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RESUMO

As gbnadas, 6rgados fundamentais para a reproducdo animal, exibem baixos niveis
de defesas antioxidantes e requerem grande aporte de energia para desempenhar
sua funcdo. A gentamicina (GM) pode promover o aumento das concentracdes de
espécies reativas de oxigénio, resultando em estresse oxidativo. A curcuma € o
rizoma de uma planta herbacea, rica em terpendides que apresenta atividade
antioxidante e anti-inflamatéria. A eletroacupuntura (EAc) € uma modalidade
terapéutica neuromoduladora que utiliza pequenos estimulos elétricos aplicados a
duas ou mais agulhas inseridas em pontos de acupuntura. Para avaliacdo da
atividade antioxidante e antinflamatoéria da carcuma (CCM) e da EAc realizou-se um
estudo prospectivo, controlado e comparativo em ratos da linhagem Wistar
submetidos aos efeitos toxicos da GM. Cinquenta e seis ratos machos, com peso
meédio de 156,8 g. foram aleatoriamente distribuidos em sete grupos: G1—-Controle
Salino, G2- Controle diluente G3-CCM 100mg, G4-CCM 200mg, G5-EAc100
(Eletroacupuntura 100 Hz), G6 — CCM 100mg+EAc 100Hz e G7-CCM 200mg+EAC.
Todos animais receberam GM (100mg/Kg i.p.) durante 5 dias consecutivos. A partir
do 7° dia os ratos foram tratados com CCM e EAc em dias alternados, durante 12
dias. Amostras de sangue arterial e os testiculos foram coletados 48 horas apds o
término do experimento, sob anestesia com ketamina+xilazina i.p. Parametros
bioguimicos analisados incluiram glicose, ureia, creatinina, nitritos (NO2),
substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS), glutationa reduzida (GSH) e
mieloperoxidase (MPQO). Houve aumento significante das concentracfes de NO2 no
testiculo, aumento de GSH no plasma e testiculo e diminuicdo das concentracdes de
TBARS no plasma e testiculo além da diminui¢do da atividade de MPO no testiculo.
Conclui-se que o uso da curcuma isoladamente ou associado a EAc 100 Hz tem
efeito protetor sobre a leséo testicular induzida por altas doses de GM, demonstrado
pelo aumento significante das concentracdes de GSH, reducédo das concentracdes
de TBARS e da atividade da MPO. A les&o oxidativa do testiculo foi confirmada pelo
aumento do NOz2.

Descritores: Gentamicinas; Estresse  Oxidativo;  Testiculo; Curcuma;

Eletroacupuntura



ABSTRACT

The gonads, fundamental organs for animal reproduction, exhibit low levels of
antioxidant defenses and require a large amount of energy to perform their function.
Gentamicin (GM) can promote increased concentrations of reactive oxygen species,
resulting in oxidative stress. Curcuma is the rhizome of a herbaceous plant, rich in
terpenoids that has antioxidant and anti-inflammatory activities. Electroacupuncture
(EAc) is a neuromodulatory therapeutic modality that uses small electrical stimuli
applied to two or more needles inserted into acupuncture points. To evaluate the
antioxidant and anti-inflammatory activity of turmeric (CCM) and EAc, a prospective,
controlled and comparative study was carried out in Wistar rats subjected to the toxic
effects of GM. Fifty-six male rats, with an average weight of 156.8 g. were randomly
distributed into seven groups: G1-Saline Control, G2- Diluent Control G3-CCM
100mg, G4-CCM 200mg, G5-EAc100 (Electroacupuncture 100 Hz), G6 — CCM
100mg+EAc 100Hz and G7-CCM 200mg+EAC. All animals received GM (100mg/Kg
I.p.) for 5 consecutive days. From the 7th day, the rats were treated with CCM and
EAc on alternate days, for 12 days. Arterial blood samples and testes were collected
48 hours after the end of the experiment, under anesthesia with ketamine+xylazine
I.p. Biochemical parameters analyzed included glucose, urea, creatinine, nitrites
(NO2), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), reduced glutathione (GSH)
and myeloperoxidase (MPO).There was a significant increase in NO2 concentrations
in the testis, an increase in plasma and testis GSH and a decrease in TBARS
concentrations in the plasma and testis, in addition to a decrease in MPO activity in
the testis.It is concluded that the use of turmeric alone or associated with EAc 100 Hz
has a protective effect on testicular damage induced by high doses of GM,
demonstrated by the significant increase in GSH concentrations, reduction in TBARS
concentrations and MPO activity. Testicular oxidative damage was confirmed by

increased NO:x.

Keywords: Gentamicins; Oxidative stress; Testicle; Curcuma; Electroacupuncture.
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1 INTRODUCAO

1.1 As gbnadas e 0 estresse oxidativo

As gbnadas sdo 6rgaos fundamentais para a reproducao animal e exigem um
grande aporte de energia para desempenhar adequadamente sua funcdo. O
aumento do metabolismo energético possivelmente € o responsavel pelo aumento
de espécies reativas (GARRATT et al., 2012).

Os espermatozoides sdo suscetiveis a danos induzidos pelo estresse
oxidativo devido ao grande teor de gordura poliinsaturada em suas membranas
(KUMAR; GAUTAM; GUPTA, 2006). Nos ultimos anos, muitos estudos revelaram
que a gentamicina induz um estado de estresse oxidativo no testiculo, aumentando
a formacéo de radicais livres e a peroxidacao lipidica. as alteracdes manifestam-se
como alteracdes estruturais e citotdéxicas no testiculo. Outras alteracdes incluem
reducdo do numero de espermatozoides, motilidade e morfologia. (KHAKI et al.,
2008). Também ocorrem alteragBes estruturais como descamacdo do epitélio
sonifero, vacuolos e lacunas no epitélio, picnose nuclear e alteracfes atroficas em
alguns tubulos. (NARAYANA, 2008; KHAKI A. et al., 2008).

O estresse oxidativo € um fator prejudicial para a funcdo reprodutiva e uma
das principais causas de infertilidade masculina por seus efeitos lesivos sobre as
células germinativas e espermatozéides em desenvolvimento (AGARWAL,
PRABAKARAN, 2005).

A espermatogénese é regulada por uma cascata de genes regulados por
esterdides presentes nos testiculos. Gao et al. (2012) usaram um modelo de rato
cujo escroto foi tratado termicamente. Neste modelo, a espermatogénese foi
interrompida ap6s 30 min de tratamento térmico escrotal a 43°C. A seguir foi usada
a eletroacupuntura para recuperacéo da espermatogénese.

Estudos recentes sugeriram que a acupuntura pode melhorar a fertilidade em
homens com parametros anormais de sémen. No entanto, 0S mecanismos
subjacentes nos quais a acupuntura aumenta a espermatogénese permanecem
amplamente desconhecidos (GAO et al., 2012).

Estresse oxidativo pode ser definido como um disturbio no equilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (radicais livres) e as defesas
antioxidantes do organismo (HALLIWELL, 2012). Espécies reativas (ER) séo

classificados em radicalares e ndo-radicalares. As espécies rsdiculares possuem,
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pelo menos, um elétron desemparelhado em alguma de suas camadas.

O radical hidroxil € o radical mais reativo conhecido in vivo, formado quando o
peroxido de hidrogénio reage com um metal de transicdo (Fe?* ou Cu*) formando
dois hidroxidos (reacdo de Fenton), sendo que um deles é radical e o outro apenas
um ion. O radical superoxido (O2°) é, ao mesmo tempo, um radical e um &nion e se
forma quando um elétron é adicionado a molécula de O2, podendo ser encontrado,
principalmente na mitocondria. O 6xido nitrico (NO) é produzido em mamiferos pela
oxidag&o da L-arginina catalisada pela 6xido nitrico sintase e tem uma meia-vida de
apenas alguns segundos (GUTTERIDGE; HALIWELL, 2018).

Os radicais superoxido (Oz+—), o peroxido de hidrogénio (H202), os radicais
hidroxila (*OH) e oxigénio singlete (102) sédo espécies reativas de oxigénio gerados
como subprodutos metabdlicos dos sistemas biolégicos (SATO et al, 2013;
NAVARRO-YEPES. et al. ,2014). Diferentes processos, como fosforilacdo de
proteinas, ativacdo de varios fatores transcricionais, apoptose, imunidade e
diferenciacao, sao todos dependentes de uma produgcéo adequada de radicais livres
cuja presenca dentro das células precisa ser mantida em baixos niveis
(RAJENDRAN. et al. 2014).

1.2 O aminoglicosideo gentamicina

Os aminoglicosideos (AG) sao conhecidos desde 1944, quando surgiu a
estreptomicina. A gentamicina (GM), um dos principais representantes dos
aminoglicosideos de uso corrente, isolada do actinomiceto Micromonospora
purpurea, foi descoberta 19 anos mais tarde (BEGG; BARCLAY, 1995). Apesar da
descoberta de novos antibioticos cada vez mais potentes, os AG ainda sédo a base
da terapia antibacteriana contra infecgdes bacterianas Gram-negativas graves (JIA
et al., 2013).

A GM e outros aminoglicosideos sé@o altamente polares, ndo absorvidos pelo
trato intestinal, mas rapidamente absorvidos apds injecdo intramuscular ou
subcuténea. No presente estudo, usou-se a via intraperitoneal, ja utilizada por outros
pesquisadores (NARAYANA, 2008; ALY, 2019).

A GM néo atravessa a placenta, nem a barreira hematoencefalica.e sua meia-
vida é de 2-3 horas. Ndo ha metabolitos conhecidos da GM (ALI, 1995) e a sua

eliminacao ocorre por filtragdo glomerular no rim (BENNETT, 1989).
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Publicacdes abordando os efeitos toxicos de GM estao disponiveis na rede
mundial, mas estudos investigando os efeitos toxicos da droga sobre a reproducéo e
a integridade do testiculo ainda sdo escassos (AITKEN, 1997; Kim et al. (2014);
ALY; KHAFAGY, 2014).

Segundo Kim et al. (2014) a GM induz um estado de estresse oxidativo no
testiculo, aumentando a formacéo de radicais livres e a peroxidacao lipidica. As
células germinativas e os espermatozoides em desenvolvimento sdo afetados pelo
estresse oxidativo (ALY; KHAFAGY, 2014). O tecido testicular e a membrana
plasmatica do espermatozoide sédo ricos em acidos graxos poliinsaturados (PUFA)
gue normalmente fornecem a fluidez estrutural necessaria para que as células
esperméaticas possam se engajar no evento de fusdo de membrana (capacitacao),
associado a fertilizacdo (AITKEN, 1997). Esses PUFA sao altamente suscetiveis a
danos oxidativos (SARADHA; MATHUR, 2006).

1.3 A Cdrcuma

O uso de plantas medicinais para tratar doencas humanas remonta a um

passado longinquo. Entretanto, seu uso tornou-se mais intensivo neste século
devido a uma crenca popular que afirmava serem as drogas naturais mais saudaveis
que a sintéticas. A clrcuma é usada para fins medicinais na india ha séculos e
inimeros relatos sobre seus efeitos protetores estdo disponiveis (CRAGG;
NEWMAN, 2005).
Dentre os inumeros efeitos terapéuticos do extrato de C. longa destacam-se
protecdo renal (AGGARWAL; HARIKUMAR 2009; MOHEBBATI et al. 2016),
hepatoprotecdo (DESHPANDE et al. 1998; KHAZDAIR et al. 2016), cardioprotecao
(AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009; SRIVASTAVA; MEHTA 2009), neuroprotecao
(AGGARWAL; HARIKUMAR 2009) e gonadoprotecéo (ILBEY et al. 2009; AZZA et al.
2011)

Sua acdo na prevencdo da peroxidagéo lipidica e dos danos oxidativos no
DNA esta relacionada a presenca do grupo fenodlico-OH e de seus derivados f3
dicetona, reduzindo a liberacdo de acido araquidénico em decorréncia da inibicdo da
lipoxigenase oxidativa e enzimas ciclooxigenase. Seu efeito anti-inflamatorio esta
relacionado com a inibicdo da ativagdo de NF-kB (PAN; HUANG; LIN,1999;
CHOUDHARY; CHANDRA; KALE, 1999; DEVASENA; RAJASEKARAN; MENON,
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2002).

Mathuria e Verma (2007) investigaram os efeitos da curcumina na
peroxidagdo lipidica induzida por aflatoxina no figado, rim e testiculos de
camundongos in vitro. Os homogeneinatos de tecido testicular foram tratados com
aflatoxina (2-10 mg/mL) com e sem curcumina (25-200 mg/mL). Os resultados
revelaram que a adicdo de aflatoxina (2-10 mg/mL) aos homogenatos causou um
aumento significativo na peroxidacéo lipidica, maxima na concentracdo de 6 mg/mL
de aflatoxina. Por outro lado, a adicdo concomitante de aflatoxina (6 mg/mL) e
curcumina (25-200 mg/mL) ao homogeinato produziu uma melhora dependente da
concentracdo na peroxidacao lipidica induzida por aflatoxina.

Mohebbati, Anaeigoudari e Khazdair (2017) realizaram uma revisao
sistematica, analisando os efeitos da C. Longa e da curcumina sobre os sistemas
reprodutores in vitro e concluiram que a C. longa e curcumina tém uma efeito
protetor sobre a atividade dos O6rgdos reprodutivos, através de processos anti-
inflamatdérios, antiapoptéticos e antioxidantes em células normais e efeitos pro-
apoptoéticos em células malignas e que os diferentes efeitos de C. longa e curcumina
sdo dependentes das doses e do tipo de células utilizadas nos varios modelos
estudados.

O irinotecano (IR/CPT-11) é um derivado semissintético sollivel em agua do
alcaléide camptotecina. e um farmaco antineoplasico do grupo topoisomerase |
comumente utilizado para o tratamento de diversos tipos de cancer, embora
apresente efeitos colaterais em tecidos como o testiculo (UYANIC et al., 2021).
Uyanic et al. (2021) trataram ratos Sprague-Dawley com IR/CPT-11 (10 mg/kg/dia),
administrado por via intraperitoneal e curcumina (CCM) 100 mg/kg administrado por
via oral. Apés 30 dias a analise laboratorial mostrou diminuicdes significativas nos
niveis de glutationa (GSH), superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx) e catalase (CAT). No entanto, a administragdo de CCM proporcionou uma

menor redugao nos niveis de GSH, SOD, CAT e GPx no tecido testicular.

1.4 Acupuntura e a Eletroacupuntura

A palavra Acupuntura deriva dos radicais latinos acus e pungere, que
significam agulha e puncionar (SCHOEN, 2006; MACIOCIA, 2007). As origens da

acupuntura remontam a um passado longinquo e perdem-se no tempo onde


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mathuria+N&cauthor_id=18540160
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Verma+RJ&cauthor_id=18540160
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mohebbati+R&cauthor_id=29232190
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Anaeigoudari+A&cauthor_id=29232190
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Khazdair+MR&cauthor_id=29232190
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evidencias arqueoldgicas apontam para sua existéncia ha mais de cinco mil anos.
Achados arqueoldgicos da dinastia Shang (1766 — 1123 a.C.) incluiram instrumentos
primitivos para a pratica da acupuntura e textos, que abordavam temas sobre
patologia médica (PAIl, 2005). A tradicdo atribui a0 mais antigo texto conhecido ao
imperador amarelo e seu livro, “The Yellow Emperor’s Classic of Internal Medicine”,
compilado em aproximadamente 700 a.C. onde os chineses descobriram que
poderiam aliviar dores abdominais e articulares aquecendo o corpo com areias e
pedras quentes. As Agulhas de Pedra (“Zhen Shih”) surgiram nessa época, e hoje
sao feitas de ouro, prata ou ago inoxidavel, esterilizadas e estas Ultimas descartaveis
O livro citado, embora atribuido a Huang Di (o imperador amarelo) foi escrito por
muitos praticantes médicos que viveram antes da era Qin. (WEN, 2008).

Nos ultimos mil anos a pratica da acupuntura se expandiu geograficamente,
chegando ao Japéo durante a dinastia Tang (aproximadamente 400 anos a.C.) e aos
Estados Unidos ha 300 anos (WEN, 2008). O despertar do interesse pela
acupuntura entre os europeus pode ser atribuido ao sinélogo e consul francés Solié
de Morant, ao publicar o Compéndio da Verdadeira Acupuntura Chinesa em 1929.
Em 1979, as universidades francesas de Bordeaux, Lille e Marseille iniciaram o
ensino da técnica, seguidas mais tarde pelas universidades de Montpelier e Nice
(PAI, 2005).

No Brasil, a pratica da Medicina Tradicional Chinesa se iniciou com a vinda
dos primeiros imigrantes chineses para o Rio de Janeiro, em 1810. No inicio do
século dezenove o0s imigrantes japoneses iniciaram a pratica da acupuntura
japonesa, restrita a colénia. Em 1958 Friedrich Spaeth, fisioterapeuta, considerado
responsavel pela difusdo da acupuntura na sociedade brasileira na década de 1950,
comecgou a ensinar esta pratica milenar no Rio de Janeiro e em Sao Paulo (PAl,
2005). A partir de 1980 comecgou a inclusdo de profissionais acupunturistas em
alguns hospitais e servigos publicos em unidades de atengéo primaria a saude.

Eletroacupuntura, € uma modalidade terapéutica neuromoduladora, que
utiliza pequenos estimulos elétricos aplicados a duas ou mais agulhas inseridas em
pontos de Acupuntura. O fluxo da corrente elétrica através de um meio condutor
biolégico desencadeia efeitos fisioldgicos, envolvendo fenbmenos eletroguimicos,
eletrofisicos e eletrotérmicos (CAMERON, 2003).

A aplicacdo de estimulos elétricos para aliviar a dor tem sua origem na

antiguidade. Durante a Quinta Dinastia Egipcia (cerca de 2500 anos a.C. ja se
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utilizava o peixe elétrico (Malapterus eletricus) no tratamento da dor (BALDRY,
2007). Ha muito o homem percebeu que aplicacdo de um estimulo doloroso poderia
aliviar uma dor maior (MELZACK; WHALL,1965). Ventosas, escarificacao,
cauterizacdo e a aplicacdo de substancias irritantes, como o cantaride, usado por
Hipocrates, foram utilizadas para alivio da dor (BALDRY, 2007).

Apoés a descoberta de dispositivos que podiam armazenar eletricidade para
uso posterior (frascos de Leyden) tornou-se possivel o tratamento de doencas pela
eletricidade, no século XVIII. Nesta mesma época o médico francés Salandiére,
decidiu aplicar a estimulacéo elétrica para o tratamento da gota, dos reumatismos e
das afeccdes nervosas (BALDRY, 2007). Efeitos indesejaveis (necrose do tecido)
ocorreram, por tratar-se de corrente galvanica. O uso terapéutico de estimulos
elétricos ocorreu dezoito anos mais tarde, com a descoberta de correntes alternadas
por Faraday (BALDRY, 2007).

A analgesia por acupuntura foi usada inicialmente para suprimir a dor pos-
operatéria, na China, em um paciente que acusava dor intensa apdés uma
amigdalectomia. O resultado foi surpreendente, o que levou aqueles profissionais a
usar novamente a acupuntura antes da realizacdo do procedimento cirdrgico,
surgindo assim a anestesia por acupuntura (BALDRY, 2007). Para suprimir a dor
evocada cirurgicamente era preciso estimular vigorosamente as terminacfes
nervosas periféricas, 0 que era muito cansativo para o profissional A
eletroestimulacao foi entdo utilizada (BALDRY, 2007).

Surgiu uma pergunta: qual a evidencia cientifica que a analgesia por
acupuntura realmente funciona? Um trabalho publicado em pelo Peking Medical
College Research Group of Acupuncture Anaesthesia veio esclarecer esse
guestionamento, demonstrando que a analgesia por acupuntura estaria relacionada
a liberagéo de substancias quimicas no sistema nervoso central (BALDRY, 2007).

O trabalho de Han et al. (1984) demostrou que o tipo de peptideo liberado no
sistema nervoso depende da frequéncia da estimulacdo aplicada. Assim, baixas
frequéncias (2 Hz) liberam metaencefalina, 100 Hz liberam dinorfina e 15 Hz liberam
uma mistura encefalinas e dinorfinas (HAN et al., 1984).

Hu et al. (2013) estudaram os efeitos da EAc, usando duas diferentes
frequéncias alternadamente (2 e 100Hz) durante 30 minutos, aplicadas no acupunto
Zusanli (E-36) em ratos submetidos a isquemia-reperfusdo intestinal. No estudo a

EAc demonstrou um efeito protetor, reduzindo significativamente a inflamacé&o



22

intestinal e a quebra da barreira intestinal ao ativar um mecanismo colinérgico e
antiinflamatério, com reducéo dos niveis do TNF-a no plasma e tecidos organicos.
Houve ainda reducdo dos niveis de citocinas no intestino e dos niveis hepéticos de
TNF-alfa e IL-8 (HU et al,.2013).

Para Baldry (2007) o efeito antiinflamatorio da EAc estaria relacionado a
liberacdo de ACTH pela pituitaria, promovendo a liberacdo do cortisol do coértex

adrenal.

1.5 Justificativa e Relevancia

A reproducdo € um processo biolégico que garante a manutencdo das
espécies. Os antibidticos usados no tratamento de processos infecciosos podem
produzir alteracdes oxidativas, altamente lesivas para os processos de reproducéo.
Segundo Kim et al. (2014) a GM induz um estado de estresse oxidativo no testiculo,
aumentando a formacao de radicais livres e a peroxidacao lipidica.

Estudos mostram que o estresse oxidativo contribui para o desenvolvimento
de infertilidade ao interferir nos processos fundamentais envolvidos na reproducao,
incluindo espermatogénese, foliculogénese, fertilizacdo, implantacdo e placentacao
(AGARWAL,; GUPTA; SHARMA, 2005).

E necessario criar um equilibrio entre os radicais livres produzidos para que
a funcéo das células testiculares néo seja prejudicada. A auséncia desse equilibrio,
resultante da incapacidade do sistema biolégico testicular em desintoxicar ou reparar
os efeitos adversos dos radicais livres, propicia lesdes oxidativas nas células e
tecidos (ROMEO et al., 2004). Os antioxidantes podem evitar esses danos
neutralizando os radicais livres ou impedindo sua formacao nas células testiculares
(ASADI et al., 2017).

Esta pesquisa torna-se relevante por buscar alternativas para a prevencao
dos efeitos oxidativos do aminoglicosideo gentamicina. A aplicagcdo da EAc em
determinados pontos do organismo pode reduzir o estresse oxidativo e a inflamagéao
no testiculo (ACIOLI et al., 2014; CUI et al. 2018). Por outro lado, fitoterapicos

também tem sido utilizados com esse propdsito, com destaque para a curcuma.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos sistémicos e locais da curcuma e da eletroacupuntura em

modelo de leséo testicular induzida por gentamicina.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar os efeitos toxicos do aminoglicosideo sobre o peso de ratos Wistar
submetidos ao modelo de lesdo por gentamicina;

2. Avaliar o efeito antioxidante e anti-inflamatério da circuma administrada por
via oral em ratos Wistar submetidos ao modelo de lesdo por gentamicina;

3. Avaliar o efeito antioxidante e antiinflamatorio da EAc 100 Hz em ratos Wistar
submetidos ao modelo de lesdo por gentamicina;

4. Avaliar o efeito antioxidante e antinflamatorio da associacao curcuma — EAC
100 Hz em ratos Wistar submetidos ao modelo de leséo por gentamicina.
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3 METODO
3.1 PRINCIPIOS ETICOS

O projeto foi protocolado sob o n°® CEUA 5060011220 (ID 001850) e aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara
(CEUA-UFC) na reuniao de 30/03/2021 (ANEXO 1). A utilizacdo de animais neste
experimento estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, do Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA) visando

proporcionar maior bem-estar aos animais em uso.

3.2 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo, controlado e comparativo entre sete
grupos de ratos Wistar pre-tratados com altas doses do aminoglicosideo
gentamicina durante cinco dias consecutivos para desenvolvimento de um quadro de
toxicidade e de estresse oxidativo seguido do tratamento com cldrcuma e
eletroacupuntura para avaliacdo dos seus possiveis efeitos antioxidantes e

antiinflamatérios.

3.3 A AMOSTRA

Foram utilizados 56 ratos adultos, com idade de 8-10 semanas, machos
(Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia) com massa corporal variando
de 160 a 280g da linhagem Wistar, saudaveis, bem nutridos, provenientes do
Biotério Central da UFC, e mantidos no Biotério Prof. Eduardo Torres (setorial
FAMED) em gaiolas de polipropileno, medindo 50x 60x 22 cm, providas de tampa
com grade metalica de aco inoxidavel em namero de dois por caixa. As caixas
foram acondicionadas em estantes ventiladas com exaustéo de gases e reducgéo de
ruidos. Durante toda execuc¢do do protocolo, os animais tiveram livre acesso a agua
filtrada e racao irradiada (Nuvilab, Quimtia, Parana) (ANEXO 2). A cama dos animais
era constituida de maravalhas de pinus, irradiadas (Granja RG, Sao Paulo), trocadas
a cada trés dias. Em relacdo as condicbes do macro ambiente, os animais foram
mantidos em um ciclo de claro/escuro de 12 horas, a temperatura média de 22 + 2°C

e umidade relativa de 55 a 60%. O sistema de exaustao promovia renovacao total do
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ar cerca de 10 vezes a cada hora.
3.4 TRATAMENTOS

3.4.1 CURCUMA

A curcumina, cuja férmula molecular € C21H2006 (Figura 1) e peso
molecular 368,38 g.mol-1(Figura 2) é um p6é de cor amarelada a vermelho
alaranjada e praticamente insolivel em agua (LI et al., 2011). O extrato seco de
Curcuma longa (Figura 2), armazenado em capsulas contendo cada 250 mg de pé
avermelhado (equivalente a 50 mg de curcuminoides), comercializado por Aché
Laboratérios Farmacéuticos, Guarulhos, Sdo Paulo, foi administrado por gavagem
em doses de 100 e 200mg/Kg, diluidas em 1,0 ml de carboximetilcelulose de sodio
(CMC_Na) a 0,5% (A Formula — Farmécias de Manipulacdo, Fortaleza-CE). Como a
substancia é insolivel em &gua, as gavagens foram realizadas apos diluicdo em
CMC_Na a 0,5%. A utilizacdo da solucdo de CMC_Na teve como base o trabalho de
CAl et al.,, 2017. Outros pesquisadores utilizaram carboximetilcelulose a 1% para
diluicdo da CCM (ALHUSAINI; FADDA; HASAN et al., 2019). Solugdes frescas foram

preparadas diariamente e estocadas em ambiente refrigerado a 19°C.

Figura 1 — Formula molecular da curcumina (- [1, (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona)

H,CO O OH

-:rHH“ .—-*’.--"‘-::t:H3

. OH
Curcumin

Fonte: Priyadarsini, 2014
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Figura 2 — Carcuma longa — folhas, rizomas e po extraido dos rizomas.

Imagem disponivel em: https://wormsargentina.com/wp-
content/uploads/2018/02/C%C3%BArcuma-planta-1024x576.jpg. Acesso em 07 nov 2021

3.4.2 A ELETROACUPUNTURA

Para a utilizacdo da EAc, os animais foram previamente colocados em redes
de contencdo (Figura 3) durante 20 minutos, conforme utilizado em pesquisa
realizada na Universidade Federal do Ceara (GONDIM, 2012). Essa técnica de
imobilizagdo foi idealizada e desenvolvida pela Prof.2 Drd. Mariana Lima Vale do
Laboratorio de Farmacologia da Inflamagéo e do Cancer (LAFICA — UFC).

Figura 3 — Aplicagéo da EAc com o animal posicionado no dispositivo de contengao

Fonte: o autor (2021)

3.4.2.1 Equipamento usado para eletroestimulacado (NKL EL 608)

O EL 608 & um equipamento eletrbnico, fabricado por NKL Produtos
Eletronicos Ltda., Brusque, Santa Catarina, Brasil, para uso na técnica de Eletro-


https://wormsargentina.com/wp-content/uploads/2018/02/C%C3%BArcuma-planta-1024x576.jpg
https://wormsargentina.com/wp-content/uploads/2018/02/C%C3%BArcuma-planta-1024x576.jpg
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Acupuntura, que gera estimulos elétricos pulsados de baixa intensidade. O estimulo
gerado pelo EL-608 é similar ao dos equipamentos convencionais do tipo “TENS”
(estimulagdo elétrica transcutanea), porém com intensidade menor de pulso,
estimulo controlado por fonte de corrente e controles diferenciados para a técnica.
Sua interface de comunicacdo com o usuario foi aprimorada em comparacdo aos
equipamentos convencionais. Quatro tipos de estimulo estdo disponiveis: continuo,
intermitente (BURST), misto (onda densa / dispersa) e avancado (permite um
controle maior dos parametros da forma de onda). O formato dos estimulos (pulsos)
pode ser polarizado, ndo polarizado, bifasico ou bifasico alternado, e uma vasta

gama de frequéncias, variando de 1 Hz a 2,5kHz (Figura 4).

Figura 4 — EI-608 Eletro-estimulador

Fonte: o autor (2021)

Outras caracteristicas do equipamento incluem largura de pulso ajustavel e
programacdo do tempo total de aplicacdo do estimulo (duragdo da secdo de
estimulacdo). O EL 608 armazena todas as informacfes da programacéao utilizada,
em memoria nao volatil, permitindo um controle rigoroso do processo e uma
uniformidade do tratamento aplicado. Assim, ao ser ligado, informacgdes tais como
corrente maxima de fundo de escala utilizada, aqui ajustada para 10 mA, quais as
saidas ativadas (o aparelho é dotado de oito saidas, em grupos de quatro,

comportando-se como dois aparelhos independentes. Por ser dotado de bateria
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interna, o aparelho pode ser utilizado desconectado da fonte externa de energia
elétrica, o que Ihe confere maior seguranca contra possiveis choques elétricos. A
duragao da bateria interna em condi¢gdes de uso normal pode chegar a 15 horas
continuas ou intermitentes.

O tipo de pulso gerado no EL-608 é balanceado e é desacoplado por transformador
de pulso. O formato do pulso em circuito aberto € descrito basicamente por um

estagio retangular associado a um estagio exponencial invertido (Figura 5).

Figura 5 — Pulso néo polarizado

LP
A
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mA) o
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>
Tempo
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Legendas:
LP: largura do pulso, T: tempo de aplicagdo do estimulo elétrico
Fonte: NKL Produtos Eletrénicos Ltda., Brusque, Santa Catarina, Brasil

O tempo indicado por T, na figura Figura 4, é o intervalo de aplicacdo do estimulo
unitario. Comumente, costuma-se representar este tipo de intervalo em uma unidade
chamada de frequéncia, que nada mais é do que a quantidade de repeticbes de
pulsos durante um segundo. Na mesma figura, o tempo indicado por LP (largura de
pulso) representa o intervalo dentro do ciclo de estimulacdo onde efetivamente
existe aplicacdo de corrente elétrica aos eletrodos.

O aparelho utilizado é novo, sem uso, e calibrado pela fabrica. Os parametros
utilizados no presente estudo foram os seguintes:

Duracéo do tempo de estimulagéo: 15 minutos

Corrente de estimulag&o: 0,3 mA

Frequéncia de estimulac&o: 100 Hz

Tipo de estimulo: Burst

Pulso: ndo polarizado
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3.4.2.2 — Técnica de aplicacao da Eletro-acupuntura

Para a aplicagdo das agulhas os animais foram imobilizados utilizando-se
uma rede de contencao especialmente elaborada para essa finalidade, conforme ja
mencionado. No dispositivo, o animal tém seus membros colocados através de
aberturas no tecido (rede), de modo que ficam suspensos do solo, quando a rede é
fixada no arco de sustentacdo (Figura 3). O membro pélvico foi exposto através de
uma das aberturas, permitindo a inser¢cdo de micro agulhas nos dois acupontos
previamente selecionados, correspondentes aos acupontos humanos vesicula biliar
34 (VB-34) e estomago 36 (E-36), O primeiro (VB34) esta localizado na depressao
anterior e inferior a cabeca da fibula (YIN et al., 2008) e o segundo (E-36) se localiza
em regido intensamente enervada, 5 mm abaixo da cabega fibular e 2 mm lateral ao
tubérculo anterior da fibula (ramos laterais do nervo sural cutaneo, ramo cutaneo do
nervo safeno e o ramo profundo do nervo peroneal (Figura 5) (YIN et al., 2008).

Quando um ponto de acupuntura € puncionado, ocorre sensacdo de
parestesia elétrica ou calor. Essa sensacdo é denominada De Qi e nos animais
observa-se um leve repuxo de pele, uma discreta sonoléncia ou um breve tremor de
cauda (HWANG; EGERBACHER, 2006).

Para a aplicacdo da EAc, agulhas foram inseridas unilateralmente, iniciando-
se pelo membro pélvico direito (Figura 6). Na sessao seguinte as agulhas foram
inseridas no membro pélvico esquerdo, alternando-se a lateralidade a cada nova
aplicacdo. Apos a insercao das agulhas, foram conectados eletrodos dotados de
micro-garras tipo jacaré. O tempo de estimulacdo foi de 15 minutos, frequéncia de
100 Hz, intensidade de 0,3 mA, pulsos quadrados tipo BURST, conforme
estabelecido no protocolo de utilizacdo do aparelho. A intensidade elétrica aplicada
era forte o suficiente para induzir leves contragcbes musculares nos membros

pélvicos dos animais.
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Figura 6 — Localizacdo dos acupontos no rato

Legendas: VB-34: ponto vesicula biliar 34; E-36: ponto Estdbmago 36(Adaptado de Tanahashi et al.,
2011)
3.5 DESENHO DO EXPERIMENTO

Cingquenta e seis ratos foram distribuidos de forma aleatéria em sete grupos,
cada um contendo oito animais (Figura 6). Todos os grupos receberam injecdes
intraperitoniais de GM (100mg/Kg, diluida em salina, 1,0 ml) durante 5 dias

consecutivos.

Figura 7 - Distribuicdo dos grupos

Grupos:

G-1 - Salina G-22 - CMC_Na G-3-CCM 100mg

G4- CCM 200mg G-5 — EAc 100 Hz G-6 CCM 100mg/Kg + EAc 100Hz
G-7 — CCM 20mg/Kg + EAc 100 Hz.

Os tratamentos foram iniciados no sétimo dia do estudo, 48 horas apos a
dltima injecdo de GM. As gavagens e sessfes de EAc foram aplicadas em dias

alternados, durante 12 dias. Dois grupos (16 animais), usados como controles (G1 e
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G2) foram tratados com salina 1,0 ml ou carboximetilcelulose de sodio (CMC-Na) a
0,5% (1,0 ml), respectivamente. Como a CCM ndao se dissolve em agua, utilizou-se o
CMC_Na como diluente. Os demais grupos foram tratados conforme descrito a
seguir: ratos do Grupo G3 receberam CCM 100 mg/Kg; animais do Grupo G4
receberam CCM 200 mg/Kg; ratos do Grupo G5 foram tratados com Eac 100 Hz,
durante 15 minutos, em dias alternados, durante 12 dias); os demais grupos foram
tratados com CCM 100 mg/Kg (Grupo G6) ou CCM 100 mg/Kg (Grupo G7). Uma
hora apés o término da gavagem, animais dos grupos G6 e G7 foram submetidos a
sessOes de Eletroacupuntura (EAc), utilizando uma frequéncia de 100 Hz, durante
15 minutos (dias alternados, durante 12 dias). Para padronizacéo dos procedimentos
os ratos que ndo foram submetidos a estimulagdo elétrica foram imobilizados
durante 15 minutos nas redes contengdo, uma hora apds o término da gavagem. Ao
término das sessfes 0s animais foram reconduzidos as suas respectivas gaiolas, e
levados de volta aos seus alojamentos. Para realizacdo dos procedimentos de EAc
sem a utilizacdo de anestésicos, os animais foram colocados em dispositivos de
contencdo semelhantes as redes, com aberturas para a saida dos membros,
suspensas em um arco metalico confeccionado para tal finalidade. Os animais
passaram por periodos de aclimatacdo durante sete dias consecutivos anteriores
aos tratamentos. Quarenta e oito horas ap6s o término dos experimentos 0s animais
foram anestesiados com Cetamina 80 mg/kg +Xilazina 8mg/kg via i.p. para coleta de
sangue arterial por pun¢éo da aorta abdominal e dos testiculos. Terminada a coleta

os animais foram mortos utilizando uma dose triplicada de anestésicos.

3.6 CRONOGRAMA DE EXECUCAO DO EXPERIMENTO

Quadro 1 — Cronograma de execucao do experimento

Dial |Inicio do processo de intoxicacdo dos animais com Gentamicina
100mg/Kg, via intraperitoneal, dissolvida em 1,0ml de soro fisiologico,
diariamente, durante cinco dias (Todos os grupos: G1- G7)

Dia7 |Ap6s 48 horas, foi iniciado o tratamento com curcuma 100mg/Kg
dissolvida em CMC_Na a 0,5% (G3) ou 200mg/Kg dissolvida em
CMC_Na a 0,5% (G-4), durante 12 dias (dias alternados). Os volumes
administrados por gavagem foram ajustados em 1,0 ml com a adi¢ao
de CMC_Na quando necessario. Os ratos do grupo G-5 foram tratados
com estimulacdo elétrica (Eletroacupuntura, 100Hz, durante 15
minutos, em dias alternados, durante 12 dias (seis aplicagdes).

Apés 48 horas os animais do grupo G-6 e G7 foram tratados com
curcuma 100mg/Kg (G6) ou 200mg/Kg (G-7), durante 12 dias (dias
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alternados), seguindo-se a aplicacdo da estimulacdo elétrica
(Eletroacupuntura, 100 Hz, durante 15 minutos, em dias alternados,
durante 12 dias (seis aplicacdes).

Dia 17 |Ultimo dia de aplicacéo dos tratamentos (gavagens e
Eletroacupuntura)

Dia 19 |Coleta das amostras (sangue arterial e testiculos) sob anestesia
intraperitorial com Cetamina 80mg /Kg+ Xilazina 8mg/Kg. Apds coleta,
0s animais foram mortos com a aplicacao de dose triplicada de
Cetamina + Xilazina.

Figura 8 — Fluxograma de execucéo do experimento

DIENIEN « Inducio da
5 lesdo
L Dias 7-
* Tratamentos
17

Inducao da lesao: diariamente, durante 5 dias
Gentamicina 100 mg/Kg, i.p.

Tratamentos: dias alternados, durante 12 dias
G3, G4:CC 100 - 200 mg/Kg

G5 - Eac 100 Hz

G6, G7 — CCM 100-200mg/Kg + EAc 100Hz

Fonte: o autor (2022)

3.7 INDUCAO DA LESAO

Para a inducdo da lesdo, todos os animais (Grupos G1-G7) receberam
gentamicina injetavel, 80 mg/2ml, (Fresenius Kabi Brasil Ltda, Anapolis, GO.)
durante 5 dias consecutivos. O aminoglicosideo foi aplicado por via intraperitonial
(IP) na dose de 100mg/Kg de peso do animal, acrescentando-se soro fisiolégico (SF)
até completar 1,0ml. A dose de GM foi selecionada tendo por base o trabalho de
Ademiluyi et al. (2013). A aplicacdo da GM por via i.p. teve como base trabalhos

cientificos publicados por Narayana (2008) e Aly, (2019).
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3.8 COLETA DE AMOSTRAS PARA ANALISE

O sangue arterial coletado por puncdo da aorta abdominal foi centrifugado
(2500 rpm /15 min); o soro obtido foi armazenado em temperatura de -70° para
posterior analise de parametros bioquimicos (Glicose, uréia, creatinina, nitritos
(NO2), substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), Malonaldeido (MDA),
Glutationa reduzida (GSH).

O testiculo direito foi dividido em duas partes. A primeira foi fragmentada e
posteriormente utilizada para a dosagem de mieloperoxidase (MPO). A segunda
parte foi homogeneizada em tampédo de fosfato de sodio 0,05 M (pH 7,0). O
homogeneizado foi centrifugado a 700 rota¢des /min durante 10 minutosa 4°Ceo
sobrenadante foi utilizado para a dosagem de Nitritos (NO2), TBARS (MDA) e de
GSH.

3.9 ANALISES BIOQUIMICAS

Os parametros bioquimicos foram determinados utilizando-se kits comerciais
e o0 Analisador Automatico LABMAX PLENNO (Figura 9) do laboratério do Nucleo de

Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM/ UFC).

Figura 9 - Analisador Automético LABMAX PLENNO

Fonte: o autor (2021)

Para a verificacao dos efeitos téxicos da GM e do tratamento com curcuma e
eletroacupuntura foram realizadas as seguintes dosagens: Glicose, Ureia e
Creatinina. Para avaliacdo do estresse oxidativo e da inflamacéo foram verificados

as concentragdes de MDA, NO2, GSH e a atividade da Mieloperoxidase.
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3.9.1 Determinacéo da concentracéo de glicose no plasma

A determinacdo da concentracdo de glicose plasmatica foi realizada por
sistema enzimatico, utilizando-se o Kit GLICOSE LIQUIFORM, Ref. 133 (Labtest
Diagnostica S.A. Lagoa Santa, M.G.). A glicose oxidase catalisa a oxidacdo da
glicose.

O peréxido de hidrogénio reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob a agéo
catalisadora da peroxidase, através de uma reacdo oxidativa de acoplamento
formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor € proporcional a
concentracdo de glicose na amostra.

O método pode ser utilizado em técnica manual e é facilmente aplicavel em
analisadores semiautomaticos e automaticos capazes de medir com exatiddo a

absorbancia entre 490 e 520 nm.

3.9.2 Determinacdo da concentracédo de Uréia no plasma

A concentracdo de uréia no plasma foi determinada por método enzimatico,
utilizando o Kit UREIA UV LIQUIFORM Ref 104 (Labtest Diagndstica S.A. Lagoa
Santa, M.G.).A uréia é hidrolisada pela urease produzindo amoénia e di6xido de

carbono.

Urease
Urgia + H,0 ——— 2 NH, + Co,

A amolnia reage com o0 2-cetoglutarato e NADH em uma reacdo catalisada pela
glutamato desidrogenase (GLDH) promovendo a oxidacdo do NADH a NAD. A
consequente reducdo da absorbancia medida em 340 nm é proporcional a

concentracéo de uréia na amostra.

GLDH
2-cetoglutarato + NH; + NADH —— L-Glutamato + NAD
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3.9.3 Determinacao da concentracao de creatinina no plasma

A concentracdo de creatinina no plasma foi determinada por método
enzimatico, utilizando o Kit CREATININA K LIQUIFORM Ref 96 (Labtest Diagndstica
S.A. Lagoa Santa, M.G.). O método se baseia na observacdo de que a reacao da
creatinina com o picrato alcalino é muito rapida, enquanto a reacédo do picrato com
0S cromogénios é mais lenta. A medida da reacdo nos primeiros minutos permite a
determinacao da creatinina. A creatinina e outros componentes do soro reagem com
a solucdo de picrato em meio alcalino, formando um complexo de cor vermelha que

é medido fotometricamente.

3.9.4 Determinacdo da concentracdo de nitritos no testiculo

Amostras de testiculo direito foram analisadas para determinacdo das
concentracdes de nitrito pelo método de Griess (GREEN et al., 1982). Em condi¢des
acidas o nitrito reage com a sulfonilamida formando um composto intermediario, o
sal diazbnico. Em seguida este sal reage com o N-naftil-etilenodiamina (NEED)
formando um azo estavel de coloracdo purpura, com o pico de absorbancia em
540nm.

Preparo das solucdes reagentes:
Colocar lentamente 5mL de ac. Fosférico 5% no baldo volumétrico de 100mL e
completar com H20 destilada;
Pesar 0,1g da sulfonilamida (p-Aminobenzenesulfonamide - Sigma S 9251) e
completar volume até 10mL com acido fosforico 5%
Pesar 10mg do NEED - Dicloridrato de N- (1-naftil) -etilenodiamina) 2% e
completar volume até 10mL com agua destilada, preparado no dia da utilizacao.
REAGENTE DE GRIESS:
1 volume de &cido fosférico 5%
1 volume de sulfonilamida 1% em ac. fosforico 5%
1 volume de NEED 0,1% (C10H14N2-2HCL)

1 volume de agua destilada.
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Preparacédo da Curva-Padrao

Foi pesado 6,9 mg de NaNO: e dissolvido em 10 mL de agua bidestilada
(estoque-10mM). Em seguida foram feitas as diluicbes em série (10 e 20x). Para o
calculo das concentracdes do teste utilizou-se uma equacédo da reta (GREEN et al.,
1981). De modo resumido, para a confeccdo da curva padrdo utilizou-se uma

solucéo de nitrito de sédio em crescentes diluicdes, conforme descrito abaixo:

DILUICOES PARA A CURVA PADRAO:
- Ponto 1 (ImM): Retirar 100uL da solucdo méae (10mM) + 900 pL do tampéo
utilizado para fazer o homogenato;
- Ponto 2 (100mM): Retirar 100 pL da solucdo anterior (ImM) +900 puL do tampéao
utilizado para fazer o homogenato;
- Ponto 3 (50 mM): Retirar 500 pL da solucdo anterior (100mM) +500 pL do tampéo
utilizado para fazer o homogenato;
- Ponto 4 (25mM): Retirar 500 pL da solucdo anterior (50mM) +500 puL do tampéao
utilizado para fazer o homogenato;
- Ponto 5 (12,5mM): Retirar 500 pL da solucao anterior (25mM) +500 pL do tampéao
utilizado para fazer o homogenato;
- Ponto 6 (6,25mM): Retirar 500 pL da solucdo anterior (12,5mM) +500 pL do
tampao utilizado para fazer o homogenato;
- Ponto 7 (3,12mM): Retirar 500 pL da solucdo anterior (6,25mM) +500 pL do
tampado utilizado para fazer o homogenato;
Amostras:

Para homogenato (amostras turvas): descongelar e centrifugar (15 min,

11000g, 4°C). O sobrenadante € utilizado para dosagem de nitrito.

Procedimento Experimental

Adicionou-se 100uL do reagente de Griess a amostra ou tampé&o (branco) nos
pocos de uma placa de ELISA de 96 pocos (Beckman Coulter DTX Multimode
Detector, USA). Apés incubacdo de 10 minutos ao abrigo da luz foi realizada a
leitura a 540nm no espectrofotdmetro. Os valores obtidos foram expressos emyM/g

de tecido
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3.9.5 Determinacéo da concentracdo de GSH no testiculo e no plasma

A determinacédo da concentracdo da GSH baseia-se na reacdo do reagente
de Ellman (1959). Para realizacdo da analise foi preparado um homogenato com
tecido a 10% em EDTA 0,02M,; retirou-se 400 uL desse homogenato e adicionou-se
320 pL de agua destilada e 80 yL de acido tricloroacético a 50% (no eppendorff). A
seguir o material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 min. Finalmente, foi
recolhido 400uL do sobrenadante e acrescido 800 pyL de tamp&o Tris-HCI 0,4 M, pH
8,9 e mais 20 pL de 5,5°- ditiobis acido 2-nitrobenzoéico (DTNB) 0,01 M (ordem de
adicdo: tampdo — sobrenadante — DTNB). Ap6s um minuto é feita a leitura no
aparelho e os valores obtidos foram expressos em ng de GSH/g de tecido.

Para a determinacdo dos grupamentos sulfidrila (GSH) totais utilizou-se uma
aliquota de 50 pl do plasma misturada em 1 ml de tampéao Tris-EDTA (1 mM), sendo
feita uma primeira leitura a 412 (leitura Al). Apds essa leitura foi adicionado 20 pl de
5,5~ ditiobis acido 2-nitrobenzéico (DTNB) 10 mM, diluido em metanol. Esperou-se
15 minutos a temperatura ambiente e fez-se nova leitura (leitura A2). O branco (B)
continha somente DTNB e tampéao Tris-EDTA. A diferenca entre os valores obtidos
nas duas leituras foi utilizada para calcular a concentracdo de GSH, usando a
regressao linear a partir de uma curva padrdo. Os valores obtidos foram expressos

em pM GSH/ml plasma.

3.9.6 Determinacao de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) no

testiculo e no plasma

A determinacéo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) € um
ensaio amplamente utilizado para medir a oxidagdo lipidica e a atividade
antioxidante em alimentos e sistemas fisiolégicos (GHANI. et al., 2017).

O meétodo, segundo Draper e Hadely (1990), € baseado na medida
espectrofotométrica da cor roxa gerada pela reacdo do malondialdeido (MDA) com o
acido tiobarbitarico (TBARS).

Procedimento:

A determinacdo dos niveis de MDA no testiculo foi realizada segundo o

meétodo de Mihara e Uchiyama (1978). De modo resumido, o procedimento tem inicio
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com a colocagéo de 250uL do homogenato a 10% nos eppendorf, seguindo-se um
banho a 37° C durante uma hora. A seguir o material € precipitado com 400uL de
acido perclérico 35% e centrifugado (14.000 rpm) durante 15 minutos, na
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf; adicionou-
se 200uL de acido tiobarbiturico 1,2% e colocou-se o appendorf em banho de 95-
100° C durante 30 minutos. Deixou-se esfriar até o material ficar turvo e apds nova
centrifugacéo foi feita a leitura do sobrenadante a 535 nm. Os valores foram
expressos em pumol MDA/g de tecido.

Procedimento (plasma):
Os niveis de TBARS foram estimados de acordo com o método

espectrofotométrico descrito por Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979). Foram
acrescentados a cada tubo de ensaio 0,5 ml de plasma, 0,5 ml de solucdo salina
normal, 1,0 ml de &cido tricloroacético a 20% (TCA) e 0,25 ml de reagente TBA (200
mg de acido tiobacbitarico em 30 ml de agua destilada e 30 ml de acido acético). Os
tubos foram mantidos em fervura de 95° durante uma hora. A seguir foi adicionado a
cada tubo de ensaio, 3,0ml de n-butanol, seguindo-se centrifugacdo (3000 rpm)
durante 10 minutos. A camada de butanol separada foi coletada e lida em um
espectrofotometro contra reagente em branco a 535 nm. A concentracdo de
substancias reagentes ao 4&cido tiobarbitarico foi expressa em de nmol de

malondialdeido por mililitro de plasma (nmol MDA/mI de plasma).

3.9.7 Determinacédo da atividade da mieloperoxidase no testiculo

Os neutrdfilos constituem uma das principais fontes de superdxido do corpo
(KETTLE; WINTERBOURN, 1997) Embora o superéxido seja absolutamente
necessario para o processo de eliminagcdo de microorganismos , sua presenca pode
ocasionar dano tecidual, em decorréncia do estresse oxidativo.

A mieloperoxidase € a proteina mais abundante nos neutrofilos,
representando até 5% do seu peso seco, € armazenada em seus granulos
azurofilicos (AGNER, 1941; SCHULTZ ; KARNINKER, 1962). Caracteriza-se como
um tetramero formado por dois dimeros unidos por uma ponte dissulfeto (NAUSEEF;
MALECH, 1966).

A atividade bactericida da MPO resulta da geracdo de HOCI (o principal
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componente ativo do alvejante doméstico bem como de outras espécies oxidantes
(KLEBANOFF et al., 2013) O HOCI é altamente téxico podendo induzir sinalizacédo
aberrante, dano e disfuncdo celular por inUmeras vias de relevancia para o
desenvolvimento de doenca inflamatéria (RAYNER.; LOVE.; HAWKINS, 2014).

A avaliacdo da atividade da MPO possibilita demonstrar de forma quantitativa
a intensidade do recrutamento de neutréfilos no processo inflamatorio (CRUZ;
CAMPA, 2009).

Procedimento:

Amostras de testiculo foram mantidas no gelo durante todo o tempo do
ensaio. A amostra (50 mg) foi colocada em tampédo potassio-fosfato pH = 6,0
contendo 0,5% do tampdo HTAB (1,0 ml de tampéo para cada 50 mg de tecido),
pulverizada em nitrogénio liquido e congelada trés vezes a -70° C. Ap6s cada ciclo
de congelamento o material foi sonicado e centrifugado por 15 minutos a 3.000 rpm,
4° C. Adicionou-se 30uL do sobrenadante da amostra e 200uL de o-dianisidina em
cada cubeta de ensaio. A atividade da enzima por medida da absorbéncia nos
tempos 0, 1 e 3 minutos, no comprimento de onda 460nm. O branco das amostras é
o tampéao fosfato com o-dinisidina. Os resultados foram expressos como uMol/g de

tecido.

3. 10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no estudo foram submetidos a andlise estatistica,
avaliando-se a sua normalidade com o teste de Kolmorogov-Smirnov e
posteriormente calculando-se a média amostral e o desvio padrdo (DP).Para os
testes comparativos entre os grupos-controle (G1 e G2) e os grupos de intervencao
aplicou-se o teste ANOVA/Dunnett. Os resultados foram expressos em forma de
tabelas e gréaficos. A significancia estatistica foi fixada em 0,05% (p<0,05), Os dados
do estudo foram analisados utilizando-se o software Graphpad Prism versao 5.0

para Windows, GraphPad Software, San Diego, California, U.S.A.
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4 RESULTADOS
4.1 Peso dos ratos

Os pesos médios dos ratos, aferidos no inicio e no fim do experimento, estao
discriminados na Tabela 1. Observou-se uma variacao de peso inicial dos animais
entre 110,9 e 179,7 (peso médio: 156,8) e 247,0 e 275,0 (peso médio: 253,3).

Tabela 1 — Peso médio dos ratos utilizados no estudo

Peso Médio
Grupos n Dial Dia 19 %
aumento

G1 — Controle Salino 8 110,9 248,0 44,7
G2 — Controle CMC_Na 8 134,0 264,0 50,7
G3 — Clrcuma 100 8 168,5 247,0 68,2
G4 — Carcuma 200 7* 165,1 239,0 69,0
G5 — Eletroacupuntural0 Hz 8 166,1 247,0 67,2
G6 - Carcuma 100+EAc 100 8 179,7 253,0 71,0
Hz

G7 — Curcuma200+EAc 100 8 173,8 275,0 63,2
Hz

(*) Ocorreu um Gbito no terceiro dia do experimento (G4, rato 8), causa indeterminada.
n = nimero de ratos em cada grupo

Dia 1 — primeiro dia do experimento, antes do inicio da inducdo da hepatotoxicidade
Dia 19 — quarenta e oito horas apés a conclusdo dos tratamentos.

Fonte: Elaborada pelo autor

Gréfico 1 — Peso inicial (I) e final (F) dos ratos usados no estudo
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G1 - Controle Salina G2 Controle CMC_Na G3 - Curcuma 100 G4 -Curcuma 200
G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Clrcuma 100+EAc G7 - Curcuma 200+EAc

n<0,001 comparado a G1 #p<0,05## p<001comparado a G2
Teste ANOVA / TUKEY Fonte: elaborado pelo autor (2022)



4.2 Peso dos testiculos dos ratos utilizados no estudo ao término do

experimento (19° dia)
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A comparacdo dos pesos dos testiculos direito e esquerdo, ao fim do

experimento, ndo mostrou diferencas significantes, quando comparados entre si. O

peso médio dos testiculos foi de 1,514 g (direito) e 1,523 g (esquerdo).

Tabela 2 — Peso dos testiculos no 19° dia do experimento

| Grupo | Testiculo Direito | Testiculo Esquerdo |
G-1 - Salina 1,46 * 0,350 1,53+ 0,296
G-2 - Diluente (CMC_Na) 1,39 + 0,242 1,49 + 0,247
G-3— CCM 100 mg 1,48 + 0,238 1,55 + 0,251
G-4 — CCM 200 mg 1,60 £ 0,208 1,54 £ 0,190
G-5 — EAc 100 Hz 1,59 £ 0,210 1,44 £ 0,130
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 1,55+ 0,214 1,53 + 0,104
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 1,53 + 0,191 1,58 + 0,205

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Cdrcuma 200 G5 —
Eletro-Acupuntura G6 — Clrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7 - Clrcuma 200 +
Eletroacupuntura 100 Hz. Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Gréfico 2 - Variacao de peso do testiculo direito no 19° dia do experimento
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G1 - Controle Salina G2 Controle CMC_Na G3 - Curcuma 100
G4 -Carcuma 200 G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Carcuma 100+EAc

G7 - Carcuma 200+EAc

Teste ANOVA / TUKEY Fonte: elaborado pelo autor (2022)



42

4.3 Efeitos do tratamento com curcuma e eletroacupuntura nas concentracdes
de glicose no plasma

7

A glicemia é significativamente maior nos ratos dos grupos G6 (p<0,05) e G7
(p<0,01), quando comparados ao grupo G2.

Tabela 3 - Concentragfes de Glicose no plasma (mg/dL)

| Grupo | Glicose (mg/dL)
G-1 - Salina 253,5 + 102,90
G-2 - Diluente (CMC_Na) 178,0 + 45,00
G-3 - CCM 100 mg 208,5 + 96,79
G-4 — CCM 200 mg 145,0 + 57,03
G-5 — EAC 100 Hz 175,0 + 70,97
G-6 -CCM 100mg-+EAc 100 Hz 295,4 + 92,36
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 307,7 + 82,82

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Cdrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Carcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz. Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Gréfico 3 — Concentracdes de Glicose no plasma (mg/dL)
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G1 - Controle Salina G2 Controle CMC_Na G3 - Curcuma 100 G4 -Carcuma 200
G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Clrcuma 100+EAc G7 - Clrcuma 200+EAc
* p<0,05, ** p<0,01 comparado ao G2
Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2021)



43

4.4 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracdes
de Uréia no plasma

N&do foram observadas diferencas significantes nas concentragbes
plasmaticas de uréia, comparando-se 0s controles aos grupos tratados com

curcuma, eletroacupuntura ou combinacédo de curcuma com acupuntura.

Tabela 4- Concentracfes de Uréia no plasma (mg/dL)

| Grupo | UREIA (mg/dL)
G-1 - Salina 45,00 £ 9,97
G-2 - Diluente (CMC_Na) 34,50 + 6,02
G-3-CCM 100 mg 50,50 + 29,47
G-4 — CCM 200 mg 34,29 + 8,82
G-5—-EAc 100 Hz 30,00 0,21
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 51,38+ 19,65
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 41,00 + 13,95

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Clrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz. Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Grafico 4 - Concentragfes de Uréia no plasma (mg/dL)
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Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2022)
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4.5 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracdes
de Creatinina no plasma
Houve reducgédo significante na concentracdo de creatinina no G3 (p<0,05)

comparado ao controle G2.

Tabela 5- Concentracfes de Creatinina no plasma (mg/dL)

| Grupo | CREATININA (mg/dL) |
G-1- Salina 0,57 0,11
G-2 - Diluente (CMC_Na) 0,64 + 0,07
G-3 - CCM 100 mg 0,48 + 0,17
G-4 - CCM 200 mg 0,57 + 0,05
G-5-EAc 100 Hz 0,54 + 0,09
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 0,49+ 0,15
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 0,52 +0,13

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Carcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Clrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Carcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz. Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Gréfico 5 - Concentra¢cdes de Creatinina no plasma (mg/dL)
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4.6 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracdes
de NO2zno testiculo

Houve aumento significativo nas concentracdes de NO2 no testiculo nos
grupos G4 (p<0,001), G5 (p<0,05), G6 (p<0,01) e G7(p<0,001), comparados aos
controles G1 e G2. N&o houve diferencas significativas entre 0os grupos controle G1
e G2.

Tabela 6 Concentracbes de NO:z no testiculo direito (UM/g)

| Grupo | NO:2 (testiculo) pmig
G-1 - Salina 2,61+ 1,410
G-2 - Diluente (CMC_Na) 2.46 + 0,860
G-3 - CCM 100 mg 6,15 + 2,240
G-4 — CCM 200 mg 10,7 £ 0,959
G-5 — EAC 100 Hz 7,98 + 2,820
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 9,27 + 3,400
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 11,2 + 7,620

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Circuma 100 G4 - Cldrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Curcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz. Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Grafico 6 — Concentracdes de NO:2 no testiculo (um/g)
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4.7 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracdes

de GSH no testiculo
Houve aumento significante nas concentragcbes de GSH no testiculo dos

grupos G4 (p<0,001), G5 (p<0,05), G6 (p<0,01) e G7 (p<0,001) comparados aos
controles G1 e G2. Nao houve diferencas significantes entre os grupos controle G1

e G2.

Tabela 7 - Concentracfes de GSH no testiculo (uMol GSH/qg)

| Grupo | GSH (uMol GSH/g) |
G-1- Salina 34.0+185
G-2 - Diluente (CMC_Na) 32,0113
G-3 - CCM 100 mg 80,5 + 29,5
G-4 — CCM 200 mg 141,0 £ 12,6
G-5 — EAC 100 Hz 105,0 + 37,1
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 114,0 + 49,1
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 247,0 + 100,0

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Cdrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Carcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz. Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Gréfico 7 — Concentracdes de GSH no testiculo (um/g)
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4.8 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracdes

plasmaticas de GSH

Houve aumento significante nas concentragbes de GSH nos grupos G3
(p<0,05), G6 (p<0,001) e G7(p<0,001) comparados ao G1l. Houve aumento
significante do GSH nos grupos G3 (p<0,01), G6 (p<0,001) e G7(p<0,001)

comparados ao G2.

Tabela 8 - Concentracfes de GSH no plasma (uMol GSH/mL)

Grupo | GSH (uMol/mL) |
G-1 - Salina 96,3+ 72,4
G-2 - Diluente (CMC_Na) 86,8 + 19,3
G-3 - CCM 100 mg 162,0 + 44,4
G-4 — CCM 200 mg 125,0 + 20,7
G-5 — EAc 100 Hz 125,0 + 20,7
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 183,0 £ 32,7
G-7 -CCM 200mg+EACc 100 Hz 206,0+55,5

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Cdrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Carcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz. Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Gréfico 8 — Concentracdes de GSH no plasma (uM/ml)
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4.9 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracdes
plasmaticas de TBARS

Houve diminuicéo significante das concentracbes plasméticas de TBARS nos
grupos G3 (p<0,05), G4 (p<0,05), G5 (P<0.01), G6 (p<0,001) e G7 (p<0,001)
comparados ao controle G1 e nos grupos G6 (p<0,001) e G7 (p<0,001)

comparados ao controle G2.

Tabela 9 - Concentracfes de TBARS no plasma (uMol MDA/mL)

| Grupo | TBARS (uMol MDA/mL) |

G-1 - Salina 0,31+0,10
G-2 - Diluente (CMC_Na) 0,25 +0,18
G-3 - CCM 100 mg 0,16+0,13

G-4 — CCM 200 mg 0,14+0,12
G-5 — EAc 100 Hz 0,11 +0,95
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 0,051+ 0,06
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 0,039 + 0,02

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Cdrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Carcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz. Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Grafico 9 - Concentracdes de TBARS no plasma ((uMol MDA/mL)
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4.10 Efeitos do tratamento com curcuma e eletroacupuntura nos niveis de
TBARS no testiculo

Houve diminuicdo das concentracfes de TBARS no testiculo nos grupos G4
(p<0,01), G5 (p<0.01), G6 (p<0,001) e G7 (p<0,001) comparados ao controle G1 e
do grupo G5 (p<0,01) comparado ao G2.

Tabela 10 - Concentracfes de TBARS no testiculo (uMol MDA/q)

| Grupo | TBARS (uMol MDA/g)
G-1 - Salina 0,704 £ 0,131
G-2 - Diluente (CMC_Na) 0,609 + 0,210
G-3-CCM 100 mg 0,481 + 0,241
G-4 — CCM 200 mg 0,394 + 0,170
G-5-EAc 100 Hz 0,324 + 0,177
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 0,474+ 0,044
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 0,394 + 0,154

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Carcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Clrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz. Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Grafico 10 - Concentracdes de TBARS no testiculo (WMol MDA/g tecido)
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4.11 Efeitos do tratamento com curcuma e eletroacupuntura na atividade da
MPO no testiculo

Houve reducao significante da atividade da MPO no testiculo dos ratos dos

grupos G3 (p<0,001), G4 (p<0,001), G5 (p<0,001), G6 (p<0,001) e G7 (p<0,001),

comparados aos controles G1 e G2.

Tabela 11 - Atividade da MPO no testiculo (uMol MPO/qg)

| Grupo | MPO (uMol MPO/g)
G-1 - Salina 8,44 + 1,28
G-2 - Diluente (CMC_Na) 7,51+0,97
G-3 - CCM 100 mg 3,70 £2,57
G-4 — CCM 200 mg 2,55 +1,78
G-5 — EAc 100 Hz 4,31+3,19
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 2,55+ 0,38
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 1,25 + 0,37

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Cdrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Carcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz. Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Gréfico 11 - Atividade da MPO no testiculo (uMol MPO/g tecido)
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5 DISCUSSAO

Este estudo avaliou os possiveis efeitos protetores da curcumina administrada
por via oral em doses crescentes (100 e 200 mg/Kg), isoladamente, ou combinada
com a aplicagdo da EAc de alta frequéncia (100 Hz) nos acupontos E-36 e VB-34,
usados na MTC para tratamento de distlrbios oxidativos e inflamatdrios, em ratos
pre-tratados com altas doses do aminoglicosideo gentamicina.

A GM nao atravessa a placenta nem a barreira hematoencefalica. Sua meia-
vida é de 2-3 horas. Ndo ha metabdlitos conhecidos da GM (ALI, 1995) e a sua
eliminagdo ocorre por filtragdo glomerular no rim (BENNETT, 1989). A GM e outros
aminoglicosideos sdo altamente polares, ndo sdo absorvidos no trato intestinal, mas
sao rapidamente absorvidos ap0s injecdo intramuscular ou subcutanea. No presente
estudo usou-se a via intraperitoneal para a administracdo da GM, via ja utilizada por
outros pesquisadores (NARAYANA, 2008; ALY, 2019).

Efeitos de C. longa e da curcumina em ratos machos expostos aos eventos
adversos acarretados por exposicdo a agua poluida por nitrato foram examinados
(AZZA et al. 2011). Os pesquisadores encontraram redugdo dos componentes
antioxidantes testiculares, incluindo superéxido dismutase (SOD), glutationa (GSH) e
y-glutamil transpeptidase (y-GT). A administracdo de curcumina (20 mg/kg, p.o.) se
mostrou eficaz na reducdo dos efeitos reprodutivos induzidos por nitrato
(peroxidacdo lipidica, perfil lipidico, componentes antioxidantes, proteina total, DNA,
RNA e numero de espermatozéides (AZZA et al. 2011).

As multiplas propriedades terapéuticas da acupuntura no ponto E-36 tais
como efeito anti-inflamatorio (ZHU. et al., 2015), efeito antioxidante (WANG et al.,
2017), melhoria do sistema imunoldgico (ZHANG, et al., 2021) e restauracdo das
funcdes gastrointestinais (HUANG, et al., 2019) ja foram relatadas. Estudos mais
recentes mostram que a EAc aplicada ao acuponto E-36 modula a inflamacéo
sistémica induzida por endotoxina através da conduc¢do das distintas vias simpéaticas
e tornando conhecido o mecanismo do eixo anti-inflamatério vagal-adrenal (LIU. et
al., 2020; LIU.et al., 2021).

O rato foi o animal selecionado para a realizacdo do experimento. Animais
aparentemente sadios foram tratados com altas doses de GM, um aminoglicosideo
capaz de produzir efeitos toxicos em varios érgaos, notadamente, no figado, no rim,

no testiculo e no ouvido e ainda hoje usado no tratamento de infec¢des por bactérias
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gram-negativas. Durante o estudo os animais ndo exibiram sinais visiveis de
intoxicacdo, mas dois ratos apresentaram diarreia passageira apos a terceira dose
de GM. Um dos animais (Grupo 3) teve morte subita ao ser selecionado para
receber a terceira dose de gentamicina. O antibiotico ndo foi aplicado. Acredita-se
gue possa ter sido decorrente do nivel de estresse.

Ali, Abdel-Gayoum e Bashir (1992) examinaram o efeito do tratamento de
ratos com doses graduadas de GM sobre o peso corporal de ratos tratados com
doses crescentes de GM (20, 40 e 80 mg/kg/dia por 6 dias) e constataram que
houve reducédo do peso de maneira dose-dependente. As reducdes de peso foram
mais acentuadas nos dias 4, 5 e 6 do tratamento, possivelmente relacionadas aos
efeitos toxicos progressivos da GM. Os pesos corporais se recuperaram
gradualmente com a retirada da droga e, no dia 14, ndo eram significativamente
diferentes dos controles.

Neste estudo, o peso médio dos ratos aumentou ao longo do experimento
variando de 156,8 (dia 1) a 253,3 (dia 19). A andlise dos valores obtidos na pesagem
dos animais mostrou diferencas significantes (p<0,001) entre os grupos tratamento e
0 G1 e nos grupos G6 e G7 quando comparados ao grupo controle G2. Ao final do
experimento ndo foram verificadas diferencas significantes entre os pesos médios de
cada grupo, denotando uniformidade da amostra. A comparacdo dos pesos dos
testiculos direito e esquerdo, ao fim do experimento, ndo mostrou diferencas
significantes, quando comparados entre si. O peso médio dos testiculos foi de 1,514
g (direito) e 1,523 g (esquerdo).

O nivel de glicose aumentou significativamente nos ratos dos grupos G6 e
G7, tratados com CCM e EAc, quando comparados ao grupo G2. Um dado
importante é que todos os animais apresentaram altos niveis de glicose. Os animais
nao foram submetidos a jejum antes da coleta do sangue e eram, aparentemente
animais sadios. O sangue foi coletado ao fim do procedimento, em animais
anestesiados com ketamina + xilazina.

E fato conhecido que alguns anestésicos, entre os quais a ketamina tendem a
produzir hiperglicemia. A liberacdo de corticoides e catecolaminas desempenha
papel fundamental no aumento dos niveis de glicose sanguinea. Os glicocorticoides
aumentam a conversao de proteinas enddégenas em carbohidratos e promovem
acumulo de glicogénio no figado. Por outro lado, as catecolaminas e em especial a

adrenalina, requerem a presenca de cortisol para liberar na circulagdo quantidades
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apreciaveis de glicose a partir do glicogénio hepatico (OYAMA, 1973). Baseados
nessas evidéncias, acredita-se que o aumento dos niveis de glicose possa ser
consequéncia do anestésico utilizado na ocasido da coleta de material para analise.

No presente estudo as concentracbes de glicose plasmatica foram
significativamente maiores nos ratos tratados com a combinacdo curcuma +
eletroacupuntura. (G6 e G7) quando comparados ao grupo G2. G7 foi 207,7% maior
que G2 e G6 foi 195,4 maior que G2. N&o se observou diferenga significante com
relacéo ao G1.

Era de se esperar uma reducdo da glicemia, com o uso da EAc, o que nao
ocorreu. Estudos experimentais, utilizando diferentes frequéncias, demonstraram
que a EAc ativa os nervos colinérgicos e induz a liberagcdo de B-endorfina e outros
peptideos opidides enddgenos pelas glandulas adrenais, promovendo a secre¢do de
insulina e consequentemente modulando os niveis de glicemia (CHANG et al., 1999;
LING.; CHANG; CHENG 2002; CHUNG et al., 2020)

Nocite (1973) estudou os efeitos do anestésico em pacientes submetidos a
procedimentos cirlrgicos de pequeno porte. Como o estresse cirirgico € minimo,
ndo ha elevacdo da glicemia mas a aplicacdo da ketamina determinou
invariavelmente elevacdo da glicemia. Estudos publicados ja comprovaram esse
efeito, atribuido a estimulacdo da atividade adrenocortical (OYAMA, 1973) e ao
aumento da atividade simpatica traduzida por elevacdo da concentracdo de
noradrenalina livre no plasma (ZSIGMOND; KELSCH; KOTHARY, 1974).

Chien et al. (2021) estudaram os efeitos da curcumina na sindrome dos
ovarios policisticos e concluiram que a curcumina pode melhorar o controle
glicémico e o metabolismo lipidico nesses pacientes, sem efeitos adversos
significativos.

Harpin et al. (2020) estudaram os efeitos da Eletroacupuntura (2 Hz, durante
30 minutos antes da inducdo da sepse com E. coli) nos niveis de ureia e creatinina
em modelo murino. A coleta de sangue e analise laboratorial foram realizadas 6
horas depois. Observou-se reducado significante das concentracdes de ureia e
creatinina nos ratos tratados com EAc, comparados ao controle .

Xu et al. (2021) avaliaram os efeitos da curcumina contra disfuncdes
hepaticas e renais induzidas por arsénico em camundongos. O tratamento com
curcumina (200 mg/kg) ndo so6 diminuiu a deposicéo de arsénico no figado e no rim,

mas também aliviou os indices bioquimicos hepéticos e nefriticos (AST, ALT,
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albumina e creatinina). Segundo os pesquisadores, esses efeitos dependem da
inibicdo das vias das proteinas quinases ativadas por mitdgeno e Fator nuclear
kappa B (MAPKs/NF-kB) e da ativacéo do fator nuclear eritroide 2 (NrF2).

No presente estudo, utilizando EAc na frequéncia de 100 Hz, ndo foram
observadas diferencas significantes nas concentracdes plasmaticas de ureia.
Entretanto, nos ratos tratados com curcuma (G3) houve reducdo significante da
creatinina, ratificando o efeito protetor da carcuma.

Muitas plantas utilizadas como alimento e na medicina tradicional sao
capazes de produzir antioxidantes e compostos farmacologicamente ativos
(BISWAS et al.,, 2005; SUNDARAM; MITRA, 2007; VENKATANARAYANA et al.,
2012).

A curcumina € o principal pigmento amarelo encontrado no rizoma da
Curcuma longa Linn., muito utilizado como um tempero e corante em varios
alimentos, tais como curry e mostarda e batata frita bem como em cosméticos e
medicamentos (AMMON; WAHL, 1991) JOE; VIJAYKUMAR; LOKESH, 2004). Entre
seus efeitos farmacolégicos destacam-se o anti-inflamatério (AGGARWAL,;
HARIKUMAR, 2009) e o antioxidante (OKADA et al., 2001; MARCHIANI et al., 2014).
Diferentes mecanismos séo ativados para que o efeito antioxidante ocorra. Segundo
Menon e Sudheer (2007) a CCM pode eliminar radicais livres (espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio), enquanto modula a atividade das enzimas antioxidantes
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superoxidodismutase (SOD) na
neutralizacédo de radicais livres (LIN et al., 2007; MARCHIANI et al., 2014). Enzimas
geradoras de radicais livres, tais como a lipoxigenase/ciclooxigenase e a xantina
hidrogenase/oxidase sé&o inibidas pela CCM (LIN, 2007). O efeito antiinflamatorio da
curcumina é obtido, provavelmente, pela inibicdo da atividade da ciclooxigenase-2
(COX-2), da lipoxigenase (LOX) e a 6xido nitrico sintase induzivel (INOS), enzimas
gue medeiam os processos inflamatérios (MENON; SUDHEER, 2007). Finalmente,
por ser um composto lipofilico, a CCM é um eficiente limpador de radicais peroxila
(PRIYADARSINI et al., 2003).

Vérios estudos mostraram que a EAc produz resultados mais consistentes e
reprodutiveis que a acupuntura em estudos clinicos e de pesquisa e é eficaz para o
controle da dor (BURNSTOCK , 2009), recuperacao funcional do tecido (DING et al.,
2009) e imunomodulacgéo (LIU et al., 2013).

Segundo Sugai et al. (2004) a EAc pode ser utilizada no tratamento de
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inimeras doencas e para melhorar o funcionamento visceral autondmico. Baixas
frequéncias (2 Hz) promovem a liberacdo de meta-encefalina, altas frequéncias (100
Hz) liberam dinorfina e frequéncias intermediarias (15 Hz) liberam uma mistura
encefalinas e dinorfinas (ULETT; HAN; HAN,1998). Os efeitos produzidos pela EAc
de baixa frequéncia sdo mediados por neurdnios pos-ganglionares simpaticos,
enquanto que os efeitos modulados pela EAc de alta frequéncia trafegam pelo eixo
medular simpatico-adrenal (KIM et al., 2008).

Leung et al. (2016) trataram ratos naturalmente hipertensivos com
eletroacupuntura 2 Hz aplicada nos acupontos E-36 e F-3 durante 5 dias por
semana, durante 6 semanas, e observaram reducdo da pressdo arterial e do
estresse oxidativo com aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico.

Villegas-Bastida et al. (2014) trataram ratos em modelo de sepse induzida por
ligatura e puncédo do ceco. A estimulacdo elétrica foi aplicada bilateralmente no
acuponto E36, utilizando uma corrente de 40 mA e frequéncia de 30Hz e concluiram
que este procedimento reduz a inflamacao sistémica. Houve reducado significante
das concentracdes séricas de TNF, IL-6 e nitrito nos ratos tratados, quando a
integridade do nervo vago foi preservada. Esses resultados ndo foram observados
em ratos submetidos a vagotomia infradiafragmatica.

Costa (2019) tratou ratos intoxicados com altas doses de acetaminofeno e
posteriormente os submeteu ao tratamento com eletroacupuntura 100 Hz (agulhas
aplicadas nos acupontos VB-34, E-36, BP-6 e R-3) durante 8 dias, constatando
aumento significante das concentragbes de NO2, comparado aos controles, efeito
gue nao foi observado nos ratos tratados com eletroacupuntura de baixa frequéncia
(2 Hz).

A curcumina reduz a formacao de nitrito durante a oxidagéo do 6xido nitrico
(NO) em solucéo. Essa diminuicdo na producao de nitrito foi atribuida ao sequestro
direto de NO pela curcumina (JOHNSTON; DeMASTER, 2003).

No presente estudo houve aumento significativo das concentracbes de NO2
no testiculo nos grupos G4, G5, G6 e G7, comparados aos controles G1 e G2. N&o
houve diferengas significativas entre os grupos controle G1 e G2.

A utilizag&do da EAc 100 Hz produziu resultados semelhantes aos encontrados
por Costa (2019), com aumento significativo dos niveis de NO2 nos ratos tratados
com EAc (Grupos G5, G6 e G7). O maior aumento do nivel de NO2 ocorreu no grupo

G7 (329%) e 0o menor aumento ocorreu no grupo G3 (135,6%). Esses resultados séo
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semelhantes aos encontrados por Costa (2019). Embora a combinacdo curcuma +
acupuntura tenha um poderoso efeito antioxidante, o seu uso nao foi capaz de
impedir o aumento do NOz2. nos grupos estudados.

O tratamento com curcuma (200mg/Kg) isoladamente ou combinado com EAc
100 Hz (Grupos G4 e G7) induziu aumento significante das concentracdes de GSH
no testiculo e no plasma dos ratos pre-tratados com GM. Em termos percentuais o
aumento da concentragdo tecidual do GSH variou de 136,8% (G-5) até 626,5% (G-
7). No plasma os aumentos variaram de 29,8% (G3 e G4) até 115% (G7) O mesmo
efeito foi observado nos animais tratados com menores doses de curcuma
(100mg/Kg) combinado com a EAc 100 Hz. Semelhante resultado foi observado no
plasma, com aumento dos niveis de GSH nos mesmos animais e ainda no grupo
G3, onde os animais foram tratados com curcuma 100mg/Kg, ocorrendo um
aumento dos niveis de GSH (68% em relacdo ao controle G-1), comprovando o
efeito protetor, antioxidante, da circuma e da EAc. Observa-se que o efeito protetor
foi maior nos ratos que receberam maior dose de curcuma. O uso da EAc ou da
curcuma também promoveu acao antioxidante, embora em menor propor¢ao.

Resultado semelhante foi obtido por Lima et al. (2012) que estudaram o0s
efeitos da EAc em retalhos cutaneos de ratos submetidos a isquemia-reperfusdo. A
aplicacdo de estimulos elétricos (EAc) no dorso dos animais, em apenas duas
sessoOes, nos dias 3 e 7 do experimento, proporcionou reducao do estresse oxidativo
com aumento dos niveis de GSH e diminuicdo da atividade da MPO. Houve ainda
aumento dos niveis de MDA apenas no grupo 4, tratado com EAc 100 hz. Santos et
al. (2014) utilizaram estimulos elétricos de 2 e 100 Hz em ratas com estresse
oxidativo e encontraram aumento do nivel de GSH no plasma dos animais.

Analisando as concentracfes plasmaticas de TBARS, observou-se diferenca
significante nos grupos G3-G7 comparados ao controle G1 e nos grupos G-6 e G-7
comparados ao controle G-2. Verificou-se que o tratamento com cldrcuma
isoladamente ou combinada com a EAc promoveu reducao significante do estresse
oxidativo em percentuais variando de 93,8% (G-3) a 220% (G-6) no plasma. No
tecido (testiculo) a maior redugdo ocorreu no grupo G5 (118,8%), Resultado ainda
mais marcante foi observado no plasma onde os percentuais de reducéo variaram
de 23% (G-3) a 107% (G-7). A combinag&o curcuma +EAc foi a mais eficiente na
reducgéo do estresse oxidativo sistémico (no plasma).

No estudo apresentado por Silva et al. (2011) onde os ratos foram eletro-
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estimulados com 100 Hz, em sesséo Unica, durante 30 minutos, foi observado um
aumento significante da peroxidacao lipidica e do estresse oxidativo. A explicacao
para esse resultado diametralmente oposto, parece ter relagdo com o tempo de
estimulacdo, vez que durou 30 minutos, o dobro do tempo de aplicagdo da EAc
usado no presente estudo.

O acuponto E-36 é tradicionalmente utilizado para atenuar a inflamacao (XIA,
GUAN; YANG, 2014). Vérias pesquisas em modelos animais de inflamacéo
confirmam os efeitos anti-inflamatorios da EAc aplicada no acuponto E-36. Yim et al
(2007) observou diminuicdo de TNF-a e niveis de interleucina-6 em modelo de artrite
induzida por colageno em camondongos. Gu et al. (2011) demostraram que a
aplicacdo de EAC no acuponto E-36 teria efeito nefroprotetor decorrente da
diminuic&o os niveis de TNF-a e interleucina-1 em modelo de nefrite acuda induzida
por lipopolissacarideo.

Niveis elevados de MPO no plasma e nos tecidos foram detectados em
muitos distlrbios inflamatérios. Segundo Rehring et al. (2021) evidéncias
emergentes indicam que a MPO pode modular diretamente a fungéo celular e as
respostas imunes, tornando-a um biomarcador de doencas atraente e um alvo
terapéutico. A inflamacéo pode ser também avaliada pelos niveis de citocinas. Shi et
al. (2008) usando EAc (2 e 100 Hz) em E-36 e Yu et al. (2014), usando frequéncias
mais baixas (2Hz e 15Hz) reduziram o contetdo de TNF-a e IL-6 no tecido em seus
modelos de lesdo. Uma reducéo significante da atividade de MPO foi observada
usando EAc em E-36 e BP-6 em ratos (SILVA et al., 2011; SANTOS et al., 2014).
Costa (2019) estudou os efeitos da intoxicacdo por altas doses de paracetamol em
ratos tratados com acupuntura nos acupontos E-36, VB-34 e outros e constatou
diminuicdo da inflamacao no figado nos modelos de pre e pos-condicionamento.

Aktas e Yildiran (2020) estudaram os efeitos antioxidantes e antiinflamatérios
da curcumina em ratos sépticos. A curcumina foi administrada por gavagem 3 horas
antes da inducdo da sepse por puncéo e ligadura do ceco. Apos 24 horas houve
reducao significante dos niveis de MDA e MPO nos ratos tratados com curcumina,
confirmando o efeito antioxidante. O efeito antinflamatorio foi verificado pela reducéo
do nivel de INOS no pulmé&o dos animais.

Sarihan et al. (2020) estudaram os efeitos protetores da apocinina (APO), um
inibidor da NADPH oxidase em testiculos danificados de ratos expostos ao

metotrexato (MTX). Foi verificado que nos ratos tratados com metotrexato, os niveis
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de malondialdeido (MDA, P = 0,017) e mieloperoxidase (MPO, P < 0,001) foram
significativamente aumentados no tecido e no sangue. Entretanto nos ratos tratados
com MTX + APO esses efeitos ndo ocorreram. Os pesquisadores concluiram que o
MTX induziu defeitos no testiculo via estresse oxidativo e a APO reverteu esses
efeitos em decorréncia de suas propriedades antioxidantes.

A reducao significante da atividade da MPO em todos os grupos estudados,

confirma o efeito anti-inflamatério da cdrcuma e da EAc.
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6 CONCLUSAO

1. A administracdo de altas doses de gentamicina por via intraperitoneal durante
cinco dias promove alteragcdes oxidativas e inflamatérias no plasma e no testiculo
de ratos sadios, mas néo altera o desenvolvimento ponderal dos animais;

2. A clrcuma administrada por gavagem a ratos previamente sadios promove a
reducdo do estresse oxidativo e da inflamacdo induzidos por gentamicina no
plasma e no testiculo dos animais;

3. A eletroacupuntura, na frequéncia de 100 Hz, exerce um efeito protetor sobre o
estresse oxidativo no plasma e no testiculo, promovendo um aumento da
glutationa reduzida e reduzindo os niveis de MDA (TBARS) e a atividade da
mieloperoxidase em ratos tratados com altas doses de gentamicina;

4. A curcuma associada a EAc 100 Hz atenua o estresse oxidativo sistémico e a

inflamag&o no testiculo em ratos tratados com altas doses de gentamicina.
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PESO INICIAL DOS RATOS (dia 1 do experimento)

APENDICE A
DADOS BRUTOS

GRUPOS
Animais Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Rato 1 136,5 117,3 169,2 182,7 162,1 208,0 201,8
Rato 2 134,0 119,4 170,1 180,4 179,3 193,5 193,7
Rato 3 101,3 150,0 155,6 178,7 168,2 118,5 149,0
Rato 4 105,2 157,0 150,8 179,5 159,7 115,2 131,8
Rato 5 102,8 113,8 168,2 135,3 174,9 240,3 184,3
Rato 6 108,0 140,4 178,3 152,1 178,2 163,1 204,0
Rato 7 96,9 131,0 173,7 147,0 151,1 195,7 158,7
Rato 8 102,1 142,7 182,4 * 155,4 203,2 166,9

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCM200EE
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(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicacdo da terceira dose de Gentamicina

PESO FINAL DOS RATOS (dia 19 do experimento)

GRUPOS

Animais G1

Rato 1 260,0 242,8 227,0 252,0 227,0 267,7 280,4
Rato 2 261,0 239,5 254,0 257,0 254,0 243,4 271,5
Rato 3 2493 274,0 2490 246,0 249,0 247,0 285,5
Rato 4 247,0 313,7 241,0 260,0 241,0 230,7 262,5
Rato 5 233,8 227,4 266,0 217,0 266,0 238,6 328,3
Rato 6 266,0 281,4 276,0 231,0 276,0 260,0 276,2
Rato 7 214,0 216,7 222,0 210,0 222,0 295,6 256,1
Rato 8 250,0 316,7 238,0 * 238,0 2425 236,3

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCMZ200EE

(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicagéo da terceira dose de Gentamicina



APENDICE A
Peso dos testiculos

Peso dos testiculos no 19° dia do experimento

| Grupo | Testiculo Direito | Testiculo Esquerdo |
G-1 - Salina 1,46 £ 0,350 1,53 £ 0,296
G-2 - Diluente (CMC_Na) 1,39 £ 0,242 1,49 £ 0,247
G-3 - CCM 100 mg 1,48 + 0,238 1,55 + 0,251
G-4 — CCM 200 mg 1,60 + 0,208 1,54 + 0,190
G-5— EAc 100 Hz 1,59 £ 0,210 1,44 £ 0,130
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 1,55+ 0,214 1,53+ 0,104
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 1,53 £ 0,191 1,58 + 0,205

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Carcuma 100 G4 - Curcuma 200 G5 —
Eletro-Acupuntura G6 — Curcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7 - Carcuma 200 +
Eletroacupuntura 100 Hz. Fonte: elaborada pelo autor (2022).



APENDICE B
DADOS BRUTOS

GLICOSE
Animais Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Rato 1 188, 216, 320, 84, 308, 308, 216,
Rato 2 260, 200, 152, 128, 136, 188, 300,
Rato 3 200, 252, 124, 136, 108, 472, 300,
Rato 4 332, 108, 120, 120, 104, 272, 480,
Rato 5 180, 180, 300, 124, 204, 188, 360,
Rato 6 276, 160, 120, 264, 200, 312, 292,
Rato 7 456, 140, 344, 159, 220, 356, 286,
Rato 8 136, 168, 188, 120, 267, 228,

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCMZ200EE
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(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicagéo da terceira dose de Gentamicina

UREIA
Animais Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Rato 1 40, 40, 120, 24, 44, 48, 40,
Rato 2 52, 40, 36, 36, 36, 28, 15,
Rato 3 40, 40, 24, 40, 24, 48, 64,
Rato 4 56, 28, 40, 36, 28, 40, 40,
Rato 5 32, 36, 44, 28, 32, 28, 48,
Rato 6 44, 32, 40, 44, 16, 76, 32,
Rato 7 60, 24, 56, 32, 36, 76, 45,
Rato 8 36, 36, 44, 24, 67, 44,

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCM200EE

(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicagdo da terceira dose de Gentamicina



APENDICE B
DADOS BRUTOS

CREATININA
Animais Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Rato 1 0,60 0,56 0,80 0,64 0,32 0,44 0,60
Rato 2 0,48 0,60 0,36 0,60 0,56 0,64 0,56
Rato 3 0,60 0,56 0,56 0,60 0,60 0,36 0,56
Rato 4 0,44 0,72 0,56 0,52 0,60 0,64 0,20
Rato 5 0,72 0,60 0,32 0,56 0,52 0,68 0,52
Rato 6 0,56 0,68 0,56 0,48 0,60 0,24 0,60
Rato 7 0,44 0,72 0,28 0,56 0,52 0,44 0,54
Rato 8 0,72 0,68 0,40 0,56 0,46 0,60

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCMZ200EE
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(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicagéo da terceira dose de Gentamicina

NO2 TESTICULO

Animais Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Rato 1 4,317 3,648 11,250 10,157 12,364 9,485 25,226
Rato 2 0,104 1,435 4,741 10,893 10,737 2,445 4,964
Rato 3 2,133 3,203 6,145 10,180 8,084 6,925 17,670
Rato 4 4,585 2,534 5,209 10,157 5,944 11,918 7,642
Rato 5 2,133 1,442 6,167 10,626 6,123 13,122 5,253
Rato 6 2,645 3,203 4,317 10,403 4,295 11,918 11,852
Rato 7 2,088 2,534 4,562 12,832 10,113 9,181 2,757
Rato 8 2,891 1,709 6,805 6,167 9,143 14,326

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCM200EE

(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicagdo da terceira dose de Gentamicina



APENDICE B

DADOS BRUTOS

GSH PLASMA

Animai Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
S

Rato 1 66,65 72,806 239,49 133,15 127,58 203,748 235,970
Rato 2 64,90 69,877 116,16 151,61 150,43 204,333 269,365
Rato 3 67,24 68,705 211,95 139,30 123,78 124,070 271,708
Rato 4 82,47 68,412 177,09 93,31 131,10 204,626 124,363
Rato 5 274,64 105,615 148,97 127,58 98,88 204,333 148,383
Rato 6 64,90 98,291 151,31 130,81 105,61 210,485 171,525
Rato 7 67,24 92,726 127,29 101,81 127,58 148,969 192,030
Rato 8 82,47 117,625 123,78 167,42 166,545 237,435

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCMZ200EE
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(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicagéo da terceira dose de Gentamicina

GSH TESTICULO

Animais Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Rato 1 56,402 47,614 147,504 133,151 162,151 124,307 331,174
Rato 2 1,037 18,526 61,968 142,817 140,767 31,796 64,897
Rato 3 27,694 41,755 80,423 133,444 105,908 90,675 231,869
Rato 4 59,917 32,967 68,119 133,151 77,786 156,292 100,096
Rato 5 27,694 18,614 80,715 139,302 80,130 172,111 68,705
Rato 6 34,432 41,755 56,402 136,373 56,109 156,292 155414
Rato 7 27,109 32,967 59,624 168,303 132,565 64,311 35,897
Rato 8 37,654 22,129 89,093 80,715 119,822 187,929

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCM200EE

(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicacdo da terceira dose de Gentamicina



APENDICE B
DADOS BRUTOS

TBARS PLASMA

Animais Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Rato 1 0,186 0,3269 0,0350 0,2570 0,2150 0,1580 0,059
Rato 2 0,412 0,2575 0,2050 0,0090 0,0224 0,1460 0,061
Rato 3 0,463 0,0702 0,1141 0,1850 0,0090 0,0210 0,021
Rato 4 0,352 0,4097 0,0399 0,2269 0,2660 0,0211 0,010
Rato 5 0,357 0,1009 0,0167 0,2575 0,0650 0,0090 0,024
Rato 6 0,309 0,1389 0,3243 0,0090 0,1450 0,0136 0,024
Rato 7 0,185 0,1246 0,2216 0,0350 0,0310 0,0160 0,065
Rato 8 0,248 0,6023 0,3162 0,1030 0,0203 0,045

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCMZ200EE
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(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicagéo da terceira dose de Gentamicina

TBARS TESTICULO

Animais Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Rato 1 0,069 0,701 0,125 0,491 0,525 0,612 0,501
Rato 2 0,822 0,592 0,596 0,448 0,206 0,500 0,515
Rato 3 0,594 0,630 0,305 0,162 0,399 0,604 0,087
Rato 4 0,754 0,415 0,530 0,376 0,491 0,506 0,556
Rato 5 0,993 1,093 0,507 0,718 0,500 0,511 0,536
Rato 6 0,654 0,845 0,815 0,548 0,131 0,550 0,512
Rato 7 0,843 0,637 0,712 0,500 0,256 0,552 0,500
Rato 8 0,858 0,511 0,807 ( 0,636 0,512 0,504

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCM200EE

(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicagdo da terceira dose de Gentamicina



APENDICE B
DADOS BRUTOS

MPO TESTICULO

Animais G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
Rato 1 6,782 7,413 2,658 4,473 0,962 3,160 1,658
Rato 2 9,017 8,100 2,137 4,321 3,409 2,588 1,192
Rato 3 7,003 8,971 2,224 4,519 9,759 2,505 1,482
Rato 4 8,625 8,630 5,570 0,837 7,930 2,095 1,579
Rato 5 10,455 6,699 8,446 1,579 2,575 3,003 1,109
Rato 6 9,377 6,616 5,736 0,952 5,893 2,353 1,487
Rato 7 7,404 7,298 1,658 1,164 2,091 2,602 0,561
Rato 8 8,888 6,326 1,192 1,870 2,095 0,939

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCM200EE
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(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicacdo da terceira dose de Gentamicina
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APENDICE C

Curva para célculo da concentracédo de GSH no plasma

GSH

50 100 150
CONCENTRAGAO
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APENDICE D

Curva para calculo da concentracdo de GSH no tecido hepéatico
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Curva para calculo da atividade da MPO no tecido hepatico

A absorb 470nm

0.30+
0.254
0.20+
0.154
0.10+
0.05+

0.00-
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I I I | I | | I | | |
000102030405060708091.0
Unidades/0.1mL

Legend



79

ANEXO A — APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA

UNIVERSIDADE ) Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "POS-CONDICIONAMENTO COM CURCUMINA E ELETROACUPUNTURA: EFEITOS SISTEMICOS E
LOCAIS SOBRE A INFLAMAGAO E O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR GENTAMICINA EM RATOS WISTAR", protocolada sob o
CEUA n® 5060011220 (b co1850), Sob a responsabilidade de Sérgio Botelho Guimaraes e equipe; Mariana Rodrigues de Souza ;
Isaac Bevilaqua de Albuquerque Guimardes ; André Brito Bastos Guimarédes ; PAULO ROBERTO LEITAO DE VASCONCELOS;
FRANCISCO DAS CHAGAS MEDEIROS - que envolve a produgdo, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) na reunido de 30/03/2021.

We certify that the proposal "POS-CONDITIONING WITH CURCUMIN AND ELECTROACUPUNCTURE: SYSTEMIC AND LOCAL EFFECTS
ON INFLAMMATION AND OXIDATIVE STRESS IN WISTAR RATS", utilizing 56 Heterogenics rats (56 males), protocol number CEUA
5060011220 (o oo1850), under the responsibility of Sérgio Botelho Guimaraes and team; Mariana Rodrigues de Souza ; Isaac
Bevilaqua de Albuquerque Guimaraes ; André Brito Bastos Guimaraes ; PAULO ROBERTO LEITAO DE VASCONCELOS; FRANCISCO
DAS CHAGAS MEDEIROS - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Ceard (CEUA-
UFC) in the meeting of 03/30/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 03/2021 a 10/2021 Area: Departamento de Cirurgia
Origem: Biotério Prof. Eduardo Torres (setorial FAMED)

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 8 a 12 semanas N: 56
Linhagem: Wistar Peso: 150a200g

Local do experimento: Tendo em vista que o LABCEX - Laboratorio de cirurgia Experimental do Programa de Pos-graduacao em
Ciencias Médico-Cirurgicas encontra-se blogueado para reformas os experimentos serdo realizados no laboratoriao setorial da
FAMED.

Fortaleza, 15 de agosto de 2021

Y Rmcons LA

Profa. Dra. Camila Ferreira Roncari Profa. Dra. Karuza Maria Alves Pereira
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceard Universidade Federal do Ceard

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolle Tedfilo - Fortaleza/CE - CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Hordrio de atendimento: Segunda a Sexta, das 07h as 11h30 e das 13h as 16h : e-mail: ceva@ufc.br
CEUA N 5060011220



ANEXO B

COMPOSICAO NUTRICIONAL DA RACAO NUVILAB CR-1 IRRADIADA (*)
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COMPOSICAO BASICA DO PRODUTO: milho integral moido, farelo de soja, farelo

de trigo, carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sodio, 6leo vegetal,

vitamina a, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, vitamina

B6, vitamina B12, niacina, pantotenato de calcio, acido félico, biotina, cloreto de
colina, sulfato de ferro, monéxido de manganés, oxido de zinco, sulfato de cobre,
iodeto de calcio, selenito de sodio, sulfato de cobalto, lisina, metionina, BHT.

NIVEIS DE GARANTIA POR QUILOGRAMA DO PRODUTO: umidade (max):
125g/kg proteina bruta (min): 220g/kg extrato etéreo (min): 50g/kg material mineral
(méx): 90g/kg fibra bruta (max): 70g/kg célcio (min-méax): 10-14 g/kg fésforo; 6.000
mg/kg.

VITAMINAS: A (min) 13.000 ui/kg; vitamina D3 (min) 2.000 ui/kg, vitamina E (min) 34

ui/kg, vitamina K3 (min) 3mg/kg, vitamina B1 (min)5 mg/kg, vitamina B2 (min)
6mg/kg, vitamina B6 (min) 7 mg/kg, vitamina B12 (min) 22 mcg/kg, niacina (min) 60
mg/kg, pantoteno de cécio (min) 21 mg/kg, acido félico (min) 1 mg/kg, biotina (min)
0,05 mg/kg, colina 1.900 mg/kg. minerais: sédio (min) 2700 mg/kg; ferro (min) 50
mg/kg; manganés (min) 60mg/kg; zinco (min) 60 mg/kg; cobre (min) 10 mg/kg; iodo
(min) 2mg/kg; selénio (min) 0,05 mg/kg; cobalto (min) 1,5 mg/kg, flior (méx) 60
mg/kg.

AMINOACIDOS: lisina (min) 12g/kg, metionina (min) 4.000 mg/kg, aditivos bht
100,00 mg/kg.

INDICACAOQ: racdo irradiada para camundongos e ratos de laboratorio.
USO: Administragao a vontade em comedouros suspensos.

CONSERVACAOQO: Conservar o produto em ambiente seco e arejado, sobre
estrados, evitando luz e calor excessivos.

ATENCAO: O produto deve ser armazenado afastado da parede e longe de focos
de contaminacdo. Manter uma higienizacao eficiente do local, com métodos legais
de Controles de Pragas (empresas terceirizadas que sejam registradas no
Ministério). Evitar que o produto permaneca exposto ao ambiente, mantendo-o
sempre fechado. O empilhamento dos produtos ndo deve comprometer seu
manuseio.

(*) Informacgdes fornecidas pelo fabricante Quimtia (Curitiba, Parand).



