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RESUMO

Depressdao € um termo usado por profissionais de salde para descrever um
espectro de alteracdes de humor, variando em caracteristicas, intensidade e
duracdo. A exposicdo ao estresse crénico pode desencadear mudangas a longo
prazo ou permanentes nas respostas emocionais, fisiolégicas e comportamentais
que influenciam a suscetibilidade e a evolucdo de enfermidades. Estudos
demonstraram que a exposicdo prolongada a estressores psicolégicos pode
aumentar o risco de enfermidades devido & maior producdo de substancias
oxidantes e das resultantes lesGes oxidativas. O estresse crénico moderado
(ECM) é um modelo experimental de depressdo que tem por objetivo verificar a
relacdo entre a exposicdo de sujeitos, comumente ratos, a um conjunto de
estimulos aversivos cronicos e moderados por um longo e ininterrupto periodo de
tempo. Um ndmero crescente de trabalhos cientificos tem demonstrado que as
citocinas inflamatérias desempenham um papel importante na génese do
processo inflamatério presente em pacientes que padecem de transtornos
depressivos. Considerando que o estresse oxidativo, a inflamacédo e a depresséo
estdo relacionados, este estudo foi concebido para analisar os efeitos da
acupuntura (Ac) e da eletroacupuntura (EAc) sobre a inflamacédo e o estresse
oxidativo agudos produzidos por depressdo experimental no rim do rato. Para
avaliacdo dos efeitos da Ac e da EAc, 24 ratos sadios foram aleatoriamente
destribuidos em 4 grupos (G1-G4) e submetidos ao ECM durante 42 dias. Na
comprovacdo da instalacdo do estado depressivo nos animais experimentais
foram submetidos ao Teste de Preferéncia da Sacarose (TPS) e ao Teste do
Nado Forcado (TNF). Os ratos dos grupos G2-G4 foram tratados com AC e EAC
(2Hz e 100 Hz), respectivamente, durante 12 dias, em dias alternados, por 20
minutos.No 63° dia do experimento os animais foram sedados com hidrato de
cloral por via intraperitoneal para a coleta do rim direito e 3,0ml de sangue arterial.
Posteriormente os animais foram sacrificados utilizando-se uma dose triplicada do
mesmo farmaco. Foram avaliadas as concentracbes de uréia e creatinina,
glutationa reduzida (GSH), malonaldeido (MDA) e atividade de mieloperoxidase
(MPO). O uso da EAc promoveu aumento significante (p<0,0001) das
concentracdes de uréia sérica no ultimo dia do estudo. Nao ocorreram alteracdes
nos ratos tratados com Ac. Houve aumento significante das concentracdes de
GSH sérico e tecidual (rim) no ultimo dia do estudo nos roedores dos grupos G3-
G4,comparados ao grupo controle positivo (G1). Nao foram observadas diferencas
significantes nas concentracdes de MDA sérico e tecidual (rim) na comparacao
entre os Grupos G2-G4 e o grupo controle G1. Entretanto, houve diminuicdo
significante na atividade da mieloperoxidase no rim dos ratos comparando-se 0s
grupos G2-G4 ao grupo G1. Conclui-se que a Ac e a EAc exercem um efeito
protetor sobre o estresse oxidativo renal e promovem reducdo do processo
inflamatério no rim de ratos submetidos ao estresse moderado crénico
imprevisivel.

Descritores: Depressao; estresse oxidativo; inflamacéo; acupuntura,;
eletroacupuntura.



ABSTRACT

Depression is a term used by health professionals to describe a spectrum of
mood changes, varying in characteristics, intensity and duration. Exposure to
chronic stress can trigger long-term or permanent changes in the physiological,
behavioral and emotional responses that influence susceptibility and the
evolution of disease. Studies have shown that prolonged exposure to
psychological stressors may increase the risk of disease due to increased
production of oxidizing substances and the resulting oxidative damage.
Moderate chronic stress (MCS) is an experimental model of depression which
aims to check the relationship between exposure of subjects, commonly rats, to
a set of aversive and moderate chronic stimuli for a long and uninterrupted
period of time. An increasing number of scientific studies have shown that the
inflammatory cytokines play an important role in the genesis of inflammatory
process present in patients suffering from depressive disorders. Whereas the
oxidative stress, inflammation and depression are related, this study was
designed to examine the effects of acupuncture (Ac) and electro acupuncture
(EAc) on inflammation and oxidative stress produced by experimental
depression in rat kidney. In order to evaluate the modulatory effects of Ac and
EAc, 24 healthy rats, randomly divided into 4 groups (G1-G4) were submitted to
the ECM for 42 days. The sucrose preference test (SPT) and the Forced Swim
test (FST). were used for verification of the depressive state. G2-G4 rats were
treated with Ac and EAc (2Hz and 100 Hz), respectively, for 12 days, on
alternate days, for 20 minutes. In the 63" day of the experiment, the animals
were sedated with chloral hydrate for the collection of the right kidney and 3 ml
of arterial blood. Later the animals were sacrificed using a triple dose of the
same drug. Levels of urea and creatinine, reduced glutathione (GSH),
malondialdehyde (MDA) and myeloperoxidase (MPO) activity were assayed.
The use of the EAc promoted a significant increase (p< 0.0001) in serum urea
concentrations on the last day of the study. Changes did not occur in rats
treated with Ac. There was a significant increase in serum and tissue (kidney)
concentrations of GSH in G2-G4 groups compared to control group (G1) on the
last day of the study. No significant differences were observed in the serum
and renal tissue in MDA concentrations when comparing groups G2-G4 with the
control group G1. However, there was a significant decrease in the activity of
myeloperoxidase in the kidney of the rats (G2-G4 versus G1 groups).lt is
concluded that the Ac and the EAc exert a protective effect on renal oxidative
stress and reduce the inflammatory process in the kidney of rats exposed to
moderate chronic unpredictable stress.

Keywords: Depression; Oxidative stress; Inflammation; Acupuncture;
Eletroacupuncture.
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1 INTRODUCAO

Depressédo é um termo usado por profissionais de saude para descrever
um espectro de alteracdes de humor, variando em caracteristicas, intensidade
e duracdo. Os sintomas da depressdo tém, muitas vezes, um impacto
significativo na qualidade de vida de individuos acometidos desse mal,
demandando uma interacéo frequente com os sistemas de saude
(VEDSTED;CHRISTENSEN, 2005; SMITS et al., 2008)

O transtorno depressivo maior foi considerado, no inicio desse milénio,
como um dos quatro maiores problemas de saude publica. Proje¢Ges para o
ano de 2030 indicam que esse disturbio se colocara entre as trés doencas
mais incapacitantes juntamente com a doenca isquémica cardiaca e a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (USTUN et al., 2004; MATHERS;
LONCAR, 2006)

Os impactos econdmicos da depressao na sociedade séo significativos,
chegando a 118 bilhdes de euros na Europa em 2004 (SOBOCKI et al., 2006).
Nesse contexto, individuos deprimidos apresentam maiores gastos em saude
e incapacidade para o trabalho, (SIMON, 2003) menor aderéncia a tratamentos
médicos prescritos (DIMATTEO; LEPPER; CROGHAN, 2000) e risco mais
elevado de mortalidade pés-cirurgia cardiaca (BLUMENTHAL et al., 2003).

Os primeiros episoédios de depressdo sdo muitas vezes relacionados
com um estressor psicossocial significativo. Segundo Weiss e Post, durante o
episédio depressivo ocorre uma cascata de alteracdes neurobioldgicas que
podem propiciar a recorréncia da depressdo no futuro, desta feita
desencadeada por estressores menos importantes ( WEISS; POST, 1994).

Evidéncias indicam que individuos constantemente deprimidos
apresentam maiores limitagdes funcionais, morbidade e mortalidade prematura
do que individuos sem depressao. Pesquisas realizadas nos ultimos 20 anos
tem mostrado que ha uma relacéo entre depressao e as alteracdes funcionais
do sistema nervoso central. influenciando diretamente os processos fisioldgicos
do organismo (COHEN; JANICKI-DEVERTS; MILLER, 2007).

A exposicao ao estresse cronico pode desencadear mudancgas a longo
prazo ou permanentes nas respostas emocionais, fisiologicas e

comportamentais que influenciam a  suscetibilidade e a evolucdo de
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enfermidades. Como exemplo pode-se citar o cuidado prolongado de um
parente proximo com uma doenca irreversivel (BAUM; COHEN; HALL, 1993; -
McEWEN, 1998).

Conforme Willner (1987) o estresse cronico moderado (ECM) é um
modelo experimental de depressdo que tem por objetivo verificar a relacao
entre a exposicdo de sujeitos, comumente ratos, a um conjunto de estimulos
aversivos cronicos e moderados por um longo e ininterrupto periodo de tempo
(no minimo trés semanas e no maximo seis semanas). Esse modelo
experimental induz nos animais submetidos ao ECM um comportamento
denominado "anedonia", uma caracteristica comportamental similar a perda
de interesse ou prazer e também apresentados por humanos com sintomas de
melancolia, diagnosticados como portadores de depressdo (WILLNER et al.,
1987). Estudos utilizando ECM em ratos demonstraram comportamento
depressivo, manifestado por variagdo na ingestdo de alimentos
(TANNENBAUM ET AL., 2002; GAMARO et al., 2003), perda de peso corporal
(WILLNER, 1997) e diminuicdo na atividade motora (STREKALOVA et al.,
2004), entre outros.

O estresse cronico moderado (ECM) é amplamente utilizado para induzir
sintomas de depressdao em animais (WILLNER; MUSCAT; PAPP,1992; -
WILLNER, 2005). No entanto, diferencas no protocolo EMC usado pelos
diferentes pesquisadores, resultando em uma possivel inconformidade ou
utilizacao inadequada do modelo, podem ser a razdo para a taxa relativamente
pobre de sucesso no desenvolvimento de antidepressivos eficazes. (ASLANI et
al., 2014).

A associacado do estado depressivo ao estresse oxidativo foi estudada
por Maes et al em 2008. A reciproca também é verdadeira. Estudos
comprovaram a existéncia de uma relagcdo causal entre a presenca de
inflamacédo, o estresse oxidativo e o estado depressivo (SARANDOL ET AL.,
2007; MICHEL ET AL, 2007- NG ET AL., 2008; MAES, 2008).

A exposicdo prolongada a estressores psicologicos pode aumentar o
risco de enfermidades devido a producdo aumentada de substancias
oxidantes e as resultantes lesfes oxidativas (LIU; MORI, 1999). Evidéncias
epidemioldgicas e experimentais indicam que doencas circulatorias e digestivas

e o0 desenvolvimento ou progressao de neoplasias malignas estéo associados a
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supressdo da imunidade decorrente do estresse experimental induzido em
animais. (LAUDENSLAGER et al., 1983; 25 -OKIMURA; NIGO, 1986).

Mesmo considerando a auséncia de comprovagao definitiva dos
mecanismos envolvidos na producdo de substancias oxidantes e as lesbes
teciduais associadas durante o estado depressivo, acredita-se que o0
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes podem ter um papel fundamental
na génese das lesbes teciduais desenvolvidas em decorréncia do estresse.
cronico (LIU; MORI, 1999; -SANT’ANNA et al., 2003). Para Baris et al. (2010) o
desequilibrio oxidante/antioxidante (estresse oxidativo) desempenha um papel
fundamental na producdo de lesdes induzidas pelo estresse em multiplos
orgaos e tecidos (BARIS et al., 2010).

1.1 Estresse oxidativo

Ha evidencias que comprovam a presenca do estresse oxidativo renal
durante o estado depressivo. Um estudo demonstrou aumento do conteudo
renal de superoxido dismutase desidrogenase (SOD) em camundongos
submetidos ao teste de nado forcado (NAKAO et al.2000).. Pedreafiez et al.
(2011) submeteram ratos ao nado for¢cado diariamente, por 30 minutos, durante
15 dias e constataram aumento do conteddo de oOxido nitrico (NO), de
malondialdeido (MDA) e diminuicdo do conteudo de glutationa reduzida (GSH)
no tecido renal dos animais. Pesquisas realizadas ainda no século passado
confirmaram o aumento dos receptores benzodiazepinicos periféricos do rim
em individuos deprimidos. Esses achados sugerem que o rim seja sensivel ao
estado depressivo (RAGO et al., 1989; BURGIN et al., 1996).

Radical livre é um termo aplicado a toda espécie que possui um ou mais
elétrons desemparelhados.Duas substéncias abundantes na natureza podem
gerar radicais livres: o oxigénio no estado fundamental (O;) e o Oxido nitrico
(ROVER JUNIOR et al., 2001). Os efeitos nocivos do oxigénio sobre os
organismos vivos variam na dependéncia do tipo de organismo e de seu estado
fisiologico. Nos mamiferos, no tecido oxigenado, o oxigénio sofre reducao
tetravalente, com a aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacao de
agua, radicais superdxido (O2e ) hidroperoxila (H2Oe¢) e hidroxila (OHe) e
peroxido de hidrogénio (H.O,) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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Normalmente ha um equilibrio entre a producdo de substancias
oxidantes e as defesas antioxidantes. Quando esse equilibrio € rompido, quer
por producdo excessiva de radicais livres quer por reducdo das defesas
antioxidantes, estabelece-se 0 “estresse oxidativo” (FERREIRA; MATSUBARA,
1997). Assim, pode-se definir o estresse oxidativo como lesédo tecidual
resultante de um desequilibrio entre uma geracdo excessiva de radicais
oxidantes e concomitante producéo insuficiente de mecanismos antioxidantes
de defesa (KAO et al.,, 2010). Exemplos de radicais livres sdo as espécies
reativas de oxigénio (ROS) e as espécies reativas de nitrogénio (RNS).

A glutationa reduzida (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) pode ser
considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula, protegendo-a contra a leséo resultante da exposicao a
agentes como ions ferro (GALLEANO; PUNTARULO, 1995), oxigénio
hiperbérico, ozona, radiacdo e luz ultravioleta -(DENEKE; FANBURG, 1989). A
oxidacdo da glutationa a transforma em GSSG (glutationa oxidada). Como esse
composto é toxico para o0 meio intracelular, os sistemas de prote¢do entram em agéo e
a GSSG é reduzida, retornando ao seu estado inicial (GSH) por acdo enzimética da
glutationa redutase. A relacdo ideal GSH/GSSG (100:1) é mantida através desse
mecanismo - (MEISTER, 1989).

A reducdo na concentracdo de plasmatica de GSH observada nos
principais transtornos psiquiatricos foi documentada desde 1934 (MAES et al.,
2011). Kodydkova et al (2009) descobriram que mulheres deprimidas
apresentam importante reducdo da concentracdo de GSH no sangue
(KODYDKOVA et al. 2009).

A peroxidacao lipidica ou lipoperoxidacéo (LPO) pode ser definida como
uma cascata de eventos bioquimicos resultante da acdo dos radicais livres (RL)
sobre os acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares, podendo
evoluir até a morte celular (BENZIE, 1996 ). A LPO tem inicio quando RL
dotados de elétrons desemparelhados, promovem a remog¢éao de um atomo de
hidrogénio de um grupamento metileno (-CH.-), produzindo um novo radical (-
CHe-). Sob condicdes aerdbicas, esse radical centrado no carbono combina-se
com o oxigénio (O2) formando radicais peroxila (ROQs). Esses radicais peroxila
podem extrair um atomo de hidrogénio de outra molécula de lipidio,

estabelecendo assim a propagacédo da reacéo. O novo radical, ao reagir com o
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oxigénio, origina novo radical peroxila, permitindo que a reacao da peroxidacao
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 formagdo de um
intermediéario instavel (tetréxido), a partir dos radicais peroxila (mecanismo de
Russell), que sofre decomposicao, originando oxigénio singleto (*O.) e grupos

carbonila excitados, entre outros produtos (LLESUY, 2002).

1.2. A Inflamacéo e o estado depressivo

A depressdo € um transtorno psiquiatrico comum em pacientes com
doencas renais crbénicas e na fase final da doenca renal (TARAZ M; TARAZ S;
DASHTI-KHAVIDAKI, 2015). Por outro lado, a inflamacdo cronica € uma
manifestacéo prevalente entre pacientes com doencgas renais cronicas. Estudos
demonstraram a presenca de niveis aumentados de proteina C reativa e
citocinas proinflamatérias em pacientes submetidos a hemodialise cronica
(ZIMMERMANN et al., 1999; STENVINKEL, 2005) Mas, o que vem primeiro, a
depressao ou a inflamacéo? Um estudo publicado em 2006 sugere que a
relacdo entre inflamacdo e depressdo parece ser bidirecional ou seja, a
resposta inflamatoria pode produzir sintomas depressivos, e 0
desenvolvimento de sintomas depressivos pode estimular a inflamacéo
(RAISON; CAPURON; MILLER, 2006)

Um namero crescente de trabalhos cientificos tem demonstrado que as
citocinas inflamatorias desempenham um papel importante na génese do
processo inflamatério presente em pacientes que padecem de transtornos
depressivos, como comprovado por estudos que relataram associacdes
positivas entre severidade de sintomas depressivos e varios marcadores
inflamatorios (MAES et al, 1993; MAES et al, 1998; MAES et al, 2000; -
SCHIEPERS, WICHERS, MAES, 2005; MAES et al, 2008; MAES et al, 2009a;
MAES et al, 2009b; MAES et al, 2011).

Embora ainda ndo se tenha uma explicacdo definitiva sobre o papel da

inflamacéo nos estados depressivos, existem muitos mecanismos plausiveis
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pelos quais isso pode ocorrer. Alguns estudos apontam para a elevagao dos
niveis de cortisol (MILLER; PARIANTE; PEARCE, 1999), vias serotoninicas
(MAES et al, 2011),neurogénese e neuroinflammacédo (HARRY; KRAFT,
2012).

Para a confirmacdo do estado depressivo foram utilizados dois testes
comportamentais, o Teste de Preferéncia da Sacarose (TPS) e o Teste do
Nado Forcado (TNF). No TPS verifica-se o consumo de liquidos (solucéo
adocicada e agua). Os animais quando deprimidos apresentam reducdo no
consumo de liquidos (dgua e solucdo de sacarose), comparado com as
aferic@es iniciais. O teste de nado forcado (TNF) € amplamente utilizado para a
medicdo do comportamento depressivo em roedores. Esses animais, quando
expostos a uma situacdo de estresse (risco de afogamento), apresentam uma
reacdo natural (tentativa de fuga) realizando intensa atividade fisica. Apos
repetidas e infrutiferas tentativas de escape os movimentos de luta e fuga sao
interrompidos e o0 animal permanece imovel, produzindo movimentos
suficientes apenas para manter a cabeca acima da superficie da agua (KIRBY
e LUCKI, 1998; REDROBE e BOURIN, 1998).

1.3 A Acupuntura

N&o é possivel estabelecer uma data precisa para o aparecimento da
acupuntura, porque as suas origens perdem-se no tempo. Achados
arqueoldgicos permitem supor que a técnica era praticada na China ha mais de
5000 anos. O primeiro texto meédico encontrado foi o Tratado de Medicina
Interna do Imperador Amarelo (Nei Jing), escrito provavelmente entre 475 e
221 a.C. e que serviu de base para o desenvolvimento da Medicina Tradicional
Chinesa (MTC). Trata-se de um didlogo entre o Imperador Amarelo e seu
ministro, Qi Bai, versando sobre medicina. O famoso livro é dividido em 2
volumes: o primeiro € composto das técnicas de exame fisico e os
fundamentos da MTC, enquanto o segundo contém o diagndstico e tratamento
(HONG, 2005).

A Europa tomou conhecimento da acupuntura nos séculos XVI e XVII
através de missionarios jesuitas que chegavam do Oriente trazendo a

novidade. Na década de 1950 passou-se a usar a acupuntura com base
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cientifica e integracdo da medicina chinesa com a ocidental. Nos anos 60
iniciaram-se pesquisas utilizando anestesia com acupuntura. Na década de 70,
devido a explosdo demografica na China, o regime autorizou o atendimento
dos pacientes por pessoas nao qualificadas, conhecidos como “meédicos pés
descalcos”, o que resultou em graves complicacdes, inclusive Obitos. Essa
experiéncia desastrosa levou o governo chinés a restringir seu uso aos
médicos com formacgéo especializada, integrando os conhecimentos historicos
aos conhecimentos da medicina ortodoxa ocidental. No Brasil, a acupuntura foi
oficialmente reconhecida pelo Conselho Federal de Medicina (CFM) como
especialidade médica em 1995, conforme a resolucdo normativa 1455. Essa
decisao ratificada pela Associacdo Médica Brasileira (AMB) em 1998 (HONG,
2005).

Acupuntura (AC), € uma forma de terapia que busca a cura das
enfermidades pela aplicacdo de estimulos através da pele, com a insercédo de
agulhas em pontos especificos (JAGGAR, 1992; SCHOEN, 1993)
denominados acupontos.

A insercdo da agulha de acupuntura produz trés efeitos basicos: efeito
local, efeito segmentar e efeito suprassegmentar (FILSHIE; WHITE, 2002). O
efeito local esta relacionado a lesdo provocada pela inser¢cdo da agulha
ocorrendo na ocasido a liberacdo de diversas substancias que estimulam os
quimiorreceptores, determinando uma ativacdo de mastocitos, responsaveis
pela liberagdo de histamina. A histamicina provoca vasodilatagcdo capilar,
liberacdo de ions potassio, bradicinina , serotonina e prostaglandina, que
diminuirdo o limiar de excitacdo das fibras nervosas. (NAKANO; YAMAMURA,
2010).

A lesdo tecidual local, com liberacdo de substancias bioquimicas, como
substancia P e a transformacdo do &acido aracdbnico em leucotrienos, em
tromboxane dos tipos A e B, em Prostaglandinas PGE e PGD. Essas
substancias algogenas irdo estimular os quimioceptores. A substancia P, um
quimioceptor inflamatério, ativa os mastécitos e estes passam a liberar
histamina, que por sua vez irdo estimular as fibras C e provocar vasodilatacao
capilar, fenébmeno este facilmente constatavel ao se puncionar a pele com uma
agulha de acupuntura. Localmente sao liberados ainda ions potéassio,

bradicinina, serotonina e prostaglandina que irdo estimular os quimioceptores,
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diminuindo consequentemente o limiar de excitacdo (NAKANO; YAMAMURA,
2010).

Os estimulos aferentes conduzidos por fibras somaticas (nociceptivos e
produzidos pela inser¢cdo da agulha de acupuntura) chegam ao corno posterior
da medula espinhal onde estabelecem sinapses: com neurbnios motores
homolaterais e/ou contralaterais, formando o arco reflexo somatossomatico;
com neurbnios pré-ganglionares simpaticos formando o arco reflexo
somatovisceral; e com neurbnios do trato préoprio-espinhal. (NAKANO;
YAMAMURA, 2010).

Os mecanismos bioquimicos que explicam os efeitos da acupuntura nos
sistemas antioxidantes ainda nao foram satisfatoriamente esclarecidos. Liu et
al. (2006) 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 superdxido dismutase (SOD)
e glutationa peroxidase (GSH-Px). (LIU et al. 2006) Por outro lado, Siu, Lo e
Leung (2005) demonstraram que a EA aumenta a expresséao de tioredoxina nos
cérebros isquémicos de ratos, minimizando as alteracfes oxidativas dos grupos
tiol das proteinas adjacentes a lesdo (SIU; LO; LEUNG, 2005).

A selecdo dos pontos de acupuntura para cada tratamento obedece
principios definidos pela Medicina Tradicional Chinesa e adaptados para cada
situacao clinica pelo profissional acupunturista. Nesse processo de selecéo
entram em jogo trés habilidades: empirismo, analise e intuicdo. A primeira
habilidade, o empirismo resulta de um processo de tentativas e erros. A
segunda habilidade, a analise, resulta de um aprendizado constante. Para uma
analise correta o profissional deve ser detentor de conhecimentos tedricos dos
fundamentos e teorias da MTC. Essa habilidade de sentir e perceber as
emocdes dos outros, com compaixdo e sensibilidade € fundamental para a
orientar a selecdo dos pontos que serao utilizados no tratamento. . Finalmente,
a terceira habilidade, a intuicdo, ndo € um substituto da analise mas sim um
complemento dela. Andlise e intuicdo devem ser comparadas e essas duas
habilidades devem ser comprovadas na pratica (ROSS, 2003).

Os acupontos utilizados neste pesquisa foram selecionados tendo como
base a experiéncia clinica dos orientadores, suportada por trabalhos cientificos

publicados. O primeiro acuponto selecionado, o E36 (Zusanli) é usado,



23

clinicamente, para fortalecimento dos processos mentais. Sua estimulacdo
promove uma melhora dos processo mentais associados as deficiéncias
energeéticas do organismo como na depressao, propiciando forca e seguranca
necessarias para a liberacdo dos bloqueios emocionais (ROSS, 2003).0
segundo acuponto selecionado, o R3 (Taixi) tem inUmeras indicacdes entre as
quais tratamento dos distlrbios mentais, psicose, alegria excessiva, ansiedade
e melancolia ( MARTINS e GARCIA, 2003). A terceira escolha recaiu sobre o
acuponto VB34 (YangLingquan), de acdo comprovada na protecdo hepética,
em animais intoxicados por tetracloreto de carbono (YUN-KYOUNG et al.,
2006).

1.4 A Eletroacupuntura

A eletroacupuntura (EAC) consiste na aplicagdo de corrente elétrica de
baixa intensidade e frequéncia variavel em agulhas metdlicas introduzidas no
corpo do animal ou ser humano. A escolha do formato da onda, frequéncia e
intensidade da descarga vao definir o tipo de efeito que se busca atingir. Sabe-
se que o estimulo produzido pela corrente elétrica modulada pelo dispositivo
eletrbnico associado ao efeito proprio da agulha de acupuntura desencadeiam
uma resposta inflamatéria localizada, estimulando a reparacédo tecidual
(KARIME, 2006).

Estudos publicados comprovaram os efeitos protetores da
eletroacupuntura (EAc) sobre os estresse oxidativo renal. SILVA et al. (2011)
demonstraram, em ratos, que uma unica aplicacdo de EAc utilizando 10 ou
100 Hz durante 30 minutos aumentava os niveis teciduais de GSH e atenuava
o estresse oxidativo induzido por xilazina+ketamina no rim e no figado de
animais anestesiados (SILVA et al. 2011). O pre-tratamento com EAc foi capaz
de atenuar a resposta inflamatéria e a lesdo renal induzidas por

lipopolissacaridos (GU et al., 2011).
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1.5 Relevancia e Justificativa

Sintomas depressivos e ansiedade sdo comuns em pacientes com
doenca renal crbnica. Estudos experimentais demonstraram que € possivel
induzir o estresse oxidativo renal em roedores submetidos a uma série de
estressores crbnicos e aleatérios. Essas alteragbes sdo provocadas pelo
estabelecimento de um quadro depressivo prévio. H4 uma busca constante por
tratamentos que possam reduzir ou mesmo evitar a ocorréncia da depressao,
potencialmente lesiva ao funcionamento de varios 6rgaos.

Farmacos utilizados no tratamento da depressdo, embora relativamente
eficazes, nado sao isentos de efeitos colaterais e terminam por perder sua
eficacia ou perpetuar seu uso. Na Medicina Tradicional Chinesa, as emocdes
em excesso, a tristeza ou a alegria podem produzir lesées nos 6rgao internos.
Justifica-se assim a busca de alternativas terapéuticas que possam prevenir ou
tratar o estado depressivo, utilizando métodos alternativos e evitando suas
consequéncias deletérias.

Tendo como fundamento as pesquisas apresentadas, este estudo foi
concebido para analisar os efeitos da acupuntura/eletroacupuntura sobre a
inflamacéo e o estresse oxidativo produzidos pela depressao experimental no
rim do rato. Para comprovacao dos efeitos moduladores da Ac e da EAc em
ratos experimentalmente deprimidos foram estudadas as alteracbes dos
marcadores de lesdo renal (uréia e creatinina), do estresse oxidativo (glutationa
reduzida - GSH e malondialdeido - MDA) e da inflamag&o (mieloperoxidase -
MPO). Nao foram encontrados na literatura médica trabalhos semelhantes, o

gue confere ineditismo a presente pesquisa.
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2 OBJETIVO

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos modulatdrios da acupuntura e da eletroacupuntura no
estresse oxidativo e na inflamagdo agudos induzidos por depresséo

experimental no rim de ratos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar o estresse oxidativo e a inflamacéo sistémicos e renal em ratos

Wistar deprimidos experimentalmente;

2) Avaliar o possivel efeito nefroprotetor da acupuntura e da

eletroacupuntura em ratos Wistar deprimidos experimentalmente.
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3 METODO

3.1 Aspectos Eticos

O estudo foi previamente submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEPA), do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara
(UFC) para uso de animais experimentais e aprovado em reunido do comité em
26 de outubro de 2015, protocolo n° 86/2014 (Anexo A).Foram observados o0s
Principios Eticos na Experimenta¢do Animal, obedecendo as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Por tratar-se de projeto ‘"guarda-chuva" compartilhado entre dois
pesquisadores, a parte geral do estudo tem varios paragrafos semelhantes.
Foram usados os mesmos animais, com analise de diferentes orgaos e
compartilhamento dos resultados. Neste subprojeto a énfase foi nas alteracdes

renais.

3.2 Tipo de Estudo e Amostra

Trata-se de um estudo prospectivo, controlado e comparativo entre
quatro grupos de ratos Wistar submetidos ao estresse moderado crbnico
durante seis (6) semanas, para o desenvolvimento de um quadro depressivo.
Foram utilizados 24 ratos, com idade de 12 a 16 semanas, machos (Rattus
norvegicus: var.albinus, Rodentia, Mammalia), com peso variando de 230 e a
340g,da linhagem Wistar, saudaveis e bem nutridos, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara, criados e mantidos sob condicbes
ambientais e alimentares semelhantes.Foi observada a alternancia dos ciclos
claro/escuro a cada 12 horas. Os animais ficaram hospedados em gaiolas de
polipropileno, providas de tampa com grade metélica de aco inoxidavel e
forradas com maravalhas, alojadas em dependéncias refrigeradas (24+2°C).
Foi observada a alternancia dos ciclos claro/escuro a cada 12 horas. Agua
potéavel e ragdo comercial para ratos (Nuvilab CR-1®, Irradiada, QUIMTIA S.A.,
Canguiri, Colombo, Parana) foram ofertadas ad libitum até 12 horas antes do
experimento. A higienizacdo das gaiolas e o cuidado dos animais foram

realizados diariamente pelo técnico responsavel. Os ratos foram previamente
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aclimatados por um periodo de 7 dias antes da realizacdo do experimento. Os
procedimentos foram realizados em ambiente refrigerado, no Laboratério de
Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da Universidade Federal do

Ceara.

3.3 Distribui¢do da Amostra

Vinte e quatro (24) ratos foram randomizados em quatro grupos de seis
animais, assim denominados: G1 — CT (Controle), G2 - Acupuntura, G3— EAc2
(Eletroacupuntura 2 Hz), G4 — EAc100 (Eletroacupuntura 100 Hz.). A figura 1

mostra o desenho do experimento.

Figura 1 - Desenho do experimento

Controle negativo Grupo 1
Amostra
6 ratos Controle
Grupo 2
24 ratos
Acupuntura
Grupo 3

Experimento
EletroAcupuntura

18 ratos IHz

Grupo 4

EletroAcupuntura
100 Hz

3.4 Inducédo da Depresséao

A depresséo foi induzida utilizando-se um protocolo validado por estudos
disponiveis na literatura médica (WILLNER; MUSCAT; PAPP,1992; KONKLE,
et al.,, 2003 WILLNER, 2005). denominado Estresse Cronico Moderado (ECM).
O protocolo ECM usado € uma versao ligeiramente modificada do protocolo
ECM imprevisivel (WILLNER, 2005) e consiste, basicamente, na aplicagdo de

estressores moderados e imprevisiveis, de modo aleat6rio, durante 6 semanas:
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confinamento em um espaco restrito por 2 h, inclinagdo da gaiola durante 4 h,
habitagdo em cama Umida durante 8 horas, privacdo de alimentos durante 12 h
seguida por exposicdo de comida inacessivel para os animais durante 1 h,
jejum hidrico durante 12 h seguido da exposicdo da garrafa d'agua vazia
durante 1 hora.A aplicacdo dos estressores seguiu um padrédo randémico, para
evitar que o0s animais fossem submetidos aos estressores em dias

predeterminados, evitando o aprendizado (Apéndice A)
3.5Testes comportamentais

Para a comprovacdo da instalacdo do estado depressivo nos animais
experimentais foram utilizados o Teste de Preferéncia da Sacarose (TPS) e o
Teste do Nado Forcado (TNF).

3.5.1. Teste de Preferéncia da Sacarose (TPS)

O TPS foi realizado em 3 diferentes intervalos de tempo:TPS1 (DIA 1, antes do
inicio do EMC), TPS2, ao final da terceira semana do EMC, no 21° dia do
experimento ) e TPS3 no ultimo dia do EMC (no 42° dia do experimento). Em
cada etapa do TPS, os animais foram colocados em jejum total por 22 horas.
Apos esse periodo, os ratos foram colocados em gaiolas individuais. seguindo-
se a oferta de agua potavel e solucdo de sacarose a 2% em recipientes de
vidro contendo respectivamente 100ml de solucdo de sacarose ou &gua
potavel, durante 1 h. ApGs conclusdo dos testes 0s animais tiveram acesso a
dgua e racdo ad libitum. Para calculo do consumo a utilizou-se a férmula
(BEKRIS et al., 2005):

IS (9)

PS = ——
(IS +1A)g

x 100

Onde:

PS= Preferéncia da sacarose

IS = ingestéo de solucdo de sacarose 2%(Q)
IA= ingestao de agua potavel (g)
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3.5.2. Teste de nado forcado

O Teste do Nado Forcado (TNF) foi realizado em duas sessbes . Os
ratos foram colocados individualmente em um cilindro aberto (45 cm de altura x
20 cm de diametro), contendo agua a 24+1°C. Na primeira sesséo (re-teste), os
ratos foram colocadas no cilindro por 15 minutos, sendo que na sessao teste
(24 horas ap0s a sessao pre-teste), os animais permaneceram na agua por 5
minutos. O tempo de mobilidade (nadar e escalar) e o tempo de imobilidade

(flutuar e congelar) foram entédo determinados (KIRBY e LUCKI, 1998).

3.6 Localizacéo dos pontos de Acupuntura / Eletroacupuntura

Segundo Panzer (1993) é possivel transpor para o0s demais animais
vertebrados, as posi¢cbes dos diversos acupontos descritos nos gréaficos
propostos para o homem, tendo como base a semelhanca das estruturas
anatdbmicas. Um estudo mais completo foi apresentado por Yin et al. (2008),
mapeando 121 acupontos. O acuponto Zusanli (E-36) se localiza, no rato, 5
mm abaixo da cabeca fibular e 2 mm lateral ao tubérculo anterior da fibula;
transitam, nessa regido o0s ramos laterais do nervo sural cutaneo, o ramo
cutaneo do nervo safeno e o ramo profundo do nervo peroneal (MARTINS;
GARCIA, 2003; YIN et al.,, 2008). O VB-34 se localiza, no homem, na
depressao anterior e inferior da cabeca fibular; transitamnessa regiao os ramos
laterais do nervo sural cutdneo e o e o ramo profundo do nervo fibular
(MARTINS; GARCIA, 2003). Segundo Yin et al (2008) o acuponto
Yanglingquan (VB34); esta localizado na depresséo anterior e inferior a cabeca
da fibula, no rato (YIN et al., 2008). O Acupunto Taixi (R-3) se localiza, no
homem, na face medial do pé, entre a parte mais saliente do maléolo interno e
o tendao do calcaneo e € usado clinicamente para tratar distirbios emocionais
(ansiedade, melancolia entre outras indicacées (MARTINS; GARCIA, 2003).No
rato o acuponto R-3 se localiza na face medial do pé, posterior ao maléolo
medial, em uma depressao entre a ponta do maléolo medial e o calcaneo (LI et
al., 2011).
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A figura 2 mostra o delineamento do experimento (procedimentos e linha de

tempo).

Figura 2 - Delineamento do experimento

Dia Dia Dia Dia Dia Di : Dia Dia
1 21 a2 43 a4 D||as Dias 5" g
| | | HHH—

EMC diariamente, durante 8 semanas ‘ r YYYYYY

{42 dias) com repouso cada 7 dias Pre- TNF Dias 51,683,655,

Teste 1 57.59.61
i ! ! TNF AC/EAC2 e 100Hz
TPS 1 TPS 2 TPS 3 . I
Dias 45,46, 47 458 49 e 50 TNF 2
Condicionamento Il

COLETA de AMOSTRAS e morte dos animails

Dia 1 - TPS 1 e inicio do EMC, realizado diariamente durante 6 semanas (42 dias)
Dia21 TPS 2 -

DIA42TPS 3

Dia 43 - Pre-leste TNF

Dia 44 - 1° TNF

Dias 51,53,55,57 59 61- Fase de tratamento com Ac e EAc (2 e 100 Hz)

Dia 62- 2° TNF

Dia 63 - Coleta de amostras & morte dos animais

Legendas:

EMC = Estresse Moderado Cronico

TPS = Teste de Preferéncia da Sacarose
TNF = Tesle de Natagao Forcada

Ac = Acupuntura

EAc 2 Hz = Eletroacupuntura 2 Hz

EAc 100 Hz = Eletroacupuntura 100 Hz

3.8 Condicionamento dos ratos

Para realizar os procedimentos (Ac e EAc) sem a utilizagcéo

anestésicos, os ratos foram colocados em dispositivos de conten

de

cao

semelhantes as redes utilizadas por nordestinos, com aberturas para a saida

dos membros, suspensas em um arco metalico confeccionado para

tal
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finalidade e onde os animais ficaram em repouso, por 20 minutos, durante 6
dias consecutivos. A falta de apoio para as patas o0s impedia de se
locomoverem. No primeiro dia houve tentativa de fuga, mas os ratos logo se
acostumaram e permaneciam calmos, necessitando apenas a imobilizacdo dos
membros pélvicos com tiras de esparadrapo fixado as estruturas metalicas,

para a aplicacdo da Ac e da EAc (Figura 3).

Figura 3 - Rato posicionado no dispositivo para

aclimatacdo (preparacao para as sessoes de Ac e

Ratos 3 e 4, grupo controle

Fonte: o autor

3.9 Protocolo de aplicacdo da Acupuntura / Eletroacupuntura

Para a realizacdo da Ac (G2) agulhas metalicas de acoinoxidavel, descartaveis,
de 0,18mm de diametro / 8mm de comprimento (modelo DCB 132, fabricadas
na China e distribuidas no Brasil por Dong Bang Produtos de Acupuntura -EPP,
Sao Caetano do Sul — SP) foram inseridas no membro pélvico direito, no ponto
Zusanli (E-36) e nos pontos Yanglingquan (VB-34)e Taixi (R-3). As agulhas
foram retiradas apdés 20 minutos(Figura 4). Este procedimento foi repetido no

mesmo horario (no periodo da manha), em dias alternados, perfazendo um
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total de seis aplicacbes.Nos ratos tratados com EAc (G3 e G4), apos
introduc&o das agulhas nos acupontos E36 e VB34, eletrodos com garras tipo
jacaré foram conectados as agulhas de acupuntura (Figura 5). No grupo G3 foi
aplicada uma corrente elétrica com intensidade de 1,0 mA e 2Hz de frequéncia,
pulsos quadrados com duracao de 2 segundos, ondas tipo Burst, com intervalo
(repouso) de 2 segundos. O estimulo elétrico foi mantido por 20 minutos,
utiizando o eletroestimulador modelo 608 Fix portati (NKL Produtos
Eletronicos, Brusque, Santa Catarina, Brasil), previamente calibrado pelo
fabricante.No grupo G4 a corrente elétrica foi aplicada aos pontos ja citados,
utilizando os parametros descritos, alterando apenas a sua frequéncia, que foi
de 100 Hz. Transcorridos 20 minutos, os eletrodos e as agulhasforam retirados.
Este procedimento foi repetido em ambos os grupos, no mesmo horéario (no
periodo da manhd), em dias alternados, perfazendo um total de seis

aplicacoes.

Figura 4 - Locais de insercéo das

agulhas de acupuntura

Rato 2, Grupo 2

Fonte: o autor

Figura 5 - Rato posicionado na rede, para as

sessdo de EAc - agulhas inseridas e
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conectadas ao eletroestimulador

Rato 5, grupo 4

Fonte: o autor

3.10 Coleta de amostras

No dia seguinte ao término dos tratamentos procedeu-se a colheita de
amostras. Para tanto os animais foram sedados com hidrato de cloral 25mg/Kg
peso I.P., para coleta de sangue arterial (3,0 ml) e dos rins. Os rins removidos
foram lavados em soro fisioldgico gelado, pesados e medidos, sendo o rim
direito reservado para exames bioquimicos.Apds a coleta todos os ratos foram

mortos por dose triplicada (overdose) de anestésico.

3.11Exames laboratoriais

O sangue arterial coletado por puncdo da aorta abdominal foi centrifugado
(2500 rpm /15 min); o soro obtido e armazenado em temperatura de -70° para
posterior analise de parametros bioquimicos (Ureia, creatinina, malondialdeido
(MDA), glutationa reduzida (GSH). Do rim direito foi removido um fragmento
(cerca de 500 mg de tecido renal) que foi utilizado para a dosagem de
mieloperoxidase (MPO) e o restante do rim foi homogeneizado em tampao de
fosfato de sodio 0,05 M (pH 7,0). O homogeneizado foi centrifugado a 700
r.p.m(rotacdes /min) durante 10 minutos a 4 °© C e o sobrenadante foi utilizado

para a dosagem de MDA e de GSH.

3.11.1 Determinacao das concentracdes de Ureia e Creatinina



As concentracfes de uréia e creatinina séricas, foram determinadas atraves
dos kits comerciais Creatinina K Vet e Uréia UV Liquiform Vet (Labtest®, Lagoa
Santa, MG, Brasil) de acordo com as instru¢oes do fornecedor, em aparelho de
automacao laboratorial (LABMAX PLENNO Labtest®). Os valores obtidos

foram expressos em mg/dL.

3.11.2 Avaliacao da peroxidacdo lipidica

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

gue sera expressa como substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

Utilizou-se no presente estudo, para a quantificacdo do teor de TBARS no
tecido e soro o teste de Uchiyama e Mihara (1978), onde a concentracao de

TBARS é expressa em pumol MDA/g de tecido ou pmol MDA/mI soro.

3.11.3 Determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(MDA):

O MDA é capaz de reagir, sob aquecimento em meio acido, com o acido
tiobarbitdrico originando um composto de cor rosa.
Reagentes:

Cloreto de potassio: 1,15%

Acido tiobarbiturico: 0,6%

Acido fosférico: 1%

N-butanol

Procedimento:

O teor de MDA (umol/g de tecido) foi quantificado pelo método de Uchiyama e
Mihara (1978), freqientemente utilizado para estimar a peroxidacao lipidica. A
amostra do tecido (rim) foi congelada em nitrogénio liquido e estocada a -70°C
imediatamente apds a coleta e lavagem com soro fisiologico gelado (4° C) para
remover quaisquer vestigios de sangue. Apos pesagem, a amostra de tecido foi
homogeneizada em KCI gelado 1,15%, resultando em uma solug&o acida com

concentracdo a 10%. Retirou-se uma aliquota de 0,5 ml de cada amostra e
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acrescentou-se 1,0 ml da solucdo aquosa de TBA 0,6% e 3,0 ml da solugéo de
acido fosforico (HsPO4, 1%). A mistura foi colocada em banho fervente por 45
minutos, resfriada em banho de gelo seguido da adicao de 4,0 ml de N-butanol.
Apos 2,0 minutos de agitacdo a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 3.000
r.p.m. A absorbancia da camada organica sobrenadante (fase butandlica) foi
medida a 520 nm e 535 nm em espectrofotdmetro de ultra violeta visivel, marca
VANKEL 50 UV-VIS (Varian Industria e Comércio Ltda,Sdo Paulo, SP). A
diferenca entre os valores obtidos nas duas leituras foi utilizada para calcular a

concentracdo de MDA, usando a regressao linear a partir de uma curva padrao.

3.11.4 Determinacdo de grupos sulfidrilicos ndo protéicos (Glutationa-
GSH)

A determinacdo dos grupos SH foi realizada pelo Método de Sedlak e
Lindsay (1968), baseado na reacdo do 5,5 -ditiobis (2-4cido nitrozenzdico)
(DTNB - reagente de Ellman) com o tiol livre, originando um dissulfeto misto
mais acido 2-nitro-5-tiobenzoéico. A medida do produto de reacédo formado foi
feita por leitura da absorbancia a 412nm em espectrofotdmetro (Beckman DU-
640, Fullerton, Califérnia).

Drogas e reagentes

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)

Acido tricloacético (ATC,50%)

Tampéo TRIS 0,4 M pH 8,9

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

Glutationa (GSH, 1 mg/ml).

Preparacao dos reagentes:

Acido tricloroacético 50% - diluido em agua destilada

EDTA Na,0,2M PM 372,2 (%,211g + H20 gsp 70.0 ml)

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

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

Procedimento:

A amostra de tecido (500 mg) é pesada e homogeneizada em 5 ml de EDTA
0,02M gelado, com bastéo de vidro e filtrado em |& de vidro. Retiram-se 4,0 ml
do homogenato e mistura-se com 3,2 ml de agua destilada e 0,8 ml de acido
tricloroacético 50%. O tubo € agitado e centrifugado a 3000 g por 15 minutos.
Retiram-se 2,0 ml do sobrenadante e acrescenta-se 4 ml de TRIS 0,4 M (pH
8,9) e 0,1 ml de DTNB 0,01 M; agita-se a mistura para homogeneizagéo. Em
seguida, Iéem-se as absorbancias no espectrofotbmetro a 412nm, 5 minutos
apos a adicdo do DTNB. A concentracao final de GSH foi obtida comparando-
se o0 valor da absorbancia com uma tabela padrdo de GSH, previamente
preparada.

3.11.5 Mensuracédo da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

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

O acumulo de neutréfilos no tecido foi medido pelo método de dosagem
de mieloperoxidase. ApOs 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 solucdo de NaCl0 ,2% e apods
30s adicao de NaCl 1,6% com glicose 5%. ApoOs centrifugacdo, o pellet foi
ressuspendido em buffer NaPO4 0,05 M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilaménio re-homegeneizado. Apés centrifugacéo a 13000 rpm, 5
mL do sobrenadante foram utilizados para a dosagem em placas de 96 wells
diluido em 45 mL de NaPO, 0,08 M. A atividade da mieloperoxidase no
sobrenadante foi dosada usando tetrametilbenzidina (TMB) 1,6 mM e H,0O, (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 padréo
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de MPO, preparada previamente (APENDICE X). As concentracbes de MPO

foram expressas em unidade / mg de tecido.EAc

3.12 Analise Estatistica

A significancia da eficacia do tratamento com Ac, EAc 2 Hz e EAc 100
Hz sobre os valores de Uréia, Creatinina, GSH, TBARS e Atividade da MPO,
nos momentos amostrados foi avaliada com o teste de ANOVA /Dunnett
quando o pressuposto da normalidade foi identificado com a utilizac&o do teste
de Kolmorogov-Smirnov (com os parametros de Dallai-Wilkinson-Lilliefor,
p>0,05) e expressos como Médiat Erro Padrdo da Média (MédiatEPM). Para
a comparacao dos resultados obtidos nos testes comportamentais foi utilizado
o teste ANOVA de medidas repetidas. Os dados que ndo obedeceram a curva
de normalidade foram analisados por meio de testes ndo paramétricos (teste
de Mann-Whitney com variagcdo das medianas) e os resultados apresentados
em mediana e intervalos interquartilicos. Os dados do estudo foram analisados
no software Graphpad Prism versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software,
San Diego, Califérnia, U.S.A., www.graphpad.com,considerando-se uma

probabilidade de erro de tipo | (a) de 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 ComplicacOes

N&o ocorreram Obitos durante o estudo. Entretanto, a inducdo da
depressao pela aplicacdo do estresse cronico moderado condicionou o
aparecimento de diversas alteracdes clinicas ndo letais, no curso do
experimento.

Durante o processo de aclimatacdo ao repouso, realizado apos a
conclusdo da primeira etapa do estudo (aplicacdo do ECM), véarios animais
apresentaram irritabilidade, na tentativa de libertagdo da imobilizacao forcada,
notadamente no primeiro dia. No dia seguinte observou-se a presenca de fezes
diarréicas. No 6° dia da aclimatacdo os animais ja permaneciam calmos e
aceitavam tranquilamente a imobilizacéo no dispositivo.

Apds o 1° dia de tratamento (acupuntura ou eletroacupuntura) o0s
animais apresentaram as seguintes alteragdes:

Diarréia: 2 ratos (G2R4 e G4R6)

Epistaxe moderada: 1 rato G4R1

Dermatite de contato ao esparadrapo usado na imobilizagdo das patas

traseiras: quase todos os animais
Finalmente, durante a ultima etapa do experimento (coleta de amostras),
realizada com os animais sedados por hidrato de cloral, observaram-se as
seguintes complicacgoes:

Hematuria: 1 rato (G1R1)

Hipoxia (sangue arterial escuro): 1 rato (G2R5)

Diarréia: 1 rato (G3R3)

4.2 Peso dos ratos

Os pesos aferidos no inicio do experimento estdo relacionados no
Apéndice B. A Tabela 1contém os valores(pesos médios) obtidos na pesagem
dos animais de cada grupo. Observou-se uma variagcao de peso dos animais
entre 230 e 340g, com peso médio de 283,5+28,4.Nao se observaram
diferencas significantes entre os pesos médios de cada grupo, denotando

uniformidade da amostra.
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Tabela 1 - Peso médio dos ratos utilizados no primeiro dia do estudo

Grupos n Peso médio (X+DP)®
G1 - Grupo Controle 6 284,2+17,14
G2 - Grupo Acupuntura 6 303,2+30,5
G3 - Grupo Eletroacupuntura2 Hz 6 263,3+27,3
G4 - Grupo Eletroacupuntural00 Hz 6 283,3+28,0

Fonte: Elaborada pelo Autor
Notas:n= numero de ratos de cada grupo
@X+DP = média + desvio padrio

Durante todo o experimento houve alteracdo do peso dos animais. Os
pesos aferidos no ultimo dia do estudo (Dia 63) foram comparados aos pesos
verificados no dia de término do processo de indu¢cdo do EMC. Observou um
discreto aumento de peso (5,03%) no grupo G1. O aumento mais importante
ocorreu nos ratos do grupo G4 tratados com EAc 100 Hz (18,03%) (Tabela 2).

Tabela 2 - Alteracfes do peso dos ratos durante o experimento

% aumento do

Grupos Dial |Dia?2l |Dia42 | Dia63 | peso

C1- Crupe Seniolk 28417 29400 330,33 347,83 5,03
G2 - Grupo Acupuntura 30317 33317 32650 353,50 7,64
CE = Bl 2 A 26333 28300 30817 358,00 13,92
G4 - Grupo EAC100 Hz 28333 29250 287,17 350,33 18,03

Percentuais referem-se ao incremento do peso no ultimo dia do experimento (Dia 63)
comparado ao peso aferido ao término do EMC(Dia 42).
Fonte: Elaborada pelo autor (2015)

4.3 Peso dos rins

O peso dos rins ndo apresentou alteragdes significantes, comparando-se
cada grupo ao controle G1. Os valores variaram de 1,09 a 1,14g para 0 rim
esquerdo (Péso médio: 1,12g) e 1,18 a 1,21g, peso meédio 1,199 para o rim
direito (Figuras 6-7) (Apéndice C).

Tabela 3 - Alteracdes do peso médio dos rins dos ratos no udltimo dia do
experimento (Dia 63)

| Grupos | n | Rim D | Rim E
G1 - Grupo Controle 6 1,18 1,13
G2 - Grupo Acupuntura 6 1,21 1,15
G3 - Grupo EAC2 Hz 6 1,18 1,09
G4 - Grupo EAC100 Hz 6 1,19 114

Fonte: Elaborada pelo autor (2015)
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Figura 6 - Peso do rim direito ao Figura 7-Peso do rim esquerdo ao

termino do experimento termino do experimento
1.5+ 1.5
C T © -
[a) L
1.0 1.0
= E
3 3
o 05 o 057
3 8
o a
0.0 T 0.0 T
Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4
Grupos Grupos
Fonte: elaborado pelo autor Fonte: elaborado pelo autor
Teste de ANOVA / Dunnett. Diferencas nao Teste de ANOVA / Dunnett. Diferencas ndo
significantes significantes

4.4 Testes comportamentais
4.4.1 Teste de preferéncia da sacarose

O TPS foi realizado em 3 diferentes intervalos de tempo:TPS-1 (DIA 0,
antes do inicio do EMC), TPS-2, ao final da terceira semana do EMC, no 21°
dia do experimento ) e TPS-3 no ultimo dia do EMC (42° dia do experimento)
(Tabela 4). O teste comprovou que no TPS3,ocorreu o0 estabelecimento da
anedonia em todos 0s grupos.

Tabela 4 - Teste de preferéncia da sacarose, realizado em 3 momentos

GRUPOS

TPS-1 TPS-2 TPS-3
G1 - Grupo Controle 2.840 68,69 0,38 @)
G2 - Grupo Ac 6,336 78,82 0,66(a)
G3 - Grupo EAC 2 Hz 6.244 7197 0,60
G4 - Grupo EAC 100 Hz ke A 0,50

Fonte: Elaborada pelo autor

TPS-1 (DIA 0, antes do inicio do EMC);

TPS-2, ao final da terceira semana do EMC, no 21° dia do experimento );

TPS-3 no ultimo dia do EMC (no 42° dia do experimento);.

Valores calculados

TPS =Ingestdo de sacarose [g]/(Ingestdo de sacarose [g] + ingestdo de agua [g])*100

@

anedonia, segundo definicdo de Beckis et al., 2005.
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4.4.2 Teste do nado forcado

Houve reducéo significante do tempo de imobilidade e flutuagéo passiva,
nos ratos submetidos ao estresse moderado cronico, tratados com Ac
(30,61%), EAc 2 Hz( 58,00%) ou EAc 100 Hz (23,88%). A reducéo foi minima
no grupo controle (4,81%). A figura 8 ilustra os efeitos dos diversos tratamentos

emtrés intervalos do estudo.

Tabela 5 -Teste do nado forcado. Tempo (segundos) de imobilidade ou
flutuacéo passiva dos ratos.

Pré-Teste
Grupos (Dla43) TNF 1 (Dia44) TNF 2 (Dia62) % reducéo
G1 202 104 99 4,81
G2 92 49 34 30,61
G3 110 50 21 58,00
G4 134 67 51 23,88

Fonte: Elaborada pelo autor (2015)

Valores expressos em segundos

O TNF foi realizado em trés etapas, a primeira (pré-teste) no 43° dia do experimento, apés a
concluséo do protocolo EMC; a segunda no 44° dia (TNF_1) um dia apés o pré-teste e o teste
final no 62° dia (no dia seguinte ao término do tratamento). A coluna % reducéo exibe os
percentuais de reducédo da atividade no Dia 62 (no dia seguinte ao término do experimento,
antes da coleta de amostras e morte do animal).

Os quatro graficos exibidos na figura 8 ilustram o comportamento de cada
grupo no teste de nado forcado. O grupo G1 (controle) n&o apresentou
diferencas significativas ha comparacdo com 0s grupos tratamento. Os grupos
G2-G4 apresentaram reducéo significante do tempo de imobilidade e flutuacéo

passiva.
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Figura 8 - Efeitos da Acupuntura e da Eletroacupuntura em ratos deprimidos

submetidos ao teste de nado forgado.
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Fonte: o autor (2015)
Nota:Teste ANOVA de medicdes repetidas/Dunnett
*P<0,05, P<0,001, P<0,0001 comparados ao controle TNF1.

4.5 Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos
deprimidos, induzidos por estresse moderado crénico , sobre as concentracdes
de uréia e creatinina no sangue dos animais.

4.5.1 Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) sobre a
concentracdo de uréia no sangue dos ratos.

O uso da EAc (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos promoveu aumento
significante (p<0,0001) das concentracfes de uréia sérica no ultimo dia do
estudo . Nao ocorreram alteragcbes nos ratos tratados com Ac.(Tabela 6 Figura
9).
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Tabela 6 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em
ratos deprimidos, induzidos por estresse moderado crénico, sobre as
concentracbes de uréia sérica nos roedores dos grupos G2-G4, comparados
ao grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo.

G1 | G2 | G3 | G4 |

44,00 £ 5,55 49,50 £ 2,88 53,67 £ 3,78* 52,00 £ 4,82 ***

FONTE: O Autor (2015)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT ***p<0,0001, *p<0,05 comparados ao controle (G1).

Figura 9 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em
ratos deprimidos, induzidos por estresse moderado cronico imprevisivel,
sobre as concentracdes de uréia seérica nos roedores dos grupos G2-
G4comparados ao grupo controle positivo (G1).
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Fonte: oautor (2015)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT ***p<0,0001, p<0,05 comparados ao controle (G1).

4.5.2 Efeitos da EAc (2 Hz e 100 Hz) sobre a concentracdo de creatinina no
sangue dos ratos.
N&o ocorreu alteracdo na concentracdo de creatinina sérica ha comparagao
entre os ratos deprimidos (G2-G4) tratados com Ac e EAc (2 e 100 Hz), e o
grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo.

Tabela 7 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz)
em ratos deprimidos, induzidos por estresse moderado crénico, sobre as
concentragfes de creatinina sérica nos roedores dos grupos G2-G4,
comparados ao grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo.

n = 6, cada grupo Gl G2 G3 G4

Valor minimo 0,4000 0,4000 0,4000 0,4000
Percentil 25 0,4000 0,4750 0,4000 0,4000
M ediana 0,5000 0,5000 0,4500 0,5000
Percentil 75 0,5000 0,5000 0,6000 0,5000
Valor maximo 0,5000 0,5000 0,6000 0,5000

Fonte: o autor (2015)
Teste: ANOVA / DUNNETT - Diferencas néo significantes.



Figura 10 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz)
em ratos deprimidos, induzidos por estresse moderado crénico, sobre as
concentracbes de creatinina sérica nos roedores dos grupos G2-G4,
comparados ao grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo.
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Fonte: o autor (2015)
Teste: ANOVA / DUNNETT - Diferencas nao significantes.

4.6 Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos
deprimidos, induzidos por estresse moderado crénico , sobre as
concentracfes de GSH no sangue e no rim dos animais.

4.6.1 Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura sobre as concentracdes de
GSH no sangue dos ratos.

Houve aumento significante concentracdes de GSH sérico nos roedores dos
grupos G3-G4, comparados ao grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do
estudo (Tabela 8, Figura 11).

Tabela 8 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz)
em ratos deprimidos, induzidos por estresse moderado cronico, sobre as
concentracbes de GSH sérico nos roedores dos grupos G2-G4,
comparados ao grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo.

n = 6, cada grupo Gl G2 G3 G4

Valor minimo 13,28 11,55 18,79 48,73
Percentil 25 13,33 13,73 19,93 48,99
M ediana 13,87 17,68 22,19* 51,96***
Percentil 75 14,25 20,61 43,00 63,33
Vaor maximo 14,25 22,39 46,38 78,84

Fonte: o autor (2015)
Teste: Kruskal Wallis/Dunn , ***p<0,0001, *p<0,05 comparados ao controle (G1).
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Figura 11 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz
e 100 Hz) em ratos deprimidos, induzidos por estresse
moderado crénico, sobre as concentracdes de GSH sérico
nos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo
controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo.
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Fonte: o autor (2015)
Teste: Kruskal Wallis/Dunn , ***p<0,0001, *p<0,05 comparados ao controle (G1).

4.6.2 Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura sobre as concentracdes de
GSH no rim dos ratos.

Houve aumento significante concentracbes de GSH tecidual nos roedores dos
grupos G2-G4, comparados ao grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do
estudo (Tabela 9, Figura 12).

Tabela 9- Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em
ratos deprimidos, induzidos por estresse moderado crénico, sobre as
concentracdes de GSH no rim dos roedores dos grupos G2-G4, comparados
ao grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo.

Gl | G2 \ G3 \ G4

14,17+4,33 40,63+17,17** 42,54+4,31*** 63,68+12,02***

Fonte: o autor (2015)
Teste: ANOVA / DUNNETT - **p<0,001, ***p<0,0001 comparado ao grupo G1.




Figura 12 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2
Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos, induzidos por estresse
moderado crbnico, sobre as concentracées de GSHno rim
dos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo
controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo.
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Fonte: o autor (2015)
Teste: ANOVA / DUNNETT - **p<0,001, ***p<0,0001 comparado ao grupo G1.
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4.7 Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos
deprimidos, induzidos por estresse moderado crénico , sobre as concentracdes

de MDA no sangue e no rim dos animais.

4.7.1 Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura sobre as concentracdes de

MDA no sangue dos ratos.

N&o foram observadas diferencas significantes das concentracdes de MDA na

comparacao entre os Grupos G2-G4 e o grupo controle G1 (Tabela 10, Figura

13).

Tabela 10 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em
ratos deprimidos, induzidos por estresse moderado crénico, sobre as
concentracdes de MDA sérico nos roedores dos grupos G2-G4, comparados
ao grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo

n = 6, cada grupo | G1 | G2 | G3 | G4

Valor minimo 0,0060 0,0360 0,0360 0,0110
Percentil 25 0,0135 0,0360 0,0510 0,09725
M ediana 0,0260 0,0620 0,0810 0,1760
Percentil 75 0,1110 0,0785 0,1535 0,3035
Valor méximo 0,1860 0,0860 0,2960 0,3560

FONTE: O Autor (2015)
Nota: Teste: Kruskal-Wallis / Dunn. Diferencas nao significantes.

Figura 13- Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz
e 100 Hz) em ratos deprimidos, induzidos por estresse
moderado crénico, sobre as concentragcfes de MDA sérico
nos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo
controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo.
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Fonte: O Autor (2015)
Nota: Teste: Kruskal-Wallis / Dunn. Diferencas nao significantes.

4.7.2 Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura sobre as concentragbes de
MDA no rim dos ratos.

N&o foram observadas diferencas significantes das concentragbes de MDA na
comparacao entre os Grupos G2-G4 e o grupo controle G1 (Tabela 11, Figura
14).

Tabela 11 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em
ratos deprimidos, induzidos por estresse moderado crbnico, sobre as
concentracdes de MDA no rim dos roedores dos grupos G2-G4, comparados
ao grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo.

| G1 | G2 \ G3 \ G4
Valor minimo 0,0060 0,0360 0,0360 0,0110
Percentil 25 0,0135 0,0360 0,0510 0,09725
Mediana 0,0260 0,0620 0,0810 0,1760
Percentil 75 0,1110 0,0785 0,1535 0,3035
Valor méximo 0,1860 0,0860 0,2960 0,3560

Fonte: O Autor (2015)
Nota: Teste: Kruskal-Wallis / Dunn. Diferencas néo significantes.

Figura 14 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura
(2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos, induzidos por
estresse moderado crbnico, sobre as concentracdes de
MDA no rim dos roedores dos grupos G2-G4,
combarados ao arupo controle nositivo (G1) no ualtimo dia
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Fonte: O Autor (2015)
Nota: Teste: Kruskal-Wallis / Dunn. Diferencas nao significantes.

4.8 Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos
deprimidos, induzidos por estresse moderado crbnico , sobre a atividade da
mieloperoxidase no rim dos animais.

Houve diminuicdo significante na atividade da mieloperoxidase no rim dos ratos

na comparacao entre os Grupos G3-G4 e o grupo controle G1 (Tabela 12,
Figura 15).

Tabela 12 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) sobre
a atividade da MPO (U/g tecido) no rim de ratos sadios submetidos ao estresse
moderado crénico(Grupos G2-G4) comparados ao grupo controle positivo
(G1) no dltimo dia do estudo.

G1 | G2 \ G3 \ G4

4,535+0,464 3,803+1,085 2,865+£1,470 * 1,390+0,451***

Fonte: o autor (2015)
Teste: ANOVA / DUNNETT - ***p<0,0001, p<0,05, comparados ao grupo G1.

Figura 15 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e
100Hz)sobre a atividade da MPO (U/g tecido) no rim de ratos
sadios submetidos ao estresse moderado cronico(Grupos G2-G4)
comparados ao grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do
estudo
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Fonte: o autor (2015)
Teste: ANOVA / DUNNETT - ***p<0,0001 comparado ao grupo G1.

4.9 Resumo do achados laboratoriais

A Tabela 13 apresenta um resumo dos achados laboratoriais

Tabela 13 - Resumo dos achados laboratoriais

I ndi cador | Sangue (soro) | Tecido (RIM)
Ac EAc2 EAc100 Ac EAc2 EAc100
Ureia A @ @ N/A N/A N/A
Creatinina gA gA gA N/A N/A N/A
GSH A T = E B E 5
MDA SA SA SA SA SA SA
MPO N/A N/A N/A SA L L
5

=aumento significante,comparado ao controle G1
JJ =reducéo significante, comparado a0 controle G1

N/A - N&ao avaliado
S/A - Sem alteracdes

Fonte: o autor (2015)
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6.DISCUSSAO

O presente estudo investigou as alteracbes renais induzidas pelo
estresse oxidativo decorrente de uma série de estressores moderados capazes
de desencadear um estado de anedonia em ratos.

O estresse moderado cronico imprevisivel (EMC) tem sido empregado
por diversos pesquisadores para investigar aspectos especificos de transtornos
do humor, incluindo alteragdes comportamentais e fisiologicas (WILLNER et al,
1994; ANISMAN et al., 1996;, SOLBERG; HORTON; TUREK, 1999; DUNCKO
et al., 2001; GITTOS; PAPP, 2001) KUBERA et al., 2001).

O uso de animais em pesquisas tem sido objeto de interminaveis
discussdes. Sabe-se que desde o ano 500 aC pesquisadores utilizaram
animais em estudos anatbmicos. Naquela época, Alcmaeon, adquiriu
conhecimentos anatbmicos através da pratica da disseccdo de animais.
Hipocrates (460 a.C.) utlizava animais em seus estudos com
finalidadeclaramente didatica.Anos depois, Aristoteles (384-322 a.C.) realizou
estudos comparativos entre 6rgdos humanos e de animais. Galeno (129-210
d.C.), em Roma, foi talvez o primeiro pesquisador a realizar a vivissec¢do com
objetivos experimentais. (MENEZES, 2002)

Atualmente, o uso de animais é permitido, desde que observadas rigorosas
normas estabelecidas com a finalidade de limitar o uso de animais aos casos onde
nao seja possivel a utilizacdo de outras formas de pesquisa.

O cérebro é muito mais vulneravel a acao oxidativa dos radicais livres do
que outros tecidos, uma vez que ele utiliza 20% do oxigénio consumido pelo
organismo (CLARKE; SOKOLOFF, 1999). Aléem disso, o cérebro contém
grandes quantidades de &acidos graxos poliinsaturados, e ferro, culminando
com uma baixa concentracdo de enzimas antioxidantes. Deste modo, o
estresse psicoldgico, que acompanha o estado depressivo, pode induzir um
aumento da peroxidacao lipidica (HIBBELN; SALEM, 1995).

As células, na sua maioria, podem tolerar um grau moderado de
estresse oxidativo, considerando que possuem capacidade de defesa
antioxidante e sistemas de reparo que reconhecem e removem moléculas

danificadas por oxidacdo. Entretanto, ocorrendo um desequilibrio acentuado
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entre a producdo de radicais livres e uma producdo insuficiente de
antioxidantes estabelece-se o estresse oxidativo (GOSMANOVA et al., 2011).

No presente estudo buscou-se submeter os ratos ao tratamento com
acupuntura e eletroacupuntura. Em humanos, esses tratamentos sao aplicados
sem a utilizacdo de anestésicos locais ou sistémicos. A introducdo de uma
agulha de fino didmetro produz um desconforto minimo e perfeitamente
toleravel pela grande maioria dos pacientes. Entretanto a aplicacdo desse
método de tratamento em animais de laboratério torna-se dificil, pois os
animais utilizados nas pesquisas nao permanecem imoveis apdés o
agulhamento, resultando em expulsdo da agulha introduzida, que deve
permanecer no local de aplicacdo por um tempo variavel, geralmente 15 a 20
minutos. O estimulo elétrico, ao ser aplicado, pode resultar em contracao
muscular e movimento dos animais, prejudicando o possivel efeito benéfico do
tratamento. Por outro lado, o pre-condicionamento para o tratamento, realizado
durante 6 dias e mantendo o animal em repouso em dispositivos semelhantes
as redes usadas pela populacdo nordestina, com imobilizacdo parcial pelo
mesmo tempo utilizado no estudo permitiu a sua realizacdo em condicOes
semelhantes aquelas verificadas em humanos tratados com 0s mesmos
procedimentos.Saliente-se que esse procedimento ndo foi totalmente in6cuo
pois varios animais apresentaram alteracdes patolégicas nos primeiros dias de
imobilizacéo, tais como irritabilidade, diarréia, epistaxe moderada e dermatite
de contato ao esparadrapo usado na imobilizacado dos animais.

Um estudo conduzido por Selek et al. (2008) demonstrou alto risco
(58%) de obesidade em individuos deprimidos. A reciproca também foi
comprovada, com a verificacdo do aumento dos casos de depressao (55%)
entre individuos obesos.

No presente estudo ndo se observaram diferencgas significantes entre os
pesos médios de cada grupo, denotando uniformidade da amostra. Por outro
lado, houve aumento de peso dos animais ao longo do experimento na
comparacao entre os pesos aferidos no ultimo dia do estudo, quando
comparados aos pesos verificados no dia de término do processo de inducdo
do EMC. O aumento variou de 5,03% a 18,03%, este ultimo nos ratos tratados
com EAc 100 Hz. Todavia, o peso dos rins ndo apresentou alteracfes

significantes, comparando-se cada grupo ao controle G1.
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Os testes comportamentais comprovaram o0 estabelecimento da
anedonia em todos os ratos, demonstrando a validade do modelo estudado.

Creatinina e ureia sdo duas substancias presentes na corrente
sanguinea, que podem ser dosadas atraveés de exames de sangue quando se
pretende fazer uma avaliagdo da funcdo dos rins. Elevacbes dos valores
dessas duas substancias sdo a principal forma de se diagnosticar
precocemente doencgas renais. Embora n&o tenha ocorrido variagdo significante
da concentracao de uréia plasmatica nos ratos tratados com Ac, o uso da EAc
(2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos promoveu aumento significante
(p<0,0001) das concentra¢cbes de uréia plasmatica no ultimo dia do estudo,
sugerindo que a EAc ndo impediu o desenvolvimento de lesédo renal em ratos
deprimidos. Por outro lado ndo ocorreu alteragcdo na concentracédo de creatinina
na comparacao entre os ratos deprimidos (G2-G4) tratados com Ac e EAc (2 e
100 Hz), e o grupo controle negativo (G1) no ultimo dia do estudo.Este ultimo
indicador € mais preciso na avaliacdo da funcéo renal que o anterior, sugerindo
que a lesédo renal talvez ndo seja expressiva.

Houve aumento significante concentracées de GSH no tecido renal e no
plasma dos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle
positivo (G1) no ultimo dia do estudo.

N&o foram observadas diferencas significantes das concentracdes de MDA
no plasma e no tecido renal na comparacao entre os Grupos G2-G4 e o0 grupo
controle G1.

Efeitos antiperoxidativos da EAc de baixa frequéncia foram demonstrados
por Siu, Lo e Leung (2004). Esses pesquisadores estimularam acupontos
VB20 localizado na face posterior do pesco¢o e o acuponto E36 usado no
presente estudo e concluiram que a EAc de 2 Hz poderia reduzir a intensidade
da lipoperoxidacdo em tecido cerebral submetido a isquemia.

Silva et al (2011) submeterem ratos expostos aos efeitos oxidantes da
cetamina usada como anestésico e observaram um aumento da peréxidacao
lipidica ap6s o uso de EAc de 10 Hz, durante 30 minutos. Os efeitos da
peroxidacao lipidica no tecido renal foram ainda mais pronunciados quando se
aumentou a freqiiéncia da eletroacupuntura para 100 Hz.

Wang et al. (2011) estudaram os efeitos da EAc em modelo experimental

de doenca de Parkinson em camundongos e verificaram que o uso da EAc
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(100 Hz) reduziu significativamente as concentracfes cerebrais de MDA no 7°
dia do experimento.

A inflamagéo foi reduzida ou atenuada considerando que houve diminuigéo
significante na atividade da mieloperoxidase no rim dos ratos na comparacao
entre os Grupos G2-G4 e o grupo controle G1.

Estudo realizado por Santos et al.(2013) mostrou diminuigcdo da atividade
da MPO, utilizando diferentes tipos de estimulagdo (AC, EAc -2 e 100 Hz).
Resultado semelhante foi apresentado por da Silva et al. (2011), usando um
modelo experimental de peritonite em camundongos. Também houve reducao
significativa da atividade da MPO em retalhos cutaneos randomizados no dorso
de ratos (LIMA et al., 2012) onde estudaram os efeitos da EAc em
randomizados abas de pele em ratos e descobriu a reducéo significativa na
atividade MPO.

Este estudo apresenta algumas fragilidades:

1) a auséncia de um grupo controle basal para se verificar os valores dos
diversos indicadores antes do inicio dos experimentos;

2) a auséncia de um grupo de animais que deveriam ser avaliados ao
término da inducdo do estado depressivo, para permitir uma melhor
comparacao temporal dos resultados;

3) o peso dos ratos foi superior aos observados por outros pesquisadores;
nesse contexto os animais mais velhos poderiam ser, talvez, mais resistentes a
depressao que ratos mais jovens;

4) h4 uma proposta de continuacdo desse estudo utilizando substancias de
conhecida atividade antidepressiva, o poderia trazer novas informacdes sobre o
potencial antidepressivo e antioxidante da eletroacupuntura. Esse estudo
poderia contemplar maior tempo de exposicdo ao estresse, maior tempo de
tratamento dos animais bem como uma avaliacdo temporal dos resultados,

trabalhando com um namero maior de grupos.



7 CONCLUSAO

A acupuntura nao tem efeito protetor sobre a inflamacéao no rim de ratos
submetidos ao estresse moderado crénico imprevisivel.

A acupuntura e a eletroacupuntura ndo tém efeitos moduladores sobre a
peroxidacao lipidica no modelo estudado.

A eletroacupuntura exerce um efeito protetor sobre o estresse oxidativo
sistétmico e renal em ratos submetidos ao estresse moderado cronico
imprevisivel.

Acupuntura e a eletroacupuntura exercem um efeito protetor sobre o
estresse oxidativo renal em ratos submetidos ao estresse moderado cronico
imprevisivel.

A eletroacupuntura promove o0 submetidos ao estresse moderado

cronico imprevisivel experimentalmente.
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APENDICE A

ROTINA PARA A APLICAGAO DOS ESTRESSORES MODERADOS E
IMPREVISIVEIS DURANTE 6 SEMANAS PARA A INDUGAO DO ESTRESSE
MODERADO CRONICO (EMC) NOS RATOS

SEMANA | Segunda Terca Quarta Quinta Sexta Sabado Domingo
1 24 3 16 28 30 2
2 32 4 17 23 36 22 P
3 33 5 14 21 19 20 %
4 1 15 26 6 10 34 o
5 12 29 18 35 8 25 %
6 11 13 9 7 27 31 O

Distribuicéo e descricdo dos estressores:

01-06 = Confinamento em um espaco restrito por 2 h (08 as 10 horas),

07-12 = Inclinag&o da gaiola durante 4 horas (08 as 12 horas)

13-18 = Habitagdo em cama Umida durante 8 horas (08 as 16 horas)

19-24= privacao de alimentos durante 12 h seguida por exposi¢do de comida inacessivel para
0s animais durante 1 hora (08 as 21 horas)

25-30= jejum hidrico durante 12 horas seguido da exposi¢do da garrafa d'agua vazia durante 1
hora (08 as 21 horas)

Repouso, com oferta de ragdo e agua ad libitum

Para a geracéo dos nimeros randdmicos foi utilizado o Gerador on-line de NUmeros Randdmicos,
disponivel em

http://randomnumbergenerator.intemodino.com/pt/ [ Acesso em 27Maio 2014]




APENDICE B
Pesos dos animais

Peso dos ratos (g) antes do inicio do experimento (Dia 1)

Rato G1 | G2 \ G3 G4
1
2 284 280 301 266
3 268 323 230 295
4 287 340 244 252
5 278 298 282 327
6 272 320 277 297

Peso dos ratos (g) ao téermino doEMC (Dia 42)

Rato | G1 | G2 \ G3 \ G4
1
2 384 315 330 296
3 287 350 248 227
4 309 382 292 209
5 284 268 304 370
6 356 305 331 329




APENDICE C

Pesos dos rins

65

Peso do Rim Direito

Rato | G1 | G2 \ G3 G4
1 1,176 1,234 1,323 1,171
2 1,105 1,343 0,904 1,235
3 1,260 1,271 1,123 0,919
4 0,941 0,931 1,214 1,319
5 1,296 1,165 1,199 1,360
6 1,306 1,313 1,319 1,186

Peso do Rim Esquerdo

Rato | G1 | G2 \ G3 G4
1 1,250 1,163 1,101 0,975
2 1,055 1,271 0,896 1,175
3 1,113 1,302 1,153 0,919
4 1,017 0,962 1,004 1,257
5 1,152 1,169 1,094 1,260
6 1,213 1,152 1,280 1,248




APENDICE D

Grupos 1-2

Teste de preferéncia da sacarose (TPS)

66

Grupo 1 TPS1 TPS2 TPS3
Rato Volume Volume Volume Volume Volume Volume
ingerido ingerido ingerido ingerido ingerido ingerido
(dgua) (sacarose) (dgua) (sacarose) (dgua) (sacarose)
1 15 15 25 29 5 13
2 10 10 23 9 11 10
3 20 8 22 12 17 10
4 12 20 25 10 3 18
5 8 5 16 18 4 14
6 5 5 25 6 5 5
Teste de preferéncia da sacarose (TPS)
Grupo 2 TPS1 TPS2 TPS3
Rato Volume Volume Volume Volume Volume Volume
ingerido ingerido ingerido ingerido ingerido ingerido
(4dgua) (sacarose) (adgua) (sacarose) (agua) (sacarose)
1 10 4 18 12 20 7
2 14 0 17 27 20 4
3 11 5 10 15 22 2
4 7 0 26 7 7 16
5 0 4 26 5 6 10
6 11 3 17 4 16 5




APENDICE E

Grupos 3-4

Teste de preferéncia da sacarose (TPS)

67

Grupo 3 TPS1 TPS2 TPS3
Rato Volume Volume Volume Volume Volume Volume
ingerido ingerido ingerido ingerido ingerido ingerido
(dgua) (sacarose) (dgua) (sacarose) (dgua) (sacarose)
1 14 26 18 35 12 12
2 30 10 19 17 11 5
3 0 18 17 14 6 8
4 30 8 18 17 10 8
5 44 20 21 16 18 10
6 12 16 33 1 20 6
Teste de preferéncia da sacarose (TPS)
Grupo 4 TPS1 TPS2 TPS3
Rato Volume Volume Volume Volume Volume Volume
ingerido ingerido ingerido ingerido ingerido ingerido
(dgua) (sacarose) (dgua) (sacarose) (dgua) (sacarose)
1 10 5 28 3 10 8
2 12 5 37 8 20 5
3 9 3 12 16 8 10
4 10 8 24 12 8 12
5 9 2 30 8 7 20
6 30 10 26 26 6 5




APENDICE F

Grupos 1-2

68

Teste de natacao forcada TNF(Tempo de inatividade)

Grupo 1 TNF1 TNF2 TNF3
(minutos / segundos) (minutos / segundos) (minutos / segundos)
Rato
1 06:11 02:03 02:10
2 04:04 00:59 04:42
3 03:24 01:15 00:14
4 02:11 00:40 00:38
5 01:55 02:25 00:32
6 02:28 00:23 01:40
Grupo 2 TNF1 TNF2 TNF3
(minutos / segundos) (minutos / segundos) (minutos / segundos)
Rato
1 02:35 00:29 00:21
2 00:48 00:14 00:17
3 01:41 01:11 00:41
4 00:36 00:19 00:20
5 01:07 00:53 00:28
6 02:29 00:49 01:17
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APENDICE G
Grupos 3-4

Teste de natacao forcadaTNF (Tempo de inatividade)

Grupo 3 TNF1 TNF2 TNF3
(minutos / segundos) (minutos / segundos) (minutos / segundos)
| Rato | | | |
1 02:15 01:05 00:33
2 01:30 00:30 00:12
3 01:55 00:42 00:35
4 02:25 00:29 00:15
5 00:39 01:18 00:05
6 02:20 00:57 00:26
Grupo 4 TNF1 TNF2 TNF3
(minutos / segundos) (minutos / segundos) (minutos / segundos)
| Rato | | | |
1 00:57 00:58 00:00
2 02:06 00:16 00:14
3 00:38 01:03 00:11
4 01:05 00:20 00:09
5 02:05 00:38 00:09
6 01:31 00:31 00:17



MARCADORES DE LESAO RENAL

APENDICE H

70

UREIA

Rato | G1 | G2 \ G3 \ G4
1 38, 48, 50, 53,
2 43, 45, 53, 47,
3 42, 50, 55, 45,
4 46, 52, 56, 55
5 41, 53, 59, 56,
6 54, 49, 49, 56,

CREATININA

Rato | G1 | G2 \ G3 \ G4
1 0,5 0,5 0,5 0,4
2 0,5 0,5 0,4 0,5
3 0,5 0,4 0,4 0,5
4 0,4 0,5 0,4 0,4
5 0,4 0,5 0,6 0,5
6 0,5 0,5 0,6 0,5




MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

APENDICE |

71

GSH - Plasma
Rato | G1 | G2 | G3 G4
1 13,3407 14,4538 21,3964 58,1595
2 13,8387 11,5538 41,8724 48,7271
3 13,2821 22,3923 22,9782 54,2928
4 14,2488 20,0196 20,3125 49,0786
5 13,8973 18,8186 18,7893 78,8407
6 14,2488 16,5337 46,3836 49,6352
GSH - Rim
G2 | G1 | G2 | G3 G4
1 8,6538 37,6542 40,5835 54,6443
2 18,0276 64,8970 40,5835 51,7150
3 8,9467 37,3613 43,2199 71,3416
4 18,3206 46,7351 36,4825 74,5638
5 15,6842 44,9775 48,7857 52,3009
6 15,3912 12,1690 45,5634 77,4932
MDA - Plasma
Rato | G1 | G2 \ G3 G4
1 0,036 0,036 0,066 0,196
2 0,016 0,076 0,056 0,156
3 0,186 0,086 0,106 0,126
4 0,086 0,036 0,036 0,286
5 0,006 0,066 0,096 0,356
6 0,016 0,058 0,296 0,011
MDA - Rim

G2 | G1 | G2 \ G3 G4
1 0,036 0,036 0,066 0,196
2 0,016 0,076 0,056 0,156
3 0,186 0,086 0,106 0,126
4 0,086 0,036 0,036 0,286
5 0,006 0,066 0,096 0,356
6 0,016 0,058 0,296 0,011
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MPO - Rim
G2 G1 \ G2 \ G3 G4
1 4,231 4,752 4,213 0,992
2 4,351 3,757 1,549 1,305
3 4,176 2,282 4,420 2,024
4 4,877 2,973 1,711 1,397
5 5,324 3,844 1,342 1,780
6 4,250 5,208 3,955 0,844
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ANEXO A
PARECER DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal do Ceard
Comissdo de Etica no Uso de Animais = CEUA
Rua: Coronel Munes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cap: G0430-270 Fortalexs-CE

CERTIFICADD

Certificames que o projeto fefiidade "EFEITOS MODULATORKE DA
ACUPUNTURA E DA ELETROACUPUNTURA SOERE O ESTRESSE OXIDATIVO E A
INFLAMACAD INDUZIDOS POR DEPRESSAD EXPERIMENTAL RO BIM DO RATON,
protocols n® RE2014, sob responsabilidade do Prof. Dr. Francisco das Chagas
Medeiro, que echvolve a produgio, manutengdo e'ou utilizagie pertencentes oo file
Chordatn, subfilo Vertebrata (exceto ¢ homem), parn fing de pesquisa clentifica -
encontra-se de acorde com os preceiios da Let 11794, de n"8 de outubro de 2008, do
[Becreto 6899 de 15 de julbo de 2009, ¢ com as normes editadas peloe Conselho
Macional de Controle de Expermentacio Animal (COMCEA) ¢ fol adotados pelo
Colégio Brasileiro de Expermentacio  Animal (OOBEAL ol aprovado pela
Comisdio de Eten no Uso de Animais (CEUA-UFCY da Universidade Federal do

Caara, o reunific 2Ty il dix oisbro de 2015,
Vigéncia do projeio | 01/082014 a 31/072016

_E:.::i[rﬁl:ii:"l inhagem : Rl ".'r'i:.]:t‘r

N de Animais | 24 —

Pesodldade | 150 250g

Sexo | Machos/Fémeas

Crigem | Biotério Central da UFC

Fortaleza, 18 de novembro de 2015

Prof. Ii%zu Siqueira

N TEREE e FER B A mo €A A
RODEIGO JSE BETERAA OF SIOUEHA

CORRDENALGE [ S0MrEL DT (TIC E D USE A
AIMUS - CEQWERD - Matricats Same |SDNTR4




GRAFICO PADRAO PARA O CALCULO DA ATIVIDADE DA MPO

D absorb 470nm

0.30+
0.25+
0.201
0.154
0.104
0.05+

0.00-

ANEXO B

Data Table-1

I T T T T T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Unidades/0.1mL

Legend
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ANEXO C

GRAFICO PADRAO PARA O CALCULO DA CONCENTRACAO DE GSH

Curva Padrao GSH Plasma
1.5

Absorb

0.5-

0.0 T T 1
0 50 100 150

CONC
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