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RESUMO

EFEITOS DA ACUPUNTURA E DA ELETROACUPUNTURA SOBRE O
ESTRESSE OXIDATIVO E A INFLAMAQAO DECORRENTES DA
TORCAO/DESTORCAO DO TESTICULO EM RATOS. PORFIRIO CEZAR
PASSOS ACIOLI. Dissertagdo de Mestrado. Programa de Pdés-Graduagéo
(Stricto Sensu) em Cirurgia. Universidade Federal Ceara. Professor: Dr.
Sérgio Botelho Guimarées.

Os efeitos da Acupuntura (Ac) e da Eletroacupuntura (EAc) foram avaliados
utilizando um modelo experimental de isquemia/reperfuséo (I/R) do testiculo em rato.
Na Medicina Tradicional Chinesa, essas formas de terapias s&o utilizadas na
promocao do equilibrio organico, mediante estimulo de vias nervosas produtoras de
neurotransmissores especificos, resultando em uma resposta anti-inflamatéria,
analgésica e reguladora autondmica. No experimento, 30 ratos Wistar machos, peso
médio 279,6 g (230-300g) foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos. Todos
0s ratos receberam anestesia intraperitonial (Cetamina 90mg/Kg+Xilazina 10 mg/Kg),
no inicio do experimento, antes da destorcdo e ao término do experimento. O grupo
G1 foi submetido a tor¢cdo do testiculo (TT), duas voltas completas (720°) com
imediata destorgcdo (sham). Os demais grupos (G2IR, G3Ac, G4EAc2 e G5EAc10)
foram submetidos a TT durante 3 horas, seguido de destorcéo e reperfusdo durante
4 horas. Cinco minutos antes da destorcao procedeu-se a aplicacdo da Ac (G3Ac) ou
EAc (G4EAc2, G5EACc10), sob anestesia por 5 minutos. Findo esse tempo realizou-
se a destor¢do do testiculo e permitiu-se a reperfusé@o por 4 horas. Ao término foram
coletadas amostras de sangue arterial e de tecido (testiculo direito). Parametros
avaliados incluiram determinacdo de Glutationa (GSH) reduzida, Malonaldeido
(MDA), Mieloperoxidase (MPO) e histopatologia do testiculo. A EAc (2 e 10Hz)
promoveu aumento significante nas concentragdes de GSH no plasma e no testiculo
dos ratos dos grupos G4-G5, comparados ao controle G1. A Ac nao alterou
significativamente as concentracdes de GSH no grupo G3 comparado ao G1. Houve
aumento significante do MDA tecidual nos grupos G4-G5 e do MDA plasmatico em
todos os grupos, comparados ao G1. A EAc (2Hz e 10Hz) diminuiu significativamente
a atividade da MPO no testiculo dos ratos submetidos a tor¢éo do testiculo (grupos
G4-G5), comparados ao controle G1. Nao foram observadas diferencas significantes
na atividade da MPO comparando-se o0s grupos G4-G5 ao grupo G1. Conclui-se que
a aplicacéo de EAc de 2/10Hz promove protecéo local e sistémica sobre o estresse
oxidativo e diminuicdo da resposta inflamatoria em ratos sadios submetidos a
tor¢éo/destorgdo do testiculo.

Descritores: Torcdo do Corddo Espermético. Isquemia. Traumatismo por
Reperfuséo. Eletroacupuntura. Ratos.



ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECTS OF ACUPUNCTURE AND
ELECTROACUPUNCTURE ON OXIDATIVE STRESS AND INFLAMMATION
DUE TO TESTIS TORSION/DETORSION IN RATS. Master’'s degree. Post-
graduation Program (StrictoSensu) in Surgery.Federal University of Ceara.
Professor: Dr. Sérgio Botelho Guimaraes.

The effects of acupuncture (Ac) and Electroacupuncture (EAc) were evaluated using
an experimental rat model of ischemia/reperfusion (IR) of the testis. In Traditional
Chinese Medicine, these forms of therapies are used in the promotion of organic
equilibrium, through stimulation of specific neurotransmitters producing nerve
pathways, resulting in a analgesic and anti-inflammatory autonomic regulatory.
response. In the study, 30 male Wistar rats, 279.6g average weight (230-300 g) were
randomly divided into five groups. All rats received intraperitoneal anesthesia
(Ketamine 10 90mgKgxXilazina mgKg), at the beginning of the experiment, before the
detorsion and at the end of the experiment. G1 group was submitted to torsion of the
testicle (TT), two complete turns (720°) with immediate detorsion (sham). The other
groups (G2IR, G3Ac, G4EAc2 and G5EAc10) were submitted to TT during 3 hours,
followed by detorsion and reperfusion during 4 hours. Five minutes before the
detorsion Ac (G3Ac) or EAc (G4EAc2, G5EAc10) was applied, under anesthesia, for
5 minutes. Next the testis was detorsioned and reperfused for 4 hours. At the end
blood samples the right testicle were collected. Evaluated parameters included
determination of reduced Glutathione (GSH), Malonaldehyde (MDA),
Myeloperoxidase (MPO) and histopathology of the testicle. EAc (2 and 10 Hz)
promoted significant increase in concentrations of GSH in plasma and in the rat testis
of G4-G5, compared to the control G1. Ac did not alter significantly the concentrations
of GSH in the G3 group compared to the G1. There was significant increase of MDA
in tissue in groups G4-G5 and plasma MDA in all groups, compared to the G1. EAc (2
Hz and 10 Hz) significantly decreased the activity of MPO in the testis of rats
subjected to TT (G4-G5), compared to the control G1. No significant differences were
observed in the activity of MPO comparing groups G4-G5 to group G1. It is concluded
that EAc stimulation (2 and 10 Hz) attenuates oxidative stress and inflammatory
response in rats subjected to testicular torsion/detorsion.

Keywords: Spermatic cord torsion. Ischemia. Reperfusion injury.
Electroacupuncture. Rats.
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1 INTRODUCAO

Torcdo testicular € uma emergéncia uroldgica frequente que afeta recém-
nascidos, criancas e adolescentes (AKGUR et al., 1993). O diagnéstico precoce e o
pronto tratamento sdo cruciais para a preservacdo da espermatogénese e
consequentemente da fertilidade. Akcora et al. (2007) demonstraram que essas
alteracdes sdo secundarias a lesdo de isquemia/reperfusdo (IR) que se instala apés
a destorcdo do testiculo. Dois fatores sdo fundamentais para o0 sucesso do
tratamento da tor¢cdo do corddo espermatico: a duracao do periodo de isquemia e 0
grau de tor¢cdo (WRIGHT, 1977).

Os testiculos dos mamiferos e, especialmente as células germinativas, podem
sofrer graves lesBes, muitas vezes irreversiveis, quando expostos a acdo dos
agentes oxidantes produzidos no organismo, no curso dos processos vitais ou nas
situacOes de estresse (CHANCE; SIES; BOVERS, 1979). A manutencao do fluxo
sanguineo € particularmente critica no testiculo. Os tdbulos seminiferos, em
condi¢gbes normais, exibem concentragées muito baixas de oxigénio, o que explica
sua maior sensibilidade a hipoxia (AHMED et al., 2000). Acredita-se que esta
particular sensibilidade do testiculo possa estar relacionada ao seu suprimento
sanguineo do tipo terminal e a presenca de uma carapaca ineldstica constituida pela
tunica albuginea que limitaria sua expansdo compensatéria na vigéncia do edema
traumatico (REGADERA; NISTAL; PANIAGUA, 1985).

Tal como ocorre em outros 6rgdos ou tecidos submetidos aos efeitos da
isquemia/reperfusdo, a leséo tissular provocada pela tor¢do do corddo espermatico
tem dois componentes: a lesdo de isquemia e a lesdo de reperfusdo. (AKGUR;
KILINC; AKTUG, 1993). A primeira (lesdo isquémica) é decorrente da obstrucédo do
fluxo de sangue oxigenado destinado ao testiculo. A leséo de reperfusao se instala
apds a correcdo cirtrgica da torgdo (BLANK et al., 1993; AKGUR; KILINC; AKTUG,
1993). Assim, se for possivel melhorar o fluxo sanguineo antes da instalagdo de
lesdo isquémica, reduzindo a producdo de radicais livres, sera possivel atenuar os
efeitos da reperfuséo.

A acupuntura (Ac) é uma modalidade terapéutica originaria da China, onde é
praticada ha milénios. Segundo Hong (2005), ndo se pode estabelecer uma data
precisa para 0 aparecimento da acupuntura, porgue as suas origens perdem-se no

tempo. O primeiro texto médico que descreveu a Ac resultou de um dialogo entre o
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Imperador Amarelo e seu ministro, Qi Bai, versando sobre medicina. A obra classica,
intitulada Tratado de Medicina Interna do Imperador Amarelo (Nei Jing), foi escrita,
provavelmente, entre os anos 475 e 221 a.C., e serviu de base para o
desenvolvimento da Medicina Tradicional Chinesa (MTC). O livro é dividido em 2
volumes: o primeiro é composto das técnicas de exame fisico e os fundamentos da
MTC, enquanto o segundo contém o diagndstico e tratamento (HONG, 2005).

No continente europeu, a Ac tornou-se conhecida em meados do século XVII
gracas aos trabalhos de padres jesuitas (HONG, 2005). Posteriormente, esse
conhecimento chegou na América, com a publicacdo do livro "The Principles and
Practice of Medicine", escrito por William Osler, um respeitado medico e professor
da Universidade de Oxford (BALDRY, 2008). No Brasil, embora praticada
informalmente ha muitos anos, somente foi reconhecida como especialidade médica,
pelo Conselho Federal de Medicina em 1995, conforme a resolu¢gdo normativa n°
1455 e pela Associagdo Médica Brasileira (AMB), em 1998 (HONG, 2005).

A acupuntura € uma forma de terapia que busca a cura das enfermidades
pela aplicacdo de estimulos através da pele, com a insercdo de agulhas finas,
maleaveis, descartaveis, de aco inoxidavel, em pontos especificos, denominados
acupontos. A insercédo e a manipulagdo da agulha de acupuntura produz trés efeitos
basicos: local (periférico), segmentar e suprassegmentar (FILSHIE; WHITE, 2002).
Em nivel periférico, o estimulo da agulha ao penetrar na pele e muasculo ativa
receptores aferentes (mecanoreceptores lll), desencadeando a despolarizacdo da
membrana celular de fibras finas A delta (Ad) (KAWAKITA; FUNAKOSHI, 1982) e,
em menor proporc¢éo, as fibras C (mecanoreceptor 1V), deflagrando um potencial de
acdo e provocando a liberacdo de varias substancias pro-inflamatoérias (peptidio
geneticamente relacionado a calcitonina (CGRP); substancia P; bradicinina;
interleucinas; TNFa; e oOxido nitrico, que desencadeiam vasodilatacdo local,
objetivando reparar o dano tecidual (TSUCHIYA et al, 2007). A propagacao desse
potencial de acédo ao longo da fibra Ad alcanga o corno posterior medular (lamina |
de Rexed) (KUMAZAWA; PERL, 1978) e a substancia gelatinosa (Lamina Il de
Rexed) inibindo a passagem do estimulo nociceptivo da fibra C, pela acdo de
interneurénios, com a liberagédo de neurotransmissores inibitérios, como a encefalina
(HASHIMOTO; AIKAMA, 1993), conhecido como o efeito segmentar da acupuntura.

Os estimulos aferentes produzidos pela introducdo das agulhas chegam ao

corno posterior da medula espinhal conduzidos por fibras somaticas, estabelecendo
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sinapses com neurdnios motores homolaterais e/ou contralaterais para formar o arco
reflexo somatossomatico; com neurdnios pré-ganglionares simpéaticos para formar o
arco reflexo somatovisceral; e com neurbnios do trato proprioespinhal, que
estabelecem no nivel medular associacbes de segmentos superiores com O0S
inferiores, conectando os plexos braquial, lombar e sacral (NAKANO; YAMAMURA,
2010).

O terceiro nivel da acdo da acupuntura € o suprassegmentar; os estimulos
projetados da medula espinhal para as areas encefalicas modulam o funcionamento
de vérias estruturas, como a formacdao reticular, através dos tratos espinotalamico e
paleoespinotalamico, que véo interagir com a modulacdo do sistema nervoso
autdénomo, no nivel hipotalamico (NAKANO; YAMAMURA, 2010).

A eletroacupuntura (EAc) utiliza agulhas previamente inseridas em pontos
especificos, conectadas a um gerador de corrente elétrica capaz de produzir
correntes com intensidades que variam entre 0,5 e 50 mA e voltagem de até 20 V,
suficientes para vencer a resisténcia da agulha de acupuntura e despolarizar a fibra
nervosa. Valores de amplitude de pulso maiores do que 0,5 ms ndo sdo usados,
pois produzem recrutamento de fibras C, inadequadas para producdo dos efeitos
benéficos da EAc (WOOLF, 1983). Utilizam-se ondas quadradas bifasicas, que
favorecem a utilizagdo de correntes de menor intensidade para atingir-se o limiar de
disparo do receptor, evitando complicacdes indesejaveis, tais como a eletrdlise e
necrose tecidual (FILSHIER et al, 2002). As respostas obtidas dependem da
frequéncia utilizada. Diferentes tipos de neurotransmissores s&o liberados,
dependendo da frequéncia de corrente elétrica transmitida ao ponto de Ac (CHEN e
HAN, 1992). Lin et al. (2002) demonstraram que a EAc de 2 Hz acelera a liberagéao
de peptideos opiaceos enddgenos (EOPs) produzidos pelas glandulas suprarrenais.
Frequéncias maiores (15 Hz) produzem efeitos hipoglicemiantes (LIN et al., 2004).
Chen e Han (1992) demonstraram que a utilizagdo consecutiva de baixas (2 Hz) e
altas (100 Hz) frequéncias durante 3 segundos leva a uma liberacédo simultanea de
trés tipos de peptideos opiaceos: encefalinas, endorfinas e dinorfinas. Cakmak et
al. (2008) estudaram os efeitos da acupuntura abdominal sobre o fluxo sanguineo da
artéria testicular em humanos e concluiram que a simples inser¢do de agulhas
(acupuntura) no acuponto Gulai (E-29), localizado aproximadamente 8,8cm abaixo
da cicatriz umbilical e 4,4 cm lateral a linha média do abdome, ou a aplicacdo do

estimulo elétrico - eletroacupuntura (2 Hz, tipo "burst" - trens de pulsos) nao
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induziram mudancas significativas no fluxo sanguineo. Por outro lado, a aplicacdo da
EAc, no mesmo acuponto, utilizando uma frequéncia de 10 Hz, pulsos simples,
produziu um aumento significante do fluxo sanguineo da artéria espermatica. Esse
resultado parece ser especifico do acupunto E-29, pois a utilizacdo de outro
acupunto préximo, denominado Tianshu (E-25), ndo alterou o fluxo sanguineo
(CAKMAK et al., 2008).

Stener-Victorin, Fujisawa e Kurosawa (2006), estudaram os efeitos da EAc
sobre o fluxo sanguineo ovariano em ratas. Para estimulacédo elétrica foi aplicada
uma onda quadrada de 0,5-ms de duracdo, na forma de "burst" (trens de pulsos),
com uma intensidade de 10 mA, durante 30 segundos, em agulhas inseridas nos
musculos abdominais ao nivel da 12% costela, 2 cm a partir da linha mediana. Os
pesquisadores relataram efeitos positivos da estimulacdo elétrica sobre o fluxo
sanguineo ovariano. Entretanto, quando o estimulo elétrico foi aplicado em agulhas
inseridas no membro pélvico das ratas ocorreu diminuicdo do fluxo sanguineo
ovariano.

Os acupuntos, ou pontos de acupuntura, estdo localizados na pele e
distribuidos por todo o corpo, ndo ultrapassam mais que alguns milimetros
quadrados e representam o meio de comunicacao da pele com os 6rgaos internos.
Sao dotados de peculiaridades e caracteristicas bioelétricas proprias. Dependendo
do grau dessas variacdes bioelétricas (impedancia, polaridade), podem chegar a
tornar-se dolorosos ou mesmo passar a apresentar manifestacdes funcionais ou
organicas como consequéncia do estado energético dos O6rgaos internos
(YAMAMURA, 2001). Segundo cita Yamamura (2001), estudos realizados por dois
pesquisadores, Nakatani (1956) e Reichmanis (1979), demonstraram que ocorrem
alteracdes de condutibilidade, diminuicdo da resisténcia elétrica e de potencial
elétrico da pele em determinados pontos, variando de acordo com a influéncia
exercida por fatores externos (temperatura ambiental, fatores atmosféricos, estacdes
do ano, ciclo circadiano) e internos (alteracdes organicas, fadiga, emocdes).

Durante o metabolismo basal das células aerobicas ha uma producao
constante de espécies reativas de oxigénio (EROs), conhecidas genericamente
como radicais livres (RL), acompanhada pela sua continua inativagdo através da
acdo de antioxidantes, mantendo a integridade estrutural e funcional das
biomoléculas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1995). Nos mamiferos, no tecido

oxigenado, o oxigénio sofre reducdo tetravalente, com a aceitacdo de quatro



20

elétrons, resultando na formacdo de Agua, radicais superéxido (02« ) hidroperoxila
(H2O¢) e hidroxila (OHe) e peréxido de hidrogénio (H.0;) (FERREIRA; MATSUBARA,
1997). Compete aos sistemas protetores do organismo a desativacdo dos radicais
livres (RL), sendo essa capacidade fundamental para assegurar a reversibilidade
das lesbes e a prevencao da morte celular (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1996).

Sob condic¢des fisiologicas, o balanco entre os agentes pro-oxidantes e as
defesas antioxidantes se mantém equilibrado. O estresse oxidativo resulta de um
desequilibrio entre a producdo de radicais livres e a reducdo das defesas
antioxidantes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). S6 restam aos organismos Vivos
trés alternativas: adaptagéo, por aumento da atividade dos sistemas antioxidantes;
dano tecidual, por agressao aos lipidios, carboidratos ou proteinas; morte celular,
por necrose ou apoptose (DROGE, 2002).

A Glutationa € o tiol de baixo peso molecular (0,5-10 mMol/L) mais abundante
nas células animais. A grande maioria (85-90%) do GSH celular esta presente no
citosol enquanto que os 10% restantes se distribuem entre as organelas, incluindo a
mitocondria, matriz nuclear e peroxissomos (HUANG et al., 2001). Por outro lado, as
concentracdes plasméticas de GSH séo relativamente baixas (2-20uMol/L) (JONES,
2002). A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema
de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesdo resultante da
exposicao a agentes como ions ferro (GALLEANO; PUNTARULO, 1995), oxigénio
hiperbarico, o0zbnio, radiacdo e luz ultravioleta (DENEKE; FANBURG, 1989). A
oxidacdo da glutationa a transforma em GSSG (glutationa oxidada), produto téxico
para o meio intracelular. Os sistemas de protecdo sao, mais uma vez ativados e a
GSSG ¢é reduzida, retornando ao seu estado inicial (GSH) por acdo enzimatica da
glutationa redutase. A relacdo ideal GSH/GSSG (100:1) € mantida através desse
mecanismo (MEISTER, 1989). As concentragbes de GSH celulares sao
consideravelmente reduzidas em resposta ao estresse oxidativo e muitas condi¢oes
patolégicas (HUANG et al.,, 2001). Concentracbes adequadas de GSH séao
necessarias para a proliferacdo celular, incluindo os linfécitos e enterécitos (AW,
2003), além de desempenhar um importante papel na espermatogénese e
maturacdo do espermatozoide (SIES, 1999).

A peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidacao (LPO) pode ser definida como uma
cascata de eventos bioquimicos resultante da acdo dos RL sobre os acidos graxos

poliinsaturados (AGPI) das membranas celulares, levando a destruicdo de sua
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estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos e, numa condi¢édo
extrema, a morte celular (BENZIE, 1996). A LPO tem inicio quando RL dotados de
elétrons desemparelhados promovem a remocéo de um atomo de hidrogénio de um
grupamento metileno (-CH»-), produzindo um novo radical (-CHe-). Sob condi¢des
aerdbicas, esse radical centrado no carbono combina-se com o oxigénio (02)
formando radicais peroxila (ROQOe¢). Esses radicais peroxila podem extrair um atomo
de hidrogénio de outra molécula de lipidio, estabelecendo assim a propagacao da
reacdo. O novo radical, ao reagir com o0 oxigénio, origina novo radical peroxila,
permitindo que a reacdo da peroxidacgdo lipidica se torne continua, pela repeticdo
dos ciclos oxidativos (LLESUY, 2002).

A medida que as reacbes em cadeia se processam, proteinas de transporte
ou enzimas de membrana podem ser inativadas ou pode ocorrer aumento da
permeabilidade da bicamada lipidica da membrana, alterando a homeostase.
Finalmente, na etapa de concluséo, ocorre a formacéo de um intermediario instavel
(tetroxido), a partir dos radicais peroxila (mecanismo de Russell), que sofre
decomposicéo, originando oxigénio singleto (*O,) e grupos carbonila excitados, entre
outros produtos (LLESUY, 2002).

Para aferir-se a LPO pode ser utilizado o método de TBARS, que determina a
concentracdo de um composto intermediario da lipoperoxidacdo, o malondialdeido
(MDA). O teste com o acido tiobarbittrico (TBA) é um dos métodos mais utilizados
para medida da peroxidacédo lipidica (CHIRICO, 1994). Dosagens de glutationa
reduzida (GSH) e/ou da razdo glutationa reduzida/glutationa oxidada (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997) sao utilizados na avaliagéo do estresse oxidativo.

Os mecanismos fisiologicos que explicam os efeitos da acupuntura nos
sistemas antioxidantes ainda ndo foram satisfatoriamente esclarecidos, embora
estudos pontuais esclarecam alguns fatos. Dai et al. (2008) estudaram os efeitos da
acupuntura em ratas com insuficiéncia ovariana e concluiram que a estimulacdo do
acupunto E-36 reduz a peroxidacao lipidica. Siu, Lo e Leung (2005) demonstraram
que a EAc aumenta a expressdo de tioredoxina nos cérebros isquémicos de ratos,
minimizando as alteracdes oxidativas dos grupos tiol das proteinas adjacentes a
lesdo. Liu et al. (2006) demonstraram efeitos positivos da Ac na reducéo do
estresse oxidativo em cérebros de ratos com infartos mudaltiplos, onde foram
observados um aumento importante da atividade das enzimas superoxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px).
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Sob condigbes fisiolégicas, a taxa de consumo de GSH é determinada pela
intensidade de sua utilizagdo nos processos de detoxificacdo. A exposicdo aos
agentes oxidantes oriundos do meio exterior ou a presenca de toxinas reativas aos
tidis pode aumentar significativamente o consumo de GSH, resultando em queda
temporaria dos niveis de GSH intracelular; entretanto, como a capacidade de
recuperacdo das reservas de GSH esta presente na maioria das células, a
concentracdo do tripeptidio intracelular € rapidamente recuperada, pela maior
sintese e pela reducdo do GSSG, pelo mecanismo ja descrito acima.
Surpreendentemente, a maioria das células tolera, sem efeitos adversos, reducéo de
até 90% dos niveis normais de GSH (HALL, 1999).

O que acontece quando um animal submetido a torcédo testicular (720°) é
submetido ao tratamento acupuntural antes da destorcdo? Sera que a
eletroacupuntura abdominal pode atenuar o estresse oxidativo? Sao esses 0sS
guestionamentos que motivaram a presente pesquisa, considerando que estudos
anteriores ja comprovaram os efeitos atenuantes da eletroacupuntura sobre o
estresse oxidativo no figado e os rins (SILVA et al, 2011), na pele (LIMA et al., 2012)
e nos ovarios (SANTOS et al., 2013), espera-se que essa prote¢cdo também ocorra
no testiculo de ratos submetidos a tor¢do/destor¢éo do testiculo.

N&o foram encontrados na literatura médica registros avaliando os efeitos da
eletroacupuntura sobre as concentracdes de GSH e MDA no testiculo isquémico e
no plasma de ratos submetidos a I/R do testiculo, conferindo ineditismo e relevancia

ao objetivo deste estudo.
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2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura abdominal sobre o
estresse oxidativo e a inflamacdo em ratos submetidos a torcao/destorcdo do

testiculo.



24

3 METODO
3.1 Aspectos éticos

Trata-se de um estudo prospectivo, controlado e comparativo, entre diferentes
grupos de ratos machos da raca Wistar submetidos a tor¢cao/destorcao do testiculo.
A manipulagao laboratorial dos animais foi baseada nas Normas Internacionais para
a Pesquisa Biomédica em Animais (1990), na Lei Federal n°6.638 de 08 de maio de
1979 e nas disposicOes sobre a criagdo e 0 uso de animais para atividades de
ensino e pesquisa, preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA, 1999). A execucdo do projeto foi aprovada pela Comisséo de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceara (CEPA / UFC), em 24 de maio
de 2012, protocolo n® 18/2012 (ANEXO A).

3.2 Amostra

3.2.1 Ambiente de experimentacao

Utilizaram-se ratos albinos, adultos, machos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Rodentia Mammalia) procedentes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, providas de tampa
com grade metalica de aco inoxidavel e forradas com maravalhas, alojadas em
dependéncias refrigeradas (24+2°C), observando-se a alternancia dos ciclos
claro/escuro a cada 12 horas. Racdo comercial para ratos foi ofertada ad libitum até
12 horas antes do experimento. Agua potavel foi oferecida até o inicio do
experimento.

A higienizacdo das gaiolas e o exame dos animais foram realizados
diariamente pelo técnico responsavel e pelo pesquisador, respectivamente. Os ratos
foram previamente aclimatados por um periodo de 7 dias antes da realizacdo dos
experimentos.

Os procedimentos cirurgicos foram realizados em ambiente refrigerado, sob
anestesia (Cetamina 90mg + Xilazina 10mg), no Laboratério de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia da Universidade Federal do Ceara.



3.2.2 Critérios de incluséo e exclusao

Foram incluidos neste estudo ratos machos, com idade variando de 70 a 90 dias e
peso entre 230 e 300 gramas (peso médio 279,6 g), de bom aspecto geral, ativos e

sem evidéncia de doencga a inspecdo. Foi excluido do estudo um rato que morreu

durante o periodo do experimento.

3.3 Desenho do experimento

Foram utilizados 30 ratos machos, sadios, distribuidos aleatoriamente em 5

grupos. O Quadro 1, apresentado abaixo, descreve as etapas e os procedimentos

do experimento.

Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos e procedimentos realizados em 30 ratos

Grupos Procedimento 1 | Procedimento 2 Procedimento 3
(Tipo de
Estimulacao)

G1 -Sham Torcao Nenhuma Coleta ap6s 7:0 h
/destorcao

G2-T/D Torcao / | Nenhuma Destorcao/Reperfuséao -
Isquemia - 4h 3h + coleta

G3 - T/ID+Ac Torcao / | Acupuntura, 5 | Destor¢cao/Reperfuséo -
Isquemia-4h | min 3h + coleta

G4 - TID+EAc 2 Hz Torgao /| EAc 2 Hz, 5| Destor¢cao/Reperfuséo
Isquemia - 4h | min - 3h + coleta

G5 - T/D+EAc 10 Hz Torgao / | EAc 10 Hz, 5 | Destorcao/Reperfuséo
Isquemia-4h | min - 3h + coleta

A Figura 1, a seguir, mostra a distribuicdo dos grupos, o numero de ratos em

cada grupo e especifica os tratamentos realizados:
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(N=30)
\ 4
SHAM EXPERIMENTO
(6 ratos) (24 ratos)
A\ 4
Y A 4 A Y
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
T/D T/D+Ac T/D + EAc 2HZ T/D + EAc 10Hz
SHAM I/IR (n=6) I/IR (n=6) I/IR (n=6) I/IR (n=6)

FIGURA 1- Distribuicdo dos grupos, especificando os tratamentos realizados

3.4 Procedimentos

3.4.1 Determinacéo dos pesos dos animais

Os ratos foram pesados no inicio do experimento.Todas as pesagens foram

realizadas através de balanca eletrbnica de precisdo (Filizola® modelo MF 3/1,

Campo Grande, MT, Brasil).

3.4.2 Ato anestésico

Os ratos foram anestesiados no periodo da manha, por via intraperitonial,

utilizando-se a mistura homogénea de cloridrato de Cetamina e Xilazina, nas doses

de 90mg/kg e 10mg/kg, respectivamente. A profundidade anestésica foi avaliada por

parametros clinicos, tais como as frequéncias respiratéria e cardiaca, a ocorréncia
de arritmias, movimentos das narinas ou outros grupos musculares.
Cada animal foi anestesiado 3 vezes: antes da tor¢céo, antes da destorgéao e

antes da coleta. Os ratos do grupo 1 foram anestesiados antes da tor¢éo, apos 4,0 h

e apos 7,0h, para a coleta de material. Obtido o nivel anestésico adequado, o animal
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era colocado na mesa operatdria, em decubito dorsal para a realizagdo dos
procedimentos.

3.4.3 Ato cirdrrgico

A isquemia foi obtida por torcdo do corddo espermatico direito, duas voltas
completas (720°), em torno de seu eixo, no sentido horario. Para evitar-se a
destorcdo espontanea, o testiculo direito foi fixado ao mesoérquio, utilizando-se a
técnica preconizada por Ryan et al. (1988), evitando-se assim a sutura

transparenquimal.

Tendo em vista a uniformidade dos diversos procedimentos cirdrgicos, e
visando permitir a sua futura utilizacdo por outros pesquisadores, foi utilizado o

protocolo descrito por Guimaraes (2005):

a) inducdo da anestesia e colocacdo do animal em decubito dorsal, com as
patas dianteiras e traseiras fixadas a prancha por tiras de esparadrapo;

b) epilagdo do escroto por tricotomia e tracdo manual dos pelos, quando
necessario;

c) antissepsia do escroto e regidao inguinal com solucéo de polivinilpirrolidona-
iodo;

d) exploragdo cirurgica por acesso direto através de uma incisdo longitudinal no
escroto direito (2 a 3 cm de comprimento); liberacdo e divulsado delicada das
fibras do musculo dartos com exposicao do testiculo e epididimo;

e) exteriorizacao do testiculo direito por leve expresséo, evitando-se a tracao por
instrumental cirdrgico; algumas vezes o testiculo encontrava-se no canal
inguinal e era empurrado para baixo por compressao na regido inguinal até
sua completa exteriorizacao;

f) isquemia do testiculo direito por tor¢do de 720° graus no sentido horario (duas
voltas completas do corddo espermatico, em torno do seu eixo transverso),
seguida de fixagcdo da gbnada ao mesorquio, com fio de nailon 4-0, para
evitar-se a destorcdo espontanea. Nos ratos do grupo 1 (sham),
imediatamente ap0s completar-se a torcdo do corddo espermatico foi

realizada a destor¢ao, seguida da colocacao de um fio de sutura (nailon 4-0)
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no mesoérquio, de modo semelhante ao procedimento ja descrito acima sem,
contudo, realizar sua ligadura;

g) fechamento do escroto em um sé plano com pontos separados, utilizando fio
de nailon monofilamentar 2-0).

h) retorno do animal a gaiola;

i) decorridas trés horas, o animal foi novamente submetido a anestesia; apos
remocado das suturas do escroto e da sutura de fixacdo colocada no
mesorquio, foi efetuada a destor¢cdo do corddo espermatico; a gbnada foi
recolocada na cavidade escrotal, seguindo-se a sutura do escroto num soO
plano (suturas separadas), utilizando fio de nailon monofilamentar 5-0;

j) nos animais do Grupo 1, ap6s 7:0 h do inicio do experimento, e nos animais
dos demais grupos, ao término da reperfusdo, sob anestesia, procedeu-se a
remocao da gonada direita, seguindo-se a coleta de uma amostra de sangue
arterial (2,0 ml) por punc¢do da aorta abdominal, abaixo da saida das artérias
renais, sob visédo direta, com agulha calibre 21 G, utilizando-se a laparotomia
mediana como via de acesso;

k) ap6s a coleta do sangue os ratos foram mortos por deslocamento cervical,
ainda sob os efeitos da anestesia.

3.5 Aplicacéo da acupuntura/eletroacupuntura

ApGs inducdo da anestesia, imediatamente antes da destor¢cdo todos animais
dos grupos 4-5 foram submetidos & EA abdominal utilizando-se 2Hz (grupos 4) e 10
Hz (grupos 5) durante 5 minutos. Os ratos do grupo 3 foram submetidos a
Acupuntura manual, durante 5 minutos. Foram utilizadas agulhas de acupuntura de
0,25mm de diametro/15mm de comprimento (modelo DCB 108, fabricadas na
Coréia do Sul e distribuidas no Brasil por Dong Bang Produtos de Acupuntura -EPP,
Sao Caetano do Sul — SP). As agulhas foram inseridas bilateralmente nos pontos E-
29 (Gulai), numa profundidade suficiente para atingir o tecido muscular, mantidas
por 5 minutos e posteriormente removidas. O tempo de estimulagéo e a sele¢céo do
acupunto E-29 foram baseados no trabalho de Cakmak et al. ( 2008).

No rato, o acuponto E-25 se localiza lateral a cicatriz umbilical, no ponto
mediano entre 0 umbigo e a linha mamilar. O acuponto RM-3 esta localizado no

ponto situado abaixo da cicatriz umbilical, na linha que conecta o umbigo ao
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tubérculo pubiano (YIN et al., 2008). No humano, o acuponto E-29 (Gulai) se situa
na mesma altura do RM-3, no ponto mediano entre o umbigo e a linha mamilar
(MARTINS; GARCIA, 2003). Assim, baseando-se no sistema proposto por Yin et al.
(2008), considerando que o acuponto E-29 se situa na mesma linha do E-25 e ao
lado do RM-3 (Zhongji), pode-se localizar o acuponto descrito acima, considerando
gue o primeiro (E-29) estéa localizado, no rato, na mesma altura do ponto RM-3, no
ponto mediano entre a linha média e a linha mamilar, préximo ao tubérculo pubiano
(Figura 2).

UNHA MAMILAR

ACUPONTOS E-29 (GLLAY)

FIGURA 2 - Fotografia (rato 5, grupo 2) identificando os pontos de referencia (linha
mamilar) e a posi¢cao dos acupontos GULAI no rato.

Nos animais submetidos a eletroacupuntura, foram acoplados as agulhas
previamente inseridas no acuponto E-29 com eletrodos ligados a um
eletroestimulador modelo NKL 608 portatil (NKL Produtos Eletrénicos, Brusque,
Santa Catarina, Brasil) e ajustado para produzir uma estimulacdo maxima de 1 mA,
com frequéncias de 2 Hz (Grupo 4) e 10 Hz (grupo 5), pulsos quadrados, com trens

de pulsos (burst) e duragao de 5 minutos (Figura 3).



30

Figura 3 - Eletroestimulador modelo NKL 600 Portatil (NKL Produtos Eletrénicos, Brusque,
Santa Catarina, Brasil), usados nos experimentos

3.6 Procedimento laboratorial

Os tubos de ensaio contendo o sangue arterial heparinizado (3,0 ml) foram
colocados em centrifuga refrigerada Jouan modelo MR23i (Franca) e centrifugados a
4.000 r.p.m. durante 10 minutos, mantendo-se a temperatura interna em 10° C. O
plasma obtido foi dividido em aliquotas e imediatamente armazenado a -70° C. Apés
a coleta, os testiculos foram pesados separadamente e lavados com soro fisiologico
gelado (4° C) para remocéao dos resquicios de sangue. Os testiculos foram divididos
em duas metades. Uma das metades foi dividida em dois fragmentos, sendo um
deles imediatamente mergulhado em nitrogénio liquido a cerca de 190 graus
centigrados negativos, e fragmentados utilizando-se grau e pistilo de porcelana. O
material obtido foi colocado em tubos de ensaio e armazenado a 70 graus
centigrados negativos, até sua utilizacdo. O segundo fragmento foi reservado para
determinacdo da atividade da mieloperoxidase. A outra metade do testiculo foi
mergulhada em formol neutro por 24 h e posteriormente transferidos para solucéo de
alcool 70%. A coloracao foi feita pela Hematoxilina-Eosina.
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3.6.1 Parametros bioquimicos avaliados no sangue e testiculo

Os efeitos da EAc sobre o estresse oxidativo foram avaliados através das
dosagens teciduais (testiculo) e séricas de TBARS e Glutationa. A dosagem das
concentracOes teciduais da MPO (mieloperoxidase), considerada um marcador de
estresse oxidativo (PEDRO et al., 2003) foi incluida na avalia¢éo.

3.6.2 Parametros histologicos avaliados no testiculo

Foram realizadas analises morfométricas qualitativas em microscopia 6tica.
Os seguintes parametros foram avaliados:

Tdbulos seminiferos: Presenca/auséncia de degeneracdo de espermatozoides,
espermétides e da camada de células germinativas; Presenca/auséncia de ruptura
de tabulos.

Intersticio: presenca/auséncia de proliferacédo de células de Leidig, edema intersticial

ou hemorragia.

As laminas histologicas foram fotografadas para registro e analisadas por
patologista experiente sem prévio conhecimento dos grupos estudados. Apés a
realizagdo dos exames histologicos e emissdo dos laudos as laminas foram
numeradas sequencialmente.

No estudo de microscopia otica foi utilizado um microscépio Pentaocular
Olympus BX 41, Toquio, Japdo. Para obtencédo das microfotografias, utilizou-se um
microscépio equipamento Zeiss SCOPE A 1 AXIO, acoplado a uma camera
AxioCamlICc 3. As imagens foram capturadas com o Software Axio Vision RelL 4.8.

3.7 Técnica laboratorial

3.7.1 Avaliacéo da peroxidagéo lipidica

A técnica tem por objetivo quantificar o dialdeido malénico (MDA) formado na
peroxidacdo lipidica. Procede-se a extracdo deste composto usando um solvente
organico (n-butanol), determinando-se a concentracdo de MDA que sdo expressas

como substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
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Para a quantificacado do teor de TBARS no tecido e plasma utilizou-se o teste
de Uchiyama e Mihara (1978), onde a concentracdo de TBARS é expressa em pumol

MDA/g (malonaldeido/g) de tecido ou pmol MDA/mI plasma.

O MDA é capaz de reagir, sob aquecimento em meio acido, com o acido

tiobarbiturico originando um composto de cor rosa.

Reagentes:
Cloreto de potassio: 1,15%
Acido tiobarbiturico: 0,6%
Acido fosférico: 1%
N-butanol

Procedimento:

As amostras teciduais (testiculo) a serem analisados foram congeladas em
nitrogénio liquido e estocadas a -70°C imediatamente apds a coleta e lavagem com
soro fisiolégico gelado (4° C) para remover quaisquer vestigios de sangue. Apés
pesagem, a amostra de tecido foi homogeneizada em KCI gelado 1,15%, resultando
em uma solugéo acida com concentracdo a 10%. Retirou-se uma aliquota de 0,5 ml
de cada amostra e acrescentou-se 1,0 ml da solucéo aquosa de TBA 0,6% e 3,0 ml
da solucéo de acido fosforico (H3PO4, 1%). A mistura foi colocada em banho
fervente por 45 minutos, resfriada em banho de gelo seguido da adicao de 4,0 ml de
N-butanol. Apos dois minutos de agitacdo a mistura foi centrifugada por 10 minutos a
3.000 r.p.m. A absorbancia da camada orgéanica sobrenadante (fase butandlica) foi
medida em espectrofotdbmetro Beckman DU-640 (Fullerton, Califérnia) a 520 nm e
535 nm.

A diferenga entre os valores obtidos nas duas leituras foi utilizada para
calcular a concentracdo de TBARS, usando a regressao linear a partir de uma curva

padrao.

3.7.2 Determinacao de grupos sulfidrilicos ndo protéicos (Glutationa-GSH)

A determinacao dos grupos SH foi realizada pelo Método de Sedlak e Lindsay

(1968), baseado na reacao do 5,5 -ditiobis (2-acido nitrozenzoico) (DTNB — reagente
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de Ellman) com o tiol livre, originando um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-
tiobenzoico. A medida do produto de reacdo formado foi feita por leitura da
absorbéancia a 412nm em espectrofotometro (Beckman DU-640, Fullerton,
California).

Drogas e reagentes:

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)

Acido tricloacético (ATC,50%)

Tampao TRIS 0,4 M pH 8,9

5,5 -ditiobis (2-acido nitrobenzdéico (DTNB) 0,5M)
Metanol

Glutationa (GSH, 1 mg/ml).

Preparacéo dos reagentes:

Acido tricloroacético 50% - diluido em agua destilada
EDTA Na, 0,2M PM 372,2 (%,211g + H20 gsp 70.0 ml)

EDTA Na; 0,02M (30 ml de EDTA Na; 0,2M + H»O gsp 300 ml

Reacao
2 GSH + H,0, = GSSG + 2 H,0.

2 GSH + Ac. Graxo-OOH = GSSG + Ac. Graxo-OH + H»0O

Procedimento:

Uma amostra de tecido (0,5g) € homogeneizada em 5 ml de EDTA 0,02M gelado
com bastdo de vidro e posteriormente filtrada em |a de vidro. Retiram-se 4,0 ml do
homogenato e mistura-se com 3,2 ml de &gua destilada e 0,8 ml de &cido
tricloroacético 50%. O tubo é agitado e centrifugado a 3000 g por 15 minutos.
Retiram-se 2,0 ml do sobrenadante e acrescenta-se 4 ml de TRIS 0,4 M (pH 8,9) e
0,1 ml de DTNB 0,01 M; agita-se a mistura para homogeneizacdo. Em seguida,
léem-se as absorbancias no espectrofotometro a 412nm, 5 minutos apés a adicéo

do DTNB. A concentracdo final de GSH foi obtida comparando-se o valor da
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absorbancia com uma tabela padrdo de GSH, previamente preparada (APENDICE
A).

3.7.3 Mensuracéo da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Publicacdes realizadas por Bradley, Thiru e Pober (1995), descreveram o uso
de uma enzima especifica encontrada nos granulos intracelulares dos neutréfilos, a
mieloperoxidase (MPO). Essa enzima pode ser utilizada, portanto, como marcador
para o conteudo de neutréfilos dos tecidos.

O acumulo de neutrofilos no tecido foi medido pelo método de dosagem de
mieloperoxidase. Apds coleta, a amostra foi acondicionada em eppendorf com
buffer gelado (NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,015 M, pH 4,7). O tecido foi
pesado e em seguida homogeneizado em Polytron® PT 3100 a 13000 rpm. No pellet
foi feito lise hipoténica com solugcéo de NaCl 0,2% e apos 30s adicdo de NaCl 1,6%
com glicose 5%. Apds centrifugacdo, o pellet foi ressuspendido em buffer NaPO,4
0,05 M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonia e
rehomegeneizado. Apos centrifugacdo a 13000 rpm, 5 ml do sobrenadante foram
utilizados para a dosagem em placas de 96 wells diluido em 45 ml de NaPO,4 0,08 M.
A atividade da mieloperoxidase no sobrenadante foi dosada usando
tetrametilbenzidina (TMB) 1,6 mM e H,O, (0,5 mM) e lida no leitor de placas de 96
wells a 450 nm. Obtém-se a concentracdo final de MPO comparando-se o valor da
absorbancia com uma tabela padrdo de MPO, preparada previamente (APENDICE

1). As concentracGes de MPO foram expressas em unidade / mg de tecido.

3.8 Metodologia estatistica

Para todas as variaveis, realizou-se uma analise descritiva dos dados onde
foram determinadas as curvas de normalidade aplicando-se o teste de Kolmorogov-
Smirnov e calculados a média amostral e o desvio padrdo da média. O peso dos
ratos foi analisado como variavel quantitativa continua e exposto como média +

desvio padréo.
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Os resultados encontrados durante a analise morfoldgica foram considerados
variaveis qualitativas nominais dicotdmicas (presenca ou auséncia de necrose
testicular e presenca ou auséncia de atrofia testicular). Os graus de leséo histologica
foram convertidos em valores numéricos, de acordo com a intensidade da leséo: +
(1), ++ (2) e +++ (3), antes da analise estatistica.

A comparacdo entre 0s grupos experimento e controle (sham) foi feita pelo
teste de Dunnett (ANOVA). Os calculos foram realizados com auxilio do software
GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
Califérnia, U.S.A., www.graphpad.com). Valores de p menores que 0,05 foram
considerados significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Perdas de animais

Durante a pesquisa houve o 6bito de um rato durante o ato anestésico, por
provavel depressdo respiratoria, pertencente ao grupo experimental G5EAc10. O
animal foi excluido do estudo e substituido por outro rato, seguindo o método de
selecdo de animais adotado nesta pesquisa. Nenhum outro rato apresentou

complicacBes ou morreu durante o periodo de observacao trans ou pos-cirargico.

4.2 Pesos dos ratos
4.2.1 Pesos individuais dos ratos

Os pesos individuais dos ratos no inicio do experimento estdo apresentados no
Apéndice B (Dados brutos). A Tabela 1 contém os valores (pesos médios) obtidos
na pesagem dos animais de cada grupo.

TABELA 1 - Peso médio dos ratos utilizados no estudo

Grupos Peso médio (X+DP) 2

n
G1 - Simulado (SHAM) 6 262,00+£12,00
G2 - Torcao/Destorcao (I/R) 6 259,00+14,00
G3Ac - T/D +Acupuntura 6 283,00+£12,00
G4EAc2- T/D + Eletroacupuntura 2 Hz 6 273,00+18,00
G4EACc10 - T/D + Eletroacupuntura 10 Hz 6 241,00+15,00

FONTE: O Autor (2014)
NOTA: n=numero de ratos de cada grupo
= média * desvio padrao

% Auséncia de diferencas significantes entre os grupos experimento e controle (sham). Teste
de Dunnett (ANOVA)
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4.3 Efeitos da isquemia/reperfusdo, da acupuntura e da eletroacupuntura sobre o
estresse oxidativo em ratos Wistar sadios submetidos a tor¢cao/destorcdo do

testiculo
4.3.1 Efeitos sobre as concentracdes de GSH no testiculo

A EAc (2 e 10Hz) promoveu aumento significante nas concentracdes de
GSH no testiculo dos ratos submetidos a tor¢cdo do testiculo (grupos G4-Gb5),
comparados ao controle G1. A Ac nao alterou significativamente as concentracdes
de GSH no grupo G3 comparado ao G1. A torcao seguida por destorcao imediata do
testiculo ndo produziu alteracdes nas concentracdes de GSH tecidual no grupo G2
comparado ao G1 (Tabela 2, Figura 4).

TABELA 2 - Efeitos da Isquemia/Reperfusdo, da accupuntura e da
eletroacupuntura (2 Hz e 10 Hz) sobre as concentracdes de GSH no testiculo
(umol/g) em ratos sadios submetidos a tor¢éo do testiculo (grupos G2-G5),
comparados ao controle G1, ao término do estudo.

GRUPOS (n=6)

G1 - Controle G2 -T/D G3 - T/ID+Ac G4 - TID+EAc2Hz G5 -T/D+EAc 10 Hz
32,4+2,33 33,7+5,98 45,5+10,2 53,8+17,6* 69,7112 4***
FONTE: O Autor (2014)

Nota: Teste: Dunnett (ANOVA) Valores expressos como Média + DP

*p<0,05 - comparado ao controle (G1) ***p<0,001 - comparado ao controle (G1)

p<0,001
80— I |}
. p<0’05 . *kk
| 3 G1- SHAM
60 B G2-T/D
-1 B G3 - T/D+Ac
4 G4 - T/D+Eac 2

I G5 - T/D+EAc 10

mMol/g tecido
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G 1 !
Gl G2 G3 G4 G5
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FIGURA 4 - Efeitos da Isquemia/Reperfusdo, da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 10Hz)
sobre as concentracbes de GSH tecidual (Média + DP). em ratos sadios submetidos a
torcao/destorgédo do testiculo (grupos G2-G5), comparados ao controle G1, ao término do estudo.
FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: Dunnett (ANOVA)

*p<0,05 - comparado ao controle (G1)

***n<0,001 - comparado ao  controle (G1)
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4.3.2 Efeitos sobre as concentra¢des de GSH no plasma

A EAc (2 e 10 Hz) promoveu aumento significante das concentracdes de
GSH no plasma dos ratos submetidos a torcdo do testiculo (grupos G4-Gb5),
comparados ao controle G1. A Ac néo alterou significativamente as concentragoes
de GSH plasmético no grupo G3 comparado ao G1. A tor¢cdo seguida por destorgcéo
imediata do testiculo ndo produziu altera¢des nas concentracdes de GSH plasmatico
no grupo G2 comparado ao G1 (Tabela 3, Figura 5).

TABELA 3 - Efeitos da Isquemia/Reperfusdo, da accupuntura e da eletroacupuntura
(2 Hz e 10 Hz) sobre as concentragcbes de GSH no plasma (umol/ml) em ratos
sadios submetidos a tor¢cao do testiculo (grupos G2-G5), comparados ao controle
G1, ao término do estudo.

GRUPOS (n=6)

Gl -Controle G2-T/D G3 - T/D+Ac G4 - TID+EAc 2Hz G5- T/D+EACc 10 Hz

24,1+0,42 24,6%2,93 24,7%1,78 82,415,95*** 34,6+3,22%**

FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: Dunnett (ANOVA)
Valores expressos como Média + DP

***n<0,001 - comparado ao controle (G1)

p<0,001
' p<0,001
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FIGURA 5 - Efeitos da Isquemia/Reperfusdo, da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 10Hz)
sobre as concentracbes de GSH plasmético (Média + DP). em ratos sadios submetidos a
torcao/destorgédo do testiculo (grupos G2-G5), comparados ao controle G1, ao término do estudo.
FONTE: O Autor (2014)

Nota: Teste: Dunnett (ANOVA)) ***p<0,001 - comparado ao controle (G1)
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4.3. 3 Efeitos sobre as concentracdes de MDA no testiculo

A EAc (2Hz e 10Hz) promoveu aumento significante nas concentracdes de
MDA tecidual nos ratos submetidos a torcdo do testiculo (grupos G4-G5),
comparados ao controle G1. A Ac néo alterou significativamente as concentragoes
de MDA nos grupo G3 comparado ao G1. A tor¢cdo seguida por destorcao imediata
do testiculo ndo produziu alteracbes nas concentracbes de MDA tecidual no grupo

G2 comparado ao G1 (Tabela 4, Figura 6).

TABELA 4 - Efeitos da Isquemia/Reperfusdo, da accupuntura e da eletroacupuntura
(2 Hz e 10 Hz) sobre as concentracbes de MDA no testiculo (umol MDA/g) em ratos
sadios submetidos a torcédo do testiculo (grupos G2-G5), comparados ao controle
G1, ao término do estudo.

GRUPOS (n=6)

G1 - Controle G2 -T/D G3 - T/ID+Ac G4 - TID+EAc 2Hz G5- T/D+EAc 10 Hz
0,113+0,068 0,132+0,062 0,218+0,106 0,295+0,028** 0,378+0,112***
FONTE: O Autor (2014)

Nota: Teste: Dunnett (ANOVA) Valores expressos como Média + DP

**p<0,01 - comparado ao controle (G1)  ***p<0,001 - comparado ao controle (G1)
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FIGURA 6 - Efeitos da Isquemia/Reperfusdo, da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 10Hz)
sobre as concentraces de MDA tecidual (Média + DP). em ratos sadios submetidos a
torco/destorgédo do testiculo (grupos G2-G5), comparados ao controle G1, ao término do estudo.
FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: Dunnett (ANOVA)

**p<0,01 - comparado ao controle (G1)  ***p<0,001 - comparado ao controle (G1)
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4.3.4 Efeitos sobre as concentracdes de MDA no plasma

A Isquemia/Reperfusdo, a Ac e a EAc (2Hz e 10Hz) promoveram
aumento significante nas concentracdes de MDA no plasma dos ratos submetidos a
torcao do testiculo (grupos G2-G5), comparados ao controle G1. (Tabela 5, figura 7).

TABELA 5 - Efeitos da Isquemia/Reperfusdo, da accupuntura e da eletroacupuntura
(2 Hz e 10 Hz) sobre as concentragbes de MDA no plasma (umol MDA/ml) em ratos
sadios submetidos a tor¢cao do testiculo (grupos G2-G5), comparados ao controle
G1, ao término do estudo.

GRUPOS (n=6)

Gl-Controle G2-T/D G3 - T/D+Ac G4 - TID+EAc 2Hz G5- T/D+EACc 10 Hz

0,092+0,069  0,310%0,133*** 0,365+0,040***  0,385+0,078*** 0,395+0,087***

FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: Dunnett (ANOVA) Valores expressos como Média + DP

***n<0,001 - comparado ao controle (G1)

. p<0,001 ,
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FIGURA 7 - Efeitos Isquemia/Reperfusdo, da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 10Hz) sobre
as concentragbes de MDA plasmatico (Média = DP). em ratos sadios submetidos a torgédo/destorgao
do testiculo (grupos G2-G5), comparados ao controle G1, ao término do estudo.

FONTE: O Autor (2014)

Nota: Teste: Dunnett (ANOVA) ***p<0,001 - comparado ao controle (G1)
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4.4 Efeitos da isquemia/reperfusdo, da acupuntura e da eletroacupuntura sobre a
inflamacéo em ratos Wistar sadios submetidos a tor¢édo do testiculo

4.4.1 Efeitos sobre a atividade da MPO no testiculo

A EAc (2Hz e 10Hz) diminuiu significativamente a atividade da MPO no
testiculo dos ratos submetidos a torcéo do testiculo (grupos G4-G5), comparados ao
controle G1. A Ac nao alterou significativamente a atividade da MPO no grupo G3
comparado ao G1 (tabela X2, figura X2). A tor¢cao seguida por destor¢cao imediata do
testiculo ndo produziu alteracdes da atividade da MPO no grupo G2 comparado ao
G1 (Tabela 6, Figura 8).

TABELA 6 - Efeitos da Isquemia/Reperfusdo, da accupuntura e da eletroacupuntura
(2 Hz e 10 Hz) sobre a atividade da MPO no testiculo (uUMPO/g) em ratos sadios
submetidos a tor¢do do testiculo (grupos G2-G5), comparados ao controle G1, ao
término do estudo.

GRUPOS (n=6)

Gl -Controle G2-T/D G3 - T/D+Ac G4 - TID+EAc 2Hz G5- T/D+EACc 10 Hz
6,74%0,86 6,47%+1,08 4,61%2,20 2,462 ,61*** 0,3810,27***
FONTE: O Autor (2014)

Nota: Teste: Dunnett (ANOVA) Valores expressos como Média + DP

***n<0,001 - comparado ao controle (G1)

p<0,001
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FIGURA 8 - Efeitos Isquemia/Reperfusdo, da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 10Hz) sobre a
atividade da MPO (Média + DP). em ratos sadios submetidos a torcao/destorcéo do testiculo (grupos
G2-Gb5), comparados ao controle G1, ao término do estudo.

FONTE: O Autor (2014)

Teste: Dunnett (ANOVA)  ***p<0,001 - comparado ao controle (G1)
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4.5 Efeitos da isquemia/reperfuséo, da acupuntura e da eletroacupuntura sobre o
tecido (testiculo) em ratos Wistar sadios submetidos a torcéo do testiculo

4.5.1 - Nos tubulos seminiferos

Em todos os grupos analisados, as alteracbes presentes nos tubulos
seminiferos foram discretas do ponto de vista histoldgico. A ruptura dos tubulos
seminiferos foi identificada em menos de 50% dos campos histolégicos examinados.
Observou-se, ao exame histologico das laminas, uma auséncia de degeneracéo de
espermatozoides e espermatides. Por outro lado, a degeneracdo da camada de
células germinativas foi encontrada em todos os grupos, contudo sem diferencas
significantes quando comparados ao grupo G1. As figuras a seguir (Figuras 9-13),
sdo microfotografias de laminas representativas de cada grupo estudado. O grafico
(Figura 14), ilustra a degeneracao das células germinativas, utilizando barras para
representar cada grupo, onde se torna evidente a auséncia de diferencas

significantes entre os grupos.

FIGURA 9 - Ausencia de alterag6es histopatoldgicas. Estruturas preservadas
(Grupo 1, Rato n° 5) (HE 200X),
FONTE: O Autor (2014)
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FIGURA 10 - Aspecto histolégico dos testiculos. Acentuado edema intersticial,
ausencia de congestéao vascular.

(Grupo 2, Rato n° 11) (HE 200X),

FONTE: O Autor (2014)
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FIGURA 11 - Congestdo nos vasos do intersticio, edema nos tubulos,
espermatogénese preservada

(Grupo 3, Rato n° 18) (HE 200X),

FONTE: O Autor (2014)
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FIGURA 12 - Hemorragia, aparentemente se originando na periferia do testiculo. O
sangue comprime os tubulos.

(Grupo 4, Rato n° 20) (HE 200X),

FONTE: O Autor (2014)

FIGURA 13 - Espaco intertubular alargado, possivelmente por edema; hemorragia e
congestdo; tdbulos com &reas de necrose de coagulacdo. Espermatogénese
parcialmente presente (Grupo 5, Rato n° 28) (HE 200X),

FONTE: O Autor (2014)
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O grafico abaixo (Fig. 14) ilustra a degeneracdo das células germinativas,
utilizando barras para identificar cada grupo. E evidente a auséncia de diferencas

significantes entre 0s grupos.
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FIGURA 14 - Efeitos Isquemia/Reperfusdo, da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 10Hz) sobre
a camada de células germinativas (Média + DP). em ratos sadios submetidos a torcdo do
testiculo/destorgao (grupos G2-G5), comparados ao controle G1, ao término do estudo.

FONTE: O Autor (2014)

Teste: Dunnett (ANOVA): sem diferengas significantes.

4.3.2 - No intesticio

No exame do intersticio constatou-se a existéncia de proliferacdo das células
de Leydig em apenas dois ratos do grupo G2. O edema intersticial (Fig. 15) somente
ocorreu em um animal do grupo G1 mas foi identificado nos testiculos dos demais
animais (G2-G5), em graus variaveis, desde o valor minimo (+) até 0 maximo (+++),
sem diferencas significantes. A hemorragia (Fig. 16) também ocorreu no intersticio
de todos os animais, sendo mais intensa no grupo tratado com EAcl 10Hz, mas sem

diferencas significantes entre os grupos G2-G5 e o controle G1.
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FIGURA 15 - Efeitos da Isquemia/Reperfusdo, da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 10Hz)
sobre a presenca de edema intersticial (Média + DP) em ratos sadios submetidos a torgdo/destorgao
do testiculo (grupos G2-G5), comparados ao controle G1, ao término do estudo.

FONTE: O Autor (2014)

Teste: Dunnett (ANOVA): sem diferencas significantes
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FIGURA 16 - Efeitos da Isquemia/Reperfusdo, da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 10Hz)
sobre a presenca de hemorragia intersticial (Média + DP) em ratos sadios submetidos a
torco/destorgédo do testiculo (grupos G2-G5), comparados ao controle G1, ao término do estudo.
FONTE: O Autor (2014)

Teste: Dunnett (ANOVA): sem diferencas significantes
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5 DISCUSSAO

A escolha do rato para a avaliagdo dos efeitos da AC/EAC na torcao /
destorcao do testiculo se justifica, considerando que outros pesquisadores utilizaram
o roedor em estudos que buscavam identificar substancias capazes de promover
protecdo da gbnada contra os efeitos lesivos dos radicais livres resultantes da
isquemia/reperfusdo do orgdo (allopurinol: AKGUR et al., 1994; zinc aspartate:
OZKAN et al., 2000; raxofelast: ROMEO et al., 2004; dehidroepiandrosterona:
AKSOY et al., 2007; &cido lipdico: GUIMARAES et al., 2007; dimetilsulféxido:
GUIMARAES; KIMURA; VASCONCELOS, 2010; ternatina: GUIMARAES et al.,
2011; L-alanil-glutamina: LEITAO et al.,, 2011; melatonina e ozonio: EKICI et al.,
2012). Modelos animais tém sido utilizados para estudar os efeitos da acupuntura e
da eletroacupuntura no controle e tratamento de diversas afeccdes. Pesquisas
realizadas em ratos constituem um promissor recurso experimental por
apresentarem semelhancas anatomofisioldgicas com a espécie humana e relativa
homogeneidade interespécie (MUNIZ et al., 2004).

Com relacao a restricdo alimentar e hidrica optou-se por manter a oferta de
agua antes e durante os experimentos, uma vez que o jejum pré-operatorio agrava o
estresse oxidativo em ratos Wistar adultos (LIU et al., 1993).

Os farmacos utilizados na indugéo anestésica (ketamina +xilasina), aplicados
por via intraperitoneal, sdo freqientemente usados para induzir anestesia em
animais. Essa combinacdo proporciona um plano anestésico profundo, o que
permite a realizacdo de procedimentos que exijam grande manipulacdo do animal
(SUMITRA, 2004; RODRIGUES, 2006). A mistura anestésica utilizada propiciou
sedacédo e analgesia adequadas, permitindo a realizacéo do procedimento de coleta
de amostras com uma Unica aplicacdo. Um animal morreu logo apos a aplicacdo da
mistura anestésica e foi substituido. N&o ocorreram outras mortes durante a
realizacdo do experimento.

O modelo experimental usado no presente estudo para induzir isquemia e
reperfusdo por tor¢cdo do testiculo na gbnada do animal foi descrito por Ryan et al.
em 1988. Neste modelo, a tor¢cao do testiculo é feita através da execucao de duas
voltas completas (720°) e fixagcdo do ligamento mesorquial (sutura transmesorquial),

permitindo um insulto vascular ideal, sem trauma parenquimatoso, assemelhando-se
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ao que acontece no quadro clinico encontrado em humanos. Segundo Ryan, Gorey
e Fitzpatrick (1988) h& nesse modelo um comprometimento inicial do retorno
venoso, edema intersticial progressivo e crescente aumento da tensdo no tecido
testicular e no cordédo espermatico resultando, apos certo tempo, em interrupcéo do
fluxo sanguineo arterial. Ainda segundo esses pesquisadores, a tor¢do experimental
de 360° é ineficaz do ponto de vista da producdo de congestdo venosa e estase
arterial (RYAN; GOREY; FITZPATRICK, 1988).

O tempo de isquemia foi fixado em 3 horas. Segundo AKUGUR et al. (1994),
quando a isquemia excede 6 horas de duracao a lesédo de reperfusdo néo ocorre. A
explicacdo se deve ao fato de que periodos de isquemia maiores que 4 a 6 horas
resultam em lesdo tecidual irreversivel (RALITCHKOVA et al, 1990; BECKER e
TURNER, 1995).

Os oOrgdos apresentam variacbes na tolerdncia a isquemia. Estudos
demonstraram que o figado é o 6rgdo dotado de melhor capacidade antioxidante,
seguido pelo sangue, coracdo e musculo (DI MEO; VENDITT; DE LEO, 1996). No
testiculo, curtos periodos de isquemia parcial ndo produzem a leséo de reperfuséo;
a relativa baixa temperatura e a baixa tensao de oxigénio no tecido testicular, podem
contribuir possivelmente para prevencao de lipoperoxidacdo induzida pela isquemia
(BERGH et al.,1988).

A deteccdo da lipoperoxidacdo é uma das evidéncias mais usadas para dar
suporte ao envolvimento de radicais livres em processos biologicos. E uma reacgéo
em cadeia, representada pelas etapas de iniciacdo, propagagdo e terminagao
(GUTTERIDGE, 1995).

Para avaliacdo do estresse oxidativo foram aferidas as concentracbes de
GSH e malonaldeido (MDA) no testiculo e no plasma. O MDA, também conhecido
como aldeido malénico (C3H;O2) é um aldeido de cadeia curta, resultante da
decomposicado dos hidroperéxidos lipidicos e sua concentracdo tem sido utilizada
para estimar a intensidade da peroxidacao lipidica em sistemas biolégicos, em
células e tecidos (BONNES; GUERIN, 1992).

A selecéo do acuponto Gulai (E29) para aplicacao da Ac/EAc fundamentou-se
no estudo de Cakmak et al. (2008). Foram utilizadas as mesmas intensidades e
frequéncias de corrente elétrica para a estimulacdo transcutanea, buscando
reproduzir no rato os efeitos observados em humanos pelos autores citados.

Esperava-se que o aumento do fluxo sanguineo demonstrado por aqueles
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pesquisadores apés a aplicacdo da EAc pudesse atenuar o estresse oxidativo e a
inflamacgé&o presentes na torcao/destorcao do testiculo.

Considerando que a torcdo testicular em duas voltas completas (720°) reduz
drasticamente o sangue que chega ao 6rgdo reprodutor, como se esperar que a
aplicacao da Ac/EAc possa atenuar os efeitos da isquemia/reperfusao?

Uma das melhores técnicas disponiveis para avaliacdo do fluxo sangulineo
testicular, segundo postulam Becker, Prillaman e Turner (1997), € a Doppler
fluxometria a laser, pois permite mensuracdo continua do fluxo sanglineo
microvascular, enquanto a maioria dos outros métodos descritos fornece uma
determinacdo estatica, em periodos de tempo predeterminados, de vasos
sanguineos mais calibrosos. Naquele estudo ficou demonstrado que a perfusao de
testiculos de ratos submetidos a torcdo de 720 graus é reduzida para 8% dos
valores controles (BECKER; PRILLAMAN; TURNER, 1997). Valores menores foram
encontrados por Turner e Brown (1993), utilizando a técnica com microesferas
radioativas (valores de fluxo sanguineo variando de 3% a 4%)).

Efeitos menos drasticos ja haviam sido observados por Unlter, Ercan e Akdas
(1984). Esses pesquisadores observaram redugbes mais brandas do fluxo
sanguineo apoOs torcdo de 720 graus, variando entre 8% e 16%, através do
clearance de xendnio-133. Um resultado ainda mais contundente foi apresentado
por Palmer, Plzak e Cromie (1997), utilizando Doppler fluxometria a laser. Estes
pesquisadores mostraram valores de fluxo sanguineo residual de 38,3% com o
mesmo grau de tor¢do, sugerindo que a tor¢cdo de 720 graus ndo € um modelo
preciso de isquemia testicular, pois permite a passagem de sangue para o testiculo.
Apesar da torcdo experimental de 720 graus poder restringir acentuadamente o fluxo
sanguineo testicular, existe variacdo na quantidade absoluta de suprimento
sanguineo persistente para o testiculo (TURNER; BROWN, 1993).

A explicacdo para a presenca de fluxo sanguineo residual demonstrada pelos
trabalhos citados tem sua explicacdo na anatomia dos ratos. O canal inguinal do
rato tem continuidade com a cavidade abdominal, e o testiculo € impedido de
retornar a cavidade abdominal apenas em funcdo da existéncia de um tampao de
gordura supra-epididimario (FERREIRA et al., 2000).

No presente estudo, a EAc (2 e 10Hz) promoveu aumento significante nas
concentractes de GSH tecidual nos grupos G4 (53,8+17,6 vs. 32,4+2,33, p<0,05) e
G5 (69,7+12,4 vs. 32,4+2,33, p<0,001) comparados ao controle G1. Por outro lado, a
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Ac néo foi capaz de alterar significativamente as concentragbes de GSH no grupo
G3 comparado ao G1(45,5+10,2 vs. 32,4+2,33). Os resultados obtidos também
comprovaram um aumento significante nas concentragcbes de GSH plasmatico
(G4xG1l: 82,4+595 vs. 24,1+0,42, p<0,001 e G5xG1l: 34,6+3,22vs. 24,1+0,42,
p<0,001).

Silva et al. (2011) demonstraram que a EAc aplicada durante 30 minutos, em
sessao Unica, utilizando diferentes frequéncias (10 e 100 Hz) induz um aumento
significante das concentracdes plasmaticas e teciduais (figado e rim) de GSH. O
efeito protetor da Ac/EAc também foi demonstrado por Lima et al. (2012) em
retalhos cutaneos randomizados em dorso de ratos Wistar. Esses pesquisadores
demonstraram um aumento significante das concentraces teciduais e plasmaticas
de GSH no 7° dia do experimento, apos duas aplicacbes (dias 3 e 7) de EAc nas
frequéncias de 3 €100 Hz. Santos et al. (2013) estudaram os efeitos da acupuntura
sobre o estresse oxidativo no ovario e no plasma de ratas. Os autores concluiram
que a EAc, aplicada nas frequéncias de 2 e 100 Hz, durante 20 minutos, em dias
alternados, durante 10 dias, proporcionou um aumento das concentracées de GSH
plasmatico e tecidual. A estimulacdo com agulhas (Ac) sem o acréscimo da corrente
elétrica produziu efeito semelhante no plasma das ratas mas foi indcua no tecido
ovariano. Assim, tanto baixas (2, 3, 10 Hz) quanto altas frequéncias (100 Hz),
usadas em diferentes intervalos (5, 20 e 30 minutos), em aplicacao Unica ou multipla
podem promover o aumento das concentracdes de GSH em diferentes tecidos e no
plasma dos ratos submetidos & EAc, assegurando protecdo antioxidativa aos
animais tratados.

Com relacdo a peroxidacao lipidica, verificou-se um aumento significante nas
concentracbes de MDA tecidual nos grupos G4 (0,295+0,028 vs. 0,113+0,068,
p<0,01) e G5 (0,378+0,112 vs. 0,113+0,068, p<0,001) comparados ao controle G1.
O aumento da peroxidacdo lipidica foi mais marcante no plasma onde houve
aumento global das concentragcbes de MDA em todos os grupos estudados. Os
valores encontrados foram, respectivamente 0,310+0,133 vs. 0,092+0,069, p<0,001
(G2 vs. G1), 0,365+0,040 vs. 0,092+0,069, p<0,001 (G3 vs. G1), 0,385+0,078 vs.
0,092+0,069, p<0,001 (G4 vs. G1) e 0,395+0,087 vs. 0,092+0,069, p<0,001 (G5 vs.
G1l).

Esses resultados s&do conflitantes com um estudo realizado por outro

pesquisador. Wang et al. (2011) estudaram os efeitos da EAc em modelo
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experimental de doenga de Parkinson em camundongos e verificaram que o uso da
EAc (100 Hz) reduziu significativamente as concentracdes cerebrais de MDA no 7°
dia do experimento. Como explicar achados tao diferentes? Uma explicacao poderia
estar relacionada ao tamanho dos animais testados por Wang et at al., que
utilizaram camundongos no estudo, tendo em vista que o rato € muito maior que o
camundongo. Um outro estudo, mais antigo, utilizando ratos, mostrou resultados
semelhantes. Siu et al. (2004) trataram ratos submetidos aos efeitos da
isquemial/reperfusdo cerebral com EAc (2 Hz, 30 min) em sessdo Unica e
demonstraram um aumento da atividade de enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase e superoxido dismutase e concomitante diminuicdo da peroxidagao
lipidica. Nos animais nao isquémicos a EAc nado alterou as atividades dessas
enzimas. Evidentemente sdo necessarios estudos adicionais para elucidacao
destes questionamentos.

A MPO catalisa a oxidagdo de substancias na presenca de peroxido de
hidrogénio (H.O,) e de um halogénio, constituindo a ligacdo entre o peroxido de
hidrogénio-halogénio-MPO um sistema altamente toxico para 0S microorganismos
(PEDRO et. al., 2003). Aléem disso a MPO forma radicais livres e substancias
oxidantes citotoxicas difusiveis que promovem lesdes oxidativas aos tecidos e a
células endoteliais no contexto da resposta inflamatéria aguda. Em outras palavras,
a MPO reflete o grau do processo inflamatério agudo (PEDRO et. al., 2003).

Com relacdo a inflamacdo os achados mostraram que a EAc (2Hz e 10Hz)
diminuiu significativamente a atividade da MPO no testiculo dos ratos submetidos a
torcdo do testiculo (grupos G4-G5), comparados ao controle G1. Entretanto n&o
houve diferenca significante na atividade da MPO nos ratos submetidos ao
agulhamento (Ac). Esse achados ja foram relatados por outros pesquisadores,
estudando os efeitos da Ac/EAc sobre diferentes 6rgaos e tecidos. Santos et al.
(2013), demonstraram a ac¢do anti-inflamatéria da Ac/EAc no tecido ovariano,
confirmada pela reducéo da atividade da MPO em todos os tipos de estimulacao
(AC, EAc2 Hz e EAc 10 Hz). A reducéao da atividade da MPO com a utilizacdo da AC
ja foi demonstrada em trabalho recentemente publicado por Da Silva et al. (2011),
utilizando modelo experimental de peritonite em camundongos. Nessa pesquisa, a
acupuntura aplicada a um unico ponto, durante 10 minutos sem estimulacéo elétrica,

provocou significativos efeitos anti-inflamatérios, com reducao da atividade da MPO.
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Lima et al. (2011) estudaram os efeitos da EAc em retalhos cutaneos randomizados
em ratos e constataram significante reducéo da atividade da MPO.

Ao término desse estudo constata-se que os resultados aqui obtidos ratificam
em parte os achados obtidos por outros pesquisadores. O aumento de GSH ocorreu
nos varios estudos apresentados e foi amplamente comprovado neste experimento
(SILVA et al.,, 2011; LIMA et al.,, 2011; SANTOS et al., 2013). A reducédo da
atividade da MPO também foi constatada em outros estudos (LIMA et al, 2011; Da
SILVA et al., 2011; SANTOS et al., 2013). Nao se encontrou ainda uma explicacao
para 0 aumento da peroxidacdo lipidica identificada ap6s a aplicacdo da EAc,
considerando que outros pesquisadores demonstraram uma reducdo da

lipoperoxidacdo, como se verificou no estudo de Siu et al. (2005).
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6 CONCLUSAO

Nas condicbes em que foi desenvolvido este trabalho, resta demonstrado:

1) A acupuntura e a eletroacupuntura reduzem o estresse oxidativo local e sistémico

e atenuam a resposta inflamatoria.

2) A eletroacupuntura promove aumento local e sistémico da peroxidacao lipidica no
plasma e no testiculo de ratos sadios submetidos a tor¢ao/distor¢cao do testiculo.
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ABSORBANCIA

APENDICE A

Curvas-padrao de GSH e MPO
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APENDICE B
DADOS BRUTOS

PESO DOS RATOS

RATO n° GRUPO PESO (g)
1 G1 - CONTROLE BASAL 276
2 G1 - CONTROLE BASAL 263
3 G1 - CONTROLE BASAL 269
4 G1 - CONTROLE BASAL 240
5 G1 - CONTROLE BASAL 258
6 G1 - CONTROLE BASAL 265
7 G2 T/D (SHAM) 266
8 G2 T/D (SHAM) 263
9 G2 T/D (SHAM) 260
10 G2 T/D (SHAM) 230
11 G2 T/D (SHAM) 268
12 G2 T/D (SHAM) 265
13 G3T/D + Ac 270
14 G3T/D + Ac 265
15 G3T/D + Ac 290
16 G3T/D + Ac 290
17 G3T/D + Ac 290
18 G3T/D + Ac 290
19 G3 T/D + EAcC 2Hz 270
20 G3 T/D + EAcC 2Hz 260
21 G3 T/D + EAc 2Hz 260
22 G3 T/D + EAcC 2Hz 300
23 G3 T/D + EAc 2Hz 260
24 G3 T/D + EAcC 2Hz 290
25 G3 T/D + EAc 10 Hz 252
26 G3 T/D + EAc 10 Hz 264
27 G3 T/D + EAc 10 Hz 230
28 G3 T/D + EAc 10 Hz 226
29 G3 T/D + EAc 10 Hz 230
30 G3 T/D + EAc 10 Hz 242
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APENDICE C

DADOS BRUTOS

Concentracdes de GSH no testiculo

Rato n° G1-Sham G2-T/D G3-T/D+Ac G4 -T/D+Eac2  G5- T/D+Eac 10
1 28,280 28,866 37,654 37,947 70,170
2 31,210 31,796 64,897 47,321 73,685
3 33,260 31,503 37,361 38,240 44,978
4 33,553 33,553 46,735 47,614 77,786
5 34,725 31,210 44,978 74,271 74,857
6 33,553 45,563 41,462 77,200 76,907
Concentracdes de GSH no plasma
Rato n° G1-Sham  G2-T/D  G3-T/D+Ac G4 -T/D+Eac2  G5- T/D+Eac 10
7 23,593 24,707 22,861 76,203 32,938
8 24,091 21,806 22,832 76,106 32,879
9 23,535 23,857 24,443 81,476 30,419
10 24,501 30,272 24,707 82,355 35,604
11 24,150 23,213 26,113 87,042 35,897
12 24,501 23,857 27,343 91,143 39,705
Concentracdes de MDA no testiculo
Rato n° G1-Sham  G2-T/D  G3-T/D+Ac G4 -T/D+Eac2  G5- T/D+Eac 10
13 0,053 0,114 0,221 0,288 0,265
14 0,140 0,167 0,312 0,294 0,288
15 0,045 0,174 0,055 0,284 0,562
16 0,154 0,083 0,355 0,281 0,313
17 0,215 0,210 0,192 0,273 0,418
18 0,073 0,046 0,175 0,350 0,423
Concentracdes de MDA no plasma
Rato n° G1-Sham G2-T/D G3-T/D+Ac G4 -T/D+Eac2  G5- T/D+Eac 10
19 0,070 0,250 0,310 0,320 0,370
20 0,050 0,200 0,340 0,380 0,330
21 0,220 0,360 0,370 0,280 0,500
22 0,120 0,300 0,380 0,450 0,510
23 0,040 0,200 0,360 0,490 0,340
24 0,050 0,550 0,430 0,390 0,320

62



APENDICE D

DADOS BRUTOS

Atividade da MPO no testiculo

Rato n° G1l-Sham G2 -T/D G3-T/D+Ac G4 -T/D+Eac2  G5- T/D+Eac 10
25 6,895 7,416 6,877 2,734 0,3572
26 7,015 6,420 4,213 5,591 0,2310
27 5,457 4,946 7,084 5,609 0,0100
28 6,158 5,637 4,374 0,254 0,8400
29 7,987 6,508 4,006 0,296 0,4430
30 6,913 7,872 1,088 0,291 0,4020
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Avaliacéo histoldgica do testiculo

APENDICE E

DADOS BRUTOS

G1 (Grupo Sham)

TUBULOS SEMINIFEROS INTERSTICIO
Rato N° DEE DCCG RTS H Pr
1
2 A P+ A A P+
3
4 A P+ A A P+
5 A P+ A P+ P+
6 A P+ A A P+
Notas': A = Auséncia P = presencga
Intensidade da lesGes:(+),(++),(+++)
DEE - Degeneracdo de espermatozdides e espermatides
DCCG - Degeneracdo da camada de células germinativas
RTS - Ruptura dos tubulos seminiferos
H - Hemorragia; E - Edema; Pr - Proliferacdo das células de Leydig
Notas’: As laminas R1 e R3 foram excluidas do estudo por critérios morfolégicos
G2 (Isquemia/Reperfusao)
TUBULOS SEMINIFEROS INTERSTICIO
Rato N° DEE DCCG RTS H E Pr
7 A P++ A P+ P+ A
8 A P+ A A P+ A
9 A P+ A P+ P+ P+
10
11 A P++ P+ P+ A
12 A P+ A A P+ A

Notas™: A = Auséncia P = presencga
Intensidade da lesGes:(+),(++),(+++)

DEE - Degeneracdo de espermatozdides e espermatides
DCCG - Degeneracdo da camada de células germinativas

RTS - Ruptura dos tubulos seminiferos

H - Hemorragia; E - Edema; Pr - Proliferacdo das células de Leydig

Notas’: A lamina R10 for excluida do estudo por critérios morfoldgicos



APENDICE F

DADOS BRUTOS

Avaliacao histoldgica do testiculo

G3 (Grupo Acupuntura)

65

TUBULOS SEMINIFEROS INTERSTICIO

Rato N° DEE DCCG RTS H E Pr
13 A P+ A P+ P++ A
14 A P+ A A P++ A
15 A P+ A P+ P+ A
16 A P+ A P+ P+ A
17 A P++ A P+ P++ A
18 A P+ A A P+ A
Notas™: A = Auséncia P = presencga

Intensidade da lesGes:(+),(++),(+++)

DEE - Degeneracdo de espermatozdides e espermatides

DCCG - Degeneracdo da camada de células germinativas

RTS - Ruptura dos tubulos seminiferos

H - Hemorragia; E - Edema; Pr - Proliferagao das células de Leydig
Notas’: As laminas G1R1 e G1R3 foram excluidas do estudo por critérios morfoldgicos

G4 (Eletroacupuntura 2 Hz)
TUBULOS SEMINIFEROS INTERSTICIO

Rato N° DEE DCCG RTS H E Pr
19 A P+ A P+ P+ A
20 A P++ A P+++ A A
21 A P++ A A P+ A
22 A P+ A A P+ A
23 A P+ A P+++ A A
24 A P+ A A P+ A

Notas': A = Auséncia P = presenca
Intensidade da lesGes:(+),(++),(+++)
DEE - Degeneragao de espermatozdides e espermatides
DCCG - Degeneracao da camada de células germinativas
RTS - Ruptura dos tubulos seminiferos
H - Hemorragia; E - Edema; Pr - Proliferagao das células de Leydig



APENDICE G

DADOS BRUTOS

Avaliacao histoldgica do testiculo

G5 (Eletroacupuntura 10 Hz)

66

TUBULOS SEMINIFEROS INTERSTICIO

Rato N¢ DEE DCCG RTS H

19 A P++ A A P+ A
20 A P+ A A P+ A
21 A P+ A A P+ A
22 A P+ A A P+ A
23 A P++ A P+++ A A
24 A P++ A A P+ A

Notas™: A = Auséncia P = presencga

Intensidade da lesdes:(+),(++),(+++)

DEE - Degeneracdo de espermatozdides e espermatides

DCCG - Degeneracdo da camada de células germinativas

RTS - Ruptura dos tubulos seminiferos

H - Hemorragia; E - Edema; Pr - Proliferacdo das células de Leydig
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