimentacéo negativa
no eixo hipotalamo-hipdfise, onde o cortisol inibe diretamente a secrecdo de CRH do
hipotdlamo, e indiretamente, a secrecdo de CRH, pelos efeitos sobre 0s neurdnios do
hipocampo, que fazem sinapse no hipotalamo, que por sua vez inibe adenohipdfise,
resultando em inibicao da secrecdo de ACTH (CONSTANZO, 2014).

Porém, devido a uma ampla variedade de estressores do cotidiano ativarem o eixo
HPA a produzir de glicocorticoide, este fica cronicamente elevado fazendo com que os
mecanismos de controle inibitdrio sejam interrompidos e vias alimentagdo do circuito sejam
reforcadas. Esse desbalcando ocorre, geralmente, pela anormalidade das respostas dos
receptores a alta producéo de corticoide e pelo feedback positivo das catecolaminas no eixo
(JURUENA et al., 2004).

De modo geral os glicocorticoides mediam suas a¢@es, incluindo a regulacéo do
feedback do eixo HPA, por meio de dois subtipos de receptores de corticosteroide
intracelular: receptor mineralocorticoide (RM) e Receptor glicocorticoide (RG). O RM tem
alta afinidade pelos corticosteroides enddgenos, desempenhando papel na regulacdo das
flutuacBes circadianas desses horménios. O RG possui uma menor afinidade pelos
corticosteroides endogenos. Portanto, acredita-se que o RG seja mais importante na
regulacdo da resposta ao estresse quando os niveis enddgenos de glicocorticoides estdo altos
(JURUENA et al., 2004 ULRICH-LAI et al., 2009; FILHO, 2014; XU et al., 2019).

O RG inativado encontra-se no citoplasma associado ao complexo de proteinas
chaperones. Quando acoplado ao esteroide, dissocia-se das chaperones e transloca-se para o
nucleo, onde pode acoplar-se aos elementos de resposta glicocorticoide (ERGs) no DNA ou
interagir com outros fatores de transcrigdo, onde podem designar uma regulagéo de feedback

negativo aos genes aos quais estdo acoplados (JURUENA et al., 2004).
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Apesar de possuirem uma baixa afinidade com os glicocorticoides, os RGs tém
uma alta capacidade para sinalizar seu aumento e cessar a sua producdo em periodos de
estresse agudo. De modo anormal, o estresse cronico parece esgotar as reservas de RG no
nivel limbico-hipocampal. Esse mecanismo o0 torna mais resisténcia ao cortisol, reduzindo
sua capacidade de sinalizacdo, podendo levar superproducdo de glicocorticoides
indefinidamente (JURUENA et al., 2004; MARZZNI, 2018).

O mais curioso dessa hipercortisolemia ¢ o fato de que os pacientes com
depressdo decorrente de estresse cronico ndo exibem tipicamente os sintomas fisicos desse
excesso, sugerindo que os RGs periféricos possam também ser anormais ou insensiveis. Um
dos impactos dessa alteracdo sistémica dos receptores € a perda da fungéo de supressdo imune
tipica do corticoides, habilitando os linfocitos e outras células inflamatérias a responderem
com menos intensidade aos glicocorticoides (JURUENA et al., 2004).

No cérebro, as alteracGes dos RG em exposicdo a excesso de glicocorticoides,
promovem além de sustentagdo do eixo HPA, cascatas de reacdes pro-inflamatérias que
levam a ativacdo da microglia, células responsaveis pela defesa neural, aumentando a
ativacdo de proteinas pro-apoptéticas, e consequente reducdo de fatores neurotroficos
(SWAAB et al., 2005; YU et al., 2008; STERNER; KALYNCHUK, 2010; PEDRAZZOLI
etal., 2019).

Desse modo, a alteracdo dos RG no SNC pode acarretar redugéo da taxa de
secrecdo de proteinas especificas e producdo de mediadores inflamatérios que podem causar
atrofia hipocampal e reducdo da producdo de monoaminas cerebrais (MALYKHIN;
COUPLAND, 2015), apresentando-se sintomaticamente com auséncia de prazer, fadiga,
perda de apetite e libido, hipersensibilidade a dor, entre outros, culminando na depresséo
(TSIGOS et al., 2002; MILLER et al., 2009; JOELS; BARAM 2009; SOUZA, 2018).

Diversos estudos confirmam essas hipdteses, demonstrando que a concentracdo
de glicocorticoides parece esta elevada em mais de 50% dos pacientes depressivos
(NESTLER et al., 2002), evidenciado por aumento do cortisol livre urinario, elevacdo dos
niveis de CRH em liquido cefalorraquidiano, auséncia de liberacdo pulsatil e uma diminuicao
da supressdo do cortisol por dexametasona. Algumas condi¢fes das quais puderam ser
revertidas por tratamento com antidepressivos, demonstrando a existéncia de correlagéo entre
as vias (NESTLER et al., 2002; SOUTHWICK, et al., 2005; STERNER; KALYNCHUK,
2010; ARAUJO, 2018).

Além disso, alguns estudos de imagem demonstraram uma hipertrofia das

adrenais associado a uma hiperatividade do sistema nervoso simpatico, reducdo das
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catecolaminas cerebrais e sustentagdo dos niveis plasmaticos de cortisol. Além disso, 0s
pacientes depressivos cursaram com reducdo no volume do coértex pré-frontal e do
hipocampo, demonstrando que o estresse pode levar a atrofia e morte dos neurbnios
hipocampais e, também, a reducdo da neurogénese (FILHO, 2014; SILVA, 2015).

Lembrando que o hipocampo e o cortex pré-frontal participam de funcdes
importantes como memodria, aprendizado, atencdo e impulsos, tomada de decisdes, bem como
modulacdo autondmica e enddcrina de resposta ao estresse. Nesse sentido, sugere-se que
alteragdes funcionais nestas areas parecem favorecer o desenvolvimento de transtornos
mentais, como ansiedade e depressdo. Além de mediar aspectos cognitivos da depressao
decorrente do estresse, tais como deficiéncias de memoria e sentimento de culpa,
desesperanca e suicidio (CZEH et al., 2008; HOLMES; WELLMAN, 2009; OLIVEIRA,
2019)

1.3.1.3 Imunologia e producéo de citocinas

No estado fisioldgico, a producéo de citocinas e suas concentrac¢des na circulacao
sdo geralmente baixas. Porém, quando ha uma agressdo ao corpo hd uma cascata de respostas
imunes que eleva a producdo de interleucinas (IL) e outras citocinas. As principais citocinas
pré-inflamatorias sdo as IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, o Fator de necrose tumoral (TNF-a) e
Interferon gama (IFN- y) que promovem inflamagdo por meio de ativagdo dos macrofagos,
células T e células B, células NK, proliferacdo e secre¢do de imunoglobulinas em prol da
eliminacdo da agressao e na resolucdo do processo (FAROOQ et al., 2017).

No caso do estresse essa cascata € desencadeada pelos proprios horménios e
catecolaminas circulantes. Como 0 organismo ndo consegue eliminar o agressor, ha
persisténcia da resposta, o que pode ocasionar uma progressdo na inflamacéo, causando um
estado inflamatério sistémico, fendbmeno de baixa intensidade, assintomético, cronico e
sistémico. Citocinas como IL-6, TNF- a e IL-1 B, mudangas no nimero e na fungdo das
células do sistema imune inato, além de alteragdo na expressdo e sinalizagdo dos receptores
de reconhecimento padrao parecem estar no cerne dessa cascata (SIQUEIRA et al., 2016).

No cérebro, as citocinas sdo responsaveis pela ativacdo neuroendocrina e
neuronal. Elas regulam o crescimento e a proliferacdo das células gliais, modulam a atividade
dos peptideos opidides endogenos e ativam o eixo HPA. Além disso, podem afetar o

metabolismo dos sistemas noradrenérgico, serotoninérgico e dopaminérgico. Assim,
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produzem diversas alteragdes comportamentais compativeis com a depressdo (MARZZNI,
2018).

Para que ocorra neuroinflamcdo, o processo inflamatorio pode ter origem no
sistema nervoso central (SNC) e/ou sistema nervoso periférico (SNP) e se propagar para o
SNC. Assim algumas das rotas de propagacdo séo a barreira hemato-encefélica, o nervo vago,
o0 sistema linfatico, e a principal via de producdo pelo SNC sdo as células da micréglia
(MARZZNI, 2018).

Assim, as citocinas chegam no SNC atraveés da barreira hemato-encefélica
enfraquecida ou ausente (como ocorre nos 6rgaos circumventriculares e plexo coroide), ou
ainda, por meio do nervo vago onde as citocinas periféricas podem se ligar aos receptores
nas células do paraganglios, ativando a regido do cortex cerebral onde o vago se projeta, no
nucleo do trato solitario, ou pelo sistema linfatico que perpassam os seios durais responsaveis
por transportar as células imunoldgicas (LOUVEAU et al., 2015).

Apos a entrada no SNC, as citocinas podem propagar 0 mecanismo por meio de
efeitos nos neurbnios produtores de hormoénio liberador de corticotrofina, causando
manutencdo do eixo HPA e o estresse sistémico, ou podem atuar nas células endoteliais da
vasculatura cerebral ou, ainda, nas células gliais nos o6rgéos circum ventriculares, induzindo
a sintese e a liberacdo de mensageiros secundarios que, por sua vez, ativam os neurdnios do
hipotalamo, levando a neuroinflamagcdo (MARZZNI, 2018).

A micrdglia é considerada um dos principais sistemas de defesa do SNC,
compondo cerca de 16% das células cerebrais. Tem papel semelhante aos macréfagos no
SNC, possuindo fungBes importantes como monitoramento de sinapses, recolhimento de
células apoptdticas, entre outras. Sua ativacdo, em situacOes patoldgicas, resulta apresentacdo
de antigenos, producdo de fatores citotdxicos e neurotréficos e fagocitose de substancias
indesejadas (SIQUEIRA, 2016)

No estresse, a capacidade de discriminar neurdnios viaveis de invidveis parecem
esta alteradas, levando a fagocitose de neur6nios viaveis e liberacdo de conteudo intracelular,
como glutamato, alterando microambiente neural, esse processo leva ainda mais producéo de
citocinas pro-inflamatorias e liberacdo de TNF-a, que podem causar uma ativagao citotoxica
e gera destruicdo de sinapses e dendrito, acarretando em doencas neurodegenerativas.
(POCOCK; KETTENMANN, 2007; NEHER et al., 2013).

O estado de ativagdo da micréglia pode ser desencadeado por dois subtipos de
receptores com acdes distintas: classicamente ativado (subtipo M1) e alternativamente
ativado (subtipo M2) (SAIJO; GLASS, 2011). O fendtipo M1 esta primariamente associado
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a uma elevada expressdo de niveis de citocinas pro inflamatérias como IL-1p, TNF-a, IL-6
e atracdo de células mieldides para o cérebro e com a indugéo de neurodegeneracgéo, enquanto
que o fenotipo M2 pode estar relacionado ao reparo tecidual ou a um estado de regulacéo,
com producdo de citocinas anti-inflamatoérias como TGFp e IL-10 (MILLER et al., 2016;
PANAGIOTAKOPOULOU et al., 2019).

No cérebro cada citocina é capaz de modular uma acdo diferente. A IL-2, por
exemplo, pode diminuir a transmissao de norepinefrina e a transmissao dopaminérgica na
area nigroestriatal (MARZZNI, 2018) e ainda tem a capacidade de induzir o desenvolvimento
e propagacdo de linfocitos T e células B, estimula a producdo de algumas citocinas, tais
como, INF-y e TNF-B com conseguinte estimulagdo de monocitos, neutrofilos e células
natural killer (NK). A IL-8 proporciona uma sensac¢ao algica enviada pelo sistema nervoso
simpatico (BACELAR JUNIOR et al., 2016).

As citocinas IL-6, IL-1 B e TNF- a relacionam o estresse sisttmico cronico a
neuroinflamacdo. A IL-6, por exemplo, relaciona-se com hipersensibilidade a dor (FAROOQ
et al., 2017). A IL-1p, por sua vez, refor¢ca a inflamacdo sistémica pela producdo de
prostaglandina E2 no hipotalamo, comanda a formacéo de substancia-P (SP), a producéo de
Oxido nitrico e promove adesdo endotelial. Além disso se caracteriza como mediador
inflamatorio primario, estimulando o fator de transcri¢do nuclear kappa B (NFkB), que atua
na resposta imunoldgica, provoca a formacéo de IL-8, INF-y , em conjunto com 0 TNF-a,
ocasionam sintomas como estresse, fadiga, depressdo (BACELAR JUNIOR et al., 2016;
LEE; GIULIANI, 2019).

O TNF-a tém sido foco de diversas pesquisas pois tem se mostrado uma citocina
participante de varios processos da neuroinflamagéo. E capaz de desencadear a apoptose pela
ativacdo micrdglia por meio de receptor TNF-R1 que desencadeia acdo estimulo a cascata de
caspase que induz a condensacdo e fragmentacdo nuclear e consequente apoptose, além de
clivar o receptor de glicocorticoide, contribuindo para a resisténcia aos glicocorticoides
(BACELAR JUNIOR et al., 2016). Somado a isso, parece ter impacto significativo na
disponibilidade extracelular receptor de serotonina pela ativacdo dos astrdcitos, o que afeta a
taxa de rotatividade desses neurotransmissores, resultando em uma diminuicdo de serotonina
total do cérebro (MALYNN et al., 2013).

As citocinas podem afetar o metabolismo e a disponibilidade das monoaminas
por diferentes mecanismos, sendo um deles 0 aumento da a expressao e a fungdo das bombas
de recaptacéo pré-sinaptica, ou pela reducédo da sintese de monoamina através da reducéo de

cofatores enziméticos ou ainda pela reducdo a disponibilidade de triptofano para a sintese de
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serotonina, dopamina e norepinefrina ou ainda por aumentar a metabolizacéo de triptofano
em acido quinolinico, uma substancia neurotdxica e pré-inflamatéria implicada em
transtornos neurodegenerativos. O acido quinolinico é também um agonista de receptores N-
metil D-aspartato (NMDA) que prejudica o feedback negativo dos glicocorticoides e causa
atrofia hipocampal e perda de receptores de glicocorticoides (MARZZNI, 2018).

A reacgdo inflamatdria mediada por citocinas ainda perpassa pelo recrutamento
de leucacitos. Os neutrofilos sdo leucdcitos que desempenhando um papel fundamental na
imunidade inata. Normalmente, degranulam no local de patdgenos para que haja progressao
para cura da doenca. Mas qualquer expressdo incomum, principalmente, de estresse
oxidativo, a partir de peréxido de hidrogénio (H202), parece ser capaz de desencadear a
liberacdo de mieloperoxidase (MPO) pelos neutrofilos ativados, conduzindo a formacéo de
acidos letais ao microambiente (KHAN et al., 2018).

No cérebro a mieloperoxidase também gera intermediarios reativos que
estimulam a peroxidagdo lipidica. Também ha producdo de acido, em especial o &cido
hipocloroso (HOCI-), um composto extremamente reativo e toxico para as células neurais,
estando envolvido em varias doencas neurodegenerativas, incluindo depressao. Ainda é
capaz de ativar o sistema pro-inflamatorio central (astrocitos e microglia) a produzir IL-1,
IL-6, IL-8, IFN-y e comanda estimulo para células inflamatdrias periféricas fazendo com que
haja um ciclo de manutencg&o do estado inflamatorio (ROMAN et al, 2008; CRUZ; CAMPA,
2009; RAY et al., 2016).

Curiosamente, o parénquima cerebral normal raramente expressa MPO, mas a
microglia ramificada ativada esta ligada a niveis mais altos de MPO enzimaticamente ativo
em cérebros doentes. Desse modo a enzima mieloperoxidase torna-se um biomarcador
importante no reconhecimento de doencas inflamatorias e neurodegenerativas, pois
possibilita demonstrar o componente inflamatério de forma quantitativa (BRADLEY et al.,
1995; CRUZ; CAMPA, 2009; RAY et al., 2016; KHAN et al., 2018; MARZZNI, 2018).

A relagéo entre depressao e inflamacao pode ser ratificada por meio de diversos
estudos clinicos relacionados a alta incidéncia de depressdo em pacientes tratados com
citocinas, como, por exemplo, o uso de INF-o ou IFN- y usado no combate a infec¢des ¢
alguns tipos de cénceres (RAISON et al., 2005). Somado a isto, Filho (2014) também
verificou o aumento nos niveis de diversas citocinas principalmente as IL-1, IL-6, TNF-a. em
adultos depressivos, tendo seus valores restaurados aos niveis basais ap6s incremento de
terapia antidepressiva. E tendo ainda, relacdo com estresse social em humanos, resultando na

ativacdo do eixo HPA e suas consequéncias metabolicas, como diabetes mellitus e doenca
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cardiaca coronarianas. E estando também elevados em paciente com transtornos pos-
traumatico (CHOPRA et al., 2011; BACELAR JUNIOR et al., 2016; ARAUJO, 2018).

Além disso, IL-1B também se apresentou elevada em pacientes deprimidos e
previamente ndo medicados apresentavam concentracfes mais altas de citocina pro-
inflamatoéria. Outro estudo constatou um aumento proporcional de IL-1p gravidade da
depressdo, principalmente em pacientes com ideagéo suicida. E também estava aumentada
em pacientes com sintomas de depressdo pos-parto. Estudos de imagem correlacionaram o
aumento dessa citocina e diminuicdo na proliferagdo de células do hipocampo (BACELAR
JUNIOR et al., 2016; FAROOQ et al., 2017)

Outros estudos ainda mostraram um aumento no nimero de leucdécitos e MPO;
elevacdo na concentracao plasmatica de proteinas de fase aguda (como a proteina C reativa);
diminuicdo na resposta celular a mitdégenos; reducao do numero de linfocitos e da atividade
de células NK; alteracdo na expressdo de antigenos associado a depressao (SELEK et al.,
2015; MARZZNI, 2018).

Desse modo, uma vez no cérebro, a resposta inflamatoria pode afetar as vias
metabdlicas e moleculares que influenciam os sistemas de neurotransmissores que podem
afetar os neurocircuitos que regulam o comportamento, especialmente comportamentos
relevantes a diminuicdo da motivacdo (anedonia), prevencdo e alarme (ansiedade), que
caracterizam varios disturbios neuropsiquiatricos, incluindo depressdo (MILLER et al.,
2009; KIM et al., 2007; DANTZER; KELLEY, 2007; LEONARD; MAES, 2012; MILLER
et al., 2016).

1.3.1.4 Estresse Oxidativo e Mecanismo antioxidantes

O desequilibrio entre agentes pré-oxidantes e antioxidantes tem como resultado
a producdo de espécies reativas de nitrogénio (ERNS) ou/e espécies reativas de oxigénio
(EROs), produtos que compGem um processo normal no metabolismo aerdbio das
mitocondrias que resultam em producdo de radicais livres. Os radicais superoxido ou radicais
hidroxila, sdo moléculas extremamente reativas, pois conttm um ou mais elétrons nao
pareados, com capacidade de retirar elétrons de outros compostos celulares em busca da
estabilidade (BIRBEN et al., 2012; BLACK et al., 2015; PALTA et al., 2014;
ROBACZEWSKA et al., 2016; HAN et al., 2018).

Desse modo, em condicdes fisioldgicas, EROs funcionam como importantes

sinalizadores intracelulares e, em concentracGes baixas, sdo essenciais para a regulacdo da
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autofagia, modulagdo da resposta imune, proliferagdo celular e inducdo adequada da
plasticidade sinéptica e formacdo de memdria. Embora essenciais para a sobrevivéncia, estes
processos podem ser ativados impropriamente causando lesfes aos neurdnios por combina-
se com células enddgenas levando a dano estrutural aos lipidios (principal constituinte das
membranas), proteinas e DNA, podendo resultar em morte celular, principalmente quando
somado a isso h& diminuicdo das defesas antioxidantes e promovendo a neurodegeneracao
(CHOPRA et al., 2011; PALTA, et al. 2014; BLACK, et al. 2015).

Mas, de modo geral, essas lesbes ndo ocorrem ja que existe um sistema de
equilibrio antioxidante capaz de neutralizar as EROs e ERNs produzidas. Estes agentes
antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos, dentre os quais se destacam a enzima
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e glutationa
peroxidase (GPx), e ndo enzimaticos, como a glutationa reduzida (GSH) (BIRBEN et al.,
2012; PALTA et al., 2014).

A glutationa pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema
de defesa antioxidante da célula. E formada no figado a partir de glicina, glutamina e cisteina,
catalisados pela y-glutamil-cisteina-sintetase e pela glutationa-sintetase e distribuida atraves
da circulagdo sanguinea. Na célula a glutationa reduzida (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-
glicina) pode sofrer oxidacdo pela agdo enzimatica da glutationa redutase e torna-se
glutationa oxidada (GSSG), um composto toxico para o meio intracelular (BIRBEN et al.,
2012; MAES et al., 2011; FREITAS et al., 2014).

A GSH em sua forma reduzida possui iniUmeras funcbes metabdlicas como
reacOes de biorreducdo, protecdo contra radicais livres, processos de transporte,
intensificador imunoldgico por meio da producgédo de glébulos brancos, destoxitificacdo de
xenobioticos e toxicos endogenos como enxofre, metabolismo do nitrogénio, entre outros,
mas destaca-se pelo seu alto poder antioxidante. Assim, a resisténcia celular contra a lesdo
oxidativa esta associada com elevados niveis intracelulares de glutationa reduzida, o que tem
sido alvo de muitos estudos (HUBER et al., 2008; CRUZ, 2016).

Diversos mecanismos sdo propostos para explicar a sensibilidade do SNC a ao
estresse oxidativo como a degradacdo de neurotransmissores, a ativacao das células da glia,
o0 alto consumo de oxigénio pelas células neurais, a alta prevaléncia de ferro e cobre
envolvidos em diversas reacdes de neurotransmissdo, a abundancia de &cidos graxos
insaturados entre outros. Condicdes que fazem das células nervosas carentes de defesas
antioxidantes, resultando em destruicdo oxidava dos neurdnios que, por sua vez, libera restos

celulares no microambiente que sdo passiveis de oxidacao, desencadeando um ciclo vicioso,
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capaz de levar a e neurodegeneracdo (LLESUY, 2002; HALLIWELL, 2006; FREITAS et
al., 2014; PALTA et al., 2014).

Um exemplo desse mecanismo é oxidacdo de neurotransmissores. De modo
geral, a oxidagdo dos neurotransmissores ocorre por meio da enzima monoamina oxidase
(MAO), reagem com O2 gerando o anion radical superdxido (O2¢-), peroxido de hidrogénio
(H202) e quinonas e semiquinonas reativas, que em situacdes fisiologicas sdo neutralizadas
pela glutationa (GSH), mas de modo crénico podem levar ao esgotamento dessa substancia
(MOURA, 2012).

O glutamato, por exemplo, € um dos principais neurotransmissores no cérebro
e esta susceptivel a diversas desregulagdes. Situacdes pelas quais o glutamato pode se
acumular na fenda sindptica e desencadeiam a despolarizacdo excessiva do neurdnio pés-
sinaptico e, consequentemente, distdrbios da homeostasia idnica e energética, ativacdo de
enzimas liticas mediada por Ca+2, geracdo de radicais livres, lesdo mitocondrial e edema
osmatico, podendo levar a lise celular e morte, que por sua vez leva a mais liberacdo de
glutamato,resultando na ativacao da fosfolipase A2 e da 6xido nitrico sintase (NOS) neuronal
e a liberacdo de &cidos graxos e producado elevada de 6xido nitrico (NO+) (BARBOSA et al.,
2010).

As celulas da glia, como a microglia, parecem contribuir com esse processo por
migrar para &reas danificadas e produzir superoxido (O2+-), perdxido de hidrogénio (H202)
e NO-3, além de liberar citocinas, como ja visto (POCOCK; KETTENMANN, 2007). Os
astrocitos € uma das principais células de defesa antioxidante no tecido nervoso. Mas, por
vezes, acabam contribuido para o processo oxidativo, pois sdo mais vulneraveis a
desbalancos metabdlicos e mitocondriais. Sua capacidade de sequestrar espécies reativas de
oxigénio (EROs) é reduzida devido a diminuicdo na liberacdo de enzimas antioxidantes.
Desse modo, a capacidade de regular os niveis neurotransmissores na fenda sinaptica,
importante funcdo astrocitaria fica prejudicada. Esse processo é caracterizado pela elevacéo
da concentragdo de glutamato extracelular e estimulacdo excessiva de receptores de
glutamato, conhecido como excitotoxicidade do glutamato e responsavel por perda sinaptica
e morte neuronal (GOMES et al., 2013).

Outra maneira de incrementar a peroxidacéo lipidica € por meio do ion de ferro.
Presente em muitas areas do cérebro, estocado em sua maior parte na forma de ferritina e
uma parte menor, no sitio ativo de enzimas e no fluido cérebro espinhal, complexados a

transferrina, a qual se encontra totalmente saturada. Lesdes no cérebro prontamente resultam
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na liberacdo de ions ferro capazes de catalisar a formagdo de radical hidroxila (HOe), a
peroxidacdo lipidica e a oxidacdo de neurotransmissores (BARBOSA, 2008).

Os acidos graxos poli-insaturados das membranas neuronais compdem outro
substrato para oxidagdo, por meio da peroxidacdo lipidica, a qual resulta no acimulo de
hidroperoxidos de lipidio (LOOH). Estes podem ser degradados na presenca de ions de ferro
ou cobre gerando radicais alcoxila (LO¢) e peroxila (LOQOe¢). Os radicais LO* e LOO* podem
danificar proteinas de membrana e atacar outras moléculas de lipidio, propagando o processo
oxidativo. Os produtos finais da decomposi¢cdo de LOOH sé&o inimeros e incluem aldeidos
altamente citotoxicos, como dialdeido malénico (MDA), acroleina, 4-hidroxi-2-trans-
nonenal (HNE)1 e trans-2,4-decadienal (DDE) (FERREIRA, 1997; BARBOSA, 2008).

As espécies reativas de oxigénio cursam com uma meia-vida muito curta sendo
dificeis de medir diretamente. Em vez disso, o0 que pode ser medido sdo os varios produtos
dos danos produzidos pelo stress oxidativo, como exemplo, a peroxidacao lipidica, a
oxidacdo de DNA, oxidagdo de proteinas equilibrio antioxidante (PRYOR, 1991; MAES et
al., 2011; YOUSSEF et al., 2013; ROBACZEWSKA et al., 2016).

Assim, o MDA é um dos diversos produtos da decomposicédo de certos produtos
de peroxidacao lipidica. Os testes de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
medeiam a presenca de malondialdeido na amostra, bem como o MDA gerado a partir de
hidroperoxidos de lipidios pelas condicdes hidroliticas da reagdo. Sendo a analise do MDA
importante para se sugestionar um quantitativo de perdéxidos graxos (OAKES, 2003).

A associacdo entre estresse oxidativo a depressdo se fortifica por diversos
estudos. Um desses estudos aponta a correlacdo de efeitos antioxidantes aos antidepressivos,
no qual, diferentes classes de antidepressivos possuiam efeitos antioxidantes como um dos
mecanismos de acdo antidepressiva. Porém um dos entraves para o uso desses farmacos para
esse fim seriam sua toxidade e efeitos adversos, deixando ainda uma lacuna de como atingir
essa via de mecanismo antidepressivo de modo mais seguro (LI et al., 2000; KOLLA et al.,
2005; KUMAR et al., 2011; FREITAS et al., 2014).

Estudo sobre a sintese debilitada da glutationa estria implicado na etiologia de
algumas doencas neurodegenerativas tais como a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson,
depressdo entre outras (YANG et al., 2013). E que as o metabolismo energético e da
glutationa s&o as vias bioldgicas mais significativamente alteradas no modelo de depressdo
em ratos submetidos a estresse cronico moderado e imprevisivel (GIBSON et al., 2012).
Além disso o0 aumento de GSH também aumentou positivamente o nivel da citocina anti-

inflamatoria e reduziu os niveis das citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-1P),
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atenuando as alteracdes na atividade das metaloproteinases em astrécitos tratados in vitro
(BRAIDY,2019).

Outro estudo, dosou o estresse oxidativo por meio de concentragbes do
malondialdeido (MDA), foi entdo percebido que havia maior quantidade de MDA em
pacientes deprimidos em comparacdo com grupos controle saudaveis. Os niveis elevados de
MDA também tém sido identificados em pacientes com diagnostico de transtorno depressivo
recorrente, e as concentrac@es sdo ainda maiores em pacientes deprimidos com historico de
episodios recorrentes de depressdo, em comparagdo com os doentes que sofrem de seu
primeiro episodio (BACELAR JUNIOR et al., 2016)

Em vista disso, a preven¢do do desequilibrio entre a geracdo de radicais livres e
0 potencial antioxidante se mostrou importante para a reducao da ocorréncia ou exacerbacdo
da neuroinflamacéo, e consequentemente, da depressdo (HAN et al., 2016).

Alguns estudos aponto que a producdo e o desbalanco de EROs podem ser
controladas por meio do uso de substincias antioxidantes, que mesmo em pequenas
concentragdes possuem a funcao de inibir ou atrasar a oxidagéo de um substrato (IDELCHIK
et al., 2016). Sendo o sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico passivel de obtencédo

exogena, o que € o foco de muitas terapias alternativas como nesse estudo (MORAIS, 2018).

1.3.2 Estresse como um fendmeno sisttmico: uma relacéo entre inflamacéao, estresse

oxidativo hepatico e depressao

Embora 0s mecanismos exatos entre os distdrbios mentais e a inflamacédo e o
estresse oxidativo hepéatico ainda sejam obscuros, sabe-se que alguns mecanismos
congruéncias entre as vias desempenham um papel fundamental na producéo desses danos.
Dentre eles destacam-se: 0 metabolismo dos fosfolipidios, a lesdo oxidativa, a desregulacao
do eixo HPA e o desbalango dopaminérgico (BARIS, et al. 2010).

Para elucidar a teoria do metabolismo dos fosfolipidios e estresse oxidativo Jia,
Hong-Mei e colaboradores (2016), buscaram pesquisar pontos de interse¢do entre as vias
metabdlicas com potencial depressivo e injdria hepatica. Os fosfolipidios apresentaram papel
importante, pois desempenham funcdo estrutural basica nas membranas e atua como
substratos das reagdes. Como componente das biomembranas tem fungdo de proteger as
células e suas organelas do estresse oxidativo. Como substrato tem alta possibilidade de

sofrerem oxidacdo (YOUSSEF et al., 2013). Como resultado, apontaram um potencial de
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estresse oxidativo elevado no tecido, peroxidacéo lipidica, dano inflamatério da membrana
celular e até apoptose no figado.

O dano inflamatdrio da membrana ainda pode ser dosado por meio das enzimas
transaminase glutamico pirtvica (TGP) e transaminase glutamico oxalacética (TGO) pois
sdo liberadas no sangue, entre outras condi¢des, quando ha dano a membrana do hepatdcito
0 que contribui para o estresse oxidativo. Alguns estudos, porém, apontam que sua relacdo
ndo é direta ao processo oxidativo (PAKNEJAD et al., 2006).

Outra teoria seria por meio da ativacdo do eixo hipotdlamo-hip6fise-adrenal
(HPA), como visto, produzindo hipersecrecao de cortisol. O figado desempenha um papel
fundamental na adaptagdo da resposta neuroenddcrina ao estresse quando sua atividade
anabdlica fornece os compostos ricos em energia, como glicose e lipidios, necessarios para
que o corpo possa se adaptar (VASQUEZ et al., 2014).

No entanto, o estresse pode ter um efeito duplo (aumentando ou diminuindo)
sobre o processo inflamat6rio que ocorre no figado. A hipercortisolemia cronica induz a
producdo de mediadores inflamatérios por macréfagos estrelados, havendo sintese das
citocinas pro-inflamatérias IL-1, IL-6 e TNF-a. Sendo ratificada pela analise de cortisol in
situ no figado que também induziu a producéo de IL-6 e TNF-a por macréfagos estrelados,
promovendo estresse oxidativo e inflamacdo (HUANG et al., 2017; XUE et al., 2018; MATT
et al., 2019; BIRKL-TOEGLHOFER et al., 2019).

Somado a isso, esse eixo ainda contribui para deposicdo de tecido adiposo
visceral, fonte importe de liberacdo de citocinas inflamatorias como IL -1 e IL-6 e 0 TNF-a.
Essas anormalidades metabolicas desempenham um papel significativo no desenvolvimento
e progressdo da doenga hepética gordurosa ndo alcodlica . Assim, foi levantada a hipétese de
que problemas psicoldgicos estdo associados a disturbios metabolicos afetando 6rgdos extra-
hepaticos e vias reguladora via acimulo de gordura visceral (KOCHAR et al. 2018; JUNG
etal., 2019).

Alguns autores ainda relataram associacdo entre a gravidade da
depressao/ansiedade ao grau de lesdo hepatica. Assim, uma investigacdo com 567 pacientes
diagnosticados com esteatose hepatica ndo alcodlica, dentre eles 14% a 53% apresentavam
depressdo clinica ou subclinica, respectivamente. Como conclusdo apontou-se que a
depressdo tinha forte associacao a degeneracao (hidropica) dos hepatdcitos (ELWING, et. al,
2006; SURDEA-BLAGA; DUMITRASCU, 2011; YOUSSEF et al. 2013).

Ainda no que tange a inflamacdo, os neutrofilos e os macréfagos possuem um

papel importante nas lesdes hepaticas assim como ocorre na neuroinflamacao. Na esteato-
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hepatite alcodlica em seres humanos ou em modelos animais, por exemplo, a infiltracdo de
neutrofilos aumentam a granulopoiese, reducdo de producdo de fator de crescimento de
hepatdcitos, degradacdo do coladgeno e estresse oxidativo intracelular. Os macrofagos
estrelados ou células de Kupffer, por sua vez, também sintetizam MPO. A identificacao
dessas células no tecido hepatico comp6e um forte preditor de fibrose hepética e indicam
estresse oxidativo em curso (KHAN et al., 2018).

Uma terceira via elucidativa se refere a producéo e acdo da dopamina. Embora
seja um neurotransmissor, ela pode ser sintetizada na periferia, sendo responsavel por acdes
como estimulacdo dos receptores adrenérgicos com efeito inotrépico e estimulacdo de
receptores dopaminérgicos com aumento da resisténcia periférica e vasodilatagdo visceral,
coronariana e cerebral (BRESSEL, 2008).

De acordo com estudos anteriores, algumas células do figado séo capazes de
produzir dopamina, incluindo células dendriticas e células T reguladoras. As células T
reguladoras parecem ser capazes de estimular mediadores anti-inflamatorios, tanto no figado
como no cérebro. A producdo de glicocorticoide parece afetar drasticamente esse controle
enddgeno, desencadeando em ambos os 6rgdos, mecanismos distintos e colaborativo, de
deplecdo de dopamina e fatores anti-inflamatorios. Assim ha um refor¢co na producdo de
citocinas pré- inflamatdrias, adesdo celular, citotoxicidade e quimiotaxia que incrementam a
inflamacg&o hepética e neural (BESSER et al. 2005; COSENTINO et al. 2007), e afetam a
sinalizacdo dopaminérgica central e periférica (MILLER et al., 2016; PEREIRA, 2019,
MATT et al., 2019).

1.3.3 Estresse experimental no desenvolvimento da depressao

1.3.3.1 Protocolo de Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel (ECMI)

Como visto, a depressdo em humanos € uma juncdo de fatores enddgenos e
fatores exogenos, influenciada por eventos estressantes e traumaticos ao longo da vida,
acarretando, de modo cronico, em uma incapacidade de lidar com situagOes aversivas
(KLOET et al., 2005).

Assim, a maioria dos modelos depressivos em animais sdo baseados na exposicao
a uma variedade de estressores que tenta simular as exposicdes a estresse do cotidiano
humano. S&o conjuntos de estimulos aversivos cronicos e moderados baseados em estresses
agudo ou crdnico e ininterrupto (no minimo trés semanas e N0 Maximo seis semanas), por

meios de estimulos leves, moderados ou fortes, que s&o aplicados em combinacao de dois ou
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mais tipos de estressores, tornando-os imprevisiveis (WILLNER et al., 2005; CRYAN;
HOLMES, 2005).

Esse modelo experimental induz nos animais submetidos ao ECMI um
comportamento denominado anedonia, comportamento similar a depressdo do tipo
melancolia, que em humanos esta associado falta de reatividade, humor deprimido, tristeza,
perda de peso, insbnia, agitagdo psicomotora (WILLNER et al., 1987; POST;WARDEN,
2018). Estudos utilizando ECMI em ratos demonstraram comportamento depressivo,
manifestado por variacdo na ingestéo de alimentos (TANNENBAUM et al., 2002), perda de
peso corporal (WILLNER, 1997) e diminuicdo na atividade motora (STREKALOVA et al.,
2004), entre outros (MATTHEWS et al., 1995; BEKRIS, et al., 2005; JIN et al., 2019).

Uma exposicdo prolongada a eventos estressores resulta em alteracdes biologicas
e guimicas como aumento de oxidantes, ativacdo do SNA e do eixo HPA, liberagcdo de
citocinas pré-inflamatdrias e reducéo das reservas de antioxidantes. Desse modo, estresse
cronico e frustragdo crénica comumente induzem, em modelo animal, alteragdes
neurobioldgicas, as quais podem levar a depressdo (WILLNER, 2005).

A adaptabilidade é um dos quesitos que devem ser considerados na aplicacdo do
modelo. Estudos apontaram que a aplicagdo de um Unico tipo estressor de modo repetido
desencadeia aumento de comportamento estressor seguido por adaptagdo. Mas, quando 0s
animais sdo submetidos a estressores diferentes em momentos inesperados, cronicamente,
cursaram com comportamento estressado continuo e alta producéo de corticosterona que gera
toda cascata neuroinflamatoria citada (PAGLIARONE et al., 2016).

Desse modo, o modelo de depressdo experimental compde uma estratégia de
estudo dos aspectos neurobioldgicos da depressédo e sdo capazes de elucidar comportamentos,
vias neurais relacionadas ao transtorno, além de propiciar testes de novas alternativas

terapéuticas e seus mecanismos de acdo (WILLNER, 1997).
1.3.3.2 Teste comportamental

Como método comprobatdrio do estado de anedonia, em diversos estudos, foram
realizados testes de comportamento, como o Teste de Preferéncia a Sacarose (TPS). Uma das
caracteristicas de individuo deprimido, avaliado nesse teste, € o0 seu desinteresse por
atividades prazerosas, como o0 consumo de substancias adocicadas. Animais anedonicos,

assim como pessoas deprimidas, ndo tem esse prazer, logo ndo demonstram preferéncia entre
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agua ou sacarose. A similaridade do componente anedonico a esse estimulo torna o modelo
de preferéncia por sacarose valido (WILLNER, 2005; PENG et al., 2008; LIU et al., 2014).

1.4 Possibilidades Terapéuticas

A partir das hipoteses apontadas, 0 sucesso da terapia antidepressiva estaria
dependente da normalizacdo dos processos inflamatorios e da regulacdo da sinalizagdo
monoaminérgica, entre outros fatores que sdo alterados no estado pré-inflamatério de
estresse no cérebro (BORGES FILHO, 2014).

1.4.1 Eletroacupuntura
1.4.1.1 Medicina Tradicional Chinesa (MTC): Histéria da Acupuntura

A Medicina Tradicional Chinesa (MTC), se relaciona a um conjunto de praticas
medicinais em uso na China que ultrapassam varias geracoes. Seus relatos primordiais datam
cerca de dois mil anos antes de Cristo. Contam como base dos seus principios o equilibrio da
energia vital do corpo (chi ou gi) que se move pelo corpo através de canais, 0s meridianos,
cujas ramificacOes conectariam aos 6rgdos (CHUNG et al., 2007).

A base cientifica dessa medicina, foi desenvolvida a partir da medicina baseada
em evidéncias. Ela mescla os principios do yin/yang, da teoria dos cinco elementos e do
sistema de circulacdo da energia pelos meridianos do corpo humano e a apresentacfes
clinicas das afec¢es, tendo como base a fisiologia do organismo e sua interacdo com o
ambiente (CHONGHUO, 1993).

E impossivel, até entdo, determinar a data de surgimento da acupuntura. Alguns
achados apontam o uso da técnica era praticada na China ha mais de 5000 anos. Porém, o
primeiro texto, propriamente dito, data entre 475 e 221 a.C., encontrado no Tratado de
Medicina Interna do Imperador Amarelo (Nei Jing). Tornou-se famoso por trazer detalhes
sobre a técnica e seus fundamentos. Foi dividido em dois volumes onde o primeiro é
composto das técnicas de exame fisico e os fundamentos da MTC, enquanto o segundo
contém o diagnostico e tratamento (HONG, 2005).

A acupuntura chegou a Europa por volta do século XVI e XVII atraves de
missiondrios jesuitas vindos do Oriente. Em 1950 foram os primeiros passos do uso da
acupuntura com base cientifica e integracdo com a medicina tradicional. Na década seguinte,
ja houveram pesquisas utilizando anestesia com acupuntura. Porém, 1970 trouxe retrocessos

para seu uso, pois diante da explosdo demogréafica na China, foi autorizada a aplicacdo do



método por pessoas desqualificadas o que resultou em graves complicacdes, incluindo 6bitos.
Pouco tempo depois, o governo foi enfatico em a restringir seu uso aos médicos com
formacédo especializada, o que permitiu um maior aprofundamento e sistematizacdo do
método (HONGHUO, 1993). E desde 1979, a Organizagdo Mundial da Saide (OMS)
recomenda Acupuntura no tratamento de diversas condigdes clinica (WHO, 2013).

Além da China, o Brasil é o Unico pais do mundo, que conquistou trés marcos
fundamentais para a difusdo do uso acupuntura: a regulamentacdo como especialidade
médica (1995); a implementacdo em um servico publico de saude (1988); a obtencdo de
programa de residéncia médica de exceléncia (2002) (HONG, 2005; BRASIL, 2006; SOUSA
etal., 2017).

Atualmente, sendo realizados mais de 5 milhGes de sessdes de Acupuntura pelo
Sistema Unico de Satde — SUS. Demonstrando ser uma terapéutica cada vez mais difundida
e procurada pela populacdo, devido ao alivio de uma serie de sintomas, reducéo do uso de
diversas medicacgdes (como anti-inflamatdrios), e consequente melhoria na qualidade de vida
dos usuarios (BRASIL, 2006; SOUSA et al., 2017).

1.4.1.2 Relagdo Figado-Depressao

Para a MTC a etiologia dos transtornos mentais ocorre por meio de uma
desregulacdo das sete emocOes, que sdo alegria, raiva, preocupacdo, contemplacdo
(pensamento), tristeza, medo e choque. O excesso de qualquer uma das emocgGes pode gerar
mau funcionamento dos 6rgéos internos, resultando em transtorno mental. Por exemplo, raiva
excessiva danifica o figado, alegria excessiva danifica o coracdo, pensamento excessivo
danifica o bago, dor excessiva danifica o pulméo e medo excessivo danifica o rim (JUNMEI
etal., 2012).

Além disso, cada 6rgdo ainda tem categorias importantes que se correlacionam
com cinco tipos de manifestacdo clinica da depressao: agua, terra, fogo, metal e madeira.
(MACIOCIA, 1996). A depressédo do tipo madeira tem forte relacdo com manifestacoes
clinicas hepaticas, e se relaciona um perfil de rotina exaustivo, onde o individuo diante de
um fracasso subitamente perdem a motivacéo, o sentido de viver (CHONGHUO, 1993).

O figado, entre outros 6rgdos, tem forte relacdo com as atividades emocionais,
para a MTC, destacando-se o humor, a depressdo e a raiva. Logo, uma afeccdo do figado
geralmente é acompanhada de instabilidade emocional com depresséo e irritagdo. Como um

organismo ciclico, o inverso também é verdadeiro, uma depressdo prolongada pode
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enfraquecer o figado, levando a disturbios hepéticos e diminuicao da resisténcia as infeccdes
(MACIOCIA, 1996).

1.4.1.3 Acupontos

Os atuais estudos fisioldgicos da acupuntura sugerem que a acupuntura medeia
sinais que controlam as informagfes através de uma rede de canais interconectados
(meridianos), para restaurar a adaptabilidade e manter o equilibrio JUNMEI et al., 2012).

Para anatomia o0 acuponto pode ser definido como um ponto, de
aproximadamente 0,1-5 cm, com sensibilidade esponténea ao estimulo doloroso e/ou a
resisténcia elétrica reduzida proximo, principalmente, a penetracdo das fibras nervosas na
fascia muscular, mas também nas articulacbes e bainhas tendineas, vasos, nervos e septos
intramusculares, na ligacdo musculo-tendinea, (TAFFAREL, 2009). Sendo localizados cerca
de 309 pontos sobre terminagfes nervosas e 286 pontos localizados sobre os principais vasos
sanguineos, rodeados pelos Nervi vasorum, a inervacdo prépria dos vasos sanguineos
(CHAN, 1984). Ha ainda os pontos gatilhos (Trigger points, em inglés), sdo pontos de tensdo
localizados na musculatura, sensiveis ao toque e que condicionam o surgimento de sintomas
a distancia (HONG, 2005).

A pungdo de um acuponto gera um estimulo chamado DeQi, com sensacdo de
parestesia elétrica ou calor. Nos animais essa sensacdo pode apresentar-se com um leve
repuxo de pele ou tremor de cauda, associado a uma leve sonoléncia (HWANG;
EGERBACHER, 2006).

Para MTC a intercepcéo entre os meridianos do figado e do estado mental s&o os
acupontos E36 (Zusanli) e VB34 (Yanglingguan). Sendo, respectivamente usado, para
fortalecimento dos processos mentais (como na depressdo), propiciando forca e seguranca
para a liberacdo dos bloqueios emocionais (ROSS, 2003; JUNMEI et al. 2012) e 0 segundo
correlaciona a deficiéncia do xue (sangue) do figado e patologias hepaticas associado a
episddios depressivos grave (COSTA; PEREIRA, 2012).

Yun-Kyoung et al. (2006) demonstraram que a aplicacdo da acupuntura manual
no acuponto VB34 (Yanglingguan) reduz a toxicidade por tetracloreto de carbono (CCl4),
protegendo o tecido hepatico. O uso clinico desse acuponto também demonstrou beneficios
para tratamento da ictericia, hepatite aguda, doencas biliares, cirrose do figado e hipertensdo
(ROSS, 2003; JUNMEI et al. 2012).
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1.4.1.4 Neurofisiologia da acupuntura

Para entender algumas das a¢Bes da acupuntura no organismo, é importante
destacar os mecanismos de modulagcdo da dor. A teoria da comporta, € uma das teorias
pioneiras, descrita por Melzack e Wall, em 1965, compreende o aumento do fluxo de
impulsos nervosos das fibras periféricas pelo corpo posterior da substancia cinzenta da
medula espinhal através de fibras que agiram como uma comporta permitindo ou ndo a
passagem do estimulo.

Essa teoria se baseava na ativacdo de neur6nios sensitivos periféricos, das quais
trés tipos de fibras se destacam: a fibras tipo A, que possuem grande didmetro, sdo
mielinizadas e consequentemente conduzem impulsos nervosos com velocidades de 120 m/s.
Podem ainda ser divididas em fibras alfa (aferente ou eferente), beta (aferente ou eferente),
gama (eferente) e delta (aferente). As fibras tipo B, por sua vez, sdo mielinizadas, tem médio
calibre e alcancam uma velocidade de 15m/s, além de conter neurénios motores e sensitivos
do SNA. E, por fim, as fibras tipo C, que compdem mais de 50% das fibras sensoriais em
boa parte dos nervos periféricos, sdo mais delgadas, ndo mielinizadas e consequentemente
conduzem impulsos nervosos tdo lentamente quanto 0,5 m/s (MELZACK; WALL et al.,
1965).

Na teoria da comporta os impulsos veiculados pelas fibras grossas (A) sdo
responsaveis por fechar a comporta, ao passo que o0s impulsos das fibras de pequeno didmetro
(C) a abririam. Desse modo que a dor seria dependente da acdo dominante das fibras C, que
deixariam o estimulo passar, ja analgesia seria responsabilidade das fibras A, que nédo
deixariam a propagacao do estimulo acontecer (GOLDSTEIN, 2009).

Baseado nessa teoria, propdem-se que os efeitos da Acupuntura ocorrem por
meio de estimulos da rede neural periférica que alcangam o sistema nervoso central, por meio
de neuromodulacéo ocorrendo em trés niveis: local, espinhal ou segmentar, e supra-espinhal
ou suprasegmentar. Essa neuromodulagdo, provoca, em termos gerais, além de liberagdo
substancias (principalmente neurotransmissores, como peptideos opioides e monoaminas),
modulam a via inibidora descendente da dor, além de atuar em fungdes motoras, sensoriais,
autonémicas, neuroenddcrinas e emocionais (HWANG et al., 2006).

Assim a acdo local da Acupuntura, ocorre por conta da lesdo tecidual
desencadeada pela insercdo da agulha. Isso dispara estimulos nas terminagdes nervosas livres
(dendritos das fibras nervosas A delta e C). E, também outras categorias de reacdes quimicas

como liberacdo de oOxido nitrico, promovendo vasodilatacdo local e a melhora algica
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decorrente do controle da isquemia; diminuicdo da liberacdo do fator de necrose tumoral
(TNF) e outras substancias pro-inflamatérias como substancia P, degranulacao de mastocitos
e estimulacéo de secrecdo mucosa; aumento da liberacao periférica de adenosina, substancia
oriunda da degradacdo do ATP e que possui efeitos analgésicos; Essas rea¢des sao descritas
clinicamente como choque, sensacdo de peso ou parestesia (CHIANG et al., 1973,
MELSZACK et al., 1977; WANG, 2008).

Acdo segmentar da acupuntura € o conjunto de mecanismos fisioldgicos que
ocorrem do local do estimulo com agulha até a medula espinhal. O estimulo de fibras
nervosas A delta, pela agulha de acupuntura, ativa o interneurdnio inibitdrio, ou célula
pedunculada, na lamina Il (que compdem a substancia gelatinosa na subdivisdo da matéria
cinzenta) do corno posterior da medula espinhal. Essa € uma regido rica em interneurénios
produtores de neurotransmissores. Um dos mais importantes na acdo inibitoria da dor é o
GABA e a encefalina. Esta, principalmente, atua tanto na lamina Il quanto na V, onde chega
a fibras tipo "C" responsavel pela dor crbnica, com consequente minimizagdo da sensacao
dolorosa (WANG, 2008).

Além disso, essa via (segmentar) ainda modula as a¢Ges da acupuntura nos fusos
musculares, acionando fibras aferentes sensoriais que, ao serem conduzidas até a medula,
estimulam reflexos miorrelaxantes. Ao nivel de acdo suprasseguimentar espinhal, a
acupuntura é capaz de aliviar a dor em regiGes distantes, supridas por nervos originados de
segmentos totalmente diferentes. Envolve o tronco encefélico, o diencéfalo e o telencéfalo.
E se desenvolvem por meio de alguns mecanismos como 0s suprassegmentar serotoninérgico
e 0 noradrenérgico. Assim, contém os efeitos mais elaborados, sistémicos e duradouros
(GOLDSTEIN, 2009).

O mecanismo suprassegmentar serotoninérgico percorre 0 mesmo caminho das
vias anteriormente citadas, até o ponto do corno posterior da medula, onde estimulo
prossegue, atingindo o trato espinotalamico lateral e é levado até o tdlamo, no seu nucleo
postero-ventro lateral, ai o estimulo projeta-se para a zona somestésica primaria do cortex
cerebral onde sdo interpretadas, ou "percebidas"” pelo cértex pré-frontal como sensacao de
parestesia que ocorrem durante o estimulo por acupuntura (YAMAMURA; NAKANO,
2010).

O cortex pré-frontal entdo envia fibras descendentes para a regido arqueada do
hipotalamo, que segue com o estimulo até a hipéfise, onde ha a dissipagdo dos efeitos da
acupuntura para diversas outras glandulas do corpo, como as suprarrenais, a tiredide, 0s

ovarios, os testiculos, entre outros. Seu efeito culmina com uma acdo terapéutica sobre a
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hipertensdo arterial, taquicardia, sudorese, dismenorreia entre outras patologias (WEN, 1985;
NATUME, 2017).

Mas os estimulos vdo alem, do hipotalamo descendem fibras contendo Beta-
endorfina, para a substancia cinzenta periaquedutal, onde inibe os neurdnios inibitérios ai
existentes, liberando o trajeto SCPA e Nucleo Magno da Rafe (NATUME, 2017).

A SCPA ¢ a area mais eficaz de todo o sistema nervoso para aboli¢do da dor por
meio de microinjecOes beta-endorfina um tipo de morfina enddgena. Sistema, chamado de
inibidor descendente da dor, que inclue o cortex pré-frontal, o nucleo arqueado do
hipotdlamo, a hipdfise, a substdncia cinzenta periaquedutal, ndcleos da rafe, os locus
ceruleos, nucleo paragigantocelular e outras estruturas superiores (NATUME, 2017).

Além de liberacao de Beta-endorfina pelo hipotalamo e hipofise, ocorre também
liberacdo do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) hipotalamico, que estimula a
producdo de hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) pela hipdfise, enviado para a glandula
suprarrenal, induzindo a producdo de cortisol que, liberado na corrente sanguinea de modo
pulsatil, serad responsavel por parte do efeito anti-inflamatorio da acupuntura (ZHAO, 2008).

Do Nucleo Magno da Rafe, as fibras, cujo neurotransmissor é a serotonina,
descem no funiculo dorso lateral da medula espinhal para terminar diretamente nos neurénios
encefalinérgicos da substancia gelatinosa do corno dorsal da medula espinhal. Esse
mecanismo explica os efeitos da Acupuntura ndo s6 no tratamento da dor, como também da
depressao e dos estados de ansiedade (FILHO, 2014).

Na sequéncia, ha ainda a producédo de encefalina, na propria lamina Il e na
lamina V, que atuam inibindo de forma pré e pds-sinaptica o impulso nervoso das fibras C,
0 que acarreta em bloqueio do estimulo para o0 segundo neurdnio da via da dor, minimizando,
assim, a percepcdo da sensacio dolorosa (SZABO, 2001).

No mecanismo suprassegmentar noradrenérgico, os neurénios noradrenérgicos
descendentes oriundos do Locus Ceruleos se projetam para o corno posterior da medula, onde
inibem diretamente os neurdnios espinais com os quais tém contato sinaptico, minimizando
a percepcao da sensacdo dolorosa. Porém, essa via ainda nao foi bem elucidada (NATUME,
2017).

Assim, alguns estudos ratificam os efeitos analgésicos, anti-inflamatorios,
neuroregenerativos e neuroprotetores da acupuntura e os correlacionando como via de agao
antidepressiva. Destacam ainda que a estimulacdo do ponto Zusanli (E36) seria capaz de
promover a proliferacdo celular no giro denteado, reduzir a expressao de c-Fos (marcador

neural de nocicepcdo), diminuir a apoptose no hipocampo apds isquemia e aumentar a
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expressdo de fatores neurotréficos no hipocampo de ratos submetidos ao estresse de
imobilizacdo (KIM et al., 2003; JANG et al., 2003; WANG et al., 2008; TEIXEIRA, 2010;
JUNMEI et al., 2012).

Os efeitos antioxidantes, reforcados por alguns poucos estudos, também parece
estar envolvido no mecanismo de acdo da acupuntura. Liu e colaboradores (2006)
observaram um importante aumento da atividade das enzimas superédxido dismutase (SOD)
e glutationa peroxidase (GSH-Px) em cérebros de ratos com infartos maltiplos (NATUME,
2017).

1.4.15 Caracteristicas e aplicacfes da Eletroacupuntura

A Eletroacupuntura (EAc) é composta pela passagem de uma corrente baixa
intensidade e frequéncia variavel o através dos tecidos do corpo por meio de agulhas de
acupuntura com fins terapéuticos e analgésicos. A aplicacdo de corrente elétrica culminou na
potencializacdo dos efeitos atribuidos a acupuntura como modula¢do antinoceptiva,
antidepressivos, anti-inflamatdrio, antioxidantes e neuroprotecdo. A partir de entdo, a
eletroacupuntura logo se propagou para 0 mundo. Atualmente, € uma das técnicas de maior
relevancia no tratamento de varias condi¢fes agudas e cronicas ligadas aos varios sistemas
organicos (HAN CUI et al., 2004; IN KOO HWANG et al., 2010; YANG et al., 2013).

Assim, alguns estudos comecaram a demonstrar que o uso da eletroacupunutra
parecia ndo s6 ser tdo eficaz quanto a acupuntura, mas também potencializar seus efeitos.
Dentre eles destacaram-se o0s efeitos antioxidantes, antinociceptivos, antidepressivos
(WANG et al., 2008; GU et al., 2011; JUNMEI et al., 2012).

Siu e colaboradores (2005) demonstraram o efeito antioxidante a partir da
isquemia cerebral em ratos, onde houve com aumento da expressdo de tioredoxina reduzindo
as alteracGes oxidativas dos grupos tiol das proteinas lesionais. Silva et al. (2010) também
trouxeram contribuicdes sobre a fungdo antioxidativa, no qual uma Unica aplicacdo de EAc
utilizando 100 Hz durante 30 minutos aumentou os niveis teciduais de GSH e reduziram o
estresse oxidativo induzido por xilazina e quetamina no rim e no figado de animais
anestesiados (GU et al., 2011).

Wang et al. (2008) e Zhao et al. (2008) ratificaram o efeito antinociceptivo local,
por meio da estimulagdo com eletroacupuntura de baixas frequéncias, menores do que 5 Hz,
que promoveu a liberagéo de metaencefalinas na medula espinal, com estimulacdo de fibras
AGd.
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Junmei e colaboradores (2012) trouxeram contribuicdes para o efeito
antidepressivo da EAc como monoterapia para Transtorno depressivo maior teve efeitos
comparaveis ao uso de amitriptilina além de obter menos efeitos colaterais. Jian Yang et al.
(2013) evidenciaram, em estudos post-mortem mostraram que niveis de BDNF hipocampal
séo reduzidos em pacientes deprimidos. Quando comparado, em modelo animal, o tratamento
antidepressivo e a EAc ambos regularam positivamente expressao de fator neurotréfico no
hipocampo.

Eletroacupuntura é uma das terapias mais usadas no oriente para tratamento de
desordens mentais. Acredita-se que a acupuntura seja uma alternativa eficaz de tratamento

complementar em muitos distdrbios (YANG et al., 2013).

1.4.2 Trans-Anetol

1.4.2.1 Importancia da pesquisa com produtos naturais

O organismo humano, ao logo dos anos, passa por diversos processo fisioldgicos
ou patolégicos que podem comprometer a capacidade a regeneracdo tecidual, anti-
inflamatorios e antioxidante. Os usos dos farmacos atualmente empregados para auxiliar o
COrpo nesses processos estdo associados a uma gama de efeitos colaterais que varias de
individuo para individuo (VASCONCELOS et al., 2014).

As plantas medicinais sdo frequentemente consideradas menos toxicas e livres
de efeitos colaterais que as drogas sintéticas. Além de ser uma recomendacéo da Organizacéo
Mundial da Saude como alternativas terapéuticas, das quais inclui plantas medicinais como
alvo, especialmente em paises cujo acesso aos tratamentos convencionais parece inadequado
(STADNICK, 2019).

Os principais extratos das plantas medicinais sdo os 6leos essenciais (OESs). Para
as plantas, esse componente tem uma importante funcéo, pois séo formados de elementos
que ajudam na preservacao de sua integridade seja por meio de sinalizadores quimicos que
atuam na protecdo contra a perda de 4gua e aumento da temperatura, seja por acao biologica
antimicrobiana, antioxidante, antirradiacdo, entre outras (MAKKAR et al., 2007; BAKKALI
et al., 2008; BAKKALI et al., 2008; PRAGADHEESH, 2013; SANCHEZ-VIOQUE et al.,
2013; FONSECA, 2016).

Um dos principais elementos de sua composi¢do séo terpenos, seguido dos
fenilpropanoides. Eles que s&o responsaveis pelas principais a¢fes biologicas. Além disso é

composta por uma mistura de varias moléculas organicas, como hidrocarbonetos, alcoois,
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ésteres, aldeidos, cetonas, fendis, entre outras (BAKKALI et al., 2008; KURKIN, 2003;
ARAUJO, 2018).

1.4.2.2 Caracteristicas gerais e propriedades biolégicas do Trans-anetol

O Trans-anetol , parece ser uma dessas possibilidades de terapia alternativa para
o0 tratamento de diversas doencas incluindo a depresséo, pois representa um dos principais
componentes do 0Oleo essencial da planta Croton zehntineri (canela de cunhd), Pimpinella
anisum (anis) e Foeniculum vulgare (erva-doce) encontradas em abundancia principalmente
em paises de clima temperado e tropical (CARVALHO et al., 2014; MORAIS, 2018).

Dentre sua apresentacdo quimica disponivel na natureza o Trans-anetol (trans-1-
metoxi-4-(1-propenil)-benzeno) é mais abundante e apresentou mais seguro para
consumo.Para seguranca de consumo e por ser uma substancia que ocorre naturalmente em
diversos alimentos como aromatizante, na fabricacdo de bebidas e em formulagdes
farmacéuticas (LE BOURHIS; SOENEN, 1973; CIVO-TNO, 2000) em meados de 1965, o
Trans-anetol comecou a ser avaliado quanto a sua toxidade pela FEMA (Flavor and Extracts
Manufacturers Association) quando foi ratificado como substancia segura, sendo inclusive
eficiente detoxificagdo metabdlica (NEWBERNE et al., 1999).

Sua seguranca também foi testada para uso em animais, e foi aceito que DL50 de
2.090 - 3.200 mg/kg de massa corporal por via oral e DL50 de 703-900 mg/kg por via
intraperitoneal seria segura (CAUJOLLE; MEYNIER, 1958; JENNER et al., 1964;
BOISSIER; et al., 1967; BORRISTON LABORATORIOS INC., 1984).

Quanto a farmacocinética, o Trans-anetol administrado por via oral é
rapidamente absorvido. Tem metabolizacdo hepéatica quase completa, com producdo de
metabdlitos que sdo excretados prioritariamente pelos rins, podendo ser excretados também
pelo pulméo (FRITSCH et al., 1975; LE BOURHIS, 1968; SOLHEIM; SCHELINE, 1976).

Além de seguranga alimentar e de sua baixa toxicidade, o Trans-anetol possui
muitas atividades bioldgicas tais como: atividade antitumoral (ITOIGAWA et al., 2004;
CHAINY et al., 2000; FRREIRE et al., 2005), anti-inflamatéria (KORKINA et al., 2011;
PONTE et al., 2015; KANG et al., 2013; MORADI et al., 2014; RITTER et al., 2013;
MORAIS, 2018), antioxidante (KORKINA et al., 2007; FREIRE et al., 2005), efeitos
anticonvulsivante, analgésico, hipnético, ansiolitico (MIYAGAWA et al., 2014), entre

outras.
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1.4.2.3 Atividade anti-inflamatéria do Trans-anetol

Como abordado em estudos anteriores uma das principais a¢des do Trans-anetol
seria a modulacdo da inflamacéo e dos processos oxidativos, podendo ainda ter correlagéo
dessas acbes com efeito antidepressivo (ARAUJO, 2018).

Desse modo, alguns desses estudos apontam que esse mecanismo ocorre por
meio de redugdo de processo inflamatério local, onde o Trans-anetol reduz o aumento
permeabilidade vascular, e consequentemente diminui a migracdo de macréfagos e
neutrofilos, além de reduzir de TNF-a, IL6 e IL1p, oxido nitrico, a expressio de MMP-9.
Além disso, inibe a ativacdo de NF-kB, bloqueando a degradacdo de ator nuclear do
intensificador do gene do polipeptideo kappa leve no inibidor de células B (PONTE, 2015;
KANG et al., 2013).

Além disso, o Trans-anetol também demonstrou atividade antinociceptiva,
aintioxidante e imunomoduladora da cicatrizacdo. Em alguns modelos com hipernocicepcéo
mecénica induzida por carragenina, houve reducdo da producao de mieloperoxidase, TNF-a,
IL-1 e IL-17 na pata afetada (RITTER et al., 2014). Sobre os radicais livre houve aumento
da atividade de antioxidantes primarios como a superdxido dismutase (SOD), a Catalase
(CAT), glutationa-S-transferase (GST) e a GSH (KHAN et al., 2011), atuando também sobre
a peroxidacao lipidica (MORAIS, 2018). E sobre o processo de cicatrizagdo houve aumento
de fibroblastos e de fibras de coldgeno no local da lesdo (GAGAN et al., 2000; WIIZLER et
al., 2015; CAVALCANTI et al., 2012).

1.4.2.4 Atividade do Trans-anetol na resposta ao estresse e a depressao

O principal mecanismo de acdo sobre a depressao parece se relacionar com o
estresse oxidativo. Drukarch et al.. (2006), por exemplo, relatou que o Trans-anetol tinha
potencial de inibir particularmente a atividade da monoamina enzima oxidase B (MAO-B)
uma enzima responsavel por catalisar a desaminacao oxidativa das aminas neuroativas. Essa
inibicdo se faz importante, pois o aumento do catabolismo de monoaminas pela MAO esta
envolvida no aumento da geragdo dos radicais livres levando ao aumento do estresse
oxidativo que pode piorar ainda mais as doencas psiquiatricas.

Portanto o Trans-anetol, sendo o antioxidante e o inibidor da MAO-B, pode estar
envolvido na diminuicdo dos comportamentos depressogénico e ansiogénico aumentando a

disponibilidade de 5-HT para seus receptores na sinapse (PERVEEN et al., 2017).
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Além disso, outros estudos, apontam que a suplementacdo com Trans-anetol
proporcionou um aumento dos niveis de superdxido dismutase, glutationa peroxidase,
glutationa- S- transferase, glutationa redutase e catalase, e os niveis de malondialdeido e
Oxido nitrico aumentaram nas areas do cortex cerebral e hipocampo em modelo animal
submetido a estresse leve moderado (EL-SHAMY et al., 2019).

1.5 Relevancia e justificativa

Assim, a depressdo é um transtorno crénico e recorrente, que afeta a vida de
muitos individuos, cuja fisiopatologia ndo esta totalmente esclarecida, podendo desencadear
reacGes complexas de inflamacdo e oxidacdo levando a efeitos deletérios em diversos érgaos.
Isso acarreta na caréncia de medicamentos ideais para o seu tratamento, uma vez que, 0S
farmacos utilizados na atualidade apresentam um inicio de acdo lento e muitos eventos
adversos, somado ao problema de que uma grande parcela dos pacientes ndo responde bem
a terapia com antidepressivos (NESTLER et al., 2002; BERLIM; TURECKI, 2007).

Sendo assim, o desenvolvimento de possibilidades terapéuticas sustentaveis, de
mais facil acesso e com menos efeitos adversos teria um impacto substancial tanto para o
paciente quanto para a saude publica em geral (ARAUJO, 2018).

Como alternativa terapéutica, de um lado, conta-se com habitos do uso de algum
tipo de plantas medicinais, como a erva-doce, porém sem saber suas reais benesses. De outro,
conta-se terapia milenar, que ja se mostrou segura, livre de efeitos adverso, como a
eletroacupuntura. Em ambas as terapias, isoladamente, por mecanismos distintos, tem-se
demonstrado atividades anti-inflamatoria, antioxidante, antidepressiva, entre outros efeitos
cada vez mais fundamentados (TRIVEDI et al., 2006).

Diante disso, os possiveis beneficios dessas duas terapias combinadas parecem
ser uma alternativa inovadora sobre a protecdo contra o estresse oxidativo e a inflamacao, e
consequentemente contra a depressdo. Testar essas terapias em animais submetidos a um
modelo experimental de depressao por Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel (EMCI),
simulando situacOes de estresse do cotidiano, e avaliar os efeitos sistémicos e locais, como

no figado garante o ineditismo dessa pesquisa.
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2 OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da Eletroacupuntura (L00Hz) e do Trans-anetol como adjuvante
na reducdo do estresse oxidativo induzido por Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel

(ECMI) medidas por parametros hematoldgicos e hepaticos de ratos.
2.2. Objetivo Especifico

e Averiguar a instauracdo de Estresse Cronico Moderado Imprevisivel por meio do Teste
de Preferéncia a Sacarose;

e Avaliar a variacdo de peso ao longo das etapas estressora, pré-tratamento e pés-
tratamento;

e Investigar a participagdo da Eletroacupuntura (100Hz) e do Trans-anetol na modulagéo

da inflamacéo e oxidacdo;
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 42 ratos, machos (Rattus norvegicus: var.albinus, Rodentia,
Mammalia), com peso variando de 100 a 300g, da linhagem Wistar, saudaveis e bem
nutridos, provenientes do o Biotério da Unichristus em parceria com Biotério Central da
Universidade Federal do Ceard (UFC), criados e mantidos sob condi¢bes ambientais e
alimentares semelhantes.

Os animais ficaram hospedados em gaiolas de polipropileno, providas de tampa
com grade metélica de ago inoxidavel e forradas com maravalhas, alojadas em dependéncias
refrigeradas (24+2°C). Com alternancia dos ciclos claro/escuro a cada 12 horas. Agua potéavel
e racdo comercial para ratos (Nuvilab CR-1®, Irradiada, QUIMTIA S.A., Canguiri,
Colombo, Parand) foram ofertadas ad libitum até 12 horas antes do experimento.

Quanto a manutengdo do ambiente dos animais houve higienizacdo das gaiolas
duas vezes por semana. As condi¢des de saude dos animais foram averiguadas diariamente
pelos técnicos responsaveis. Os procedimentos foram realizados em ambiente refrigerado, no
Biotério da Unichristus.

O estudo foi previamente submetido ao Comité de Etica e Pesquisa Animal
(CEPA), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara
(UFC) para uso de animais experimentais sob o n° 21/2016 (APENDICE A). Foram
observados os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, obedecendo as Resolugio
Normativa 12/2013 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

3.2 Drogas e reagentes

Teste comportamental: Sacarose 1% (Sigma E.U.A); Para o tratamento: Trans-
anetol, tween 80 (polioxietileno sorbitano monoelato), salina, agua destilada. Para a coleta:
EDTA ou heparina, Quetamina, Xilazina. Para o processamento de MPO: Polytron® PT,
NasPOg, terametilbenzidino. Para processamento do GSH: TRIS HCL, reagente de Ellman
(&cido 5,5'-ditiobis- (acido 2-nitrobenzdico) ou DTNB, &cido tiobarbitirico da Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Para processamento do TGO/TGP: Kits Biocontrol N e
P Bioclin, cloreto de sodio 0,9%. Para processamento do MDA/TBARS: acido fosférico
(HsPOa4, 1%), N-butanol.
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3.3 Delineamento experimental

O delineamento da pesquisa consiste em cinco etapas: distribuicdo da amostra,
aplicacdo do estressor, comprovacgéo do estresse, aplicacdo do tratamento e coleta, como pode

ser visualizado na Figura 2.

Figura 2 - Delineamento do experimento

Di20 DialDiad Dia 26 Dia 30 Dia 46 Dia 30 Dia 62 Dia 63 Dia 64
I - I I 12 dias de tratamento (TTO) continuo com
| ECMI continuo por 42 dias Trans- anetol + Eac 100hz em dias alternados
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Fonte: Dados da pesquisa. Legenda: ECMI: Estresse Cronico Moderado Imprevisivel; Preparo 1: 48
horas exposto a sacarose e 23 horas de jejum; Preparo 2: 24 horas de jejum para coleta; TPS: Teste
de Preferéncia a Sacarose; EAc: Eletroacupuntura 100Hz.

3.4 Distribuicdo da amostra

Os grupos eram compostos por quarenta e dois (42) ratos, randomizados em
quatro grupos, respeitando a variacdo de peso, a fim de evitar ataques por dominéncia de
territorio. Os grupos de continham 10 - 11 animais distribuidos em caixas de 5 - 6 animais,
assim denominados: G1 — Salina, G2 - EAc (Eletroacupuntura 100 Hz), G3— Trans-anetol,
G4 — EAc + Trans-anetol. A figura 3 mostra o desenho do experimento.

Para melhor compreensdo do desenho experimental, optou-se por realizar um
grupo controle negativo, o qual recebeu todos os estressores que 0s demais grupos, mas néo

foi submetido a tratamentos ja comprovados na literatura.



Figura 3 - Identificacéo dos grupos de animais submetidos ao tratamento pos

estresse cronico moderado e imprevisivel (ECMI)

Tratamento pds ECMI (n=42)

G3 (Trans- G4 (Trans-
anetol) anetol + EAC)

G1 (Salina) G2 (EAC)

Fonte: Dados da pesquisa.

3.5 Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel

O quadro depressivo é induzido utilizando-se um protocolo validado por diversos
estudos disponiveis na literatura médica (WILLNER et al., 1987; WILLNER et al.,1992;
MATTHEWS et al., 1995; FORBES et al., 1996; KONKLE, et al., 2003; BEKRIS et al.,
2005; WILLNER, 2005; JIN et al.,2019) denominado Estresse Cronico Moderado e
Imprevisivel (ECMI) onde os animais sdo expostos a um evento estressante inescapavel e o
comportamento deste animal frente a esse evento é avaliado (FILHO, 2014).

O protocolo aplicado é uma versdo modificada englobando caracteristicas dos
diversos estudos citados, e consistiu na aplicacéo de cinco tipos de estressores moderados e
imprevisiveis (Tabela 1), de modo continuo e alternado, durante 6 semanas (42 dias). A cada
mudanca de estressor, o estimulo aplicado anteriormente é retirado. A aplicacdo dos
estressores seguiu um padrdao randémico, para evitar que os animais fossem submetidos aos

estressores em dias predeterminados, evitando o aprendizado.
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Tabela 1 — Descrigéo dos estressores aplicado no protocolo de ECMI

53

Estressor Caracteristicas Tempo

Espaco restrito | Disposicdo de um grupo de ratos em gaiolas | 2 horas
previstas para camundongos.

Inclinagdo da | Posicionamento da gaiola entre 30°-45° 4 horas
gaiola
Habitacéo Aplicacdo de aproximadamente 500 ml de agua | 8 horas
Umida sobre a maravalha onde os animais estéo alojados.
Privagdo  de | Retirada da ragéo. 19 horas, 24 horas e
alimentos 43 horas

Jejum hidrico

Retirada da garrafa de agua.

17 horas, 19 horas e
20 horas

Fonte: Dados da pesquisa.

3.6 Teste de Preferéncia a Sacarose

O TPS foi realizado em trés momentos diferentes intervalos de tempo: TPS1,

realizado antes do inicio do ECMI, TPS2, na 5° semana do ECMI, no 30° dia do experimento,

TPS3, ap6s ECMI (no 48° dia do experimento). Em cada etapa do TPS, os animais tiveram

um preparo de 48 horas de exposicédo a 2 garrafas, uma contendo agua e outra sacarose, para

evitar um processo aversivo e garantir a palatabilidade da substancia nova. As garrafas foram

colocadas em posigOes inversas ao teste para evitar o aprendizado. Antes do teste os animais

foram colocados em jejum total por 23 horas. Seguido de oferta de agua potavel e solucéo de

sacarose a 1% em recipientes contendo respectivamente 100ml de solucdo de sacarose ou

agua potavel, durante 1 h. Apos conclusao dos testes os animais tiveram acesso a agua e ragdo

ad libitum. Para calculo do consumo a utilizou-se a formula (PAOLO et al., 1994; BEKRIS
et al., 2005; CHANDRASEKHAR, Y. et al. 2017; BURAN et al. 2017):

Onde:

1S (9)

pPS =—
S (IS + 1A)g

x 100

PS = Preferéncia a Sacarose
IS = ingestdo de solucao de sacarose a 1% (g)
IA = Ingestdo de agua potavel
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3.7  Eletroacupuntura

3.7.1 Condicionamento dos ratos

Para realizar os procedimentos de EAc sem a utilizagdo de anestésicos, 0s
animais foram colocados em dispositivos de contengéo semelhantes as redes, com aberturas
para a saida dos membros, suspensas em um arco metalico confeccionado para tal finalidade
(Figura 4). Os animais passaram por periodos de aclimatacdo progressivos (5, 7 e 15
minutos), durante trés dias consecutivos anteriormente ao tratamento com Eletroacupuntura
e administracdo do Trans-anetol. Durante os seis dias intercalados de tratamento com 0s
grupos G1, G2, G3 e G4, os animais ficaram acondicionado por 15 minutos. A falta de apoio

para as patas foi essencial para a cessacdo da locomocao.

Figura 4 - Rato posicionado na rede, para aclimatacédo

(preparacao para as sessoes Eletroacupuntura).

Fonte: Dados da pesquisa.

3.7.2 Localizacéo dos pontos e protocolo de aplicacéo da Eletroacupuntura

Para a realizacdo da Eletroacupuntura sdo usadas agulhas metalicas de aco
inoxidavel, descartaveis, de 0,18 mm de diametro / 8 mm de comprimento (modelo DCB
132, fabricadas na China e distribuidas no Brasil por Dong Bang Produtos de Acupuntura -

EPP, S&o Caetano do Sul — SP) inseridas no membro pélvico direito, em trés pontos.



As posicOes dos diversos acupontos propostos para o ser humano tem em
intersecdo semelhantes estruturas anatdmicas nos animais vertebrados. Sdo um total de 121
acupontos, no qual o acuponto Zusanli (E-36) se localiza, no roedor, 5 mm abaixo da cabeca
fibular e 2 mm lateral ao tubérculo anterior da fibula, por onde passam ramos laterais do
nervo sural cutdneo, o ramo cutaneo do nervo safeno e o ramo profundo do nervo peroneal.
O VB34 se localiza, na depresséo anterior e inferior da cabega fibular; onde passam os ramos
laterais do nervo sural cutaneo e o e o ramo profundo do nervo fibular (PANZER, 1993;
MARTINS; GARCIA, 2003; SANTOS, 2013).

Os pontos escolhidos foram: no ponto Zusanli (E-36) e nos pontos Yanglingguan
(VB-34) e Taixi (R-3), sendo este tltimo um ponto de controle da tensdo elétrica para esta
pesquisa (Figura 5). As agulhas foram retiradas apds 15 minutos. Este procedimento foi
repetido no mesmo horario (no periodo da manhd), em dias alternados, perfazendo um total
de seis aplicagdes.

Nos ratos tratados com EAc (G2 e G4), apés introducdo das agulhas nos
acupontos E36 e VB34, eletrodos com garras tipo jacaré foram conectados as agulhas de
acupuntura. Foi aplicada uma corrente elétrica com intensidade de 1,0 mA e 100 Hz de
frequéncia, pulsos quadrados de 2 segundos, ondas tipo Burst, com intervalo (repouso) de 2
segundos. O estimulo elétrico foi mantido por 15 minutos, utilizando o eletroestimulador
modelo 608 Fix portatil (NKL Produtos Eletrénicos, Brusque, Santa Catarina, Brasil),

previamente calibrado pelo fabricante.

Figura 5 - Rato posicionado na rede com agulhas inseridas nos pontos de realizacdo da
eletroacupuntura (Esquerda) e Eletrodos conectado a ponto VB34 e E36 (Direita).

55

Fonte: Dados da pesquisa.



3.8 Administracdo de Trans-anetol

Os animais do grupo G1 receberam salina 1,0 mg/kg durante 12 dias,
diariamente, apés o ECMI, por gavagem. Os animais dos grupos G2 e G4 receberam
tratamento com Trans-anetol 1,0 mg/kg/dia por gavagem, exclusivamente, apds o ECMI, ou
como terapia adjuvada de Eletroacupuntura 100Hz, durante 12 dias. As doses e a duracdo

dos tratamentos levaram em consideragéo o trabalho de Lima (2012) para Trans-anetol.

3.9 Coleta das amostras e avaliacdo bioquimica

3.9.1 Procedimento anestésico para coleta

A anestesia, utilizada para a coleta de amostras, foi obtida, por via intraperitonial
(IP) de uma solucéo anestésica, pela aplicacdo de cloridrato de Quetamina 90 mg/Kg +

Xilazina 10 mg/Kg.
3.9.2 Coleta e amostras

Vinte e quatro horas ap0s o término dos experimentos os animais foram
anestesiados para coleta de sangue arterial por puncéo da aorta abdominal e do lobo esquerdo
figado. Terminada a coleta, os animais, ainda sob efeito anestésico, foram eutanasiados
utilizando técnica de deslocamento cervical e guilhotina.

O sangue arterial coletado por puncdo da aorta abdominal e centrifugado (2500
rpm /15 min); o soro obtido e armazenado em temperatura de -70° para posterior analise de
pardmetros bioquimicos (TGO, TGP, malonaldeido (MDA), TBARS, glutationa reduzida
(GSH).

O loébulo esquerdo foi fragmentado (cerca de 200 mg de tecido hepatico) foi
utilizado para a dosagem de mieloperoxidase (MPO). O restante do figado foi
homogeneizado em tampdo de fosfato de sddio 0,05 M (pH 7,0), centrifugado a 700 rotacoes
/min durante 10 minutos a 4 ° C e o sobrenadante foi utilizado para a dosagem de MDA e de
GSH.
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3.9.3 Avaliacéo da peroxidacéo lipidica e quantificacdo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico - TBARS

O procedimento acontece pela extracdo deste composto usando um solvente
organico (n-butanol), este método avalia o estresse oxidativo testado para o malondialdeido,
0 ultimo produto da quebra lipidica, causada pelo estresse oxidativo, determinando-se a
concentracdo de MDA que é capaz de reagir, sob aquecimento em meio &cido (acido
tiobarbiturico), originando um composto de cor rosa. A concentracdo de MDA pode ser
expressa por meio das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

As amostras dos tecidos (figado), foram lavadas com soro fisioldgico gelado (4°
C) para remover quaisquer vestigios de sangue, pesadas e estocadas a -70°C imediatamente
apos a coleta. Posteriormente, a amostra de tecido foi homogeneizada em cloreto de potéssio
gelado 1,15%, resultando em uma solucdo acida com concentracdo a 10%. Retirou-se uma
aliquota de 0,5 ml de cada amostra e acrescentou-se 1,0 ml da solucdo aquosa de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico a 0,6% e 3,0 ml da solucéo de acido fosférico (HsPO4 1%).

A mistura foi colocada em banho fervente por 45 minutos, resfriada em banho de
gelo seguido da adicao de 4,0 ml de N-butanol. Apos 2,0 minutos de agitacdo a mistura foi
centrifugada por 10 minutos a 3.000 r.p.m. A absorbancia da camada organica sobrenadante
(fase butanolica) foi medida a 520 nm e 535 nm em espectrofotémetro de ultra-violeta visivel,
marca VANKEL 50 UV-VIS (Varian Indastria e Comércio Ltda, Sdo Paulo, SP). A diferenca
entre os valores obtidos nas duas leituras foi utilizada para calcular a concentragdo de MDA,

usando a regresséo linear a partir de uma curva padréo.
3.9.4 Determinacéo de grupos sulfidrilicos ndo proteicos (Glutationa-GSH)

A determinacéo dos grupos GSH foi realizada pelo Método de Sedlak e Lindsay
(1968), baseado na reacdo do 5,5 -ditiobis (2-a4cidonitrozenzdico) (DTNB — reagente de
Ellman) com o tiol livre, originando um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-tiobenzoico. A
medida do produto de reacdo formado foi feita por leitura da absorbancia a 412 nm em
espectrofotdbmetro (Beckman DU-640, Fullerton, California).

A amostra de tecido (200 mg) foi pesada e homogeneizada em 5 ml de EDTA
0,02M gelado, com bastdo de vidro e filtrado em |d de vidro. Retiram-se 4,0 ml do
homogenato e mistura-se com 3,2 ml de agua destilada e 0,8 ml de acido tricloroacético 50%.
O tubo € agitado e centrifugado a 3000 g por 15 minutos. Retiram-se 2,0 ml do sobrenadante
e acrescenta-se 4 ml de TRIS 0,4 M (pH 8,9) e 0,1 ml de DTNB 0,01 M; agita-se a mistura
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para homogeneizacdo. Em seguida, l1é-se as absorbancias no espectrofotdmetro a 412nm, 5
minutos apos a adicdo do DTNB. A concentracdo final de GSH foi obtida comparando-se o

valor da absorbancia com uma tabela padrdo de GSH, previamente preparada.
3.9.5 Mensuracao da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Apos coleta, a amostra foi pesada e acondicionada em eppendorf com tampédo
gelado (NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02 M, Na EDTA 0,015 M, pH 4,7). O tecido foi
homogeneizado em Polytron® PT 3100 a 13000 rpm. No pellet foi feito lise hipotbnica com
solucdo de NaCl 0,2% e ap6s 30 segundos adi¢do de NaCl 1,6% com glicose 5%. Apds
centrifugacdo, o pellet foi ressuspendido em tampao NaPO4 0,05 M (pH 5,4) contendo 0,5%
brometo de hexadeciltrimetilamonio e rehomegeneizado.

Apos centrifugacdo a 13000 rpm, 5 mL do sobrenadante foram utilizados para a
dosagem em placas de 96 pocos diluido em 45 mL de NaPO4 0,08 M. A atividade da
mieloperoxidase no sobrenadante foi dosada usando tetrametilbenzidina 1,6 mM e H202 (0,5
mM) e lida no leitor de placas de 96 pocos a 450 nm. As concentracdes de MPO foram

expressas em unidade mg/dl de tecido.

3.9.6 Mensuracdo da atividade da Transaminase glutamico pirdvico (TGP) e da
Transaminase glutamico oxalacetico (TGO)

O soro ou plasma é colhido com &cido etilenodiamino tetra-acético ou heparina,
obtido livre de hemdlise. O uso de kits Biocontrol N e P Bioclin. L foi usado para o
processamento da Amostra. Foi usado 1,0 mL do reagente, seguido de transferéncia para
cubeta termostatizada a 37°C e espera 1 minuto. Realizado a leitura inicial, disparando
simultaneamente o crondmetro. Repetiu-se as leituras apos 1, 2 e 3 minutos. Foi calculado a
média das diferencas de absorbancia por minuto (A/min.). No caso de uma variacdo média
na absorbancia 0,080 em 365 nm, repetir a determinacdo, diluindo 334 nm ou a amostra com
NaCl 0,85%. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluicdo.

A amostra continha soro e foi utilizado kits Biocontrol N e P Bioclin. com 1,0
mL do reagente. A amostra foi transferida para cubeta termostatizada a 37°C e esperou-se 1
minuto. Foi repetido as leituras ap6s 1, 2 e 3 minutos e calculado a média das diferencas de

absorbancia por minuto (A/min.).
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3.10 Riscos e Beneficios da pesquisa

Os riscos envolvendo os pesquisadores que manipulavam os animais englobaram
a exposicdo ao material bioldgico (excretas e saliva) e risco de acidente (mordida,
arranhadura e outros).

Os beneficios da pesquisa em modelo experimental “in vivo” sdo aplicacdo de
estressores e tratamento em ambiente controlado, respostas fisiol6gicas imediatas,

mecanismos comparaveis com o ser humano.

3.11 Analise Estatistica

Os dados descritivos da eficacia do tratamento com Trans-Anetol, EAc 100 Hz e
a associacdo de Trans-anetol com EAc 100Hz nos momentos ap6s ECMI foram apresentados
como média + EPM. Para verificagdo de significancia estatistica foram utilizados os testes
Anova One-way e teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, quando significativos realizou-se
testes post-hoc através dos testes Tukey e Dunn's, respectivamente. Os resultados foram
considerados significantes para p<0,05. Os dados do estudo foram analisados no software
Graphpad Prism versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California,
U.S.A.
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4 RESULTADOS

4.1 Variacao do peso dos animais durante o experimento

Todos os grupos foram comparados entre si e o porcentual foi calculado de
acordo com a perda ou ganho de peso comparando com o periodo anterior. Desse modo, no
Periodo de Pré-tratamento houve reducdo de peso dos grupos 3 e 4 e reducéo de ganho de
peso dos grupos 1 e 2 quando comparado ao Periodo Estressor, configurando que o ECMI
teve efeito negativo de 39,6% sobre o ganho de peso dos animais de modo geral (Tabela 2)
quando comparado com animais que ndo sofrem estresse cronico segundo Tomanari et al.
(2003).

Tabela 2 - Variacéo percentual do peso médio dos ratos nos periodos estressor,

pré-tratamento e pds-tratamento de acordo com os grupos.

Grupo Estressor Pré-tratamento Pos-Tratamento
Gl 37, 7% 17,3% 27,0%
G2 9,9% 9,9% 20,9%
G3 0,5% -6,7% 20,2%
G4 -3,6% -3,3% 13,4%

Fonte: Dados da pesquisa.

Ja apds no Periodo Pds-Tratamento percebeu-se um acréscimo médio de 19,2%
do peso quando comparado ao Periodo de Pré-tratamento, evidenciando um efeito positivo

dos tratamentos sobre o peso em todos 0s grupos.

4.2 Avaliacéo do Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel pelo Teste de Preferéncia

a Sacarose

Quanto ao Teste de Preferéncia a Sacarose houve reducéo, significativa, de 60%
da quantidade de sacarose consumida no teste Pré-ECM em relacdo a avaliacdo do Meio-
ECM (Média + EPM; Meio-ECM: 37,75 £ 4,77 vs Pré-ECMI: 62,50 + 4,65g/mL), pardmetro

gue se manteve apos aplicacdo dos 42 dias de estressor (37,00 + 9,16 g/mL).



Tabela 3- Andlise do Teste de Preferéncia a Sacarose (TPS) em ratos

Grupo Sacarose
Pré - ECMI 62,50 + 4,65
Meio — ECMI* 37,715+ 4,77
Pos - ECMI 37,00 £ 9,16

Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao Teste de Preferéncia a
Sacarose (TPS) em trés momentos do experimento; PRE-ECMI — antes de iniciar o
protocolo de estresse cronico moderado; MEIO-ECMI — durante o protocolo de
estresse cronico moderado; POS-ECMI — apds protocolo de estresse cronico
moderado. Os valores sdo expressos em média £ EPM, (n = 42). * < 0,05, em
realagio ao PRE-ECMI (Teste de Kruskal-Wallis- Teste ndo paramétrico < 0,05

com testes de comparac¢do mdltipla via Dunn’s).

Figura 6 — Andlise do Teste de Preferéncia a Sacarose (TPS) em ratos

w
%)
O —_
T x 80 A
o Z
< W
N n —~
< O & 60 -
S E
O o a *
=Z « =
<é wn = 40 =

w =2
=
w o
@ 8 20 A
a o
w D
() -l
E UO) (0] T T T
wn N N N
w O@ O@ Cﬁ\
= < < <

\Z =~ O@
QQ~ _\‘«Q" <
<

Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao Teste de Preferéncia
a Sacarose (TPS) em trés momentos do experimento; PRE-ECMI — antes de
iniciar o protocolo de estresse cronico moderado; MEIO-ECMI — durante o
protocolo de estresse cronico moderado; POS-ECMI — ap6s protocolo de estresse
cronico moderado. Os valores sdo expressos em média + EPM, (n = 42). * < 0,05,
em realacdo ao PRE-ECMI (Teste de Kruskal-Wallis- Teste ndo paramétrico <
0,05 com testes de comparacdo multipla via Dunn’s).
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4.3 Efeitos eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-Anetol sobre os parametros
bioquimicos
4.3.1 A Eletroacupuntura e/ou Trans-anetol ndo alteram as dosagens de TGO e TGP em

animais submetidos ao ECMI

Em relagdo ao TGO, houve aumento de 26,39% (99,70 + 6,71U/L) em seu valor
sérico no grupo G2 — Eletroacupuntura e de 4,58% no grupo G3 — Trans-anetol (82,50 + 9,86)
quando comparado ao grupo G1 - Salina (78,88 + 4,34 U/L). No entanto, o grupo tratado
com Eletroacupuntura + Trans-anetol apresentou uma reducgédo de 32,46% em relagdo ao
grupo Salina (Média £ EPM; G4: 53,27 + 7,73 vs G1: 78,89 + 4,34 U/L) (53,27 £ 7,73U/L),
porém, sem significancia estatistica (Tabela 4, Figura 7).

Quanto a dosagem de TGP no plasma, 0 mesmo padrdo de aumento nos grupos
G2 — Eletroacupuntura (55,30 + 3,17U/L) e G3 — Trans-Anetol (60,00 + 4,23U/L) é
evidenciado, apresentando um acréscimo de 5,01% e 13,93%, respectivamente, em relacdo
ao grupo G1 — Salina (52,66 + 3,03U/L). Entretanto, a redu¢édo dos niveis de TGP no grupo
G4 — Eletroacupuntura + Trans-anetol (45,09 = 4,09U/L) também seguiu o padrédo

apresentado pelos niveis de TGO plasmaético, com reducédo de 14,37% (Tabela 5, Figura 8).

Tabela 4 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as

concentracBes de TGO plasmaticos.

Grupo TGO (U/L)
Grupos 1 - Salina 78,89 + 4,34
Grupo 2 - Eletroacupuntura 99,70 £ 6,71
Grupo 3 - Trans - Anetol 82,50 + 9,87
Grupo 4 - Eletroacupuntura + Trans-Anetol 53,27+ 7,73

Fonte: Dados da pesquisa. Os valores sdo expressos em média = EPM, (n =9
-11). One way ANOVA - Tukey Multiple Comparison Test, sem significancia
estatistica.
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Figura 7 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em
ratos submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre

as concentracdes de TGO plasmaticos.
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Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo de
Estresse Cronico Moderado e, posteriormente, tratados com Salina (G1),
Eletroacupuntura (G2), Trans-anetol (G3) e Eletroacupuntura + Trans - Anetol
(G4). Os valores sdo expressos em média + EPM, (n = 9 - 11). One way
ANOVA - Tukey Multiple Comparison Test, sem significancia estatistica.

Tabela 5 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em
ratos submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre

as concentracdes de TGP plasmaticos.

Grupo TGP (U/L)
Grupos 1- Salina 52,67 £ 3,03
Grupo 2 - Eletroacupuntura 55,30 + 3,17
Grupo 3 - Trans - Anetol 60,00 = 4,23
Grupo 4 - Eletroacupuntura + Trans-Anetol 45,09 + 4,09

Fonte: Dados da pesquisa. Os valores sdo expressos em média + EPM, (n =9 -
11). One way ANOVA - Tukey Multiple Comparison Test, sem significancia
estatistica.
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Figura 8 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em

ratos submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre

as concentracdes de TGP plasmaticos.
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Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo de Estresse
Crénico Moderado e, posteriormente, tratados com Salina (G1), Eletroacupuntura
(G2), Trans-anetol (G3) e Eletroacupuntura + Trans - Anetol (G4). Os valores sdo
expressos em média + EPM, (n = 9 - 11). One way ANOVA - Tukey Multiple

Comparison Test, sem significancia estatistica.

4.3.2 A Eletroacupuntura e/ou Trans-anetol reduzem a mieloperoxidade (MPO) hepatica

O tratamento com Eletroacupuntura isolada — G2 reduziram os niveis hepaticos
de MPO em 39,87% (Média £ EPM; G2: 4,87 £ 0,79 vs Salina: 8,10 + 0,36 ug). Nesse mesmo
sentido, os grupos tratados com Trans-Anetol e Eletroacupuntura + Trans-Anetol reduziram,
respectivamente, 60,00% (Média + EPM; G3: 3,24 £ 0,74 vs Salina: 8,10 + 0,36 ug) e 78,76%
(Média = EPM; G3: 1,72 + 0,50 vs Salina: 8,10 + 0,36 ug), comparado com o grupo controle
Percebe-se também que o grupo tratado com Eletroacupuntura + Anetol apresentou reducao

de 64,68% (1,72 + 0,50 ug ) na quantidade MPO hepético quando comparado ao grupo

tratado apenas com Eletroacupuntura (4,87 = 0,79 ug) (Tabela 6, Figura 9).
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Tabela 6 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as

concentracfes de MPO no hepaético.

Grupo MPO
Grupo 1 - Salina 8,11+£0,36
Grupo 2 -Eletroacupuntura ** 4,87 +0,79
Grupo 3 -Trans-anetol *** 3,25+ 0,74
Grupo 4 - Eletroacupuntura + Trans-anetol *** ## 1,72 +0,50

Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo de Estresse
Cronico Moderado e, posteriormente, tratados com salina (G1), Eletroacupuntura (G2),
Trans-anetol (G3) e Eletroacupuntura + Trans-anetol (G4). Os valores sdo expressos
em média + EPM, (n=9 - 11). ** p<0,01; *** p<0,001 em relacdo a salina; ## p<0,01
em relacédo a eletroacupuntura (One way ANOVA - Tukey Multiple Comparison Test).
Figura 9 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos

submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as

concentracfes de MPO no hepatico.
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Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo de Estresse Cronico
Moderado e, posteriormente, tratados com salina (G1), Eletroacupuntura (G2), Trans-
anetol (G3) e Eletroacupuntura + Trans-anetol (G4). Os valores sdo expressos em média
+ EPM, (n=9 -11). ** p<0,01; *** p<0,001 em relacdo a salina; ## p<0,01 em relacdo a

eletroacupuntura (One way ANOVA - Tukey Multiple Comparison Test).
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4.3.3 A Eletroacupuntura e/ou Trans-anetol reduzem TBARS plasmatico e hepético

Em relagdo ao TBARS plasmatico, o grupo G2 - Eletroacupuntura isolada (0,14
+ 0,03) apresentou reducédo de 39,13% quando comparado ao grupo G1 — Salina (0,23 + 0,02
pumol/L), no entanto, sem significancia estatistica. Ja os grupos tratados com Trans-anetol e
Eletroacupuntura + Trans-anetol reduziram, respectivamente, 60% (Média + EPM; G3: 0,09
+ 0,02 vs Salina 0,23 £ 0,02 umol/L) e 91,30% (Média + EPM; G4: 0,02 + 0,00 vs Salina
0,23 + 0,02 pmol/L), estatisticamente significante. Ademais, o tratamento com
Eletroacupuntura + Trans-anetol também apresentou reducdo significativa no TBARS
quando comparado com a Eletroacupuntura isolada, de 85,71% (Média £ EPM; G4: 0,02 +
0,00 vs G2:0,14 + 0,03umol/L) (Tabela 7, Figura 10).

Quanto aos valores do TBARS hepético, o padrdo semelhante ao TBARS
plasmatico foi evidenciado, com reducdo significativa dos grupos G2 - Eletroacupuntura
isolada (0,23 + 0,03 pmol/L), G3 — Trans-anetol (0,19 £ 0,03 pmol/L) e G4 -
Eletroacupuntura + Trans-anetol (0,11 £ 0,01 pmol/L) em relagdo ao grupo G1 — Salina
(0,43 £ 0,03) em 46,51%, 55,81% e 74,41%, respectivamente. Além disso, 0 grupo tratado
com Eletroacupuntura + Trans-anetol também apresentou reducéo significativa no TBARS
hepatico quando comparado com grupo Eletroacupuntura isolada, de 85,71% (Média = EPM;
G4:0,11 £ 0,01 vs G2: 0,23 £ 0,03 umol/L) (Tabela 8, Figura 11).

Tabela 7- Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em
ratos submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre
as concentracdes de TBARs plasmatico.

Grupo TBARSs Plasmatico
Grupos 1 - Salina 0,23 +£0,03
Grupo 2 - Eletroacupuntura 0,14 £ 0,04
Grupo 3 - Trans-anetol * 0,09 £ 0,02
Grupo 4 - Eletroacupuntura + Trans-Anetol *** # 0,02 +0,01

Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo de Estresse
Crbnico Moderado e, posteriormente, tratados com salina (G1), Eletroacupuntura
(G2), Trans-anetol (G3) e Eletroacupuntura + Trans-anetol (G4). Os valores séo
expressos em média £ EPM, (n = 9 - 11). * p<0,05; *** p<0,001 em relacdo a
salina; # p<0,05 em relacdo a eletroacupuntura (One way ANOVA - Tukey
Multiple Comparison Test).
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Figura 10 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol
em ratos submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel

(ECMI) sobre as concentracfes de TBARS plasmatico.
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Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo de
Estresse Cronico Moderado e, posteriormente, tratados com salina (G1),
Eletroacupuntura (G2), Trans-anetol (G3) e Eletroacupuntura + Trans-anetol
(G4). Os valores sdo expressos em média = EPM, (n =9 - 11). * p<0,05; ***
p<0,001 em relacéo a salina; # p<0,05 em relagdo & eletroacupuntura (One way
ANOVA - Tukey Multiple Comparison Test).

Tabela 8- Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em
ratos submetidos a Estresse Crénico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre

as concentragdes de TBARSs hepatico.

Grupo TBARS Hepatico
Grupol - Salina 0,44 £0,03
Grupo 2 - Eletroacupuntura *** 0,24 £ 0,04
Grupo 3 - Trans-anetol*** 0,19+ 0,03
Grupo 4 - Eletroacupuntura + Trans-anetol*** # 0,12 £ 0,02

Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo de Estresse
Crbnico Moderado e, posteriormente, tratados com salina (G1), Eletroacupuntura
(G2), Trans-anetol (G3) e Eletroacupuntura + Trans-anetol (G4). Os valores séo
expressos em média £ EPM, (n =9 - 11). * p<0,05; *** p<0,001 em relacéo a salina;
# p<0,05 em relacdo a eletroacupuntura (One way ANOVA - Tukey Multiple
Comparison Test).



Figura 11 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-
anetol em ratos submetidos a Estresse Cronico Moderado

Imprevisivel (ECMI) sobre as concentraces de TBARSs hepatico.
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Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo de
Estresse Cronico Moderado e, posteriormente, tratados com salina (G1),
Eletroacupuntura (G2), Trans-anetol (G3) e Eletroacupuntura + Trans-
anetol (G4). Os valores sdo expressos em média + EPM, (n =9 - 11). *
p<0,05; *** p<0,001 em relacdo a salina; # p<0,05 em relacdo a
eletroacupuntura (One way ANOVA - Tukey Multiple Comparison Test).

4.3.4 A Eletroacupuntura e/ou Trans-anetol aumentam niveis de Glutationa plasmatica e

hepética

O tratamento com Eletroacupuntura apresentou aumento significativo de
glutationa plasmaética, de 59,33% (Média £ EPM; G2: 105,05 + 3,25 vs Salina 65,93 + 1,84
1g/g). Os grupos G3 — Trans-anetol (140,38 + 4,89) e o grupo G4 — Eletroacupuntura + Trans-
anetol (216,31 + 4,73 pg/g) aumentaram em 121,92% e 228,09%, respectivamente, a
glutationa plasmatica em comparacdo ao grupo que recebeu Salina (65,93 + 1,84 ug/g).
(Tabela 9, Figura 12). Concomitantemente, houve aumento significativo nos niveis de
glutationa nos grupos G3 - Trans-anetol (140,38 + 4,89 ug/g) e o grupo G4 -
Eletroacupuntura + Trans-anetol (216,31 + 4,73 pg/g) em relacdo ao grupo G2 —
Eletroacupuntura (105,05 + 3,25 ug/g) em 33,63% e 105,91%, respectivamente. Ademais, 0
grupo Eletroacupuntura + Trans-anetol também apresentou aumento significativo de 54,08%
a glutationa plasmatica em relagdo ao grupo tratado com Trans-anetol (Média + EPM; G4:
216,31 + 4,73 vs G3: 140,38 + 4,89 ug/g) (Tabela 9, Figura 12).

Quanto a dosagem de glutationa hepatica houve o mesmo padrédo de aumento nos

grupos tratados Eletroacupuntura, Trans-anetol e Eletroacupuntura + Trans-anetol , quando
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comparado com o Grupo Salina, respectivamente, de 21,67%, 40,05% e 90,04% 59,33%
121,92% e 228,09%, (Média + EPM; G2: 203,19 + 3,53 ug/g; G3: 233,89 + 6,82 ug/g, G4:
317,37 £ 4,72 pg/g vs Salina 167,00 + 1,84 pg/g). Além disso, houve aumento significativo
nos niveis de glutationa nos grupos G3 — Trans-anetol (233,89 + 6,82 pg/g) em 15,10% e 0
grupo G4 — Eletroacupuntura + Trans-anetol (317,37 + 4,72 pg/g) em 56,19% com relacéo
ao grupo G2 — Eletroacupuntura (203,19 + 3,53 pg/g). Por fim, o grupo tratado com
Eletroacupuntura + Trans-anetol apresentou aumento significativo de 35,69% da glutationa
plasmatica em relacdo ao grupo tratado com Trans-anetol (Média £ EPM; G4: 317,37 + 4,72
Mg/g vs G3: 233,89 £ 6,82 ug/g) (Tabela 10, Figura 13).

Tabela 9 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol
em ratos submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel

(ECMI) sobre as concentracdes de glutationa plasmatica.

Glutationa
Grupo Plasmatica
Grupo 1 - Salina 65,94 + 1,85
Grupo 2 — Eletroacupuntura *** 105,06 * 3,25
Grupo 3 - Trans-anetol *** ## 140,39 + 4,89
Grupo 4 - Eletroacupuntura + Trans-
aneto| *** ## &&& 216,32 + 4,73

Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo de
Estresse Cronico Moderado e, posteriormente, tratados com Salina (G1),
Eletroacupuntura (G2), Trans-anetol (G3) e Eletroacupuntura + Trans-
anetol (G4). Os valores sdo expressos em média + EPM, (n =9 - 11). ***
p<0,001 em relacdo a salina; ### p<0,001 em relacdo a eletroacupuntura;
&&& p< 0,001 em relacdo ao Trans-anetol (One way ANOVA - Tukey
Multiple Comparison Test).
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Figura 12 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-
anetol em ratos submetidos a Estresse Crénico Moderado

Imprevisivel (ECMI) sobre as concentragbes de glutationa

plasmatica.
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Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo
de Estresse Crénico Moderado e, posteriormente, tratados com Salina
(G1), Eletroacupuntura (G2), Trans-anetol (G3) e Eletroacupuntura +
trans-anetol (G4). Os valores sdo expressos em média £ EPM, (n =9 -
11). *** p<0,001 em relagdo & salina; ### p<0,001 em relacdo a
eletroacupuntura; &&& p< 0,001 em relagdo ao trans-anetol (One way
ANOVA - Tukey Multiple Comparison Test).

Tabela 10 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-anetol em ratos
submetidos a Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI) sobre as

concentracOes de glutationa hepatica.

Grupo Glutationa Hepatica
Grupo 1 - Salina 167,00 = 1,85
Grupo 2 — Eletroacupuntura *** 203,19 £ 3,54
Grupo 3 - Trans-anetol *** ## 233,89 + 6,82
Grupo 4 - Eletroacupuntura + Trans-anetol *** ## &&& 317,38 + 4,73

Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo de Estresse
Cronico Moderado e, posteriormente, tratados com Salina (G1), Eletroacupuntura (G2),
Trans-anetol (G3) e Eletroacupuntura + trans-anetol (G4). Os valores sdo expressos em
média £ EPM, (n =9 - 11). *** p<0,001 em relagdo a salina; ### p<0,001 em relacdo a
Eletroacupuntura; &&& p< 0,001 em relacdo ao Trans-anetol (One way ANOVA -
Tukey Multiple Comparison Test).



Figura 13 - Efeitos da Eletroacupuntura (100 Hz) e/ou do Trans-
anetol em ratos submetidos a Estresse Cronico Moderado

Imprevisivel (ECMI) sobre as concentragfes de glutationa hepatica.

4001 &&&
#it# EA salina
*k%
) e E= Eletroacupuntura
< 3 3007 P
2 ] * %k E Trans - anetol
o~ ——
- < * %k
< © 2001 Eletroacupuntura
F e + Trans - anetol
D <
-
O w1004
T

0 T T T

Fonte: Dados da pesquisa. Os animais foram submetidos ao protocolo de
Estresse Cronico Moderado e, posteriormente, tratados com Salina (G1),
Eletroacupuntura (G2), Trans-anetol (G3) e Eletroacupuntura + trans-
anetol (G4). Os valores sdo expressos em média £ EPM, (n =9 - 11). ***
p<0,001 em relacdo a salina; ### p<0,001 em relagdo a Eletroacupuntura;
&&& p< 0,001 em relagdo ao Trans-anetol (One way ANOVA - Tukey
Multiple Comparison Test).
4.4 Principais efeitos anti-inflamatorio e anti-oxidante da Eletroacupuntura 100Hz e/ou

Trans-anetol

Assim, pode-se perceber com a Tabela 11 que a terapia isolada com Trans-anetol
ou com Eletroacupuntura tiveram efeitos semelhantes quanto ao TBARs hepatico e GSH
sérico e hepatico apresentando diferenca apenas nos parametros de MPO e TBARS
plasmético. Ademais, o Trans-anetol mostrou-se superior a Eletroacupuntura (100Hz) quanto
ao GSH. Quando comparado a terapia combinada ao uso isolado de Trans-anetol percebeu-
se melhoria no teor de GSH plasmatico e hepatico. A terapia combinada apresentou, ainda,
maior significancia quanto a todos os parametros avaliados comparando com a terapia isolada

de Eletroacupuntura 100Hz.
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Tabela 11 — Resumo esquematico dos principais efeitos anti-inflamatorios e anti-oxidantes

da Eletroacupuntura 100Hz e/ou Trans-anetol que apresentaram significancia estatistica

MPO TBARS (p) TBARS (h) GSH (p) GSH (h)
EAc 100 Hz *
H @ H 71 71
Trans- anetol *
i ! H 71 71
Terapia
combinada* 1 1 H 1 (N
EAc100 Hz
X 1} @ @ " m
Trans-anetol
Trans-anetol
x @ @ @ i1 1
T. Combinada***
EAc 100 Hz
X H ! l 1 71
T. combinada***

Fonte: Dados da pesquisa. *Comparado ao Grupo 1 que ndo teve tratamento. ** Comparacao entre

as duas terapias isoladamente. *** Comparando e terapia combinada (Trans-anetol e EAc 100 Hz)
com as demais.



5 DISCUSSAO

Dentre as diversas alteraces que podem ocorrer em funcdo do estresse/depresséo
a oscilacdo de peso corporal pode representar uma interagdo entre o estado patologico e as
condi¢des ambientais. Varia¢Ges que corroboram com perda de peso durante o ECMI podem
estar associada tanto aos periodos de privacdo de agua e racdo em que 0S sujeitos sdo
submetidos nesse processo, como, também, presenca de estimulos aversivos a buscar o
alimento, ja que no ECMI o animal esta a todo tempo em contato com um estimulo estressor.
Estudos mostram que a reducao no peso corporal em animais submetidos a estresse pode ser
igual ou superior a 20%, indo de acordo com o encontrado nesse trabalho (TOMANARI et
al., 2003; DOLABELA, 2004; RODRIGUES, 2005; BOGGIANO et al., 2007; WILLNER,;
2005; YANG et al., 2019).

E provavel, ainda, que outros efeitos metabdlicos também estejam relacionados
a oscilacdo de peso. De fato, a liberacao crénica de glicocorticoides aumenta a temperatura
corporal e o gasto total de energia e altera os padrdes de sono, 0s quais podem promover
reducdes na massa corporal, mesmo em condi¢6es de consumo alimentar normal (LU et al.
2016).

Além disso, estressores fisicos ou imunoldgicos, como os desencadeados pelo
ECMI, estdo mais associados a perda de peso. Com a cessacdo do estressor ha
reestabelecimento do balanco energético neuroenddcrino, porém parece ndo haver uma
integracdo adequada das respostas no nivel hipotalamico, o que pode inclusive indicar, danos
em areas cerebrais pelo estimulo estressor, resultando em ganho nulo ou reduzido de peso
corporal como ocorrido nesse estudo com impacto do ECMI de 39,6% sobre o ganho de peso
(LOPEZ et al., 2018).

Como j& elucidado o estresse cronico moderado induz um estado semelhante a
anedonia em ratos e comparavel com sintomas de depressdo em humanos. Apos 28 dias de
exposicdo ao ECMI, YANG et al. (2019) encontrou, em experimento animal, um aumento
dos niveis de ansiedade e menor consumo de solugdo doce em comparacdo aos ratos
controle. No presente estudo o ECMI foi capaz de induzir a reducdes de até dez vezes a
ingestdo prefererencial a sacarose quando comparado com inicio do experimento assim como
encontrado por Bekris et al. (2005). Isso pode ser reforcado quando comparado com 0s
achados de Oliveira (2009), que constatou que o decréscimo da preferéncia a sacarose
relacionado ao estresse cronico moderado quando instaurado pode ser mantido por um

periodo superior a trés semanas se ndo houver intervengdes terapéuticas.
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Outros estudos apontaram, ainda, o efeito do ECMI em pardmetros bioquimicos
no sangue. Pal et al. (2011) mostrou que houve aumento significativo
da corticosterona plasmatica e produtos da peroxidacao lipidica , via malondialdeido, e uma
reducdo dos niveis de glutationa reduzida associados ao estressor, Lu et al. (2016), ainda
correlaciona a hipercortisolemia ao aumento de NF-kB, TNF-a, IL-If séricos e neurais ¢
Bachis et al. (2008), associa a um aumento de caspase-3 detectavel nos neurénios do cortex
cerebral, sugerindo apoptose. A partir desses estudos é possivel inferir que os aumentos de
MDA e reducédo de GSH observados nos grupos controles dessa pesquisa podem ser produtos
da hipercotisolemia, capaz de produzir espécies reativas de oxigénio e promover a mediagédo
inflamatoria neural. Esses marcadores elucidam possiveis vias de imunomodulacéo da morte
neural induzida pelo estresse cronico.

Desse modo se faz importante encontrar terapéuticas capazes de atenuar e/ou
reverter esse quadro. Os antidepressivos atuais demonstram efeitos sobre essas vias, porém
seu uso é até entdo contestado pela quantidade de efeitos colaterais associados e a
necessidade crescente de doses cada vez maiores. Devido a isso, pesquisas clinicas
propuseram uma estratégia complementar de combinacdo terapéutica, combinando
Inibidores Seletivos da Receptacéo de Serotonina (ISRS) com Eletroacupuntura. Essa terapia
Se mostrou promissora, ja que o uso conjunto pode levar o alivio dos sintomas na 1° semana
de uso (ZHANG et al., 2019).

Outra possibilidade foi descrita por ZHANG et al. (2019), no qual a EAc aplicada
sem 0 uso concomitante de ISRS por 7 dias, tempo semelhante ao empregado nesta pesquisa
(6 dias intercalados), tem efeitos semelhantes aos ISRS na redugéo da anedonia e ansiedade,
bem como no aumento do peso corporal. Outros estudos apontaram alguns mecanismos
como plasticidade sinaptica, aumentando a expressao do receptor 5-HT em praticamente
todas as areas do cerebro. Esses resultados sugerem que a acupuntura tem efeitos semelhantes
aos antidepressivos (LI et al., 2017; ZHANG et al., 2019).

O Trans-anetol por sua vez, possui diversos beneficios para a saude humana
como anti-inflamatorios, anticarcinogénicos e quimiopreventivos, antidiabéticos,
imunomodulatorios, antitrombdticos, das quais destacamos, para este estudo, a funcao
neuroprotetora, da qual foi descoberta alguns mecanismo possivel como bloqueio da
excitotoxicidade, reducdo do estresse oxidativo e a disfuncdo mitocondrial melhorando,
significativamente, a lesdo celular neuronal induzida por oxigénio-glicose, um modelo in
vitro de isquemia (RYU et al., 2014).
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Assim, de acordo com Bretherick et al. (2015) e Teixeira et al. (2013) tanto a
eletroacupuntura e quanto o Trans-anetol demonstraram, separadamente, efeitos preventivos
de perca de peso, seja pela diminuicdo do estresse oxidativo ou pela retomada ao prazer as
atividades, o que corrobora com aumento de peso em todos 0s grupos tratados. Teixeira et
al. (2013) ainda destaca que o Trans-anetol (Grupo 3) pode apresentar predisposicdo ao
ganho de peso pelo incremento ao consumo de ragéo.

O ECMI ainda pode provocar agressdo hepatica causada por estresse oxidativo
pode levar a danos hepatocelular, com alteragdes dos valores de TGO e/ou TGP. Geralmente
esse aumento é assintomatico, transitdrio e resolve-se apds a descontinuagdo do estimulo,
caso seja agudo. Os dados dos diversos estudos sdo muito consistentes em mostrar que a
hepatotoxicidade é rara (< 2%), mas quando ocorre manifesta-se com aumento de TGP e/ou
TGO. Desse modo as enzimas, usualmente, aumentam nas primeiras 12 semanas exposta ao
estressor cronico, o que justificaria, neste estudo, com 6 semanas de ECMI, nenhuma
modificacéo significativa (BERTOLAMI, 2005).

E importante ressaltar que, assim como visto em outros estudos, parametros
como GSH hepatica reduzida e MPO e TBARS aumentados podem ser validos para sugerir
processo inflamatorio em curso. Wang e colaboradores (2005) ainda apontaram que esses
marcadores bioquimicos podem indicar o grau de evolucdo para fibrose hepatocelular
imunologica. Assim, a reducao desses mediadores inflamatorios e aumento dos parametros
antioxidantes se mostraram capazes de apontar os benéficos de uma terapéutica sobre
reducdo fibrose hepatica em ratos por inibicdo da sintese de colageno e diminuicdo do
estresse oxidativo.

Além disso, outros estudos corroboram com a importancia desses marcadores no
que tange a neuroinflamacdo. Luan et al. (2018) forneceram evidéncias de que o gene
codificador da enzima MPO e a expressao de MPO sdo importantes para a regulagdo do
funcionamento cognitivo. Assim como Liu e colaboradores (2017) indicaram que niveis
séricos mais altos de MDA estavam relacionados a um maior risco de desenvolvimento de
depressdo e sintomatologia mais grave. Freed et al. (2017) relatou ainda que niveis de GSH
sérico foram mais baixos em adolescentes com Transtorno depressivo maior. Demostrando,
assim, a validade desses marcadores como parametros quantitativos de possiveis vias da
neuromodulagéo da depressao.

Assim, o uso da acupuntura isoladamente no ponto Zusanli, um dos pontos de
escolha para o grupo G3 deste estudo, ja demonstrou efeitos sobre 0 comportamento e a

inflamacdo aumentando GSH, reduzindo MDA e H202 no cérebro, inibindo a peroxidacao
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lipidica. O uso de EAc parecer ser ainda mais promissor reduzindo malondialdeido (MDA)
e 0 peroxido de hidrogénio (H20.), aumentando o contetido de catalase (CAT) e glutationa
(GSH) no hipocampo de camundongos tratados além de impedir o aumento de citocinas pro-
inflamat6rias como a interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral-a. (TNF-a) no hipocampo, esse mecanismo também pareceu influenciar na
disponibilidade de serotonina na fenda sinaptica, um dos principais neurotransmissores
envolvidos na depressdo (SHANG et al., 2018; HAN et al., 2018; CAl et al., 2019).

O Trans-anetol e seus analogos estruturais se mostraram importantes na inibicao
de eventos de sinalizacdo de TNF-o induzidos por GSH. Esses mecanismos ainda ndo estao
claros, mas foi sugerido que ocorrem por meio de aumento dos niveis intracelulares de GSH
ocasionando inibicdo da ativacdo de NF-kB (CHAINY et al., 2000). Estudos mais recentes
trazem o efeito do GSH mediados pelo Trans-anetol no cérebro, com evidéncias de melhora
significativa da aprendizagem de ratos jovens e idosos. Essa melhoria foi associada além da
presenca de GSH a uma inibicdo de enzimas responsaveis pela hidrolise de diversos
neurotransmissores, como acetilcolinesterase cerebral e da butirilcolinesterase. O aumento
da atividade colinérgica do cérebro associado a presenca de anti-oxidantes enddgenos
sugestiona sua modulagdo do Trans-anetol em outras vias (DHINGRA; SONI, 2018).

Desse modo, a producéo e o desbalango de EROs podem ser controladas por meio
do uso de substancias antioxidantes, que mesmo em pequenas concentracdes possuem a
funcdo de inibir ou atrasar a oxidacdo de um substrato. O aumento de GSH sérico e tecidual
em resposta ao tratamento de eletroacupuntura por Acioli (2014), Albuquerque (2016) e ao
tratamento com Trans-anetol por Morais (2018) o GSH demonstram, individualmente um
resultado antioxidante promissor assim como encontrado nessa pesquisa em G2
(Eletroacupuntura 100hz) e G3 (Trans-anetol). Além disso o tratamento conjunto (G4)
apresentou-se significativamente mais elevado quando comparado com os tratamentos
isolados, demonstrando que a terapia coadjuvante possui importancia crucial no balango das
espécies reativas de oxigénio na protec¢do local e sistémica (HUBER et. al, 2008).

Para avaliacdo do dano celular pelo estresse oxidativo um outro método seria a
quantificacdo do MDA produzido na peroxidacao lipidica de determinado tecido, nesse
estudo o figado, como uma amostra do processo pro-inflamatério sistémico, sob um fator
oxidante especifico, pode ser analisado através do método de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS). Assim, essa substancia pode ser considerada como produto da
peroxidacdo dos lipideos. E um metabdlito da lipoperoxidacdo que exprime indiretamente a

acao dos radicais livres no soro, servindo na avaliagdo do estresse oxidativo. A presenga dele
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indica estresse oxidativo em curso (ARNHOLD; HECK, 2014). Desse modo, a producao
e/ou ingestdo de agentes antioxidantes pode equilibrar esse processo e reduzir 0s provaveis
danos ao organismo (FREIRE et al., 2005).

Estudos anteriores demonstraram que o pré-tratamento com Trans-anetol reduz a
producdo de TBARS, em processo inflamatdrio desencadeado por carragenina. Esse achado
reforca a ideia de que o Trans-anetol € capaz de inibir a producdo de espécies reativas de
nitrogénio e de oxigénio. Além disso, outros estudos realizados in vivo e in vitro confirmam
esse efeito (GALICKA et al., 2014; PONTE ,2015)

Desse modo, o tratamento com Trans-anetol e a eletroacupuntura (100Hz)
apresentaram, assim como Visto em outros estudos, uma reducdo na producdo de TBARS,
indicando, indiretamente, menor producdo de EROs (ALBUQUERQUE, 2016; COLUSSO,
2016). Reforcando, nesse estudo, a ideia de que o Trans-anetol e a eletroacupuntura como
terapia conjunta incrementam acao antioxidante, pela inibicdo da producéo de radicais livres
(FREIRE et al., 2005; GALICKA et al., 2014; PONTE, 2015; ALBUQUERQUE, 2016).

A mieloperoxidase (MPO), é um marcador de neutréfilos teciduais responsavel
pela liberacdo de diversos granulos que contem mediadores inflamatorios, os quais
desencadeiam uma cascata de reacOes visando combater o agente agressor. Como
consequéncia desse processo ocorre dor, desconforto e até mesmo dano tecidual
(KLAUMANN, 2008).

Logo, a presenca de MPO no tecido pode sinalizar que o estresse crdnico
desencadeou um estado inflamatorio sisttmico. Desse modo, a resposta compensatoria ao
estressor didrio e imprevisivel foi a ativacdo do sistema nervoso simpatico, liberacéo
hormonal no eixo HPA e neuroinflamagdo com presenca de IL-1 e TNF-a, levando, como ja
visto, a reducdo de fatores tréficos, toxidade aos oligodendrdcitos, dismielinizacdo e
diminuicdo de monoaminas (LAGE, 2011; LIMA, 2012).

Estudo anteriores apontaram novamente a Eletroacupunutra no ponto zusanli e
seu papel anti-inflamatério no SNA. Foi demonstrado uma reducdo de recrutamento de
leucdcitos da medula dssea assim como foi capaz de ativar linfécitos T reguladores pelo baco,
garantindo uma reducao do processo inflamatdrio sistémico. De outra forma, ainda pareceu
estd envolvida na atividade vagal, uma das principais vias moduladoras da inflamacéo e da
sinalizagdo para o sistema nervoso central. Desse modo, a redugéo dos parametros de MPO
hepéticos no grupo 2 (Eletroacupuntura 100 Hz) € um indicativo de ativacao dessas funcbes
(SHANG et al., 2018; HAN et al., 2018; CAl et al., 2019; CHEN et al., 2019).
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O papel Trans-anetol na inflamacdo pode ser evidenciado pela reducdo do
numero de leucdcitos no sitio inflamatdrio. Na depressdo ocasionada por estresse 0 processo
inflamatorio € sistémico, porém um fragmento de um 6rgédo, como o figado, parece ser uma
amostra do processo global. Essa avaliagdo € corroborada por achados de Cho e
colaboradores (2013) pela reducdo de MPO apo6s tratamento com Trans-anetol na injaria
hepatica, do qual foi capaz ainda de reduzir a celularidade no sitio inflamatorio e reduz a
permeabilidade vascular somado a isso foi capaz de reduzir os niveis séricos de PCR (CHO
etal., 2013; ESTEVAO-SILVA et al., 2014; PONTE, 2015).

Assim, pode-se afirmar que a reducdo de MPO dos demais grupos tratados
quando comparado com o controle significa reducdo desse estado pré-inflamatério,
corroborando com os achados de Acioli (2014) e Santos (2012) que apresentaram reducao de
MPO com o uso de eletroacupuntura, para Ritter et al., (2013) houve reducao da atividade
da MPO e a producédo de TNF- a, IL-1 IL-17 com o uso de Trans-anetol o que vai ao encontro
da hipotese dessa pesquisa, que a terapia combinada teria efeito adicional a reducéo desse
marcador inflamatdrio.

Desse modo, os parametros reduzidos de concentracdo TBARS e MPO e valores
aumentados de GSH nos grupos tratados, corroboram com os achados de anti-inflamatorios

e reducdo do estresse oxidativo sistémicos e hepaticos (Figura 14).

Figura 14 - Resumo esquematico das possiveis vias de inflamacdo e oxidacéo sistémica e
neural induzida pelo estresse cronico elucidadas pela literatura associado aos efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes da Eletroacupuntura 100Hz e Trans - anetol encontrados nessa
pesquisa.

lMecanismos O
Pro-inflamatérios ¥ 4' IMecanismos
+11 GSH

11l MPO antioxidantes

Hipercortisolemia

Eletroacupuntura
(100 Hz)
+ 11l TBARS
Trans - anetol
Espécies
Reativas
de Oxigénio
Danos
Danos | . l a
e + . > Cerebrais Depressao
Hepaticos apoptose

| percursores de monoamina

Fonte: Dados da pesquisa.
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Por fim, os resultados apresentados nesse estudo confirmam o efeito anti-
inflamatorio do Trans-anetol, da eletroacupuntura (100Hz) e a terapia coadjuvante com
Trans-anetol e Eletroacupuntura indicando que, principalmente, a terapia coadjuvante
apresenta-se favoravel a reducdo dos principais processos da inflamagao cronica, estresse e
depressdo pela reducéo dos efeitos inflamatério e pela modulacdo de efeito anti-inflamatorios
enddgenos quando comparados aos tratamentos isolados.

Os dados obtidos revelam que o Trans-anetol, molécula amplamente utilizada e
consumida como aromatizante, junto a Eletroacupuntura 100 Hz terapia segura, livre de
efeitos adversos, podem se tornar alternativa eficaz para o tratamento da depresséao e doencas
inflamatorias sistémicas. No entanto, é necessario que sejam realizados estudos mais

aprofundados, no sentido de compreender melhor o seu mecanismo de ag¢do conjunto.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento com eletroacupuntura e/ou trans-anetol reduz o estresse
oxidativo sistémico e hepatico em ratos submetidos ao estresse crénico moderado
imprevisivel. Percebeu-se também, que o tratamento conjunto (Eletoacupuntura 100Hz e

Trans-anetol) apresenta efeito potencializador ao tratamento isolado (Eletroacupuntura).
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APENDICES E ANEXOS

APENDICE A - APROVACAO NO COMITE DE ETICA PARA USO DE ANIMAIS

(CEUA)

Universidade Fedcral do Ceara
Comissdo de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teofilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "PRE E POS-CONDICIONAMENTO
COM SERTRALINA, CURCUMINA, E ELETROACUPUNTURA EM MODELO DE
RATOS SADIOS SUBMETIDOS AO ESTRSSE MODERADO CRONICO”, pI‘DtOCO]O
n°21/2016, sob responsabi'lidade do Prof. Dr.'Sergio Botelho Guimaraes, que envolve

a produgio, manutengiio e/ou utilizagdio pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei 11.794, de n°8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentagéo Animal (COBEA), foi aprovado pela Comisso de Etica no Uso de

Animais (CEUA-UFC) da Universidade Federal do Ceard, em reunidio em 20 de

margo de 2016.
[ Vigéncia do projeto 01/04/2016 a 01/04/2020
| Espécie/Linhagem Rato heterogénico Wistar '
| N° de Animais 48
Peso/Idade 150-200g 8 a 10 semanas
Sexo Machos
Origem Biotério Central da UFC

Fortaleza, 26 de margo de 2016

A
Prof. Dr. rigo Siqueira
Coordenador do CEUA - UFC

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
RODRIGO JOSE BEZERRA DE SIQUEIRA

COORDENADOR DACOMISSAO DE ETICAE DO USO COM
ANTMAIS - CEUB/UFC - Malrfcula Siape: 1520734
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APENDICE B - PROTOCOLO OPERACIONAL PADRAO

ATIVIDADE: MANUTENC;AO DOS ANIMAIS/ TEMPO: 30 min N°: 20
TROCANCIA

MATERIAL NECESSARIO QTD

- Caneta de marcacdo permanente 04

- Racg&o (proveniente do biotério) -
- Maravalha (proveniente do biotério) -

- Caixas grandes (proveniente do biotério) 08
- Garrafas (proveniente do biotério) 16
- Tampa de gaiola (proveniente do biotério) 08
- Balanca (proveniente do biotério) 01
- Vasilha para balanca (proveniente do biotério) 01
- Esparadrapo 01
- Papeis/ plasticos identificadores 08

ANTES DA ATIVIDADE
- Checar identificacdo dos grupos

DESCRICAO DO PROCESSO:

- Manutengéo dos animais ocorrem as segundas e quintas. Consiste na troca das caixas, racéo,
maravalha e agua. ldentificar na agua o dia, hora e responsavel que realizou o processo.

- Realizar a remarcacao dos animais: usar uma cor de caneta para cara grupo (ex.: azul — Grupo
01; Preto — Grupo 02; Vermelho — Grupo 03; verde - Grupo 04)

-Valoresde 1 a4 e 6 a9 tem marcacdo com listras no rabo, de acordo com a numeracado. Valores
5 e 10 tem uma marcagdo continua de aproximadamente 04 dedos de comprimento, e 2
marcacdes de 4 dedos de comprimento, respectivamente.

APOS A ATIVIDADE
- Realizar pesagem e anotar

- Anotar atividades realizadas na sessdo Acompanhamento Diario com horario de inicio e fim.
Assinar.
- Comunicar aos demais integrantes sobre realizacao da atividade.
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ATIVIDADE: ESTRESSE CRONICO MODERADO | TEMPO: 30min | N°:42 |

MATERIAL NECESSARIO QTD

- Caixas e tampas pequena destinadas a comundongos (proveniente do biotério) 08

- Maravalha (proveniente do biotério) -

- Racdo (proveniente do biotério) -

- Garrafa de a4gua (proveniente do biotério) 16

ANTES DA ATIVIDADE

- Anotar horério de inicio e cronometrar retirada

- Checar identificagdo dos grupos
- Realizar pesagem e anotar

- Avisar técnicos para ndo retirarem o estressor, deixar recado na gaiola.

DESCRICAO DO PROCESSO:

O processo serda composto por 5 tipos de estressores dispostos continuamente por 42 dias de
acordo com o cronograma randomizado (Apéndice C)

Habitacdo Umida (HU) por 8 horas: Consiste na disposicdo de aproximadamente 400ml de
agua sobre as maravalhas, de modo a deixa-las umidas/encharcadas. Porém ndo deve ter
quantidade excedente de agua, que seja possivel a visualiza¢do de nivel de &gua.

Espago Restrito (ER) por 2 horas: Consiste na disposicdo dos animais em caixas de
camundongo. Uma caixa para cada 5/6 animais. Observacéao: Colocar garrafas de &gua em nivel
maximo sobre as tampas das gaiolas como estratégia para evitar escapes, pois as gaiolas séo
mais leves.

Inclinacdo da Gaiola (IG) por 4 horas: Consiste na inclinacdo da gaiola dos animais em um
angulo de aproximadamente 30° a 45° graus. Isso pode ser feito com o auxilio de uma
tampa/grade de gaiola.

Jejum hidrico (JH) por 17, 19 e 20 horas em momentos distintos ndo sequenciais: Consiste
na retirada da garrafa de dgua. Atencado: os horérios de disposicao do jejum deve ser alternado
com outro estressor, seguindo o cronograma (Apéndice C)

Privacao de alimento (PA) por 19, 24 e 43 horas em momentos distintos ndo sequenciais:
Consiste na retirada da racdo. Seguindo o cronograma. Atencdo: os horarios de disposicao do
jejum deve ser alternado com outro estressor, seguindo o cronograma (Apéndice C)

Atencdo: Ao horéario das Atividades Experimentais do biotério da Unichristus (7:30-16:00).
Flexibilizacdes nos horarios sdo possiveis desde que ndo ultrapassem 30 minutos. E importante,
ainda, chegar no biotério com antecedéncia e avisar previamente para sinalizar aos técnicos que
haverd atividade.

APOS A ATIVIDADE

- Anotar atividade na sessdo Acompanhamento diario
- Avisar ao grupo de pesquisa as atividades realizadas
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ATIVIDADE: TESTES DE PREFERENCIA A SACAROSE ’TEI\/IPO: 1:30 ‘ N°: 4 ‘

MATERIAL NECESSARIO QTD
- Tubos com sacarose 70

- Tubo da tampa azul vazio

- Balanca de preciséo (lab 8°)

- Esparadrapo

- Garrafas pequenas (proveniente do biotério)

Ol R R

ANTES DA ATIVIDADE

Com 48h de antecedéncia — Preparo: Realizar pesagem diaria. Fazer o processo idéntico ag
teste (ver descricdo do procedimento), dispor as garrafas de forma inversa ao que vai ser
apresentado no dia do teste (Preparo: sacarose ao Lado Esquerdo), em exposi¢cdo por 24 horas.
Realizar pesagem das garrafas antes e depois. Tempo dispendido para atividade: 1 hora.

Com 24h de antecedéncia: Pesar animais. Dispor 0s animais em jejum hidrico e de alimento

por 23 horas. Tempo dispendido para atividade: 40 min.

No dia: Checar identificacdo dos grupos, realizar pesagem e anotar.Cronometrar horario de

inicio e fim da atividade

DESCRICAO DO PROCESSO:

Laboratoério 8° andar: Fazer a pesagem da sacarose. A sacarose estara disposta para cada teste
em Tubos de Tampa Azul, previamente pesados e designados para cada dia do teste. Porém ¢
importante refazer a pesagem no dia que sera realizado. O tubo de tampa Azul tem peso de 2,0
g. Tarar com tubo vazio. S6 depois fazer a medi¢do. O peso da sacarose 1 grama.

Biotério: Separar 8 garrafas pequenas. Encher com agua potavel em temperatura ambiente.
Tarar a balanga onde se pesa os animais com uma garrafa vazia (fazer esse processo a cada
garrafa). Pesar todas as garrafas com agua. O peso deve estar com 100g de agua. Levar todas as
garrafas contendo apenas agua para a sala de comportamento. Identificar com esparadrapo a
garrafa que contera sacarose e sO depois despejar o tubo de sacarose nos tubos ja preenchidos
por &gua. Distribuir os animais em superficie plana. Alocar as garrafas a de sacarose a DIREITA
e a de agua a esquerda. Ter cuidado ao dispor a garrafa para nao desperdicar as
solucBes.Observacdo: aceitando-se que 1g= 1ml, o que mantém a propor¢éo de 1 g de sacarose
em 100 ml de agua (1%).

APOS A ATIVIDADE

- Realizar pesagem garrafa e anotar seu peso Obs: sempre tarar a balanca entre uma garrafa e
outra, com uma garrafa vazia.

- Anotar atividades realizadas na sessdo Comportamento Obs: Caso haja intercorréncias €
importante relatar na mesma sessé@o, no espaco reservado a observacoes.

- Avisar ao grupo de pesquisa as atividades realizadas

- Acondicionar animais de acordo com a atividade do dia (Estressor ou Tratamento) de acordo
com 0 cronograma
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ATIVIDADE: TRATAMENTO -ELETROACUPUNTURA TEMPO: 6 h ‘ N°: 6

MATERIAL NECESSARIO QTD
- Agulhas de acupuntura descartaveis (3 pontos) 400
- Eletroestimulador e cabo de forca 1
- Cabo com 2 saidas 2
- Redes 6
- Suporte para redes 2
- Esparadrapo 1
- Bateria quadrada 5

ANTES DA ATIVIDADE

- Periodo de aclimatacdo: 3 dias antes do inicio do tratamento realizar adaptacdo dos animais
as redes, por periodos crescentes a cada dia de 5, 7 e 10 min na rede com as 4 patas presas com
esparadrapo, promovendo a liberacdo das patas ao longo dos dias de acordo com a adaptacao
dos animais. Deixando, prioritariamente, a pata direita posterior presa.

- Checar identificacdo dos grupos que receberam este tratamento, realizar pesagem e anotar

DESCRICAO DO PROCESSO:

Colocacéo nas Redes: Acondicionar 0s animais com as patas nos furos, deixando o furo maior
para a pata traseira direita. A pegada dos animais deve ser proximo as patas dianteiras de modo
que possam ser guiadas. Prender as patas dianteiras e traseira com esparadrapo. Passar primeiro
0 esparadrapo na pata dando uma volta (Atencdo a integridade da pele e circulagédo da regiao).
Na pata que houver a eletroestimulagdo deve-se colocar o esparadrapo antes do inicio dos pelos.
Eletroacupuntura: Aplicar a agulha de acupuntura nos pontos indicados
na foto (E-36 localizado abaixo da cabeca fibula no tubérculo anterior, VB-
34 localizado na depresséo anterior e inferior da fibula, R-3 localizado na
depressao entre o maléolo medial e o tenddo do calcaneo). Usar o aplicador

E36

para ajudar a posicionar a agulha. Ap0s tirar o aplicador, verificou que veu——S-p) ©
agulha esta mal colocada, pode fazer uma pequena pressdo de modo a sentir

traspor a derme. Obs: Ter cuidado na aplicacdo do ponto R3 para nédo fe®
transpor a agulha. Ligar o eletroestimulador (ligar/desligar), posicionar os s

eletrodos nos pontos VB34 e E36. Pressionar Iniciar/Parar. Ajustar a

intensidade em 1,0. Fazer isso nos dois lados do aparelho. Visualizar o pulso. Sinal de que esta
tudo OK. Ao terminar os 15 minutos o aparelho acionard um bipe. Obs: Aparelho ajustado na
funcdo J (pré-configurado).

APOS A ATIVIDADE
- Retirar eletrodos, retirar agulhas, descartar em recipiente adequado
- Deixar animais em repouso com agua e racao a vontade

- Anotar atividades realizadas na sessdo Acompanhamento Diario. Obs: Caso haja
intercorréncias é importante relatar na mesma sessdo, no espaco reservado a observacoes.
- Avisar ao grupo de pesquisa as atividades realizadas
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ATIVIDADE: TRATAMENTO COM ANETOL ‘ TEMPO: 1:30 \ N°: 6 ‘
MATERIAL NECESSARIO QTD

- Anetol (proveniente da Universidade Estadual do Ceara - UECE) 1

- Tween (proveniente da Universidade Estadual do Ceara - UECE) 1

- Agua destilada (proveniente do Laboratério 8 - Unichristus) 1

- Ponteira de 1000ul — azul (proveniente do Laboratério 8 - Unichristus) 12

- Ponteira p/ 50 ul - amarela (proveniente do Laboratério 8 - Unichristus) 12

- Pipeta de 100 a 1000 ul (proveniente do Laboratério 8 - Unichristus)

- Pipeta de 50 ul (proveniente do Laboratorio 8 - Unichristus)

- Tubo de ensaio (proveniente do Laboratério 8 - Unichristus)

- Béquer pequeno (proveniente do Laboratério 8 - Unichristus)

- Agitador (proveniente do Laboratério 8 - Unichristus)

- Parafilme (proveniente do Laboratério 8 - Unichristus)

- Seringa de insulina

- Cénula de Gavagem (proveniente do Bi6tério - Unichristus)

RlR oo R RN R -

- Estante para tubo de ensaio (proveniente do Laboratério 8 - Unichristus)

ANTES DA ATIVIDADE

PREPARO DO TRANS-ANETOL (LABORATORIO 8 - UNICHRISTUS):
Calculo do Trans-anetol: Para calcular o0 peso total dos animais: - Cada animal no
experimento ira pesar entre 150 e 250 g. — Fazendo o célculo para 200 g por animal teremos:
22 animais (aqueles que receberam este tratamento) x 250 g = 5500 g (Peso total).

Calcular concentracgédo de 1,0 mg/kg: 100 g (de animal) — 100 ul (de solucéo)

5500 g (peso total—X ul (de solucéo)
X =5500 ul de solucéo.

Para a concentragéo de 1,0 mg/kg:

1 mg (de soluto) -------------------- 1000 g (peso de animal)
R 55009 (peso total)
Y =5,5 mg de soluto = 5,5 ul de soluto.

TWEEN - Diluente = 10ul TWEEN + 9.990ul de H20 (d).

Dessa Forma: Tendo em vista que a densidade = 0,98; podemos considerar que 1 kg = 1L.
1° PASSO: 9.990ul de H20 (d) + 10ul de TWEEN 80 (Parafilm e agitador).

2° PASSO: 5.500ul de TWEEN 80.

3° PASSO: 5,5ul (Anetol) e dispensar na solugédo de TWEEN 80.

4° PASSO: Colocar o tubo com a solugéo no agitador.

Explicacao desse processo de modo simplificado: Colocar agua destilada no béquer. Pegar
com a pipeta de 1000ul e ponteira azul, coletar agua destilada por 10x , colocando no tubo de
ensaio. Pegar pipeta de 50ul. E ponteira amarela. Gira a pipeta até a numeracdo de 10ul.
Pegar o tween. Esperar o tween subir. Despeja o tween nas bordas do tubo de ensaio proximo
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a solucdo de agua destilada. Tampar com parafilme Leva ao agitador do tipo Voterx®.
Esperar fazer “redemuinho”. Sinalizar o tubo de Tween. Pega a solucdo de tween e &gua
destilada que foi ao vortex, com a pipeta de 100 a 1000ul (pode reutilizar a primeira ponteira
azul) retira 5 x + roda a pipeta e ajusta até 500 1x a solucdo de tween e coloca no 2° tubo de
ensaio. Totalizando 5.500ul. Com a pipeta de 50ul (pegar nova ponteira amarela), colocar
entre 5 e 6, pega o0 Trans-anetol. Coloca ao centro da solucdo. Apos isso, suga um pouco da
solucgéo deste tubo de ensaio e solta, por 3x, para aproveitar toda a solugéo de Trans-anetol
da ponteira. Leva ao Vortex® até fazer “redemuinho”. Levar tubo de ensaio e estante de
apoio de tubo de ensaio para o biotério, lembrando de devolver ao final do experimento do
dia.

Obst: Ao final acondicionar tween e anetol e geladeira.

Obs2: Dia de domingo — prepara dois tubos de ensaio no sabado. Leva para acondicionar no
freenzer do biotério. Avisar devolugdo dos matérias do Laboratorio na segunda.

Biotério: Checar identificacdo dos grupos que receberam tratamento, realizar pesagem e
anotar. Levar animais para sala de comportamento. Acoplar canula de gavagem a seringa de
1 mL.

DESCRICAO DO PROCESSO:

Realizar a aspiracdo de anetol segundo o peso de cada animal por dia. Realiza a pega do
animal ou pela pelagem préximo as auriculas ou pelo pescoco. Segura o rabo com os dedos
distais da mesma mdo. Com a mdo dominante pega a seringa,coloca a canula pela lateral da
boca do animal, introduz cénula quase por completo, Com o dedo polegar empurra-se o
embolo. Observar a ingestdo da substancia e vitalidade do animal pds administracao.

APOS A ATIVIDADE

- Deixar animais em repouso com agua e alimento a vontade

- Anotar atividades realizadas na sessdo Acompanhamento Diario. Obs: Caso haja
intercorréncias é importante relatar na mesma sessdo, no espaco reservado a observagoes.
- Avisar ao grupo de pesquisa as atividades realizadas
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ATIVIDADE: MANEJO DO GRUPO CONTROLE - | TEMPO: 1h N°: 6
SALINA E REDE

MATERIAL NECESSARIO QTD

- Soro fisioldgico

- agulha 40x12

- Seringa de insulina

- Rede

- Suporte

- Cénula de gavagem

NI

- Esparadrapo

ANTES DA ATIVIDADE

Periodo de aclimatacdo: 3 dias antes do inicio do tratamento realizar adaptacdo dos animais
as redes, por periodos crescentes a cada dia de 5, 7 e 10 min na rede com as 4 patas presas
com esparadrapo, promovendo a liberacdo das patas ao longo dos dias de acordo com a
adaptacdo dos animais. Deixando, prioritariamente, a pata direita posterior presa.

Checar identificacdo dos grupos para essa atividade, realizar pesagem e anotar

DESCRICAO DO PROCESSO:

Realizar a aspiracdo de salina segundo o peso de cada animal por dia. Realiza a pega do
animal ou pela pelagem préximo as auriculas ou pelo pescogo. Segura o rabo com os dedos
distais da mesma mao. Com a mdo dominante pega a seringa, coloca a canula pela lateral da
boca do animal, introduz cénula quase por completo, Com o dedo polegar empurra-se o
embolo. Observar a ingestdo da substancia e vitalidade do animal pds administracao.

- Dispor os animais na rede.

APOS A ATIVIDADE

- Deixar animais em repouso com agua e alimento a vontade

- Anotar atividades realizadas na sessdo Acompanhamento Diario. Obs: Caso haja
intercorréncias é importante relatar na mesma sessdo, no espaco reservado a observacdes.
- Avisar ao grupo de pesquisa as atividades realizadas
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ATIVIDADE: COLETA TEMPO: 6h | N°:1 |
MATERIAL NECESSARIO QTD
- Heparina 2

- Xilazina 4

- Ketamina 4
-Ependoff 200
- Agulha 25x0,7 70
-Seringa de 5ml 50
-Seringa de insulina 16
-Agulha de insulina 50
- Estante de isopor 4

- LAmina de Bisturir 20

- Instrumental cirdrgico

- Balanca Portatil

- Freezer a -70 ou nitrogénio liquido

- Centrifuga para eppendorf

4
1
- Pinca dente de rato. 1
1
1
2

- Pipeta de 50

- Ponteira de 50ul 50

ANTES DA ATIVIDADE

- Checar identificacdo dos grupos para essa atividade, realizar pesagem e anotar.

- Identificar todos os epedendoffs. Cada animal deve ter 3 tubos. 1 Para o sangue(1) 1 para
0 soro(2) 1 para o figado(3). Ex: Animal 1 do grupo controle: na tampa 1 para sangue e
G1R1 na lateral. Deixar enfileirado em estantes de esopor.

- Heparinizar eppendorf e seringas que receberdo sangue.

DESCRICAO DO PROCESSO:

ANESTESICO: Para cada animal de 150g aspira-se de Ketamina e de Xilazina (de acordo
com ), com seringa de insulina, intraperitoneal no quadrante inferior esquerdo ventralmente.

CIRURGICO: Apo6s sedado,é feito uma incisdo vertical seguida por uma horizontal com
tesoura cirurgica ou bisturi na linha media nos quadrantes inferiores.

COLETA DE SANGUE: Afasta-se os 6rgdos para visualizar a aorta. A agulha 25x0,7 deve
ser inclinada. Punciona-se com o bisel para cima. Aspira imediatamente com a seringa de 5
ml heparinizada. Coloca-se no eppendorf e homogeneiza por 1 min.

COLETA DE FIGADO: Imediatamente depois da retirada do sangue retira figado. Retira
figado. Separa I6bulos. Pesar e anotar. E coloca no ependoff. Coloca no freenze — 70 ou no
nitrogénio.

SEPARACAO DO SANGUE: Cetrifugacdo: programacdo de rotacdo de . Colocar
eppendorf de modo contralateral para balancear. Pipetagem soro e colocar em ependoff
separado.

EUTANASIA
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- Realizar eutanasia por meio de guilhotinamento cervical. Embalar em saco branco leitoso
entregar aos técnicos de laborat6rio para descarte adequado.

APOS A ATIVIDADE

- Verificar anotacOes sobre peso dos animais, peso do figado. E outras observagdes.

- Anotar atividades realizadas na sessdo Coleta




APENDICE C - CRONOGRAMA DOS ESTRESSORES
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Estressor DIA 01
12-PA por 43
Estressor | DIA 03 DIA 04 DIA 05 DIA 06 DIA 07 DIA 08
7-1G por 4h | 7- HU por 8h 10- IG por 4h 9- IG por 4h |8h - IG por 4h | 12-PA por
9-JH por 20f 15— JH por | 14- ER por 2h13-PA por 19h11h-PA por 24h 43h
19 16- JH por 17k
Estressor | DIA 10 DIA 11 DIA 12 DIA 13 DIA 14 DIA 15
7-1G por 4h [7- HU por 8h [10- 1G por 4h 9- I1G por 4h  |8h-HU por 8h 12-PA
9-JH por 20i15 — JH por [14- ER por 2h [13-PA por 19h6h- PA por 20h (43h)
19 16- JH por 17h
Estressor | DIA 17 DIA 18 DIA 19 DIA 20 DIA 21 DIA 22
07-HU por 810- ER por 2h| 8 —IG por 4h %] 13- JH por 8- 1G por 4h
15- PA pdql2-PA por 19h/12-PA por 43h 19h 12-PA por 43h
19h
Estressor | DIA 24 DIA 25 DIA 26 DIA 27 DIA 28 DIA 29
Atividade |07-HU por 8[10- ER por 2h8- HU por 8h (9 —ER por 2h | 7-HU por 8h |10- ER por 2h
15-PA por 12-PA por 19h116 — JH por 17h{11- JH  por 15-JH por 19h 2 - PA por 43
20h 20h
Estressor | DIA 31 DIA 32 DIA 33 DIA 34 DIA 35 DIA 36
07- IG por 418- ER por2h| 8- IGpor | 07-PApor | 7Th-HU por |10-ER por 2h
11-JH por 20 12- JH por 4h 24h 8h 12-PA por
19h 12- JH por 19 15- JH por 17h 43h
Estressor | DIA 38 DIA 39 DIA 40 DIA 41 DIA 42
07- 1G pro 4h07- PA por 24t07- IG por 4h %) 07- ER por 2h
11-JH por 20 12 - PA por 43}

Fonte: Dados da pesquisa. Onde PA- Privacdo de Alimento; JU — Jejum hidrico; IG — inclina¢do da
gaiola; ER — Espaco restrito; HU- habitagdo Umida.



APENDICE D - VALORES DOS ANESTESICO POR PESO
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PESO (g) Quetamina (ml) Xilazina (ml)
140 0,252 0,070
150 0,270 0,075
160 0,288 0,080
170 0,306 0,085
180 0,324 0,090
190 0,342 0,095
200 0,360 0,100
210 0,378 0,105
220 0,396 0,110
230 0,414 0,115
240 0,432 0,120
250 0,450 0,125
260 0,468 0,130
270 0,486 0,135
280 0,504 0,140

Fonte: Dados da pesquisa



APENDICE E - PESO DOS ANIMAIS EM VALORES ABSOLUTOS

Periodo 1: Periodo 2: Periodo 3: Periodo 4:
GRUPOS Dia 01 - 04 Dia05-43 Dia44-48 Dia 49 - 59
G1 - Salina 68,1 93,8 110,0 139,7
G2 - EAc 100Hz 116,9 128,5 141,3 170,9
G3 — Trans-anetol 171,3 172,0 160,6 193,1
G4 - EAc + 232,7 224,2 216,8 246,0
Trans-anetol
Média 147,2 154,6 157,2 187.,4

Fonte: Dados da pesquisa
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APENDICE G - RESULTADOS DA AVALIACAO BIOQUIMICA EM VALORES

ABSOLUTOS

Tabela 1 — Transaminase glutadmico oxalacética (TGO) (U/L)

Rato Gl-Salina |G2-EAc 100Hz |G3 - Trans-anetol| G4 - EAc 100 Hz +
Trans-anetol
1 88 97 119 88
2 77 85 * 104
3 67 136 58 58
4 107 137 114 44
5 70 85 90 53
6 * 81 59 37
7 82 90 24 34
8 82 111 65 75
9 72 92 107 39
10 65 83 77 27
11 ** *x 112 27

Fonte: Dados da pesquisa. * Morte do animal no decorrer dos estressores. ** Grupos contendo apenas
10 animais pela distribui¢do randomica considerando 0s eventos mais estressores.

Tabela 2 — Transaminase glutamico piravica (TGP) (U/L)

Rato Gl-Salina |G2-EAc 100Hz |G3 — Trans-anetol| G4 - EAc 100 Hz +
Trans-anetol
1 63 50 44 72
2 67 58 * 42
3 50 56 67 41
4 51 56 44 46
5 49 79 49 50
6 * 50 50 64
7 56 63 71 38
8 56 46 81 43
9 37 50 74 46
10 45 45 54 27
11 ** ** 66 27

Fonte: Dados da pesquisa. * Morte do animal no decorrer dos estressores. ** Grupos contendo apenas
10 animais pela distribuicdo randémica considerando os eventos mais estressores.

Tabela 3 — Mieloperoxidase (MPO) (ug/g)

Rato G1l-Salina |G2-EAc 100Hz |G3 - Trans-anetol| G4 - EAc 100 Hz +
Trans-anetol
1 6,623 7,139 2,194 0,402
2 8,858 6,167 * 0,780
3 6,844 3,250 1,936 0,213
4 8,466 4,890 2,499 4,314
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5 10,296 9,600 1,978 4,162
6 * 7,771 2,065 4,360
7 7,245 2,416 5,411 0,678
8 8,729 5,734 8,287 1,420
9 7,254 1,932 5,977 0,793
10 7,941 1,711 1,499 1,005
11 ** ** 1,033 0,803

Fonte: Dados da pesquisa. * Morte do animal no decorrer dos estressores. ** Grupos contendo apenas

10 animais pela distribuicdo randdémica considerando os eventos mais estressores.

Tabela 4 — Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) plasmatico e hepético
(umol/L)

G1 - Salina G2 —-EAc 100Hz |G3 - Trans-anetol| G4 - EAc 100 Hz
Rato + Trans-anetol

Plasma | Figado | Plasma |Figado | Plasma | Figado| Plasma | Figado

1 0,177 0,536 0,026 0,322 0,048 0,343 | 0,005 0,113
2 0,104 0,447 0,196 0,146 * * 0,007 0,106
3 0,154 0,473 0,105 0,307 0,258 0,089 | 0,011 0,156
4 0,343 0,559 0,031 0,114 0,056 0,106 | 0,050 0,199
5 0,348 0,536 0,008 0,142 0,136 0,300 | 0,052 0,152
6 * * 0,315 0,019 0,022 0,301 | 0,013 0,034
7 0,176 0,329 0,213 0,328 | 0,095 0,144 | 0,001 0,032
8 0,239 0,319 0,307 0,351 0,149 0,299 | 0,015 0,153
9 0,318 0,404 0,206 0,333 | 0,137 0,144 | 0,015 0,153
10 0,249 0,337 0,013 0,310 | 0,012 0,099 | 0,056 0,156
11 ** fale fale ** 0,012 0,113 | 0,036 0,012

Fonte: Dados da pesquisa. * Morte do animal no decorrer dos estressores. ** Grupos contendo apenas

10 animais pela distribuicdo randdémica considerando 0s eventos mais estressores.

Tabela 5 — Glutationa reduzida (GSH) (ug/q)

G1 - Salina G2 -EAc 100Hz |G3 - Trans-anetol| G4 - EAc 100 Hz
Rato + Trans-anetol

Plasma | Figado | Plasma |Figado | Plasma | Figado| Plasma | Figado

1 60,503 | 161,565 | 95,36 [196,424| 173,58 [274,638| 200,23 |301,295
2 63,139 | 164,202 | 127,58 [228,647 * * 200,82 301,880
3 61,382 | 162,444 | 9536 [196,424| 14545 [246,516| 237,73 |338,790
4 63,725 |164,787 | 102,10 [203,162| 147,80 [248,859| 201,11 |302,173
5 78,958 |180,020 | 94,78 |195,838| 123,78 [224,839| 200,82 |301,880
6 * * 105,32 |206,384| 129,64 |195,545| 206,97 |308,032
7 69,291 |170,353 | 115,28 [187,050| 148,09 |222,788| 227,77 |328,830
8 66,362 | 167,424 | 104,74 |205,798| 135,79 |222,788| 229,82 |330,881
9 65,190 |166,252 | 109,42 [210,485| 148,38 |249,445| 235,97 |337,032
10 64,897 | 165,959 | 100,63 [201,697| 124,07 |225,132| 229,82 |330,881
11 *x ** foled *k 127,29 (228,354 | 208,43 |309,497

Fonte: Dados da pesquisa. * Morte do animal no decorrer dos estressores. ** Grupos contendo apenas

10 animais pela distribui¢do randdmica considerando 0s eventos mais estressores.





