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RESUMO

A isquemia dos retalhos cutaneos aumenta a morbidade dos procedimentos em reconstrugéo
cirurgica. As lesbes decorrem da parada/reducdo do fluxo sanguineo (isquemia) e sdo
agravadas pela reintroducdo de sangue rico em oxigénio (reperfusdo). Acupuntura (AC)
promove a estimulacdo de pontos especificos do corpo (acupontos) com objetivo de atingir
um efeito terapéutico ou homeostatico. Eletroacupuntura (EA) consiste na aplicacdo de
corrente elétrica de baixa intensidade e frequéncia variavel através da agulha previamente
inserida em determinado acupontos. A escolha do formato da onda, frequéncia e intensidade
da descarga definem o tipo de efeito que serd atingido. Considerando que alguns estudos
publicados tém demonstrado os efeitos protetores da AC/EA na preservacdo de retalhos
cutaneos, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da AC/EA no processo
inflamatdrio e no estresse oxidativo em retalhos cutaneos randomizados, em ratos. Quarenta
ratos foram utilizados no estudo. Trinta-e-dois animais foram submetidos a construcdo do
retalho dorsal (8 x 2,5cm) e posteriormente distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n = 8):
G-2 (trauma cirargico); G-3 (Acupuntura); G-4 (EA 3Hz); G- 5 (EA 100Hz). Os 8 ratos
restantes (G-1) serviram como controle basal. Todos os ratos foram anestesiados
intraperitonealmente com cetamina (90mg/kg) + xilazina (10mg/kg) nos dias 1, 3 e 7. No dia
1, agulhas de aco inoxidavel foram introduzidas nos acupontos DM-14[Dazhui], DM-
2[Yaoshu] e F-13[Zhangmen] bilateralmente, nos ratos do grupo G3. Esses acupontos se
localizam, respectivamente, na borda cranial, caudal e proximo ao bordo lateral do retalho. No
G4, apos a insercao das agulhas, foi aplicada uma estimulacao elétrica (3 Hz, 10 mA) durante
30 minutos. Os procedimentos foram repetidos nos dias 3 e 7. No G5 utilizou-se uma
frequéncia de 100Hz. Amostras de sangue e de pele foram coletadas ao termino dos
procedimentos (AC/EA) nos grupos G3, G4, G5 e apds 30 minutos de anestesia nos grupos
G1/G2, para dosagens de mieloperoxidase (MPO), Malonaldeido (MDA) e glutationa (GSH).
Os resultados foram comparados utilizando-se o teste t para amostras ndo pareadas. A AC
diminuiu a atividade da MPO na pele dos ratos G3 (6,41+ 1,39 vs. 3,11+ 2,80, p<0,001).
Houve também diminuig&o significante (p<0,01) com a EA (3 Hz) (6,41+1,39 vs. 1,19+0,39,
p<0,0001) e 100 Hz (6,41+1,39 vs. 1,38+0,19) comparados com 0 G2. A AC induziu aumento
significante das concentracfes de GSH no plasma (6,56+1,32 vs. 21,48+4,40) e na pele
(54,15+3,10 vs. 180,50+10,35). Houve aumento significante as concentracGes plasmaticas e

teciduais nos ratos do G4/G5. A concentracdo de MDA aumentou significantemente nos



grupos G4/G5. Considerando os resultados encontrados, conclui-se que a AC/EA atenuam a
resposta inflamatoria na pele e reduzem o estresse oxidativo sistémico e local, promovendo o
aumento das concentracdes plasmaticas e teciduais de GSH. Por outro lado, a EA exerce

efeito pro-peroxidativo no plasma e na pele de ratos sadios, submetidos ao estresse cirurgico.

Palavras-chave: Retalhos Cirargicos. Inflamagdo. Estresse oxidativo. Acupuntura.
Eletroacupuntura.



ABSTRACT

Ischemia of the skin flaps increases the morbidity in surgical reconstruction procedures.
Injuries resulting from the interruption or reduction of blood flow (ischemia) and are
exacerbated by the reintroduction of oxygen-rich blood (reperfusion). Acupuncture (AC)
promotes the stimulation of specific body points (acupoints) in order to achieve a therapeutic
or homeostatic effect. Electroacupuncture (EA) is the application of electric current of low
intensity and variable frequency through the needle inserted into specific acupoints previously.
The choice of waveform, frequency and discharge intensity define the type of effect that will
be reached. Whereas some published studies have demonstrated the protective effects of
AC/EA in the preservation of skin flaps, this study aimed to investigate the effects of AC/EA
in inflammation and oxidative stress in randomized skin flaps in rats. Forty rats were used in
the study. Thirty-two animals underwent dorsal flap construction (8 x 2.5cm) and then were
distributed randomly into 4 groups (n = 8): G-2 (surgical trauma), G-3 (Acupuncture), G -4 (2
Hz EA), G-5 (EA 100 Hz). The remaining 8 rats served as baseline control (G-1). All rats
were anesthetized intraperitoneally with ketamine (90mg/kg) + xylazine (10mg/kg) on days 1,
3and 7. In day 1 stainless steel needles were introduced in DM-14 [Dazhui], DM-2 [Yaoshu]
and F-13 [Zhangmen] acupoints bilaterally in G3 rats.The acupoints are located, respectively,
on the cranial, caudal edges and near the lateral edge of the skin flap. In G4, after insertion of
needles, EA was applied (3Hz, 10 mA) for 30 minutes. The procedures were repeated on days
3 and 7. In G5 a frequency of 100Hz was used. Blood and skin samples were collected at the
end of procedures (AC/AE) in groups G3, G4, G5, and after 30 minutes of anesthesia in
G1/G2 rats for myeloperoxidase (MPO), malonaldehyde (MDA) and glutathione ( GSH)
assays. The results were compared using the t test for unpaired samples. Skin MPO activity
decreased significantly in G3 rats (6.41+£1.39 vs. 3.11+2.80, p<0.001). There was also a
significant decrease (6.41+1.39 vs. 1.19+0.39) of MPO activity with EA (3 Hz) and 100 Hz
(6.41+tvs 1.39+0.19) compared with G2. Plasma (6.56+1.32 vs.21.48+4.40) and tissue
(54.15+3.10 vs. 180.50+£10.35) GSH levels increased significantly in G3 rats. A significant
increase in plasma and tissue GSH concentrations ocurred in G4/G5 rats. MDA levels
increased significantly in groups G4/G5. Considering these results it is concluded that both
AC/EA, applied to healthy rats, attenuate skin inflammatory response and reduce systemic and

local oxidative stress, promoting an increase in plasma and tissue concentrations of GSH. On



the other hand, EA has pro-peroxidative effect in plasma and skin of healthy rats subjected to

surgical stress.

Keywords: Surgical Flaps. Inflammation. Oxidative stress. Acupuncture. Electroacupuncture.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AC Acupuntura manual

ADP Adenosina difosfato

ATP Adenosina trifosfato

ATP Adenosina trifosfato sintetase

DM -2 Acuponto Yaoshu

DM -14  Acuponto Dazhui

EA Eletroacupuntura

ERO Espécies reativas de oxigénio
F-13 Acuponto Zhangmen

FADH Dinucleotidio de flavina e adenina
GSH Glutationa reduzida

GSH-Px  Glutationa peroxidase

Hz Hertz

mA Microampére

MPO Mieloperoxidase

MTC Medicina tradicional chinesa

NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo-P
NO Oxido nitrico

0O, Oxigénio

PAF Fator de agregacdo plaquetaria

SOD Superoxido dismutase

TBARS Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

TNF Fator de necrose tumoral



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 11
1.1 Lesao de isquemia € rePerfUSAOD .........ccveueieeieiieieeresie e sie s se et ens 12
1.2 Radicais livres e relacdo com leséo de isquemia/reperfuso ............ccocveevvenieniviiieinennn, 15
1.3 Acupuntura (AC) e eletroacupuntura (EA) .......coceeeeieeieiieieeie e 17
2 OBUIETIVO ..ttt b e b et et e te e nan e e 21
3MATERIAL E METODOS ......ooiieiieeeieiieeieeisss st ses s ses s sesss s s sensssenaans 22
3.1 ASPECLOS BLICOS ...ttt sttt sttt bttt st ettt st e enes 22
32 AIMOSTIA L.t s 22
3.3 Procedimento @NESIESICO ........uvueieririerieieiesteie ettt 22
3.4 Delineamento eXPEeriMeNtal ..........cccueiveiieiiiie e 23
3.5 DIStribUIGAO 08 BMOSIIA .....cveiieiieiieieiie et sb e 23
3.6 Desenho do EXPErIMENTO ......ccviiieiiiic ittt 24

3.7 Coleta de material para aNAlISE ...........cocereriririieinere e 30
3.8 TEcnica LabOratorial ............coiiieiiiiiiieie e 32
3.9 ANALISE ESLALISTICA ....eveevieeieiieieeiee ettt 32
A RESULTADOS ...ttt ettt et enan e neennne s 38
5 DISCUSSAD ...ooviiimiiaeeseeseeesee sttt 44
6 CONCLUSAD ..ot 48
REFERENCIAS ...ttt sttt 49

APENDICE A - DADOS BRUTOS CONCENTRACAO DE TBARS, GSHE MPO 56

ANEXO A - APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL 58
PARA IMPLEMENTAGCAO DA PESQUISA .....cooooieieeteeeeeeeee e,



11

1 INTRODUCAO

A isquemia dos retalhos cutaneos ocasionando necrose dos mesmos constitui um
importante problema clinico, aumentando a morbidade dos procedimentos em reconstrucéo
cirtrgica. Vérias medidas tém sido utilizadas para melhorar a sobrevida desses retalhos, sendo
direcionadas principalmente para a melhoria do fluxo sanguineo e oxigenacéo dos tecidos,
diminuicdo das necessidades metabdlicas ou bloqueio da lesdo ocasionada pela reperfuséo,
induzida pela isquemia (SOUSA FILHO et al., 2008, p. 25).

A lesdo de reperfusdo é um fenbmeno que ocorre quando os tecidos sao
submetidos a isquemia por um periodo variavel de tempo e, apds o qual, o fluxo sanguineo é
refeito. Entretanto, ndo basta reperfundir os tecidos isquemiados, pois, 0 suporte sanguineo
re-estabelecido ndo reverte a lesdo causada pela isquemia, nem previne o dano tecidual
ocasionado pelo sangue oxigenado nos tecidos do retalho que sofreu tal isquemia
(AYDOGAN et al., 2006, p. 3). Logo, € necessario que esses tecidos passem por processos de
recuperacao eficaz que evitem piores complicagdes.

A manutencdo da sobrevivéncia do animal depende da captacdo de substratos
energéticos, da sua utilizacdo para a producdo da energia necessaria ao seu funcionamento e
da eliminacdo dos residuos toxicos provenientes do metabolismo. Os sistemas bioldgicos
oferecem condicbes favoraveis para ocorréncia de reacBes de carater oxidativo, devido a
existéncia de lipidios insaturados, nas membranas celulares, e pela abundancia de reacdes
oxidativas que ocorrem durante o metabolismo normal. A susceptibilidade de uma célula ou
de um tecido ao estresse oxidativo depende de um grande nimero de fatores que incluem a
disponibilidade de antioxidantes e a capacidade de inativacdo ou eliminacdo dos produtos
oxidados formados (JORDAO JR. et al., 1998, p. 438).

Em condigdes normais a formacdo de radicais livres e as defesas antioxidantes se
encontram em aproximado estado de equilibrio. Portanto, é facil entender que a quebra desta
condig@o em favor dos radicais livres crie uma situacdo de desequilibrio que é denominada de
estresse oxidativo.

Apesar de extensas pesquisas com utilizacdo de diferentes estratégias para evitar
as lesBes resultantes da isquemia/reperfusdo processo complicacfes dos retalhos, ainda ha
muito a ser esclarecido, havendo, portanto, necessidade de novas investigacdes, tanto
experimentais quanto clinicas (SOUSA FILHO et al., 2008, p. 55).
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A acupuntura, um tratamento de saude milenar baseado na Medicina Tradicional
Chinesa (MTC), consiste no uso de agulhas inseridas em pontos especificos (JAGGAR, 1992,
p. 13; SCHOEN, 1993, p. 39) denominados acupontos. E também uma forma de terapia
reflexa, onde o estimulo de uma &rea age sobre outra(s), através, principalmente de um
estimulo nociceptivo (LUNDEBERG, 1993, p. 72). A acupuntura ficou conhecida no ocidente
pela sua eficiéncia no tratamento das dores musculoesqueléticas. Porém, muitas outras
condicdes clinicas podem se beneficiar do tratamento (MEDEIROS e SAAD, 2009, p. 70). A
eletroacupuntura (EA) é um método terapéutico utilizado para potencializar os efeitos da
acupuntura manual e consiste na aplicacdo de corrente elétrica de baixa intensidade e
frequéncia varidvel em agulhas metélicas introduzidas no corpo do animal ou ser humano.

Os mecanismos bioquimicos que explicam os efeitos da acupuntura nos sistemas
antioxidantes ainda ndo foram satisfatoriamente esclarecidos. Liu et al. (2006, p. 47)
demonstraram efeitos positivos da AC na reducdo do estresse oxidativo em cérebros de ratos
com infartos multiplos, onde foram observados um aumento importante da atividade das
enzimas superdéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px). Por outro lado, Siu,
Lo e Leung (2005, p. 389) demonstraram que a EA aumenta a expressdo de tioredoxina nos
cérebros isquémicos de ratos, minimizando as alteracbes oxidativas dos grupos tiol das
proteinas adjacentes a lesdo.

Bar et al. (2002, p. 8) demonstraram que a acupuntura induz uma melhoria da
circulacdo periférica em pacientes com distrofia simpética reflexa dos membros inferiores.
Uema et al. (2008, p. 355) verificaram um aumento da sobrevivéncia de retalhos cutaneos em
ratos Wistar, apds a aplicacdo da eletroacupuntura durante oito dias. O aumento da
viabilidade de retalhos cutaneos foi demonstrado utilizando acupuntura manual e

eletroacupuntura nas frequéncias de 2 Hz e 80 Hz e corrente de 2 mA e 20 mA.

1.1 Lesao de isquemia e reperfuséo

A isquemia decorre da obstrucdo do fluxo sanguineo. Com o retorno do fluxo
sanguineo, ocorre a reperfusdo tecidual, determinando a brusca chegada do oxigénio e
nutrientes ao tecido, com significativo aumento dos radicais livres, fendmeno de extrema
importancia, principalmente durante os primeiros 60 a 90 segundos, ja que lesa a area
reperfundida, ocasionando microinfartos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989, p. 543). A

lesdo de reperfusdo é um termo usado para descrever as alteracfes, funcionais e estruturais,
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que se tornam aparentes durante o restabelecimento do fluxo sanguineo ap6s um periodo de
isquemia. Em adicdo a reversdo da isquemia, a restauracdo do fluxo sanguineo pode resultar
em um namero de efeitos nocivos: necrose de células irreversivelmente lesadas, acentuado
edema celular e restauracdo ndo uniforme do fluxo para todas as porc¢des do tecido. Esta
restauracao caotica do fluxo tissular é conhecida como fenémeno do nédo refluxo, que é o
resultado de um circulo vicioso de disfuncdo endotelial vascular, reducdo da perfusdo local,
mais alteracGes disfuncionais, mais edema e outros (EVORA et al., 1996, p. 69). A
reversibilidade deste processo relaciona-se diretamente com a duragdo da isquemia, 0 objetivo
terapéutico principal é restabelecer a reperfusdo o mais rapido possivel. Embora o beneficio
da reperfusdo precoce seja inquestionavel, a reintroducdo do oxigénio em um meio isquémico
inicia uma corrente complexa de eventos levando a lesGes tissulares adicionais e a um
acumulo intracelular de célcio (KU, 1982, p. 576; BRAUNWALD, 1985, p. 1715).

Muito se tem estudado nos ultimos 35 anos para se definir a patogénese da lesédo
de reperfusdo. Estes estudos incluem investigacdes laboratoriais, observacfes clinicas e
grandes ensaios clinicos. Teorias tentam integrar trés observacdes basicas: 1) o
comprometimento do relaxamento vascular observado apds isquemia-reperfusdo afeta,
primariamente, 0s relaxamentos vasculares dependentes do endotélio; 2) sequestradores
(scavengers) de radicais livres do oxigénio limitam a lesdo de reperfusdo, e 3) o bloqueio da
ativacdo e adesdo dos neutrofilos podem reduzir a lesdo de reperfusdo (SECCOMBE e
SCHAFF, 1994, p. 33). Consideraveis informacGes tém sido acumuladas mostrando que o
efeito deletério da reoxigenacdo se deva, principalmente, as acdes de radicais livres do
oxigénio (CASE, 1989, p. 65).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) tém sido implicadas numa variedade de
processos patoldgicos, incluindo a lesdo de isquemia/reperfusdo promovendo a necrose de
tecidos reperfundidos e retalhos microcirirgicos (MANSON et al., 1983, p. 88; ANGEL et
al., 1988, p. 234). Vérios autores estudaram retalhos cutaneos em ratos na tentativa de
reproduzir, experimentalmente, as lesbes cutaneas decorrentes da isquemia /reperfusdo
(SARGI et al., 1986, p. 640; HARASHIMA et al., 1991, p. 502).

O mecanismo de lesdo celular, na presenca de ERO, parece estar ligado a
lipoperoxidagdo da membrana celular. Este processo pode ser medido indiretamente pela
dosagem de dialdeido malénico (MDA), seu produto estavel final (SLATER, 1984, p. 285). O
MDA ¢ o produto final da lipoperoxidacéo e tem sido considerado marcador de les&o tissular

(FREITAS et al., 2002, p. 76). Vérias estruturas celulares sdo afetadas por esse processo. As
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mitocondrias sdo alvos importantes dos danos provocados pelos processos de isquemia e
reperfusdo. Nelas ocorrem diminuigdo das atividades da nicotinamida adenina dinucleotideo
ligada com hidrogénio (NADH) desidrogenase, do carreador de adenosina difosfato /
adenosina trifosfato (ADP/ATP) e da ATP sintetase, além do aumento na atividade da
fosfolipase A2 (KONOY e TANAKA, 1982, p. 151). Ocorre ainda, acentuado acumulo de
calcio e aumento da geracdo de radicais livres pelas mitocondrias. A associacao destes eventos
pode ser responsavel pelas lesbes e morte celular, decorrentes da reperfusdo, possivelmente
por um fendmeno de transicdo de permeabilidade da membrana mitocondrial interna
(FARBER et al., 1981, p. 274).

Sabe-se que a isquemia, a0 mesmo tempo que evita ou minimiza sangramentos
durante a cirurgia, induz diferentes intensidades de sofrimento. Nos organismos submetidos a
isquemia hepatica, seguida de reperfusdo, ocorre interacdo complexa entre alteragdes
microvasculares, liberacdo de mediadores inflamatérios, radicais livres de oxigénio, ativacao
de neutrofilos, plaquetas, células de Kupffer e células endoteliais sinusoidais. A ativagdo
destas células pode levar a liberacdo de fator de necrose tumoral (TNF), leucotrienos,
tromboxanos, prostaglandinas, endotelinas, fator de ativagdo plaquetaria, causando danos a
membrana celular, membrana mitocondrial interna e endotélio levando a disturbios na
microcirculacdo hepatica (COLLARD e GELMAN, 2001, p. 5). A ativacdo das células de
Kupffer e neutrofilos induzida pela isquemia e reperfusdo pode ser intermediada pelo fator de
ativacdo plaquetaria, propiciando a liberacdo de radicais livres de oxigénio, aumento do
influxo de célcio e reducdo de agentes antioxidantes superoxido dismutase, catalase e
glutationa, aumentando a producdo de MDA. A ativacdo de fosfolipases A2 pode produzir
graves danos aos lipides de membrana e alteracdes da permeabilidade mitocondrial (BOIN,
1997, p. 32).

O neutréfilo tem sido implicado como um mediador central da lesdo tissular em,
virtualmente, todo sistema organico susceptivel a lesdo de reperfusdo (EVORA et al., 1996, p.
70). Certamente, esta célula sanguinea participa de uma série de mecanismos que sdo capazes
de causar grave destruicdo tissular. Entretanto, tem sido muito dificil demonstrar um papel
causal direto para o neutréfilo na lesdo de reperfusdo. E possivel que neutréfilos ativados
estejam presentes em tecidos reperfundidos, como uma resposta celular, normal e inespecifica,
causada pelos variados tipos de lesdo endotelial (EVORA et al., 1996, p. 70). Embora um

papel central dos neutréfilos na lesdo de reperfuséo seja questionado, € importante reconhecer
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a sua significante contribuicdo para a patogénese deste processo (NICHOLS et al., 1988, p.
945).

Lefer e Lefer (1991, p. 112) propuseram, em seu estudo, um mecanismo para
explicar a patogénese da lesdo miocérdica de reperfusdo. Ela integra a maioria dos conceitos
apresentados nesta revisdo, os quais sugerem, fortemente que o comprometimento da
producdo de 6xido nitrico (NO) ¢ “um evento essencial precoce na lesdo de reperfusdo e
contribui significantemente para a necrose da célula miocardica e lesdo cardiaca que ocorre
varias horas mais tarde”. O aumento precoce da producdo de radicais livres do oxigénio na
isquemia e reperfusdo compromete seletivamente a transducdo do sinal para a via da producéo
e liberagdo do NO.

A pequena quantidade de NO produzida reage rapidamente na presenca de altas
concentracOes de anion superoxido para formar o &nion toxico peroxinitrito. Na auséncia de
NO, plaquetas e neutrofilos aderem a superficie da célula endotelial, que se torna ativada e
libera fatores vasoativos (serotonina, fator ativador plaquetario - PAF, ADP, tromboxano,
etc.), enzimas hidroliticas (elastase e colagenase), e citocinas (interleucinas, fator de necrose
tumoral - TNF). Isto resulta em lesdo endotelial adicional e acelera o recrutamento e ativagéo
de neutréfilos e plaguetas adicionais. As plaguetas e neutréfilos acumulados ocluem o vaso e

0 tecido dependente torna-se, uma vez mais, isquémico (LEFER e LEFER, 1991, p. 113).

1.2 Radicais livres e relacdo com lesdo de isquemia-reperfusao

Por volta de 1924, foram realizados os primeiros estudos a respeito de radicais
livres. No entanto, s6 nos anos setenta, comecaram a surgir trabalhos, relatando a importancia
dos radicais livres para os seres vivos, particularmente os aerébicos (VANNUCHI et al.,
1998, p. 40).

Qualquer atomo, molécula ou ion que possui um ou mais que um elétrons livres
na sua Orbita externa é denominado de radical livre. Essas particulas, formadas por elétrons
livres ou ndo pareados tem uma instabilidade elétrica muito grande, e por esta razdo, mesmo
tendo meia vida muito curta, apresentam grande capacidade reativa, 0 que pode acontecer com
qualquer composto que esteja proximo, a fim de captar um elétron desse composto para sua
estabilizacdo, independente de ser uma molécula, uma célula, ou tecido do organismo, a partir
do que, acontecem reacOes em cadeia de lesdo celular. Devido a esta caracteristica, €
denominado de substancia oxidante (ALVAREZ et al., 1996, p. 403).
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O oxigénio tem a sua atividade fundamental no metabolismo celular aerdbico.
Desta forma, a formacéo de radicais livres pelo organismo em condi¢Ges normais € inevitavel,
pois sdo necessarios no processo de respiracdo celular que ocorre nas mitocéndrias das
células, a fim de gerar o ATP (energia). Também os radicais livres, produzidos pelos
macrofagos e neutrofilos (globulos brancos de defesa), sdo usados contra bactérias e fungos
invasores do organismo, produzindo acdo lesiva a estes microrganismos (VANNUCHI et al.,
1998, p. 41). Normalmente, em torno de 95 a 98% do oxigénio absorvido pelos organismos
aerobicos é reduzido, formando-se agua na cadeia respiratoria através do transporte de
elétrons na mitocondria, bem como no reticulo endoplasmatico, onde o sistema enzimatico
citocromo, no processo de fosforilagdo oxidativa, procede a reducgéo tetravalente do O, pelo
sistema citocromo oxidase, fornecendo simultaneamente 4 elétrons para o oxigénio, que se
reduz diretamente a agua: O, + 4H" + 4e- © 2H,0. As fontes que cedem os cations de
hidrogénio e os elétrons para a reacdo sdo, basicamente, 0 NADH, o FADH e a ubiquinona ou
coenzima Q (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989, p. 502).

Todavia, como ja referido, de 2 a 5% do O, é reduzido univalentemente, processo
em que uma molécula recebe apenas 1 elétron, o qual vai ocupar um dos orbitais externos, ao
mesmo tempo em que o0 outro continua nao parelhado, produzindo intermediarios altamente
reativos, denominados Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), que algumas vezes constituem
os radicais livres. Forma-se, destarte, a primeira espécie tdxica reativa de oxigénio, o
superoxido, conforme esquema: O, + e- & Oy+-. Além da superdxido, sdo exemplos de ERO:
radical hidroxila (OHe), radical alcoxil (RO¢), radical peroxil (ROO¢), peroxido de hidrogénio
(H205), éxido nitrico (NO), dentre outros (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989, p. 502).

As ERO estdo envolvidas em todo processo da patogénese da lesdo de isquemia-
reperfusdo. Se o periodo de isquemia ou hipoxia for curto, a injdria tecidual pode ser
minimizada com a reintroducdo de nutrientes. A reintroducdo de O2 na isquemia ou hipoxia
tecidual prolongada poderia causar injuria tecidual adicional (injdria de reoxigenacéo), que é,
em parte, mediada por radicais de oxigénio. Durante a reoxigenacdo, através da reperfusdo,
ocorre a producdo de radicais livres com seus efeitos deletérios, piorando a isquemia. A
xantina oxidase é produzida a partir da xantina desidrogenase na presenca do fon Ca?",
gerando radicais livres que vao lesar os tecidos, por isso preconiza-se 0 uso de antioxidantes
como a SOD ou o manitol antes do restabelecimento arterial (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1985, 543).



17

Os radicais livres sdo lesivos através de uma variedade de mecanismos: 1)
peroxidacdo dos &cidos graxos das lembranas celulares; 2) oxidacdo de grupos sulfidrila
inativando uma variedade de enzimas; 3) alteracbes do DNA inibindo a sintese de ATP e
consumindo as reservas de dinucleotideos adeninicos da nicotinamida; 4) direta inativacdo do
oxido nitrico (NO) comprometendo os relaxamentos vasculares dependentes do endotélio; 5)
formacdo de peroxinitrito, um anion instavel e toxico, reagindo com o NO; 6) ativacdo de
citocinas como a interleucina-1. Dentro da luz de vasos reperfundidos os anions superoxidos
estimulam a agregacéo plaquetaria e iniciam a liberagdo de variados fatores vasoconstritores,
incluindo o ADP, o PAF, a serotonina e o tromboxane A2 (SECCOMBE e SCHAFF, 1994, p.
33).

1.3 Acupuntura (AC) e Eletroacupuntura (EA)

O termo AC, cunhado no século XVII por jesuitas, deriva dos radicais latinos acus
e pungere, que significam agulha e puncionar. Originalmente, o vocabulo chinés que a define -
Zhenjiu - possui sentido mais abrangente: literalmente “agulha-moxabustdo”, que inclui outras
técnicas de estimulo do ponto (MACIOCIA, 2007, p. 109). Na acupuntura tradicional chinesa,
agulhas sdo inseridas em pontos situados em “meridianos” (canais invisiveis pelos quais
circularia uma substéncia fluidica), com a intencdo de influenciar o fluxo dessa substancia
hipotética. Mas os avangos cientificos que elucidaram os mecanismos de acdo levaram a uma
redefinicdo da AC como especialidade médica, atualmente descrita em termos bioldgicos
(NESTLER, 2002, p. 65).

O conhecimento da AC em uma perspectiva historica contribui para reduzir o
estranhamento que pode advir do primeiro contato entre sua filosofia e 0 pensamento
cientifico. A origem da AC remonta a pré-historia, precedendo a criagdo da escrita (4.000
a.C.). Apesar de essa técnica ter florescido na Medicina Tradicional Chinesa (MTC), restringir
seu desenvolvimento inicial ao territério chinés € uma hipétese que pode ndo ser verdadeira.
Mdmias humanas pré-historicas encontradas na Sibéria, Peru, Chile e no Tirol portando
tatuagens circulares ndo ornamentais contendo particulas de carvdo e localizadas
paralelamente e ao longo da coluna vertebral, sugerem o conhecimento da localizacdo dos
pontos de AC e o uso do estimulo térmico dos mesmos, para além do continente asiatico. Sem

sombra de duvida, a sistematizacdo de conhecimentos e o amadurecimento da técnica se
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deram na China das grandes Dinastias (VETERINARY ACUPUNCTURE, 1992, p. 25;
DORFER, 1999, p. 1024).

A MTC permaneceu como forma exclusiva de terapia exercida na China até que
as praticas médicas ocidentais fossem introduzidas durante a dinastia Ching (1644 a 1911),
quando a AC foi rejeitada pela elite e chegou a ser banida pelo governo. Na década de 1940,
Mao Tseé-Tung, lider da Revolucéo Chinesa, estimula uma politica de integracdo entre os dois
sistemas médicos, incrementando o ensino e pesquisa com MTC, declarando que “a Medicina
e a Farmacologia chinesas sdo um palécio de grandes tesouros, devendo ser feitos todos 0s
esforcos para sua exploragdo, e para sua ascensdo a niveis mais elevados”. Os baixos custos
dessa pratica colaboraram nessa decisdo, permitindo a populacdo maior acesso a salde. A
China faz uso da AC para promocdo da hipoalgesia cirurgica em pacientes humanos desde o
fim da década de 1950 e em animais, desde 1970 (VETERINARY ACUPUNCTURE, 1973,
p. 38).

Foi sO a partir de 1972, quando os efeitos da acupuntura na anestesia foram
praticamente comprovados, que a comunidade cientifica mundial reconheceu os méritos da
técnica. Na China, a acupuntura € praticada em grande escala por médicos com formacao
tradicional, enquanto a medicina quimica do Ocidente é considerada uma terapia alternativa
(FURLAN et al., 2006, p. 36).

Enquanto a identificacdo precisa do agente e a compreensdo dos mecanismos das
afeccOes sdo essenciais para a pratica médica cientifica, o exercicio da AC prioriza o enfoque
nas respostas organicas individuais, produzindo uma abordagem particular para cada paciente.
Em termos praticos, pode-se dizer que a medicina cientifica usa intervencdes que mimetizam
ou blogueiam a acdo da bioquimica organica. A AC, por sua vez, visa afetar os niveis de
atividade funcional nos érgdos e sistemas. Pequeno ou nenhum efeito da AC ocorre sobre as
fungdes que estdo normais. E somente na disfun¢io que o “mecanismo de equilibrio” mostra
resultados claros (SCOGNAMILLO-SZABO et al., 2004, p. 15). Ha evidéncias que a
acupuntura pode estimular a producdo de endorfinas, serotonina e acetilcolina dentro do
sistema nervoso central, aumentando a analgesia (FURLAN et al., 2005, p. 39).

Atraves da acupuntura pode-se promover duas a¢fes no organismo: a primeira
acao é localizada, onde a puntura (agulhamento) desencadeia reacfes fisioldgicas. O corpo
entende a insercdo da agulha como uma agressdo, assim promove no local um aumento na

circulacdo sanguinea, nutricdo e oxigenacao celular, aumento da energia vital Qi que tonifica a
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musculatura revitalizando a pele. A segunda acdo consiste em estimular o equilibrio interno
dos drgaos (SILVA, 2008, p. 22).

Desconhecendo experiéncias prévias com eletroacupuntura na Franca, o Professor
Jisheng Han inicia em Pequim, em 1965, pesquisas com eletroacupuntura e seus mecanismos
de acdo (MACDONALD, 1993, p. 67). Eletroacupuntura consiste na passagem de corrente
elétrica através da agulha. A escolha do formato da onda, frequéncia e intensidade da descarga
vao definir o tipo de efeito atingido. E, provavelmente, depois do agulhamento simples, a
técnica mais disseminada e melhor estudada de AC. A corrente elétrica potencializa o efeito
da AC manual e tem por objetivo promover um processo inflamatério agudo, pois o estimulo
da corrente gerado pelo aparelho de eletroacupuntura, juntamente com o estimulo fisico da
agulha, desencadeia essa resposta inflamatdria localizada gerando um processo de reparagédo
tecidual (KARIME, 2006, p. 41).

Em estudo realizado por fisioterapeutas dermatofuncionais utilizando
eletroacupuntura aplicada a estria atrofica, apds a aplicagdo do estimulo elétrico, ocorreu um
aumento no numero de fibroblastos jovens, uma neovascularizacdo e todas as funcdes
inerentes da pele foram recuperadas, inclusive o retorno da sensibilidade dolorosa no local
apos algumas sessdes. Logo, o aspecto da pele se apresenta muito préxima ao normal, onde
também foi observado algum tipo de reorganizacdo das fibras colagenas (GUIRRO et al.,
1991). Segundo WHITE et al. (2008, p. 57), observou uma epiderme mais espessa, maior
quantidade de fibroblastos, fibras elasticas e colagenos e maior nimero de vasos apds a
aplicacdo da corrente elétrica.

Os registros oficiais sobre a introdu¢do da AC no Brasil séo raros. De qualquer
modo, sua historia se confunde com a chegada dos primeiros imigrantes chineses (1812),
japoneses (1908) e outros povos orientais ao nosso pais. Existe a versdao que os indios da
América do Sul ja utilizavam a insercdo de espinhos na pele com objetivos terapéuticos. Na
primeira metade do século XX, grande parte da AC praticada por Orientais ficou restrita as
suas comunidades, devido a dificuldades com a lingua. Sua difusdo na sociedade brasileira é
incrementada na década de 1950 quando o fisioterapeuta Friedrich Johann Spaeth, nascido em
Luxemburgo e naturalizado brasileiro, funda a Sociedade Brasileira de AC e Medicina
Oriental (1958). Em 1961, juntamente com os médicos Ermelino Pugliesi e Ary Telles
Cordeiro, Spaeth funda o Instituto Brasileiro de AC (IBRA), primeira clinica institucional de

AC do Brasil. No mesmo ano, chega ao Brasil o0 meédico Wu Tou Kwang, que se tornou um
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dos nomes de destaque no campo de ensino das técnicas médicas chinesas no pais (FROIO,
2009, p. 26).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, existe uma vasta gama de desordens
trataveis pela AC: doengas musculares, 0sseas e articulares, dores de cabeca, ansiedade,
depressdo, asma, bronquite, mal posicionamento fetal, acidente vascular cerebral, entre outras.
Na Medicina Veterinaria, disfuncbes reprodutivas, neuroldgicas, musculoesqueléticas,
dermatoldgicas, dor, emergéncias anestésicas e discopatias, podem ser tratadas com sucesso
com a AC. No Brasil, cerca de 70% dos casos encaminhados consistem em quadros nervosos
e/ou musculoesqueléticos, consideradas as doencas com melhor indice de recuperacdo quando
tratadas com AC (MACIOCIA, 2007, p. 112; SCHOEN, 2006, p. 39).

Ainda assim, a pratica clinica da AC em animais esbarra em dificuldades inerentes
a Medicina Veterinaria, tais como variacdo estrutural e funcional entre as espécies,
necessidade de contencdo em pacientes agressivos e manejo adequado de animais agitados ou
assustados, dentre outras. Porém, o encaminhamento de casos dificeis ou crbnicos é pratica
comum, fazendo a casuistica da AC veterinaria uma selecdo de pacientes complicados
(SCOGNAMILLO-SZABO et al., 2010, p. 40).

A AC possui inimeras vantagens se comparada a outras técnicas como, por
exemplo, a medicamentosa. Além de ser praticamente indolor, ndo necessita de tempo para
recuperacao, o custo para sua realizacdo € baixo, ndo possui efeitos colaterais e 0s resultados
sdo rapidos.

O presente trabalho considera a possibilidade de reducdo do estresse oxidativo e
da inflamacdo em retalhos cutaneos randomizados com a aplica¢do de acupuntura manual e
eletroacupuntura nos pontos adjacentes ao retalho cutdneo. A auséncia de trabalhos
enfatizando os efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura sobre o estresse oxidativo e a
inflamacdo em retalhos cuténeos randomizados em animais sadios motivou a presente

pesquisa, tornando relevante o objetivo desse estudo.
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2 OBJETIVO
Investigar os efeitos da estimulagdo manual (acupuntura) e elétrica

(eletroacupuntura) sobre o estresse oxidativo e a inflamacdo em retalhos cutaneos

randomizados em ratos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O estudo foi previamente submetido e aprovado pela Comissdo do Comité de
Etica e Pesquisa (CEPA), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceard (UFC) para uso de animais experimentais em fevereiro de 2009, processo n°.
04/09, (Anexo A), estando de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal (COBEA), Normas
Internacionais para a Pesquisa Biomédica em Animais (1990) e de acordo com a Lei Federal
n°. 6.638, de 08 de maio de 1979.

3.2 A amostra

Foram utilizados 40 ratos adultos, machos (Rattus norvegicus: var. albinus,
Rodentia, Mammalia), com massa corporea variando de 250 a 390g da linhagem Wistar,
saudaveis e bem nutridos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara
— Faculdade de Medicina, criados e mantidos sob condi¢cdes ambientais e alimentares
semelhantes.

Os animais ficaram hospedados em gaiolas de polipropileno, providas de tampa
com grade metéalica de ago inoxidavel e forradas com maravalhas, alojadas em dependéncias
refrigeradas (24+2°C). Observou-se a alternancia dos ciclos claro/escuro a cada 12 horas.
Agua potavel e racdo comercial para ratos (Guabi Nutrilabor®, Mogiana Alimentos, S&o
Paulo) foram ofertadas ad libitum até 12 horas do antes 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 do experimento. Os procedimentos cirargicos foram realizados em ambiente
refrigerado, no Laboratorio de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da

Universidade Federal do Ceara.

3.3 Procedimento anestésico

A anestesia foi obtida pela aplicacéo, por via intraperitonial (ip) de uma solucdo

anestésica, contendo cloridrato de Ketamina 90 mg/Kg + Xilazina 10 mg/Kg. Obtido o nivel
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anestésico adequado, o animal foi colocado na mesa operatoria, em decubito dorsal. A cada
aplicacdo da solugdo anestésica usou-se seringa descartavel de 1 ml e agulha descartavel

13x4,5 sendo apds a aplicacdo descartadas em lixos apropriados.

3.4 Delineamento experimental

Trata-se de um estudo experimental, prospectivo, controlado e comparativo entre
diferentes grupos de ratos Wistar submetidos aos efeitos da AC e da EA. Utilizou-se para a
construcdo dos retalhos cutaneos, um modelo descrito na literatura (MCFARLANE et al.,
2008, p. 178).

3.5 Distribuicdo da amostra

Os 40 ratos foram distribuidos ao acaso em 5 grupos numericamente iguais (n=8).

* Grupo Controle 1 (G1) (n=8): somente anestesia no 1°, 3° e 7° dia de estudo; Sacrificio no

7° dia, ap6s 30 minutos;

* Grupo Controle 2 (G2) (n=8): procedimento cirdrgico no 1° dia do estudo, sob anestesia;

somente anestesia no 3° e 7° dia; Sacrificio no 7° dia, ap6s 30 minutos;

* Grupo Acupuntura (G3) (n=8): procedimento cirurgico sob anestesia no 1° dia do estudo.
Aplicacdo de Acupuntura manual com insercdo de uma agulha em cada ponto pré-
determinado (total de 4 pontos por animal), somente no 3° e 7° dia de estudo. As agulhas
foram mantidas por 30 minutos. Sacrificio no 7° dia, imediatamente ap6s o término da sessdo

de acupuntura e coleta do material;

e Grupo EletroAcupuntura 3 Hz (G4) (n=8): procedimento cirdrgico sob anestesia 1° dia
do estudo. Aplicacdo de Acupuntura manual com inser¢do de uma agulha em cada ponto pré-
determinado (total de 4 pontos por animal), e a aplicacdo da estimulagéo elétrica (3 Hz, 10
mA, pulsos quadrados, utilizando o eletroestimulador modelo EL 608 (NKL Produtos
Eletronicos, Brusque, Santa Catarina, Brasil) durante 30 minutos, quando foram retiradas as
agulhas. A eletroacupuntura foi realizada no 3° e 7° dia de estudo. Sacrificio no 7° dia,

imediatamente apds o término da sesséo de eletroacupuntura e coleta do material,

* Grupo EletroAcupuntura 100 Hz (G5) (n=8): procedimento cirdrgico sob anestesia no 1°

dia. Aplicacdo de Acupuntura manual com inser¢cdo com insercdo de uma agulha em cada
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ponto pré-determinado (total de 4 pontos por animal) seguindo-se a aplicacdo da estimulacao
elétrica (100 Hz, 10 mA, pulsos quadrados, utilizando o eletroestimulador modelo EL 608
(NKL Produtos Eletronicos, Brusque, Santa Catarina, Brasil), no 3° e 7° dia de estudo, durante
30 minutos, em seguida foram retiradas as agulhas. Sacrificio no 7° dia, apds o término da

sessdo de eletroacupuntura e coleta do material.

As agulhas de acupuntura esterilizadas descartaveis, de ago inoxidavel foram
introduzidas nos acupontos previamente selecionados pela proximidade aos retalhos. Sao eles:
0 DM-14 (localizado na depressdo entre 0s processos espinhosos da sétima vértebra cervical e
primeira vértebra toracica, na linha mediana posterior), 0 DM-2 (localizado na depressédo entre
0 sacro e a primeira vértebra coccigea, na linha mediana posterior) e o F-13 (localizado na
depressdo posterior ao fim da décima-segunda costela, linha axilar média, bilateralmente)
(CHANG et al., 2008). Os acupuntos DM-14 [Dazhui], DM-2 [Yaoshu] e F-13 (Zhangmen)
se localizam, respectivamente, na borda cranial, na borda caudal e proximo ao bordo lateral
(bilateralmente) do retalho cutaneo (UEMA et al., 2008, p. 354).

3.6 Desenho do experimento

A construcdo dos retalhos cutaneos randomizados de base cranial, mediando 8 x
2,5 cm, foi realizada de acordo com a técnica descrita por McFarlane et al. (2008, p. 179).
Apds anestesia, realizou-se epilacdo (Figura 1) e, posteriormente, desenho do retalho de pele,
de forma retangular utilizando pincel atdmico de tinta permanente, medindo 8,0cm (Figura 2)
de comprimento por 2,5cm de largura, de base caudal (Figura 3). Ap6s marcacdo do retalho,
foi feita antissepsia com polvidine® degermante tépico, colocagdo dos campos cirdrgicos e,
com bisturi de lamina 15, a pele foi incisada (Figura 4) e o retalho cutaneo elevado abaixo do
paniculo carnoso (Figura 5), equivalente ao tecido subcutaneo em humano. Logo em seguida,
o retalho foi reposicionado e suturado na area doadora, com fio de nylon 5-0, pontos

separados (Figura 6), finalizando a construcdo do retalho (Figura 7).

Apos a construgdo do retalho cutaneo nos grupos G3, G4 e G5 foram inseridas
agulhas de acupuntura (Figura 8) nos acupontos pré-determinados (Figura 9). Nos ratos do
grupo G4 e G5 foi necessario o0 uso do eletroestimulador modelo EL 608 (NKL Produtos
Eletronicos, Brusque, Santa Catarina, Brasil). Antes de ser utilizado, o aparelho foi

programado conforme frequéncias e poténcias supracitadas sob confirmacdo anterior no
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Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara (Figura 10-12). Eletrodos foram
conectados as agulhas e ao eletro-estimulador e aplicadas ondas quadradas pulsantes por 30

minutos (Figura 13).

Figura 1 — Fotografia exibindo a &rea epilada no dorso do rato



26

Figura 3 — Fotografia exibindo os detalhes da marcacdo do retalho cutaneo, com 2,5 cm de largura



27

Figura 4 — Construcao do retalho cutaneo: incisdo cirdrgica

ot W

Figura 5 — Construcdo do retalho cutaneo: retalho elevado, expondo o leito cruento
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Figura 6 — Construcao do retalho cutaneo: retalho em processo de sutura

Figura 7 — Construcéo do retalho cutaneo: conclusdo da sutura do retalho
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Figura 8 — Técnica de agulhamento em acupontos: inser¢do das agulhas, que sdo manipuladas dentro de

envolucro pléstico

Figura 9 — Posicionamento das agulhas nos acupuntos DM-14, DM-2 e F-13 ( a partir da extremidade distal do

retalho cutaneo)
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Figura 10 — Eletroestimulador calibrado para estimulagdo elétrica (3 Hz, 10 mA), utilizando o Tektronix TDS

220 do Instituto de Fisica da Universidade Federal do Ceara
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Figura 11 — eletroestimulador calibrado para estimulagdo elétrica (100 Hz, 10 mA)
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Figura 12 — confirmag&o de calibre do eletroestimulador modelo EL 608 em aparelho Osciloscopio no

Laboratério do Departamento de Fisica da UFC

Figura 13 — Eletroestimulador conectado as agulhas em acupontos pré-determinados
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3.7 Coleta do material para analise

Amostras de sangue arterial da artéria aorta abdominal e de tecido (retalho
cutaneo) foram coletados no sétimo dia, ao término da sessdo de acupuntura/eletroacupuntura
e no mesmo intervalo nos ratos dos grupos controle. As amostras (1x2,5 cm, espessura total
do retalho) foram coletados no terco médio do retalho (Figura 14). Apds a coleta, cada
segmento de tecido coletado foi dividido em 3 amostras, medindo cada uma 1x1cm. Os dois

segmentos proximos as margens do retalho foram utilizados para analises bioquimicas.

Os segmentos foram conservados em frascos de vidro contendo nitrogénio liquido
(NL) no qual é uma substancia que serve para armazenar amostras laboratoriais em baixa

temperatura (aproximadamente de -70°C).

Para a coleta das amostras de sangue arterial foi realizada laparotomia utilizando
bisturi de lamina 15, respeitando técnica asséptica (Figura 15). Antes da coleta, o material
necessario, seringa de 3ml e agulha 25x8, foi preparado adequadamente usando Heparina®,
no corpo da seringa, como forma de evitar a coagulacdo sanguinea. Apos o procedimento, o
sangue coletado foi armazenado em tubos de ensaio de vidro para posteriormente serem

analisados (Figura 16).

Apbs as coletas de tecido e sangue, ainda sob efeito anestésico adequado, 0s

animais foram sacrificados por dessangramento.



Figura 14 — coleta do retalho cutaneo

.
-

\

Figura 15 — laparotomia

33




34

Figura 16 — coleta de sangue arterial na aorta abdominal

3.8 Técnica laboratorial

Os efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura sobre o estresse oxidativo em
retalhos cutaneos randomizados foram avaliados através das dosagens teciduais e séricas de
substancias reagentes ao acido tio-barbitarico (TBARS) e glutationa (GSH). A dosagem das
concentragdes teciduais da mieloperoxidase (MPO), considerada um marcador de estresse

oxidativo (PEDRO et al., 2003) foi incluida na avaliacao.

3.8.1 Determinacao de substancias reagentes ao acido tio-barbitirico (TBARS)

O teste com o 4cido tiobarbitirico (TBARS) (umol MDA/g de tecido) foi
introduzido por Kwon e Watts (1964), € um dos métodos mais utilizados para medida da

peroxidagdo lipidica.

A técnica tem por objetivo quantificar o dialdeido malénico (“MDA”) formado na
peroxidacgdo lipidica. O “MDA” ¢ capaz de reagir, sob aquecimento em meio acido, com o
acido tiobarbiturico (“TBA”) originando composto de cor rosa. Esse composto, quando

extraido da solucdo por um solvente organico (n-butanol), tem sua concentragdo determinada
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e expressa como substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Esta técnica é de facil
execucgdo, baixo custo e pode ser empregada para determinacdo das “TBARS” para posterior
dosagem de “MDA” em diferentes materiais biologicos, especialmente em tecidos, utilizado

para estimar a peroxidacéo lipidica.

A amostra de tecido (segmentos 1B e 2B) foi homogeneizada (Homogeneizador
Virtis Company, modelo Virtis 23, teflon) em 2 mL de tampdo fosfato, pH 7,0 e,
posteriormente, centrifugados por 5 minutos a 1000rpm (Centrifuga Fanem, modelo 215).
Colheram-se 200 pL do sobrenadante do homogenato centrifugado e a ele foram adicionados:
1 mL de acido tricloroacético 20% e 400 uL de acido tiobarbittrico a 1,6%, sendo essa
mistura incubada por 30 minutos a 95 graus Celsius. Os lipides foram extraidos através da
mistura com n-butanol (1,6 mL), de vigorosa agitacdo e nova centrifugacdo por 10 minutos a
3000rpm. A absorbancia de camada organica foi medida em espectrofotometro (530nm)
(Espectofotometro Pharmacia Biotech Ultrospec 3000, UV/Visible Spectophotometer). Os
niveis de malondialdeido foram expressos em valores de absorbancia em pmol MDA/g de
tecido fresco (BUEGE e AUST, 1978; MIHARA e UCHIYAMA, 1978; OKHAWA, 1979).

As diferengas entre os valores obtidos nas duas leituras foram utilizadas para
calcular a concentracdo de TBARS, usando a regressao linear a partir de uma curva padréo,

preparada.

3.8.2 Determinacao de grupos sulfidrilicos ndo protéicos (glutationa-GSH)

A determinacdo dos grupos sulfidrilicos foi realizada pelo método de Sedlak e
Lindasay (1968). Todos os calculos foram baseados em diferentes densidades Opticas, medida
a 412nm em espectofotometro (beckman Du-640, Fullerton, California). Comparando a
diferenca de absorvancia das amostras antes e depois que as rea¢es bioquimicas ocorressem,
as concentracdes de glutationa foram calculadas como pmol/g de tecido.

As drogas reagentes foram etilenodiaminotetracético (EDTA), &cido tricloacético
(ATC, 50%), tampao TRIS 0,4 M pH 8.9, 5,5’- ditiobis (2-acido nitrobenzéico (DTNB),
0,5M, metanol, glutationa (GSH, 1 mg/ml). A reagdo [2GSH + H,0, = GSSG + 2 H,0,
2GSH + Acido Graxo - OOH= GSSG + Acido Graxo - OH + H,0]. O procedimento deu-se
através da pesagem e homogeneizacdo em 5 ml de EDTA 0,002M gelado, em seguida,

mistura-se 0 homogenato com 3,2 ml de agua destilada e 0,8 ml de &cido tricloacético 50 %.
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O tubo é centrifugado a 3000g por 15 minutos, misturado com 4ml de TRIS 0,4 M (pH 8,9) e
0,1 ml de DTNB 0,01 mol/ml.

A seguir, agita-se para homogeneizar e ler-se as absorvancias no
espectofotrémetro a 412 nm, dentro de 5 minutos apos a adicdo do DTNB. A concentracdo
final de GSH é obtida comparando-se o valor da absorvancia com uma tabela padrdo de GSH,

previamente estipulada. As concentracdes de GSH foram expressas em pmol /g de tecido.

3.8.3 Mensuracéo da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Publicacgdes 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 0
contetdo de neutrofilos dos tecidos.

O actmulo de neutréfilos 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 hipotbnica com
solucdo de NaCl 0,2% e ap6s 30s adi¢do de NaCl 1,6% com glicose 5%. Apds centrifugacéo,
o pellet foi ressuspendido em buffer NaPO4 0,05 M (pH 5,4) contendo 0,5%
hexadecyltrimethylammonium bromide e rehomegeneizado.

Apbs centrifugacdo a 13000rpm, 5 WL do sobrenadante foram utilizados para a
dosagem em placas de 96 wells diluido em 45 WL de NaPO4 0,08 M.A atividade da
mieloperoxidase no sobrenadante foi dosada usando tetramethylbenzidine (TMB) 1,6 mM e
H202 (0,5 mM) e lida no leitor de placas de 96 wells a 450 nm. Obtém-se a concentracéo
final de MPO comparando-se o valor da absorbancia com uma tabela padrdo de MPO,
preparada previamente. As concentracdes de MPO foram expressas em unidade / mg de

tecido.
3.9 Analise 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 (DP).

Para comparacgdes entre os diversos grupos com o grupo controle foi utilizado o

teste de Dunnett (ANOVA). Os célculos estatisticos foram realizados utilizando-se o
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programa de analise estatistica GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows, GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, U.S.A., www.graphpad.com. Os graficos também foram

gerados com 0 mesmo programa estatistico.

Os resultados foram apresentados sob forma de tabelas e graficos. A significancia
estatistica foi fixada em 0,05% (p<0,05), assinalando-se com os simbolos [*], [**] e [***] os

valores significantes nas comparagdes inter-grupais.
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4 RESULTADOS
Todos os animais foram pesados pela pesquisadora, no mesmo horario para evitar
variages circadianas, utilizando a mesma balanca (balanca analitica Ohaus AS2600) no inicio

do experimento (Tabela 1) e diariamente até o Gltimo dia do experimento (Tabela 2).

Tabela 1 — Pesos dos ratos no 1° dia de estudo

Grupos
Gl G2 G3 G4 G5

Ratos

R1 295¢ 315¢g 365¢ 340¢g 3509

R2 330g 300g 255¢ 345¢ 340¢g

R3 340¢g 285¢ 390g 365¢ 390¢g

R4 2849 340g 2709 365¢ 335¢

R5 315¢g 310g 325¢ 375¢ 370¢g

R6 340¢g 300g 330g 335¢ 320¢g

R7 285¢ 290g 285¢ 325¢ 285¢

R8 300¢g 280g 355¢ 345¢ 3509
Tabela 2 — Pesos dos ratos no 7° dia de estudo

Grupos

Gl G2 G3 G4 G5

Ratos

R1 305¢g 325¢ 375¢ 310g 330g

R2 330g 310g 2759 345¢ 340¢g

R3 345¢ 290g 390g 365¢ 370¢g

R4 2809 335¢ 270g 355¢ 345¢

R5 325¢ 310g 315¢g 375¢ 380¢g

R6 355¢ 290g 330g 330g 320¢g

R7 2909 290g 2759 | - 295¢

R8 300g 285¢ 355¢ 3250 | e

4.1 — Efeitos do trauma cirurgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100 Hz)
sobre o estresse oxidativo
4.1.1 Efeitos do trauma cirdrgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100 Hz) sobre as

concentracgdes teciduais e plasmaticas de TBARS (umol MDA/g tecido)

N&o foram encontradas diferencas significantes nas concentracdes teciduais de
TBARS (umol MDA/g), comparando os grupos G2 e G3 ao controle G1, no 7° dia do estudo.
Houve aumento significante das concentracfes de TBARS nos grupos G4 e G5, comparados

ao grupo controle (G1) no mesmo periodo (Tabela 3, Figura 17).
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Tabela 3 - Efeitos do trauma cirargico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100
Hz) sobre as concentracfes de TBARS na pele (umol MDA/g tecido) dos ratos
(Grupos G2-G5) comparados ao grupo controle (G1) no 7° dia do estudo.

GRUPOS
G1 (n=8) G2 (n=8) G3 (n=8) G4 (n=7)" G5 (n=7)"
0,157+0,07 0,204+0,15 0,272+0,12 0,374+0,13 * 0,4170,22%*

*p<0,05 - comparado ao controle (G1) **p<0,01 - comparado ao controle (G1)  Teste: Dunnett (ANOVA)

Valores (umol MDA/g) expressos como Média+DP YUm rato morreu durante o experimento
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Figura 17 - Efeitos do trauma cirdrgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100 Hz)
sobre as concentracdes de TBARS na pele (umol MDA/g tecido) dos ratos (Grupos G2-G5)

comparados ao grupo controle (G1) no 7° dia do estudo.
*p<0,05 - comparado ao controle (G1)  **p<0,01 - comparado ao controle (G1) Teste: Dunnett (ANOVA)
Valores (umol MDA/g) expressos como Média+DP

4.1.2 - Efeitos do trauma cirurgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100 Hz) sobre

as concentracdes plasmaticas de TBARS (umol MDA/ml)

N&o foram encontradas diferencas significantes nas concentracdes plasmaéticas de
TBARS (umol MDA/ml), comparando o0s grupos G2 e G3 ao controle G1, no 7° dia do estudo.
Houve aumento significante das concentracfes de TBARS nos grupos G4 e G5, comparados

ao grupo controle (G1) no mesmo periodo (Tabela 4, Figura 18).

Tabela 4 - Efeitos do trauma cirargico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100
Hz) sobre as concentracfes de TBARS no plasma (umol MDA/ml) dos ratos (Grupos
G2-G5) comparados ao grupo controle (G1) no 7° dia do estudo.

GRUPOS
G1 (n=8) G2 (n=8) G3 (n=8) G4 (n=7)" G5 (n=7)"
0,120+0,05 0,178+0,10 0,223+0,14 0,307+0,12** 0,3660,08***




**p<0,01 - comparado ao controle (G1)  ***p<0,001 - comparado ao controle (G1) Teste: Dunnett
(ANOVA) Valores (umol MDA/ml) expressos como Média+DP
1Um rato morreu durante o experimento
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Figura 18 - Efeitos do trauma cirdrgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100 Hz)
sobre as concentragdes de TBARS na pele dos ratos (Grupos G2-G5) comparados ao grupo

controle (G1) no 7° dia do estudo.

**p<0,01 - comparado ao controle (G1)  ***p<0,0)1 - comparado ao controle (G1) Teste: Dunnett (ANOVA)

Valores expressos como Média+DP

4.1.3 Efeitos do trauma cirdrgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100 Hz) sobre as

concentraces teciduais de GSH (umol/g tecido)

Houve aumento significante das concentracfes de GSH (umol /g tecido) nos grupos

G2, G3, G4 e G5, comparados ao grupo controle (G1) (Tabela 5, Figura 19).

Tabela 5 - Efeitos do trauma cirdrgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e
100 Hz) sobre as concentragdes de GSH na pele (umol/g tecido) dos ratos (Grupos
G2-G5) comparados ao grupo controle (G1) no 7° dia do estudo.

GRUPOS
G1 (n=8) G2 (n=8) G3 (n=8) G4 (n=7)* G5 (n=7)*

16,24+0,93 54,15+3,10* 180,50+10,35***  612,50+16,89***  2042,00+56,31***

*p<0,05 - comparado ao controle (G1)  ***p<0,0001 - comparado ao controle (G1) Teste:
Dunnett (ANOVA) Valores (umol MDA/g) expressos como Média+DP
'Um rato morreu durante o experimento
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*p<0,05 - comparado ao controle (G1) ***p<0,0)1 - comparado ao controle (G1) Teste: Dunnett (ANOVA)
Valores expressos como Média+DP YUm rato morreu durante o experimento

Figura 19 - Efeitos do trauma cirdrgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100 Hz)
sobre as concentragfes de GSH na pele (umol/g tecido) dos ratos (Grupos G2-G5)

comparados ao grupo controle (G1) no 7° dia do estudo.

**p<0,01 - comparado ao controle (G1) ***p<0,0)1 - comparado ao controle (G1) Teste: Dunnett (ANOVA)
Valores expressos como Média+DP

4.1.4 Efeitos da Acupuntura e da Eletroacupuntura (3 e 100 Hz) sobre as concentracdes

plasméticas de GSH (umol/ml)

Houve aumento significante das concentracdes de GSH (umol /g tecido) NOS grupos
G4 e G5, comparados ao grupo controle (G1). Ndo foram encontradas diferentes significantes

nas comparacgdes dos grupos G2 e G3, com o controle (Tabela 6, Figura 20).

Tabela 6 - Efeitos do trauma cirurgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e
100 Hz) sobre as concentraces de GSH no plasma (umol/ml) dos ratos (Grupos G2-
G5) comparados ao grupo controle (G1) no 7° dia do estudo.

GRUPOS
G1 (n=8) G2 (n=8) G3 (n=8) G4 (n:7)l G5 (n:7)1
6,52+0,97 6,56+1,32 21,88+4,40 72,69+15,83*** 242,30452,78***
*p<0,0001 - comparado ao controle (G1) Teste: Dunnett (ANOVA)

Valores (umol MDA/g) expressos como Média+DP YUm rato morreu durante o experimento
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Figura 20 - Efeitos do trauma cirdrgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100 Hz)
sobre as concentragdes de GSH no plasma (umol/ml) dos ratos (Grupos G2-G5) comparados

ao grupo controle (G1) no 7° dia do estudo.
*p<0,0001 - comparado ao controle (G1) Teste: Dunnett (ANOVA) Valores (umol MDA/g) expressos como Média+DP
'Um rato morreu durante o experimento

4.2 — Efeitos do trauma cirargico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100 Hz)
sobre o estresse oxidativo e a inflamacéo
4.2.1 Efeitos do trauma cirurgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100 Hz) sobre a

atividade da mieloperoxidase na pele (U/g) de ratos

Néo foram encontradas diferencas significantes na atividade da mieloperoxidase,
comparando-se 0 grupo G2 ao controle, no 7° dia do estudo. Houve reducdo significante na
atividade da mieloperoxidase nos grupos G3, G4 e G5, comparados ao controle G1, no mesmo

periodo (Tabela 7, Figura 21).

Tabela 7 - Efeitos do trauma cirargico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100
Hz sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO) na pele (U/g) dos ratos (Grupos G2-
G5) comparados ao grupo controle (G1) no 7° dia do estudo.

GRUPOS
G1 (n=8) G2 (n=8) G3 (n=8) G4 (n=7)* G5 (n=7)*
6,73+1,29 6,40+1,39 3,11+2,80*** 1,19+0,39%** 1,38+0,19***
***p<0,0001 - comparado ao controle (G1) Teste: Dunnett (ANOVA)

Valores (umol MDA/g) expressos como Média+DP
Um rato morreu durante o experimento
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Figura 21 - Efeitos do trauma cirurgico, da acupuntura e da eletroacupuntura (3 e 100 Hz
sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO) na pele (U/g) dos ratos (Grupos G2-G5)

comparados ao grupo controle (G1) no 7° dia do estudo.
*p<0,0001 - comparado ao controle (G1) Teste: Dunnett (ANOVA) Valores (umol MDA/g) expressos como Média+DP
'Um rato morreu durante o experimento
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5 DISCUSSAO

Modelos animais tém sido utilizados para estudar os efeitos da acupuntura e da
eletroacupuntura no controle e tratamento de diversas afecgfes. Pesquisas realizadas em ratos
constituem um promissor recurso experimental por apresentarem semelhancas
anatomofisioldgicas com a espécie humana e relativa homogeneidade interespécie (MUNIZ et
al., 2007, p. 532).

A isquemia de retalhos, com conseqliente necrose, continua a ser um importante
problema clinico, aumentando a morbidade dos procedimentos de reconstrucdo cirdrgica
(SOUSA FILHO et al., 2008, p. 10). A isquemia tem fundamental papel em muitas situacfes
clinicas perioperatorias. As consequéncias da isquemia em diferentes tecidos dependem de sua
duracéo e de sua reoxigenacao decorrentes da reperfusao tecidual (SILVA JR. et al., 2002, p.
98; TARDINI et al., 2003, p. 73). Dependendo desse tempo pode haver desde simples
alteragBes bioquimicas até necrose celular, afetando diretamente o processo de cicatrizagéo
(SILVA JR. et al., 2002, p. 98). Varios estudos experimentais ttm demonstrado a eficacia de
drogas no sentido de prevenir ou atenuar as lesbes de isquemia e reperfusdo. Tém sido
testadas a superdxido dismutase, catalase, manitol, alopurinol, vitamina E, N-acetilcisteina,
compostos quelantes de ferro, inibidores da enzima conversora da angiotensina e antagonistas
dos canais de calcio (COLLARD e GELMAN, 2001, p. 10). No presente estudo, testou-se um
método diferenciado utilizando acupuntura e eletroacupuntura.

Neste estudo a inflamagdo e estresse oxidativo foram induzidos utilizando um
modelo de retalho cutdneo randomizado em ratos, originalmente descrito em 1965 por
McFarland e medindo 2,5 cm de largura e 8 cm de comprimento. Adicionalmente, o uso da
combinacdo Ketamina/Xilazina para inducdo anestésica pode ter colaborado para 0 aumento
do estresse oxidativo (ALVA; PALOMEQUE; CARBONELL, 2006, p. 316). A xilazina é um
agonista alfa adrenérgico usado como sedativo, analgésico e relaxante muscular em medicina
veterinaria. Outros pesquisadores utilizaram essa mistura, nas mesmas concentragdes (DE
LIMA et al., 2009, p. 106). Trés ratos, um do grupo G2 (R5) e dois do grupo G3 (R4 e R6)
necessitaram de aplicacdo adicional (metade da dose utilizada inicialmente) da mistura
anestésica durante o processo de sutura da pele. Dois ratos, um do grupo G4 (R7) e um do G5
(R8) morreram instantaneamente ap0s anestesia no 7° dia de experimento e por essa razao
foram excluidos do estudo. Trabalhos demonstram que o0 uso do anestésico ketamina

influencia na atividade da expressao da proteina de choque térmico (HSP70), durante episodio
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de isquemia/reperfusdo, no cortex cerebral e hipocampo de ratos. Os resultados indicam que a
ketamina, injetado 1h antes do tratamento cirdrgico, aumenta a concentracdo celular de
HSP70 nos grupos de animais isquémicos e nos animais submetidos a cirurgia simulada
(RENIS et al., 1994, p. 347). A proteina de choque térmico induzivel 70 (Hsp70) é uma
proteina de estresse, cuja expressdo € ativada quando a célula ou organismo é colocado sob
condigdes de lesdo. E a principal proteina produzida como resposta celular a diferentes fatores
estressores, como choque térmico, neoplasias e transformacdes oxidativas. A Hsp70 €
essencial para a recuperacdo celular, sobrevivéncia e fun¢des normais da célula (GUSHOVA e
MARGULLIS, 2006, p. 110).

Sabe-se que Varios anestésicos, entre 0s quais citam-se o éter dietilico, o halotano
e 0 oxido nitroso, podem desencadear a formacéo de radicais livres no figado. A exposicdo do
rato a uma mistura de 6Oxido nitroso a 50% durante 15 minutos ndo alterou a funcdo
mitocondrial do rato (VAN JAARSVELD et al.,, 1991, p. 153). Outros pesquisadores
demonstraram que a anestesia com cloridrato de ketamina (30mg/Kg, i.p.) ndo induz
alteragOes nas concentragdes de TBARS (AKGUR; KILINC; AKTUG, 1993, p. 391).

Véarios métodos sdo utilizados para a avaliagdo do estresse oxidativo. A
lipoperoxidacdo € um marcador para a lesdo das membranas celulares e, no método de
TBARS, é aferida através da formacdo de um composto intermediario da lipoperoxidagédo, o
malondialdeido (MDA). O teste com o0 &cido tiobarbiturico (TBA) foi introduzido por Kohn e
Liversedge em 1944 e ainda € um dos métodos mais utilizados para medida da peroxidacdo
lipidica (CHIRICO, 1994, p. 316). O estresse oxidativo pode ser avaliado por dosagens de
glutationa reduzida (GSH) e/ou pelo célculo da razdo glutationa reduzida/glutationa
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997, p. 64).

No presente experimento, a construgdo dos retalhos cutdneos ndo induziu,
aparentemente, o aumento da peroxidacdo lipidica, como era esperado. Ressalte-se que a
coleta a de material foi feita no 7° dia p0s-operatdrio, o que poderia explicar a auséncia do
aumento do MDA nos ratos do grupo G2, ndo submetidos ao tratamento pela AC/EA (Tabelas
3 e 4). Por outro lado, verificou-se que a utilizagdo da EA propiciou um aumento da
peroxidacdo lipidica, o que ndo ocorreu quando foi utilizada apenas a acupuntura. Resultado
semelhante foi apresentado por Hondrio-Silva (2009, p. 56), utilizando EA nas frequéncias de
10 e 100 Hz. Shi et al. (2010, p. 398) utilizaram duas frequéncias (2 e 100 Hz) alternadamente
durante 60 minutos aplicadas no acuponto “Zusanli,” localizado cinco milimetros abaixo da

cabeca da fibula sob a articulacdo do joelho e 2 mm lateralmente ao tubérculo anterior da
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tibia (YIN et al., 2008, p. 162) pode promover o fluxo sanguineo hepatico, inibem a
peroxidagdo lipidica e aliviam o edema e disfuncéo hepéatica em ratos sépticos.

Entretanto, outros pesquisadores apresentaram resultados diametralmente opostos.
Wang et al. (2011, p. 193) estudaram os efeitos da EA em modelo experimental de doenca de
Parkinson em camundongos e verificaram que o uso da EA (100 Hz) reduziu
significativamente as concentragdes teciduais de MDA no 7° dia do experimento. Assim, ndo
ha tem uma explicacéo clara para justificar achados tdo diferentes. Questiona-se se o tamanho
dos animais com maior massa ponderal poderia ter influenciado esse resultado, considerando
qgue o rato é muito maior que o camundongo. Estudos adicionais poderdo trazer novos
esclarecimentos.

O aumento das concentracfes de GSH, no 7° dia do experimento, claramente
demonstrado nas Tabelas 5 e 6, tanto no tecido (pele) dos ratos tratados com AC e EA mostra
gue estes tratamentos sao capazes de reduzir o estresse oxidativo, aumentando das reservas de
GSH. Por outro lado, a aplicacdo da AC n&o induziu aumento das concentra¢des de GSH nos
ratos tratados, diferentemente da EA onde 0 aumento ocorreu tanto nos ratos submetidos & AC
quanto nos animais tratados com EA, independentemente da frequéncia utilizada. Ja o
aumento verificado na pele dos ratos submetidos apenas ao trauma cirdrgico (Tabela 5)
poderia ser consequente a0 mecanismo de recuperacdo do préprio organismo, ao final do
periodo de cicatrizacdo. Em um estudo publicado recentemente, Wang et al. (2011, p. 194)
analisaram os contetdos de GSH no tecido cerebral em modelo experimental de doenca de
Parkinson em camundongos, sendo constatado um aumento significativo da concentracdo de
GSH no 3° dia do experimento. Entretanto, 0 aumento de GSH ndo persistiu até o 7° dia,
guando nédo foram verificadas diferencas significantes nas concentracdes de GSH, nos animais
tratados pela EA (100 Hz), comparados ao grupo controle. Os mecanismos pelos quais a
acupuntura e a eletroacupuntura estimulam uma maior producdo de GSH ainda ndo foram
esclarecidos.

A MPO catalisa a oxidagdo de substancias na presenca de perdxido de hidrogénio
(H20,) e de um halogénio, constituindo a ligacdo entre o peroxido de hidrogénio-halogénio-
MPO um sistema altamente toxico para os microorganismos (PEDRO et. al., 2003, p. 212). A
mieloperoxidase, por outro lado, forma os radicais livres e substancias oxidantes citotoxicas
difusiveis que promovem lesdes oxidativas aos tecidos e a células endoteliais no contexto da
resposta inflamatoria aguda. A MPO reflete o grau do processo inflamatorio agudo (PEDRO
et. al., 2003, p. 213).
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No presente experimento, com relacdo a atividade da MPO nos retalhos dos
animais estudados dos grupos G3, G4 e G5, observou-se que houve diminuicdo consideravel
da atividade da enzima, em relacdo ao grupo controle G1, como pode ser visto na tabela 5. A
reducdo da atividade da MPO com a utilizacdo da AC j& foi demonstrada em trabalho
recentemente publicado por Da Silva et al. (2011), utilizando modelo experimental de
peritonite em ratos; nessa pesquisa, a acupuntura aplicada a um Unico ponto, sem estimulacdo
elétrica, provocou significativos efeitos anti-inflamatorios, com reducdo da atividade da

mieloperoxidase.

Consideracoes finais

Os efeitos da AC e da EA em tecidos de animais anestesiados submetidos ao
trauma cirurgico foram cuidadosamente estudados. Os resultados obtidos ratificam achados
demonstrados por outros pesquisadores. As causas da auséncia de aumento dos niveis de
peroxidacdo lipidica em animais ndo tratados com AC ou EA ndo ficaram esclarecidas, pois a
argumentacdo que haveria uma compensagao natural, resultante da atividade auto-protetora,
inerente aos organismos vivos, foi contestada pelo trabalho de Wang et al. (2011), ja
discutido anteriormente. Estudos utilizando um maior numero de coletas, em diferentes

periodos posteriores ao trauma cirdrgico, poderdo esclarecer esses questionamentos.
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5 CONCLUSAO

Nas condi¢cdes em que foi desenvolvido este trabalho, pode-se concluir que:

1) A eletroacupuntura promove aumento local e sistémico da peroxidagéo
lipidica.

2) A acupuntura e a eletroacupuntura reduzem o estresse oxidativo local e

sistémico e atenuam a resposta inflamatoria na pele de ratos sadios.
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APENDICE

APENDICE A - DADOS BRUTOS CONCENTRACAO DE TBARS, GSH E MPO

Concentracfes de TBARS (umol MDA/g) no tecido (pele) - grupos G1-G5

GRUPOS
Gl G2 G3 G4 G5

4,757 5,388 4,448 1,908 1,434
6,996 6,075 1,531 1,134 1,494
4,978 6,946 3,171 1,443 1,176
6,600 8,513 7,881 1,282 1,738
8,430 7,319 6,052 0,835 1,217
7,351 4,651 0,747 0,840 1,305
7,858 7,526 0,738 0,904 1,323
6,867 4,821 0,273

Concentractes de TBARS (umol MDA/g) no plasma - grupos G1-G5

GRUPOS
Gl G2 G3 G4 G5

0,085 0,224 0,501 0,323 0,290
0,141 0,092 0,093 0,288 0,352
0,205 0,109 0,283 0,180 0,307
0,172 0,062 0,322 0,149 0,488
0,052 0,300 0,157 0,462 0,454
0,090 0,120 0,167 0,457 0,275
0,087 0,337 0,098 0,288 0,394
0,124 0,178 0,167

Concentracfes de GSH (umol /g) no tecido (pele) - grupos G1-G5

GRUPOS
Gl G2 G3 G4 G5

15,977 53,257 177,523 591,744 1972,481
16,475 54,917 183,056 610,188 2033,961
15,919 53,062 176,872 589,574 1965,248
16,885 56,284 187,613 625,377 2084,591
16,534 55,112 183,707 612,358 2041,194
16,885 56,284 187,613 625,377 2084,591
17,090 56,967 189,892 632,972 2109,907
14,190 47,301 157,669

Concentracfes de GSH (umol /g) no plasma - grupos G1-G5

GRUPOS
Gl G2 G3 G4 G5
6,587 6,377 21,256 70,852 236,173
6,150 6,103 20,344 67,815 226,049
6,200 6,007 20,022 66,741 222,469
7,880 4,047 13,489 44,963 149,877
4,773 7,747 25,822 86,074 286,914
7,733 7,037 23,456 78,185 260,617
6,347 8,480 28,267 94,222 314,074

6,523 6,713 22,378




Concentracbes de MPO (U/g) no tecido (pele) - grupos G1-G5

GRUPOS
G1 G2 G3 G4 G5

4,757 5,388 4,448 1,908 1,434
6,996 6,075 1,531 1,134 1,494
4,978 6,946 3,171 1,443 1,176
6,600 8,513 7,881 1,282 1,738
8,430 7,319 6,052 0,835 1,217
7,351 4,651 0,747 0,840 1,305
7,858 7,526 0,738 0,904 1,323
6,867 4,821 0,273
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ANEXO

ANEXO A - APROVAGCAO DA COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL PARA
IMPLEMENTAGCAO DA PESQUISA

Universidade Federal do Ceara
Comiss&o de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

~  DECLARAGCAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentagao
n° 04/09, sobre o projeto intitulado: “Efeitos da acupuntdra e da
eletrocupuntura na isquemia- Reperfusdo de retalhos cutianeos
randomizados em ratos”, de responsabilidade de LORENA PICANCO DE
LIMA, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica em Pesquisa Animal — CEPA — em reunido realizada em 29 de junho
de 2009.

Fortaleza, 29 de junho de 2009.

1a Nunes de Alencar
Coordenadora da Comissao de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
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