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RESUMO

Efeitos modulatorios da acupuntura e da eletroacupuntura sobre a inflamacédo e o
estresse oxidativo no figado de ratos deprimidos experimentalmente. Andrea de Oliveira
Albuquerqgue. Dissertacdo de Mestrado. Programa de p6s-graduacao stricto sensu em Ciéncias
Medico-cirurgicas. Departamento de Cirurgia. Faculdade de Medicina. Universidade Federal
do Ceara. Orientador: Prof. Dr. Sérgio Botelho Guimaraes.

O estresse, atualmente, € um dos principais fatores que tém sido associados com a ocorréncia
de depressdo, uma das formas mais comuns de psicopatia, cujo impacto social é alto.
Podemos apontar uma estreita relacdo entre o estresse e a depressao, a partir de evidéncias
que apontam a presenca de anormalidades nos niveis celulares de espécies reativas de
oxigénio e glutationa reduzida (GSH) na atividade de enzimas antioxidantes. Sabe-se que 0
desequilibrio entre oxidante e antioxidante (estresse oxidativo) desempenha um papel
fundamental na producdo de lesdes induzidas pelo estresse, 0 qual, nesse estudo, associou-se a
lesdo hepatica.Os impactos dos disturbios emocionais sobre o figado parecem estar associados
a maior gravidade das doencas hepaticas.Baseado nisso, utiliza-se a acupuntura manual no
acuponto VB34 (Yanglingquan) com o intuito de gerar respostas hepatoprotetoras e no ponto
E36 (Zusanli) para fortalecer os processos mentais. Assim, esse trabalho objetivou avaliar os
efeitos modulatdrios da acupuntura e eletroacupuntura sobre o estresse oxidativo agudo e a
inflamacdo no figado de ratos deprimidos experimentalmente. Tratou-se de um estudo
prospectivo, controlado e comparativo entre quatro grupos de ratos Wistar, 24 ratos machos
distribuidos randomicamente em grupos de seis, submetidos ao estresse cronico moderado
(ECM) durante seis (6) semanas, para 0 desenvolvimento de um quadro depressivo,
constatado por Teste de Preferéncia a Sacarose e Teste de Natacdo Forcada. Seguido por
tratamento de Acupuntura (Ac), Eletroacupuntura 2Hz (Eac 2Hz) e Eletroacupuntura 100 Hz
(Eac 100Hz), excetuando-se o grupo controle. Foram utilizados os acupontos VB34 e E36
como tratamentos,e 0 ponto R3 (Taixi), foi utilizado como potencializador. O tratamento
durou 20 min, repetido em dias alternados, perfazendo seis (6) aplicaces. Ao final, foram
coletadas amostras de sangue e de figado para analise bioguimica, que incluiram a anélise
de transaminase glutdmico oxalacética/ aspartato aminotransferase(TGO/ALT) e transaminase
glutdmico-piravica/alanina aminotransferase (TGP/AST) séricas,dialdeido malénico (MDA)
sérico e hepatico, glutationa reduzida (GSH) sérica e hepética e mieloperoxidase hepatica
(MPO). No presente estudo observou-seque o tratamento proposto com Ac, Eac 2Hz e Eac
100Hz, promoveu reducdo significativa de AST serica, aumento da GSH hepatico para todos
0s grupos tratados. Observou-se, também, um aumento muito significativo (p < 0,0001)de
GSH sérico relacionados ao tratamento comEac 100Hz e significativo (p<0,05) relacionado a
Ac, uma reducdo significativa de MDA hepatico (p<0,05) e uma reducdo muito significativa
de MPO hepatico (p < 0,0001), relacionado ao uso da Eac 100Hz. Conclui-se, entéo, que a
aplicacdo do tratamento em ratos previamente deprimidos promoveu protecdo local e
sistémica sobre 0 estresse oxidativo por aumento das concentraces de GSH, além de reduzir
o0 estado inflamatorio. Enfatiza-se que tratamento com Eletroacupuntura 100Hz se mostrou
significativamente mais promissor como tratamento.

Descritores: Acupuntura e eletroacupuntura; Inflamacdo e estresse oxidativo; Figado;
Depressédo em rato.



ABSTRACT

Modulatory effects of acupuncture and electroacupuncture on inflammation and
oxidative stress in the rat's liver experimentally depressed. Andrea de Oliveira
Albuquerque.Master’s degree.Post-graduation Program Stricto Sensu in Medical-Surgical
Sciences.Federal University of Ceara. Professor: Prof. Dr. Sérgio Botelho Guimaréaes.

Stress is currently one of the main factors that have been associated with the occurrence of
depression, one of the most common forms of psychopathy, the social impact is high. We can
point to a close relationship between stress and depression, from evidence pointing to the
presence of abnormalities in cellular levels of reactive oxygen species and reduced
glutathione (GSH) in the activity of antioxidant enzymes. It is known that the imbalance
between oxidant and antioxidant (oxidative stress) plays a key role in the production of
lesions induced by stress, which in this study associate with liver injury. The impact of
emotional disorders on the liver appears to be associated with increased severity of liver
disease. Based on this, the manual acupuncture is used in acupoint VB34 (Yanglingquan) in
order to generate hepatoprotective answers and E36 point (Zusanli) to strengthen the mental
processes. This study aimed to evaluate the modulatory effects of acupuncture and
electroacupuncture on oxidative stress and inflammation in the liver of rat experimentally
depressed. This was a prospective, controlled study, comparing four Wistar rats groups, there
were 24 male rats randomly assigned in groups of six, subjected to Chronic Mild Stress
(CMS) for six (6) weeks for the development an experimental depression, this frame was
evidenced by Sucrose Preference Test and the Forced Swim Test. After we performed the
treatment Acupuncture (Ac), electroacupuncture 2 Hz (Eac 2 Hz )and electroacupuncture 100
Hz (Eac 100Hz ) , except for the control group. The acupoints VB34 and E36 were used as
treatments, and the point R3 (Taixi) was used as the potentiator.The treatment lasted 20 min,
repeated on alternate days, totaling six (6) applications. In the end, blood samples and liver
samples were collected for biochemical analysis, which included the transaminase analysis
glutamic oxaloacetic / aspartate aminotransferase (AST/ALT) and transaminase glutamic
pyruvic / alanine aminotransferase (ALT/AST) serum, malonic dialdehyde (MDA) serum and
liver, reduced glutathione (GSH) serum and liver and myeloperoxidase (MPO) liver. In the
present study it was observed that the proposed treatment with Ac, Eac 2Hz, Eac and
Eac100Hz, caused a significant reduction of serum AST, increased hepatic GSH for all treated
groups. There was also a significant increase (p <0, 0001) serum GSH related to treatment
with Eac 100Hz and significant (p <0.05) related to Ac, a significant reduction in hepatic
MDA (p <0, 05), and a very significant reduction in hepatic MPO (p<0.0001 ) , related to the
use of Eac 100Hz . It was conclued, then, that the applications of the treatment in rats
previously depressed promoted local and systemic protection on oxidative stress by increasing
GSH concentrations and reduce the inflammatory state. It is emphasized that treatment with
electroacupuncture 100Hz was significantly more promising as a treatment.

Descriptors: Acupuncture and Electroacupuncture; Inflammation and Oxidative Stress;
Liver; Depression of mouse.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEPRESSAO
1.1.1 Panorama epidemioldgico e caracteristicas

A depressdo € uma das formas mais comuns de psicopatologia. E, segundo o ultimo
estudo da World Health Organization ou Organizacdo Mundial de Salude (2012), atingia cerca
de 350 milhdes de pessoas em 2012, refletindo uma prevaléncia de, aproximadamente, 17%
da populacédo mundial.

De acordo com as perspectivas dessa mesma pesquisa da OMS, nos proximos quatro
anos a depressao sera a segunda causa mundial relacionada ao absenteismo e ao 6nus laboral.
Em 2012 ja ocupavamos quarta posi¢do. A estimativa para o futuro € uma relacdo de uma em
cada cinco pessoas, em algum momento da vida, com uma alteracéo psiquiatrica que necessite
de acompanhamento especializado (ABELHA, 2014).

Por isso, € considerada um problema de salde publica, cujo 6nus pode levar ndo
somente a perda monetéaria, mas, também, a perda de relacionamentos, de empregos, e, com
frequencia, da propria vida (NESTLER et. al., 2002; ABELHA, 2014). Atualmente, 0s
impactos econdmicos da depressdo chegaram a 118 bilhdes de euros na Europa em 2004
(SOBOCKI et al., 2006). Mas, o que se observa é que a depressao esta se tornando a doenca
com maiores custos econdmicos e sociais para 0s governos, devido aos gastos com tratamento
e as perdas de producdo (DIMATTEO; LEPPER; CROGHAN, 2000; BLUMENTHAL et al.,
2003; SIMON, 2003).

Estima-se que no Brasil ocupe o terceiro lugar dentre os paises mais depressivo no
mundo, com aproximadamente 54 milhdes de pessoas que em algum momento de suas vidas
desenvolverdo algum tipo de depressdo, sendo que 7,5 milhdes terdo episddios agudos e
graves, muitas com risco de suicidio (NARDI, 2000).

O suicidio representa o pior desfecho relacionado ao quadro depressivo. Oliveira em
2010, trouxe uma comparacao da relacdo suicidio por ano no estado do Ceara de 1998 a 2007,
0 que se observou foi um aumento de 265 casos para 525. Estes valores representam um
aumento de 65,69% na taxa de suicidio no estado.

Especialistas apontam que 0os motivos para esse quadro alarmante sdo varios, desde
alteracdes bioldgicas a heranca genetica, mas destaca-se o estilo de vida excessivamente

atarefado e a busca precoce pelo diagnostico (ABELHA, 2014).
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Assim, para se fechar o diagnostico e realizar um manejo adequado é necessario que
se faca a diferenciacéo entre depresséo e flutuagdo de humor cotidiana. De acordo com OMS
(2012) e a Sociedade Americana de Psiquiatria (2014), no Manual Diagndstico e Estatistico
de Transtornos Mentais, a depressdo se caracteriza como problema com um grau de
cronicidade, relacionado a auséncia de prazer ou interesse, associados a distirbios do sono e
do peso, com idéias recorrentes de morte, o que pode torna-la um grave problema de salde, e
as flutuacdes de humor habituais estdo relacionadas a respostas emocionais de curta duracédo

para os desafios da vida cotidiana.

1.1.2 Fisiopatologia da depressao

Algumas hipoteses parecem estar envolvidas na fisiopatologia da depressao, mas sua
etiologia ainda ndo esta bem definida. Uma das teorias pioneiras fala da deficiéncia na
atividade monoaminérgica no cérebro (ELHWUEGI, 2004). Descrita por volta de 1965,
postula que o maior processo neuroquimico envolvido na depressdao € a disfuncdo na
neurotransmissdao monoaminérgica e a concomitante diminuicdo das monoaminas
norepinefrina e/ou serotonina na fenda sinéptica, e também pode ser estendida para dopamina.

A disfungdo pode estar relacionada com sintese, armazenamento ou liberacdo das
monoaminas ou estas podem manter-se inalteradas, mas as atividades dos receptores e/ou
mensageiros intracelulares podem estar alteradas. Essa hipoOtese pode ser comprovada pelo
mecanismo de acdo dos antidepressivos relacionados com o aumento de monoaminas no
cerebro (NEMEROFF, 2007).

Porém, outras hipdteses parecem estar envolvidas na fisiopatologia da depressao.
Estudos sugerem o envolvimento da desregulacdo imunoldgica no desencadeamento da
depressdo, hipétese que se relaciona com o presente estudo (DANTZER; KELLEY, 2007;
KIM et al, 2007; LEONARD; MAES, 2012). Descrita por Smith (1991), revisado por Berton
et. al (2012),a hipotese relaciona as citocinas pré-inflamatorias, as quais sdo produzidas por
macrofagos ativados, como contribuintes para muitos dos sintomas da depressao.

Isto pode ser fundamentado pelo alto indice de depressdo clinica relacionada ao
tratamento com citocinas (ex: interferon gama, usado no combate a infecgfes e alguns tipos
de cancer) que conduz ao modelo de depressdo induzida por citocinas (RAISON et. al, 2005).
Além disso, Filho (2014) verificou 0 aumento nos niveis de uma gama de citocinas (ex: IL-1,
IL-6, TNF-a) em homens e mulheres depressivas, sendo restaurados aos niveis do controle

apos 12 semanas de terapia antidepressiva.
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1.2 RELACAO ENTRE ESTRESSE E DEPRESSAO

Os primeiros episodios de depressao sdao muitas vezes relacionados com um estressor
psicossocial significativo. A exposicdo ao estresse cronico pode desencadear uma cascata de
alteracbes neurobioldgicas que podem propiciar mudangas em longo prazo ou permanentes
nas respostas emocionais, fisiologicas e comportamentais que influenciam a suscetibilidade e
a evolucao de enfermidades (WEISS; POST, 1994; MCEWEN, 1998).

1.2.1 Fisiopatologia de resposta ao estresse

Os principais mecanismos envolvidos na resposta ao estresse envolvem o sistema
nervoso autdnomo (SNA) e o eixo Hipdfise - Pituitaria - Adrenal (HPA) (FILHO, 2014).

O SNA, subdividido em simpético e parassimpatico, provocam alteracdes rapidas nos
estados fisioldgicos através da inervacdo dos orgdos alvos. Um exemplo € a liberagcdo de
noradrenalina, nas terminacdes dos nervos simpaticos, e adrenalina pela estimulacdo
simpatica das células da medula da glandula adrenal, que levam, por meio da inervacao
simpatica, ao rapido aumento da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial. Essa excitacdo do
SNA pode ser diminuida rapidamente em razdo do reflexo parassimpatico, resultando em
respostas de curta duracdo (ULRICH-LAI et al., 2009).

Por outro lado, outro mecanismo importante no estresse, é a ativacdo do eixo HPA,
que resulta na elevacdo dos niveis de glicocorticGides circulantes. A exposi¢do ao estressor
ativa os neur6nios do nucleo paraventricular do hipotdlamo que secretam horménios
liberadores, como o hormoénio liberador de corticotrofina (CRH - do inglés corticotropin-
releasing hormone). Esse, por sua vez, atinge a hipofise anterior promovendo a liberacdo do
horménio adrenocorticotrofico (ACTH — do inglés adrenocorticotropic hormone), que vai
atuar no cortex da glandula adrenal promovendo a sintese e liberacdo de glicocorticdides,
como, por exemplo, do cortisol em humanos e do corticosterona em roedores (FILHO, 2014).

Diferentemente dos mecanismos simultaneos do sistema nervoso autbnomo, a agdo
dos glicocorticoides, desencadeada pelo eixo HPA, ocorre dezenas de minutos apds o inicio
do estresse (ULRICH-LAI et al., 2009). Eles obedecem a um ritmo pulsatil, de acordo com o
ciclo circadiano, e atuam, principalmente, sobre os receptores de mineralocorticoides, 0s quais
possuem grande afinidade pelos corticosterdides, sendo ocupados mesmo em niveis baixos. Ja
em situacdo de estresse, ha uma exploséo secretoria, que ativa o receptor de glicocorticéide,
estes receptores possuem dez vezes menos afinidade pelos corticosteroides, e s6 sdo ocupados

diante desse grande aumento.
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Apos a ligagdo com seu receptor, 0s corticosteroides promovem a transcrigdo génica
no nucleo das células e, assim, influenciam na taxa de secrecdo de proteinas especificas, de
acordo com o tipo de célula. Os glicocorticoides circulantes promovem a mobilizacdo da
energia e potencializam alguns efeitos do sistema nervoso simpatico. Desempenham, também,
um papel chave no controle da atividade do eixo HPA e na finalizag&o da resposta ao estresse,
através de uma realimentacdo inibitoria em &reas cerebrais (JOELS; BARAM 2009).

Em pacientes depressivos, a concentracdo de glicocorticoides parece esta
frequentemente elevada, a qual caracteriza a disfuncdo no eixo HPA (NESTLER et al., 2002).
Isto também leva a hiperatividade do sistema nervoso simpatico e a hipertrofia das adrenais,
causando uma diminui¢do nos niveis de catecolaminas, como a noradrenalina, adrenalina e
dopamina na corrente sanguinea, e aumento dos niveis plasmaticos de cortisol.

Alguns estudos de imagem e ressonancia magnética compararam pacientes deprimidos
e pacientes saudaveis, neles foi observada a reducdo no volume do cortex pré-frontal e do
hipocampo dos pacientes deprimidos, demonstrando que o estresse pode levar a atrofia e
morte dos neurdnios hipocampais e, também, a reducdo da neurogénese (GOULD et al.,
1997;0NGUR et al., 1998; MACQUEEN et al., 2003; FILHO, 2014). Lembrando que o
hipocampo e o cortex pré-frontal participam de fungdes de alta ordem como memodria,
aprendizado, atencdo e impulsos, tomada de decisdes, bem como desempenham um papel
chave na modulagéo autondmica e enddcrina de resposta ao estresse.

Nesse sentido, sugere-se que alteracdes funcionais nestas areas parecem favorecer o
desenvolvimento de transtornos mentais, como ansiedade e depressdo. Além de mediar
aspectos cognitivos da depressdo decorrente do estresse, tais como deficiéncias de memoria e
sentimentos de culpa, desesperanca e suicidio (CZEHet al., 2008; DREVETS, 2000; FILHO,
2014).

Como citado anteriormente, pacientes com depressdo possuem uma hiperatividade do
HPA que ao levar um aumento da ativacdo do sistema nervoso simpatico desencadeia uma
hiperativacdo da amigdala, promovendo a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias a partir de
macrofagos. Sintomaticamente, o resultado inclui fadiga, perda de apetite e libido, bem como
a hipersensibilidade a dor (TSIGOS et al., 2002). Também podem levar a diminui¢cdo do
suporte neurotrofico e a neurotransmissdo monoaminérgica resultando em apoptose neuronal.

O estresse leva a depressdo que tem como consequéncia uma desregulagdo imune
central. Isso ocorre devido a ativacdo da microglia, celulas responsaveis pela defesa no caso

de leséo ou infec¢do, por meio de liberacdo de uma gama de moléculas que, dependendo do
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estimulo inicial, podem ser troficas ou citotoxicas. Assim, ocorre a liberagdo adicional de
citocinas inflamatorias o que diminui a plasticidade celular (DUMAN; MONTEGGIA, 2006).

A partir das hipoOteses apontadas, 0 sucesso da terapia antidepressiva estaria
dependente da normalizacdo dos processos inflamatorios e da regulacdo da sinalizacdo
monoaminérgica, entre outros fatores que sdo alterados pelo estresse (FEDERAL; PAMPA,
2014).

1.2.1.1. Estresse oxidativo e mecanismos anti-oxidantes

O estresse, atualmente, ¢ um dos principais fatores que tém sido associados com a
ocorréncia de depressdo. Embora o estresse agudo seja essencial para a sobrevivéncia dos
seres Vivos, a exposicdo prolongada a estimulos estressantes tem sido diretamente relacionada
com o inicio e a progressdo dos processos patoldgicos relacionado as vias oxidativas e
desenvolvimento da depressao, como relatou os autores citados a cima. Esse processo é
caracterizado por um desequilibrio entre a producdo de substancias oxidantes e das defesas
antioxidantes, estabelecendo, assim, o “estresse oxidativo", que culmina na produgdo
excessiva de radicais livres. (TVEDE et al., 1993; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; LIU;
MORI, 1999; SARANDOL et al., 2007; MICHEL et al, 2007; MUNHOZ et al., 2008 NG et
al., 2008).

A producdo de radical livre (RL) é um termo aplicado a toda espécie que possui um ou
mais elétrons desemparelhados, sdo produzidas durante o metabolismo basal das células
aerobicas e incluem moléculas radicalares, como o anion superéxido e o radical hidroxila, ou
ndo-radicalares como o peroxido de hidrogénio. Duas substancias abundantes na natureza
podem gerar radicais livres: o oxigénio no estado fundamental (O,) e o 6xido nitrico (NO)
(ROVER JUNIOR et al., 2001). Os efeitos nocivos do oxigénio sobre 0s organismos vivos
variam na dependéncia do tipo de organismo e de seu estado fisiologico (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997).

Para detoxificar estas espécies reativas, 0 organismo possui um sistema de defesas
antioxidantes formado por agentes capazes de, em baixas concentracdes, retardar ou inibir
significativamente a injdria de um substrato oxidavel (HALLIWELL, 2001). Estes agentes
antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos, dentre os quais se destacam a enzima
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e glutationa

peroxidase (GPx), e ndo enzimaticos, como a glutationa reduzida (GSH) (SIES, 1993).
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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 lesdo resultante da exposicdo a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico, ozona,
radiacdo e luz ultravioleta (GALLEANO; PUNTARULO, 1995; DENEKE; FANBURG,
1989).

Est& onipresente nas células e possui papel central na biotransformacéo e eliminacéo
de xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo, por meio da metabolizacdo
da 4gua oxigenada (H202), e de outros peroxidos de hidrogénio, de compostos xenobidticos,
do &cido ascorbico ou como cofactor da glutationa-peroxidase e glutationa-S-transferase ou
ainda na desativacdo de radicais. Atua também na manutencdo da comunicacdo entre as
células, na prevencdo da oxidacdo dos grupos tiol presentes nas proteinas e no transporte
do cobre intracelular. A mitocondriae ondcleo tém a sua propria reserva de GSH, de
importancia crucial na protecdo destas estruturas contra a agdo das espécies reativas de
oxigénio (HUBER et. al, 2008).

A oxidacdo da glutationa a transforma em GSSG (glutationa oxidada). Como esse
composto é tdxico para o meio intracelular, os sistemas de protecdo entram em acgéo e a GSSG
é reduzida, retornando ao seu estado inicial (GSH) por acdo enzimética da glutationaredutase.
A relacdo ideal GSH/GSSG (100:1) é mantida através desse mecanismo (MEISTER, 1989).

O figado, é um importante marcador de combate ao estresse oxidativo, na busca da
homeostase, sua degradacdo da GSH e GSSG nos seus aminoacidos ocorre ao nivel
extracelular de todas as células do corpo e é catalisada ao nivel renal, numa reacc¢éo catalisada
pela y-glutamiltranspeptidase e pela cisteinil-glicina-dipeptidase (HUBER et. al, 2008).

Para a depressdo, podemos apontar uma estreita relagdo com o estresse, a partir de
evidéncias que apontam a presenca de anormalidades nos niveis celulares de espécies reativas
de oxigénio e glutationa reduzida (GSH) na atividade de enzimas antioxidantes como fatores
cruciais no desenvolvimento da depressdo (BILICI et al., 2001;KUMAR et al., 2011).

Estudos mostram uma relacdo entre a reducdo na concentracdo de plasmatica de GSH
observada nos principais transtornos psiquiatricos, documentado desde 1934 (MAES et al.,
2011). Da mesma forma, Kodydkova et al (2009) descreveu a redugdo de GSH no sangue de
mulheres deprimidas, constatando uma significante alteracdo na atividade das enzimas
antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas em pacientes deprimidos (BILICI et al., 2001;
OZCAN et al., 2004; KUMAR et al., 2011).
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Embora os mecanismos exatos de producgéo de substancias oxidantes decorrentes do
estresse psicoldgico e as lesbes teciduais associadas aos efeitos oxidantes dessas substancias
ainda permanecam obscuros, (LIU; MORI 1999; SANT'ANNA et al, 2003), sabe-se que 0
desequilibrio entre oxidante e antioxidante (estresse oxidativo) desempenha um papel
fundamental na producdo de lesdes induzidas pelo estresse em multiplos 6rgdos e tecidos
decorridos de estresse cronico (CAKIR et al., 2010; BARIS, et al 2010).

Uma das explicacdes para associacdo do estresse oxidativo a transtornos psiquiatricos
se da pela riqueza de acidos graxos insaturados no sistema nervoso central (SNC), substratos
passiveis de oxidacdo. Processo que ocorre pela peroxidagdo lipidica ou lipoperoxidacdo
(LPO), no qualos RL, dotados de elétrons desemparelhados, promove a remocao de um atomo
de hidrogénio de um grupamento metileno (-CH,-), produzindo um novo radical (-CHe-). Sob
condicdes aerobicas, esse radical centrado no carbono combina-se com o oxigénio (O2)
formando radicais peroxila (ROO¢), que é capaz de extrair um atomo de hidrogénio de outra
molécula de lipidio, estabelecendo assim a propagacéo da reacéo.

A medida que as reacdes em cadeia se processam, proteinas de transporte ou enzimas
de membrana podem ser inativadas, alterando a homeostase (LLESUY, 2002). Além disso
substancias como ferro e cobre, que catalisam reagdes de oxidacdo e neurotransmissores Sao
potencialmente oxidantes (HALLIWELL, 2006), somado ao alto consumo de oxigénio pela
celulas neurais, fazem delas células carentes de defesas antioxidantes, o que resulta em
destruicdo oxidativa dos neurbnios e neurodegeneracdo (BENZIE, 1996; LLESUY, 2002;
FREITAS etal., 2014).

Essa teoria, de associacdo do estresse oxidativo a depressdo, se fundamenta em
estudos que usaram antidepressivos classicos (ex: fluoxetina)para verificar suas propriedades
antioxidantes. Alguns trabalhos forneceram evidéncias de que os efeitos cumulativos
antioxidantes promovidos por diferentes classes de antidepressivos representam um
mecanismo universal de acdo antidepressiva (LI et al., 2000; KOLLA et al., 2005). Em vista
disso, tem sido alvo de interesse de muitos pesquisadores a busca por novos compostos que
possuam atividade bioldgica antioxidante com o minimo de toxicidade e efeitos adversos
(KUMAR et al., 2011; FREITAS et al., 2014).

1.2.1.2. Inflamagéo

Um namero crescente de trabalhos cientificos tem demonstrado que as citocinas

inflamatdrias desempenham um papel importante na génese do processo inflamatorio presente
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em pacientes que padecem de transtornos depressivos, como comprovado por estudos que
relataram associacGes positivas entre severidade de sintomas depressivos e varios marcadores
inflamatdrios (DENTINO et al., 1999; PARIANTE; PEARCE, 1999;KOP et al., 2002;
SUAREZ; KRISHNAN; LEWIS,2003; MILLER; MALETIC; RAISON, 2009; MILLER;
HARRY; KRAFT, 2012).

A neuroinflamacdo desempenha um papel importante na patogénese da isquemia
cerebral, caracterizada pelo recrutamento tempo-dependente da micrdglia, como citado
anteriormente, a infiltracdo de varios tipos celulares inflamatorios para o local afetado e
producdo de mediadores pré-inflamatorios.

Crescentes evidéncias demonstram o papel da mieloperoxidase (MPO) como
participante central do elo na inflamacdo pela reacdo com perdxido de hidrogénio. E
responsavel pela geracdo de acido hipocloroso, ele gera produtos secundarios (radicais livres e
substancias oxidantes difusiveis) com amplas aces bioldgicas, atividade antimicrobiana
(bactericida) e pro-inflamatdria, oxidacdo de compostos enddgenos (alguns medicamentos e
toxinas) e, também, dano oxidativo ao hospedeiro, podendo levar a apoptose. Esta
diretamente associada a processo inflamatério vigente (ROMAN et. al, 2008; CRUZ;
CAMPA, 2009).

Esta enzima é encontrada em leucdcitos da linhagem granulocitica e monocitica.
Possui uma proteina lisossomal armazenada nos seus granulos e um pigmento heme, que
causa a sua cor verde em excrec¢des ricas em neutréfilos. Os granulos intracelulares azurdéfilos
de neutrofilos, tem sido usada com sucesso como um marcador bioguimico de recrutamento
destas células no pulmdo e no miocardioisquémico. A dosagem de MPO correlaciona-se
fortemente com a quantidade de neutrdfilos recrutados na lesdo durante a inflamagéo. E uma
técnica que possibilita demonstrar o componente inflamatério de forma quantitativa (THIRU
et. al, 1995; CRUZ; CAMPA, 2009).

Estudos recentes apontam 0s provaveis mecanismos pelos quais a mieloperoxidase é
capaz de promover oxidacdo de lipoproteinas. Macrofagos utilizam NADPH oxidase para
produzir superoxido (O2) que pode dismutar e formar perdxido de hidrogénio (H20,). A
MPO catalisa reacdes com H,0, para gerar oxidantes citotoxicos mais potentes como HOCI
(&cido hipocloroso) e radical tirosil, sendo a Unica enzima humana capaz de gerar HOCI. Por
meio de ensaios de alta sensibilidade e especificidade, diversos produtos finais estaveis
gerados por essas espécies tém sido detectados. Além de marcadores da atividade da MPO,

sua importancia clinica se da por promover dano oxidativo (ROMAN et. al, 2008).
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1.3 MODELO EXPERIMENTAL NO DESENVOLVIMENTO DA DEPRESSAO

A depressao é fortemente influenciada por eventos estressantes e traumaticos ao longo
da vida, sugerindo que pacientes deprimidos devam ter prejuizos em estratégias de lidar com
situacdes aversivas (KLOET et al., 2005). Devido a isso, a maioria dos modelos depressivos é
baseada na exposi¢do do animal a uma variedade de estressores.

Atualmente, modelos de estresse estdo baseados em estresses fortes, moderados ou a
combinacdo dos dois, além de estresses repetidos ou variados (imprevisiveis), por um periodo
ininterrupto (no minimo trés semanas e no maximo seis semanas). Os modelos de estresse
crénico parecem serem mais apropriados para modelos de depressdo comparados a outros
modelos. Além disso, estresse crénico e frustracdo cronica comumente induzem alteracdes
neurobioldgicas, as quais podem levar a depressao (WILLNER, 1997).

Uma exposicdo prolongada ao estresse psicoldgico pode incrementar o aparecimento
de doencas em decorréncia do aumento da producédo de oxidantes e o0 do desenvolvimento de
lesbes oxidativas (LIU; MORI 1999). Com base nesta observacdo, o modelo animal de
estresse cronico moderado e imprevisivel (CUMS — do inglés Chronic unpredictable mild
stress)  foi  desenvolvido para simular um  comportamento  denominado
"anedonia",comportamental similar a perda de interesse ou prazer apresentada por humanos
com sintomas de melancolia, diagnosticados como portadores de depressédo (LIU et al, 2014;
WILLNER et al , 2005).

1.4. RELACAO ENTRE DEPRESSAO E HEPATOPATIA

Como uma afeccdo multifatorial, a depressdao possui uma complexa interacdo de
fatores sociais, psicoldgicos e bioldgicos. Havendo, assim, estudos que mostram uma inter-
relacdo muito proxima entre a depressdo e patologias fisicas. Sindromes metabolicas ou
afeccdes de Orgaos, como doencas cardiovasculares, podem comprometer a salde mental e
levar a depressédo (OMS, 2012).

A depressdo acomete as pessoas independentemente de suas idades, etnias e classes
socioecondmicas, trazendo prejuizos na qualidade das relacbes interpessoais, podendo
apresentar comorbidade com outras doencgas psiquiatricas e neuroldgicas, como ansiedade e
doenca de Parkinson ou desencadeando o desenvolvimento de afec¢fes de orgaos especificos,
como hepatopatias (GOTLIB; JOORMANN, 2010;BRHLIKOVA et al., 2011; YOUSSEF et
al,. 2013).
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Poucos estudos trazem uma relagdo direta de alteracdo de transaminases e distrbio
depressivo, apesar da correlagdo clinica. Isso se justifica, talvez, pela alta sensibilidade dessas
enzimas e pela baixa associacdo entre o grau de lesdo hepatocelular relacionada ao nivel
alterado de aminotransferases, a necrose em si ndo € necessaria para se observar essas
alteracOes. Estas enzimas séo liberadas no sangue em grandes quantidades quando ha dano a
membrana do hepatdcito, resultando em aumento da permeabilidade. Assim, a elevacédo
absoluta das aminotransferases tem grande significado diagndstico, e ndo prognostico, nas
hepatopatias agudas (PAKNEJAD et. al, 2006).

J& os estudos clinicos apontam para uma relagdo substancial de causa e conseqiiéncia
entre depresséo e hepatopatia. Youssef et al. (2013) e alguns outros poucos autores , por
exemplo, descreveram a gravidade da depressdo e ansiedade estava associada ao grau de lesao
hepéatica. Para comprovacdo da hipotese, investigaram 567 pacientes com o diagnéstico
histolégico de esteatose hepéatica ndo-alcodlica. Nesse estudo, 0s pacientes apresentavam
depressdo subclinica (53%) ou clinica (14%). Os pesquisadores concluiram que a depressao
estava positivamente associada a degeneracdo hidropica (balonosa) dos hepatdcitos
(ELWING, et. al, 2006; SURDEA-BLAGA; DUMITRASCU, 2011).

Fukudo et al. (1989) estudaram o impacto dos distdrbios emocionais sobre o figado e
concluiram, que os transtornos do estresse psicolégico e do humor estavam associados a
maior gravidade das doencas hepaticas. Ainda verificaram uma correlagdo significativamente
positiva entre o grau de lesdes hepaticas (fibrose lobular, infiltracdo de células inflamatérias e
necrose) ao estresse psicolégico.

Outros estudos, por outro lado, mostraram uma associacdo entre doenca hepética
gordurosa / ndo alcodlica com o aumento da prevaléncia de transtornos do humor (ELWING
et al, 2006; WEINSTEIN et al, 2011). Uma possivel explicacdo ¢ a forte ligacdo da doenca
hepética gordurosa / ndo alcodlica com a resisténcia a insulina e diabetes mellitus, ambos
frequentemente associados com os sintomas da depressdo e da ansiedade (KOSLOW et al.,
1982; WINOKUR et al., 1988; ANDERSON et al., 2002). A relacdo inversa também pode
explicar essa associacdo, niveis aumentados de cortisol, epinefrina e citocinas pro-
inflamatdrias encontrados em pacientes com o transtornos do humor ja foram descritos
relacionados com doenca hepatica gordurosa / ndo alcoolica (MAES et al., 1998; MILLER et
al., 2003; PENNINX et al., 2003). Um grande problema apontado durante estas pesquisas foi

a escassez de literatura sobre a tematica.
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1.5. MEDICINA TRADICIONAL CHINESA (MTC)

A Medicina Tradicional Chinesa (MTC) é a denominacdo usualmente dada ao
conjunto de préaticas de medicina tradicional em uso na China, desenvolvidas no curso de sua
historia, com escritos que datam até dois mil anos antes de Cristo. Tem por principio basico o
equilibrio, que se d& pela teoria da energia vital do corpo (chi ou qi) que circula pelo corpo
através de canais, chamados de meridianos, os quais teriam ramificacGes que 0s conectariam
aos orgaos (CHUNG et. al, 2007) .

Foi desenvolvida empiricamente a partir da experiéncia clinica. Ela inclui entre seus
principios o estudo da relagdo de yin/yang, dateoria dos cinco elementos e do sistema de
circulacdo da energia pelos meridianos do corpo humano, tendo como base o reconhecimento
das leis fundamentais que governam o funcionamento do organismo humano e sua interacédo
com o ambiente (CHONGHUO, 1993).

1.5.1. Relacéo do figado com a depressdo paraa MTC

Para a Medicina Tradicional Chinesa (MTC) a depressao esta associada a deficiéncia,
guando simplesmente ndo existe energia suficiente para sentimentos positivos; ou com
estagnacdo, quando existe energia, mas o fluxo de energia e das emocdes esta bloqueada. A
depressdo também pode estar associada com 0 excesso, como na depressao maniaca, ou com a
irregularidade, como no caso de depressdo acompanhada de ansiedade (ROSS, 2003).

Assim a depressdo pode ser dividida de acordo com suas caracteristicas. Para isso
existem cinco tipos de depressdo segundo a MTC, agua, terra, fogo, metal e madeira. Seus
sintomas estdo associados a desordem de algum &rgdo e geram sintomas especificos
(MACIOCIA, 1996).

A analise do figado (gan), por exemplo, relacionado com a depressao do tipo madeira,
caracteriza-se por individuos com uma rotina extenuante e que subitamente perdem a
motivacao e a direcdo, por terem tido, por algum motivo (geralmente o fracasso) forcado a
abandonar uma acéo muito desejada e assim perdem o sentido de viver. EmocGes associadas a
depressdo mental prolongada podem enfraquecer o figado de forma a torna-lo incapaz de
estimular o fluxo livre de energia, levando a distdrbios hepéticos e diminuicdo da resisténcia
as infecgbes. Assim, sentimentos como frustracdo e a raiva podem, também, resultar em
alteracdes hepéticas (YOUSSEF et al 2013).

O figado, entre outros Orgdos, esta relacionado as atividades emocionais,

especialmente a depresséo e a raiva. Ele tem como fungéo controlar o humor. A disfungéo do
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figado geralmente é acompanhada de alteraces emocionais, tais como depressdo e irritagdo
(MACIOCIA, 1996).

Os outros elementos estdo associados a desordem em outros 6rgédos, assim temos que
depressdo agua, esta relacionada ao rim e a bexiga e tem como caracteristica o medo, a terra,
esta relacionada ao bago-pancreas e ao estomago e tem como desordem a reflexdo, ao fogo,
esta relacionado ao coracdo e ao intestino delgado tem como desordem a alegria e o metal ,
cujos orgdos que se relacionam sdo o pulmdo e o intestino grosso e caracteriza-se pela
tristeza. Assim como visto na depressdo madeira, 0s elementos indicam os sinais relacionados

a desordem dos 6rgdos e norteiam a terapéutica a ser aplicada (ROSS, 2003).

1.5.2. Acupuntura

N&o €é possivel estabelecer uma data precisa para o surgimento da acupuntura.
Achados arqueoldgicos permitem supor que a técnica era praticada na China ha mais de 5000
anos. O primeiro texto médico encontrado foi o Tratado de Medicina Interna do Imperador
Amarelo (Nei Jing), escrito provavelmente entre 475 e 221 a.C. se tornou base para a
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 dois volumes: o
primeiro é composto das técnicas de exame fisico e os fundamentos da MTC, enquanto o
segundo contém o diagnostico e tratamento (HONG, 2005).

A 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 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 “médicos pés descalgos”, o que
resultou em graves complicacBes, inclusive Obitos . Essa experiéncia desastrosa levou o
governo chinés a restringir seu uso aos médicos com formacdo 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 resolugdo normativa 1455. Essa deciséo foi
ratificada pela Associacdo Médica Brasileira (AMB) em 1998 (HONG, 2005).

A acupuntura manual (Ac), é uma forma de terapia que busca a cura das enfermidades

pela aplicacdo de estimulos atraves da pele, com a insercdo de agulhas em pontos especificos
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denominados acupontos (JAGGAR, 1992; SCHOEN, 1993).Consiste na aplicacdo de agulhas
em pontos definidos do corpo, chamados de "Pontos de Acupuntura™ ou "Acupontos™ que se
distribuem principalmente sobre linhas chamadas "meridianos chineses" e “canais”, para obter

diferentes efeitos terapéuticos conforme o caso tratado (MAO-LIANG, 2001).

1.5.2.1 Acuponto

Para a MTC, os acupontos sdo determinados por meridianos. Estes sd@o conhecidos
como "canais de energia”, utilizados na acupuntura e outros métodos terapéuticos da medicina
tradicional chinesa. Através de estimulos em determinados pontos do meridiano, pode-se
reequilibrar as energias do corpo e de 6rgéos.

Para a descricdo anatdmica ocidental o acuponto é definido como um ponto da pele de
sensibilidade esponténea ao estimulo e & resisténcia elétrica reduzida. Possui um didmetro de
0,1 a 5 cm, entretanto é uma &area de condutividade elétrica amplamente aumentada
comparada as areas da pele ao redor (TAFFAREL, 2009). Estes estdo localizados proximos a
articulacGes e bainhas tendineas, vasos, nervos e septos intramusculares, na ligagdo musculo-
tendinea, nos locais de maior didmetro do masculo e nas regides de penetracdo dos feixes
nervosos da pele (DRAEHMPAHEL; ZOHMANN, 1997). Quando um ponto de acupuntura é
puncionado, ocorre sensacdo de parestesia elétrica ou calor. Essa sensacdo € denominada
como De Qi. Os animais demonstram essa sensacdo com um leve repuxo de pele, uma
discreta sonoléncia ou um breve tremor de cauda (HWANG & EGERBACHER, 2006).

Chan em 1984, concluiu que muitos dos pontos de Acupuntura correspondem a locais
de penetracdo das fibras nervosas na fascia muscular, 309 pontos estdo localizados sobre
terminac6es nervosas e 286 pontos localizados sobre os principais vasos sanguineos, rodeados
pelos Nervi vasorum, a inervacdo propria dos vasos sanguineos. Alguns pontos de Acupuntura
correspondem aos pontos gatilhos (Trigger points, em inglés), que sdo pontos localizados na
musculatura, sensiveis ao toque e que condicionam o surgimento de sintomas a distancia,
como dores de cabeca, por exemplo.

Na escolha dos acupontos para o tratamento do figado relacionado a um estado
depressivo, a escolha do acuponto E36 (Zusanli), de acordo com os conceitos da Medicina
Tradicional Chinesa, € utilizado e descrito na literatura por terem efeito nos estados
emocionais e aliviarem os sintomas da ansiedade e de depressdo. Outro acuponto relacionado
a depressdo € o VB34 (Yanglingquan) que se correlaciona com deficiéncia do sangue (xue)

do figado, este apresenta diagnostico ocidental de episodio depressivo grave sem sintomas
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psicéticos e ansiedade generalizada (COSTA; PEREIRA, 2012). O uso da R3 (Taixi) pode
potencializar o efeito desejado pela acupuntura nesses pontos, com o mecanismo de liberacéo
de fluxo de energia.

Baseado nisso, Yun-Kyounget al. (2006) demonstraram que a aplicacdo da acupuntura
manual no acupontoVB34 (Yanglingquan) reduz a toxicidade por tetracloreto de carbono
(CCly), protegendo o tecido hepatico. O uso clinico desse acuponto também demonstrou
beneficios para tratamento da ictericia, hepatite aguda, doencas biliares, cirrose do figado
ehipertensao (ROSS, 2003).

Por outro lado, o ponto E36 (Zusanli) é usado, clinicamente, para fortalecimento dos
processos mentais. A estimulacdo desse acuponto esta associada a melhora dos processo
mentais associados as deficiéncias energéticas do organismo como na depressdo, propiciando

forca e seguranca necessarias para a liberacdo dos bloqueios emocionais (ROSS, 2003).

1.5.2.2. Eletroacupuntura

A eletroacupuntura (EAc) consiste na aplicacdo de corrente elétrica de baixa
intensidade e freqiiéncia variavel em agulhas metalicas 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 eletrénico associado ao efeito proprio da agulha de acupuntura
desencadeia uma resposta inflamatéria localizada, como citado a cima, estimulando a
reparacao tecidual (KARIME, 2006).

Alguns efeitos da eletroacupuntura foram demonstrados por Siu, Lo e Leung (2005),
cujo aumento da expressdo de tioredoxina nos cérebros isquémicos de ratos, minimizando as
alteracOes oxidativas dos grupos tiol das proteinas adjacentes a lesdo. Silvaet al. (2011) trouxe
que, em ratos, uma Unica aplicacdo de EAc utilizando 10 ou 100 Hz durante 30 minutos
aumentava os niveis teciduais de GSH e atenuava o0 estresse oxidativo induzido por xilazina e
ketamina no rim e no figado de animais anestesiados. O pré -tratamento com EAc foi capaz
de atenuar a resposta inflamatoria e a lesdo renal e hepética induzidas por lipopolissacaridos
(GU et al., 2011).

Wang et al. (2009) e Zhao et al.(2008) trazem, entdo, a estimulagdo com
eletroacupuntura de baixas frequéncias, menores do que 5 Hz, promovem a liberacdo de
metaencefalinas na medula espinal, com estimulagdo de fibras "Ad". As frequéncias altas,

maiores do que 100 Hz liberam dinorfina na medula espinal e estimulam principalmente
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fibras C e, frequéncias mais altas, ao redor de 200 Hz, estimulam analgesia relacionada com
serotonina e noradrenalina.
1.5.5 Efeitos da acupuntura no processo inflamatdrio, no sistema anti-oxidante e na

resposta ao estresse

O processo inflamatorio pode ser definido como a reacdo do tecido vivo vascularizado
a um agressor local (COTRAN et al., 1994) e ,independente de sua causa, 0O Processo
inflamatdrio se caracteriza por uma serie de reagdes, cuja complexidade das alteracdes
bioquimicas, morfologicas e funcionais regulam o processo, na maioria das vezes, de
homeostase.

No processo inflamatorio ha ativacdo de neurbnios sensitivos periféricos, que
transmitem sinais aferentes, respondem a estimulacdo elétrica ou estimulacdo quimica com
um reflexo axénico local desencadeando a liberacdo de potentes peptideos vasoativos na area
inervada. A inflamacgdo neurogénica é causada pela excitacdo de fibras aferentes priméarias do
tipo C e liberacdo de mediadores em suas terminacdes periféricas, levando a contracdo de
musculatura lisa, aumento na permeabilidade vascular, recrutamento de células inflamatérias,
degranulacdo de mastocitos e estimulagio de secre¢cio mucosa (SCOGNAMILLO-SZABO;
BECHARA, 2001).

Na acupuntura, onde ha um elemento agressor, 0 mecanismo desencadeado é
diferente. Dentro do conhecimento atual de fisiologia, esse método estimula receptores
especificos, com efeitos de modulacdo da atividade neuroldgica em trés niveis — local,
espinhal ou segmentar, e supra-espinhal ou suprasegmentar.

Ja em 1985, Wang relatou que a aplicacdo de agulhas de acupuntura estimulava fibras
nervosas especificase que as sensacGes produzidas pelo estimulo por acupuntura
correspondem aquelas experimentadas pelo estimulo das fibras nervosas do tipo A delta (A ),
como choque, sensacéo de peso ou parestesia.

Acdo segmentar da Acupuntura € o conjunto de mecanismos fisioldgicos que ocorrem
do local do estimulo com agulha até amedula espinhal. Compreende-se esse segmento como
um dermatomo ou zonas de organizacdo reflexa do sistema nervoso periférico. O estimulo de
fibras nervosas "A &" por agulhas de Acupuntura ativa o interneurdnio inibitorio, ou célula
pedunculada, na lamina Il do corno posterior da medula espinhal. A célula pedunculada, com
a liberacdo de metencefalina, bloqueia, na area conhecida como Substancia Gelatinosa, a
transmissdo do sinal da dor conduzido pelas fibras tipo "C" para os tratos ascendentes da

r

medula. Por outra via ascendente, o trato espinotalamico, o estimulo da fibra "A &" ¢é
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conduzido ao Cortex cerebral, onde sdo interpretadas, ou "percebidas" como sensacao
de parestesia que ocorrem durante o estimulo por acupuntura (NAKANO; YAMAMURA,
2010)

O estimulo das fibras "A 8" prossegue através do trato espinotalamico até o cortex
cerebral, onde é percebido conscientemente e a medida que segue neste trajeto, ha colaterais
para os diversos niveis da medula espinhal, com liberacdo de Beta-endorfina, um dos tipos
de morfina do préprio organismo, e afetando vias neuroldgicas descendentes que terminam
por reforcar a estimulacdo da célula pedunculada, com efeito analgésico sobre o estimulo das
fibras tipo C, e que usam 0 neurotransmissor serotonina, o chamado "Hormoénio do bem-
estar”, o que explica bem os efeitos da acupuntura ndo s6 no tratamento da dor, como também
da depressao e dos estados de ansiedade.

O estimulo da agulha de acupuntura atinge areas do encéfalo mais elevadas, como
o hipotalamo e a hipéfise, promovendo o equilibrio do funcionamento destes centros. Como
a hipofise € uma glandula, ocasionalmente chamada de glandula mae, que coordena a fungéo
de diversas outras glandulas do corpo, o efeito da acupuntura sobre este 6rgdo afeta o
funcionamento das glandulas supra renais, da tiredide, dos ovarios, dos testiculos, e assim tem
acdo terapéutica sobre a hipertensdo arterial, dismenorréia,tensdo pré-menstrual, disfuncGes
da libido, e outras patologias.

Assim, sugerem que a acupuntura pode ter efeitos diretos na regulacdo periférica da
liberacdo de mediadores do processo inflamatério e da dor, levando a uma reducdo da
liberacdo periférica de substancia P (SP), pré-inflamatéria (CHIANG et al, 1973;
MELSZACK et al,1977).

Os mecanismos bioquimicos que explicam os efeitos da acupuntura nos sistemas
antioxidantes ainda ndo foram satisfatoriamente esclarecidos. Liu et al. (2006) demonstraram
efeitos positivos da Ac na reducdo do estresse oxidativo em cérebros de ratos com infartos
maltiplos, onde foram observados um aumento importante da atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-PXx).

Além disso, do efeito analgésico mais conhecido e estudado, a acupuntura pode ter
efeito neuroregenerador (KIM et al.,, 2003) e neuroproteror (JANG et al., 2003). A
estimulacdo do ponto Zusanli (E36) é capaz de aumentar a proliferacdo celular no giro
denteado (KIM et al., 2003), diminuir a expressdo de c-Fos, marcador neural de nocicepcao, e
a apoptose no hipocampo apés isquemia causada por oclusdo das carétidas (JANG et al.,
2003). Além disso, a acupuntura também se mostrou efetiva nas alteracdes plasticas induzidas

por estresse.
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A estimulacdo do ponto Zusanli aumentou a expressdo de fatores neurotroficos no
hipocampo de ratos submetidos ao estresse de imobilizagdo. Alem dos efeitos j& citados,
estudos experimentais apontam que a acupuntura pode diminuir as respostas de estresse, e
regularizar respostas autonémicas (TEIXEIRA, 2010).

Recentes pesquisas neurofisiologicas sobre o mecanismo de acdo da analgesia por
acupuntura trouxeram grandes subsidios ao entendimento do modo de agdo geral da
acupuntura. Postulam que, a ativacdo destas fibras propaga para o mesencefalo acdes como a
ativacdo de vias descendentes de inibicdo da dor; a liberacdo do horménio corticotréfico
(ACTH) e de endorfinas pelo sistema hipotalamo-hipofise e a liberacdo de neuromediadores
como a serotonina, noradrenalina, acetilcolina e dopamina no encéfalo (ZHAO, 2008).

Estes trés fenbmenos vao resultar ndo somente na inibicdo ou supressdo da
transmissdo da dor como também na diminuicdo da associacdo da caracteristica aversiva ao
fendmeno nociceptivo. Por outro lado, a liberagcdo de diferentes neuromediadores como a
serotonina, noradrenalina, acetilcolina e dopamina pelo estimulo acupuntural pode ser
relacionado ndo sé aos efeitos analgésicos da acupuntura mas também a diversos outros
efeitos encefalicos (WANG et al., 2008).

Os mecanismos fisiolégicos envolvidos nos efeitos induzidos pela acupuntura estdo
relacionados com intensidade, duracdo e freqiéncia do estimulo acupuntural. A baixas
freqiiéncias liberam encefalina por todo sistema nervoso central e B -endorfina no cérebro,
sendo inibidas por naloxona, um antagonista opidide especifico, enquanto que as frequéncias

mais altas liberam dinorfina na medula espinhal (FILHO, 2014).

1.6 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Diante da heterogeneidade da resposta clinica aos antidepressivos e susceptibilidade
aos efeitos adversos (TRIVEDI et al., 2006), surge, no estudo da acupuntura e
eletroacupuntura, a importancia da investigacdo de novos agentes terapéuticos para tratar a
depressao e suas comorbidades.

Considerando que a depressdo tem efeitos deletérios sobre o figado, a avaliacdo dos
possiveis efeitos protetores da acupuntura/eletroacupuntura sobre o estresse oxidativo e a
inflamacédo no figado de ratos submetidos ao Estresse Moderado Crénico (EMC), um modelo

experimental de depresséo, confere o ineditismo desta pesquisa.
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos modulatérios da acupuntura e eletroacupuntura sobre o estresse

oxidativo agudo e a inflamacéo induzidos por depressao experimental no figado de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o estresse oxidativo a inflamac&o hepatica em ratos Wistar experimentalmente
deprimidos.
e Avaliar os possiveis efeitos hepatoprotetores da acupuntura e da eletroacupuntura em

ratos Wistar experimentalmente deprimidos.
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3 METODO
3.1 TIPO DE ESTUDO E AMOSTRA

Trata-se de um estudo prospectivo, controlado e comparativo entre quatro grupos de
ratos Wistar submetidos ao estresse moderado cronico durante seis (6) semanas, para 0
desenvolvimento de um quadro depressivo. Foram utilizados 24 ratos, com idade de 12 a 16
semanas, machos (Rattusnorvegicus: 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 Ceard, criados e mantidos sob condi¢cbes ambientais e
alimentares semelhantes. Os animais ficaram hospedados em gaiolas de polipropileno,
providas de tampa com grade metalica 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. Os animais ficaram hospedados em gaiolas de polipropileno, providas de
tampa com grade metalica 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 potavel e racdo comercial para ratos (Nuvilab CR-1®, Irradiada,
QUIMTIA S.A., Canguiri, Colombo, Parand) foram ofertadas ad libitum até 12 horas antes do
experimento. A higienizagdo das gaiolas e o exame dos animais foram realizados diariamente
pelo técnico responsavel. Os ratos foram previamente 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.

3.2 DISTRIBUICAO DA AMOSTRA

Vinte-e-quatro (24) ratos foram aleatoriamente distribuidos 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.

Para melhor compreenséo do desenho do experimento, optou-se por realizar um grupo
controle negativo, o qual recebeu todos os estressores que 0s demais grupos, mas nao foi

submetido a tratamentos ja comprovados na literatura.



35

Figura 1 - Desenho do experimento

Controle negativo Grupo 1
6 ratos Controle

Amostra

Grupo 2

24 ratos
Acupuntura

Grupo 3

Experimento |
EletroAcupuntura
18 ratos oHz

Grupo 4

EletroAcupuntura
100 Hz

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

3.3 INDUCAO DA DEPRESSAO

A depressdo foi induzida utilizando-se um protocolo validado por estudos disponiveis
na literatura médicadenominado Estresse Moderado Crénico (EMC)(WILLNER; MUSCAT;
PAPP,1992; KONKLE, et al., 2003; WILLNER, 2005).0 protocolo EMC usado é uma versdo
modificada do protocolo EMC (WILLNER,2005) e consiste, basicamente, na aplicacdo de
estressores moderados, de modo aleatdrio,apresentacdo de diferentes tipos de estressores é
essencial para a inducdo de depressdo experimental, durante 6 semanas, periodo maximo,
segundo a literatura: confinamento em um espaco restrito por 2 horas, inclinagdo da gaiola
durante 4 horas, habitacdo em cama umida durante 8 horas, privacdo de alimentos durante 12
horas seguida por exposicdo de comida inacessivel para os animais durante 1 hora, jejum
hidrico durante 12 horas seguido da exposicdo da garrafa d'agua vazia durante 1 hora. A
aplicacdo dos estressores seguiu um padrdo randémico, para evitar que os animais fossem
submetidos aos estressores em dias predeterminados, evitando o aprendizado (Quadro D1,
Apéndice D). Este modelo parece simular melhor a condi¢do do ambiente humano,
principalmente pela exposi¢do do individuo a estressores didrios moderados e variados do que

a eventos traumaticos.
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3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os modelos animais experimentais de depressdo representam uma valiosa ferramenta
de estudo dos aspectos neurobioldgicos da depressdo, como também para a pesquisa de novas
alternativas terapéuticas na depressdo e ainda, os mecanismos de acdo pelos quais exercem
seus efeitos (WILLNER, 1997).

Embora humanos e roedores apresentem diferencas marcantes na anatomia encefélica,
diversos circuitos que regem respostas comportamentais e fisiologicas, estdo conservados
entre estas espécies (CRYAN; HOLMES, 2005). Por meio de inferéncias baseadas em
achados provenientes de modelos animais, podem-se elucidar comportamentos, vias neurais e
fatores genéticos relacionados ao transtorno depressivo e aperfeicoar o entendimento do
comportamento humano frente a doenca.

Existe uma hipdtese de que algumas espécies de animais podem, através dos testes,
exibir alteragcbes de comportamento do tipo depressivo (do inglés depressive-like), ou seja,
parecido com alguns comportamentos apresentados pelos humanos. Em geral, nos testes os
animais sdo expostos a um evento estressante inescapavel e o comportamento deste animal
frente a esse evento € avaliado (FILHO, 2014).

Paradigmas que empregam a exposi¢do ao estresse agudo ou subcronico inclue-seteste
de nado forcado, que empregam a exposicdo em curto prazo ao estresse inevitavel e
incontrolavel e podem predizer a resposta dos animais a um tratamento. Outro modelo
amplamente empregado no teste de roedores é o teste de preferencia a sacarose ( FILHO,
2014).

3.4.1 Teste de Preferéncia da Sacarose (TPS)

O SPT explora o componente da anedonia relacionado com a depressdo. Este
sentimento comum em individuos deprimidos caracteriza-sepelo desinteresse por atividades
anteriormente prazerosas, como o0 consumo de substancias adocicadas. Animais anedénicos
ndo apresentam preferéncia por nenhuma das garrafas. A similaridade do componente
anedbnico pode ser comparavel ao ser humano o que torna o modelo de preferéncia por
sacarose bastente valido (PENG et al., 2008)

O TPS foi realizado em 3 diferentes intervalos de tempo:TPS1, realizado no dia zero,
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. Apds esse periodo, 0s ratos
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foram colocados em gaiolas individuais. Seguindo-se de ofertade agua potéavel e solugdo de
sacarose a 2%em recipientes de vidro contendo respectivamente 100ml de solucdo de
sacarose ou agua potavel, durante 1 h. Apos conclusdo dos testes 0s animais tiveram acesso a
agua e racdo ad libitum. Para célculo do consumo a utilizou-se a formula (BEKRIS et al.,
2005):

S(9)

PS=—"C
S (IS + IA)g

x 100

onde:
PS= Preferéncia da sacarose
IS = ingestdo de solucdo de sacarose 2%(q)

I A= ingestdo de agua potavel (Q)

O TPS explora o componente da anedonia relacionado com a depressao. Entre os
pacientes depressivos € muito comum o sentimento de anedonia, em que os individuos se
mostram desinteressados por atividades anteriormente prazerosas. A metodologia do teste €
variavel, mas consiste basicamente em colocar os animais em caixas individuais com agua e
solucdo de sacarose a disposicdo e medir a preferéncia por solucdo doce em relacéo ao total
da ingestdo de liquido. Animais anedbnicos ndo apresentam preferéncia por nenhuma das
garrafas, sendo a preferéncia resgatada por tratamento cronico, mas ndo agudo, com
antidepressivos. A similaridade da laténcia para o efeito do tratamento e o componente
anedénico a ser comparavel ao ser humano tornam o modelo de preferéncia por sacarose
bastente valido (PENGet al., 2008).

3.4.2 Teste de natacgéo forcada

O teste de natacdo forcada (TNF) é amplamente utilizado para a medicdo do
comportamento depressivo em roedores. Proposto por Porsolt e colaboradores, em 1977, neste
teste os roedores sdo expostos a uma situacdo aversiva, nadar em um tanque cilindrico com
agua, onde eles ndo podem tocar o fundo do cilindro ou fugir (escape). Esses animais, quando
expostos a uma situacdo de estresse (risco de afogamento), apresentam uma reacdo natural
(tentativa de fuga) realizando intensa atividade fisica. Depois de repetidas e infrutiferas
tentativas de escape, 0s movimentos de luta e fuga sdo interrompidos e o animal permanece
imoével, produzindo movimentos suficientes apenas para manter a cabeca acima da superficie
da 4gua (KIRBY e LUCKI, 1998; REDROBE e BOURIN, 1997).
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O teste foi realizado em dois momentos, ap0s a exposi¢ao aos estressores e antes do
inicio do tratamento, a fim de comprovar a eficicia da aplicacdo dos estressores, e um
posterior, para avaliar a eficacia do tratamento. Esses momentos foram antecedidos por um
teste de adaptacéo (pré-teste) que também foi comprobatdrio de anedonia, e ,por isso, usado
para os dados estatisticos.

A hipdtese que justifica o comportamento animal é baseada na idéia de que o animal
“perde a esperanca de escapar” de tal situacdo, em outras palavras a falta de persisténcia em
escapar e percebida como uma desisténcia e refletida em tempo de imobilidade descrito como
um estado depressivo (THIERRYet al.,1984).

O tratamento tem como objetivo reverter esse quadro diminuindo assim o tempo de

imobilidade fazendo com que o animal ndo desista de escapar das situagcdes impostas a ele.
3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A figura 2 mostra o delineamento do experimento (procedimentos e linha de tempo).

Figura 2 - Delineamento do experimento

Dia 1 Dia 21 Dia 42 Dia 43 Dia 44 Dia 45 Dia 35Dia 56.Dia 57
l l I | .
EMC diariamente, durante 6 semanas L ¥ ¥YYYyw
(42 dias) com repouso cada 7 dias Pre- TNF Dias 45, 47, 49,
Teste 1 51,53, 55 -
v + ! TNF AC/EAC2 e 100Hz
TPS 1 TPS 2 TPS 3 !
TNF 2
h
COLETA de AMOSTRAS e morte dos animais

Dia 1 - TPS 1 e inicio do EMC, realizado diariamente durante & semanas (42 dias)
Dia 21 TPS 2

DIA4A2Z TPS 3

Dia 43 - Pre-teste TMF

Dia 44 - 1° THNF

Dias 43, 47, 49, 31, 53, 55 - Fase de tratamento com Ac e EAC (2 e 100 Hz)

Dia 56 - 2° TMF

Dia 57 - Coleta de amostras e morte dos animais

Legendas:

EMC = Estresse Moderado Cronico

TPS = Teste de Preferéncia da Sacarose
TMF = Teste de Matagao Forgada

Ac = Acupuntura

EAc 2 Hz = Eletroacupuntura 2 Hz

EAc 100 Hz = Eletroacupuntura 100 Hz

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)
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3.6 CONDICIONAMENTO DOS RATOS

Os animais foram condicionados em redes artesanais, criadas, adaptadas e previamente
testadas para a realizacéo de acupuntura em ratos. Esse método pareceu ser mais eficaz do que
0 uso de anestésico para aplicacdo das agulhas de acupuntura, como observada em estudos
anteriores, pois 0 mesmo poderia desencadear viés a pesquisa. Para que 0s animais pudessem
permanecer nas "redes”, durante os tratamentos, todos os ratos foram colocados nos

dispositivos, permanecendo em repouso durante 20 minutos (Figura 3).

Figura 3 - Rato posicionado na rede para aclimatacdo (preparo para o procedimento de
Acupuntura e Eletroacupuntura)

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

3.7 LOCALIZACAO DOS PONTOS DE ACUPUNTURA / ELETROACUPUNTURA

Segundo Panzer (1993) € possivel transpor para os demais animais vertebrados, as
posicOes dos diversos acupontos descritos nos graficos propostos para 0 homem, tendo como
base a semelhanca das estruturas anatdbmicas. Em um estudo mais completo foimapeado 121
acupontos. O acupontoZusanli (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. O
VB34 se localiza, no homem, na depresséo anterior e inferior da cabeca fibular; transitam,
nessa regido, os ramos laterais do nervo sural cutaneoe e o ramo profundo do nervo fibular.
Oacuponto Yanglingquan (VB34): esté localizado na depressao anterior e inferior a cabeca da
fibula, no rato (MARTINS; GARCIA, 2003; SANTOS, 2013).
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3.7.1 Protocolo de aplicacdo da Acupuntura / Eletroacupuntura

Para a realizacdo da Ac (G2) agulhas metélicas de aco inoxidavel, descartaveis, de
0,18 mm de diametro / 8 mm de comprimento (modelo DCB 132, fabricadas na China e
distribuidas no Brasil por DongBang Produtos de Acupuntura -EPP, S&o Caetano do Sul —
SP) foram inseridas no membro pélvico direito, no ponto relacionado ao figado e em mais
dois pontos que potencializam o efeito anti-depressivo. Os pontos escolhidos foram: no ponto
Zusanli (E-36) e nos pontos Yanglingquan (VB-34)e Taixi (R-3), este ultimo como ponto de
controle. As agulhas foram retiradas apds 20 minutos. Este procedimento foi repetido no
mesmo horario (no periodo da manhd), em dias alternados,perfazendo um total de seis
aplicacdes. Nos ratos tratados com EAc (G3 e G4), apds introducdo das agulhas nos
acupontose36 e VB34, eletrodos com garras tipo jacaré foram conectados as agulhas de
acupuntura. No grupo G3 foi aplicada uma corrente elétrica com intensidade de 1,0 mA e 2Hz
de frequéncia, pulsos quadrados com duracéo de 2 segundos, ondas tipo Burst, com intervalo
(repouso) de 2 segundos. O estimulo elétrico foi mantido por 20 minutos, utilizando o
eletroestimulador modelo 608 Fix portatil (NKL Produtos Eletrénicos, 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 agulhas foram
retirados. Este procedimento foi repetido em ambos os grupos, no mesmo horéario (no periodo
da manhd), em dias alternados, perfazendo um total de seis aplicagdes.
Figura 4 - Rato posicionado na rede para sessdes de Acupuntura - Agulhas inseridas

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)
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Figura 5- Rato posicionado na rede para as sesséo de EAc - agulhas inseridas e conectadas ao
eletroestimulador

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

3.8 COLETA DE AMOSTRAS

No dia seguinte ao término dos tratamentos procedeu-se a coleta das amostras. Para
tanto os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 25mg/Kg pesocom administragdo
Intraperitoneal, para coleta de sangue arterial (3,0 ml) e do figado, ambos os I6bulos. O figado
removido foilavados em soro fisiolégico gelado, pesados e medidos, sendo o I6bulo direito
reservado para exames bioquimicos e o esquerdo para exames histopatoldgicos. Apds a

coletatodos os ratos foram mortos por dose triplicada (overdose) de anestésico.
3.9 EXAMES 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 anélise de
parametros bioquimicos (Alanino Aminotransferase/ Transaminase glutdmico pirlvica
(AST/TGP), Aspartato aminotransferase/ transaminase Glutamico oxalacetico (ALT/TGO) ;
dialdeido mal6nico ou malonaldeido (MDA), glutationa reduzida (GSH)). Do I6bulos direito
foi removido um fragmento (cerca de 125 mg de tecido hepatico) que foi utilizado para a
dosagem de mieloperoxidase (MPO) e o restante (aproximadamente 125 mg) do figado foi

homogeneizado em tampédo de fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,0). O homogeneizado foi
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centrifugado a 700 rotagdes /min durante 10 minutos a 4 © C e o sobrenadante foi utilizado
para a dosagem de MDA e de GSH.

3.9.1 Avaliacdo da peroxidacéo lipidica e quantificacdo de dialdeido malénico (MDA)

O dialdeido malénico (MDA) é produto final da peroxidacdo dos lipideos, é um
metabolito da lipoperoxidacdo que exprime indiretamente a acdo dos radicais livres no soro,
servindo na avaliagdo do estresse oxidativo.A técnica tem por objetivo quantificar o
dialdeidomaldnico (MDA) formado na peroxidacéo lipidica.

O procedimento acontece pela extracdo deste composto usando um solvente organico
(n-butanol), determinando-se a concentracdo de MDA que é capaz de reagir, sob aquecimento
em meio acido (acido tiobarbitarico), originando um composto de cor rosa. A concentracdo de
MDA pode ser expressa por meio das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

O teor de MDA (umol/g de tecido) foi quantificado pelo método de Uchiyama e
Mihara (1978), freqlientemente utilizado para estimar a peroxidacdo lipidica. O aumento do
teor de MDA esta relacionado comelevada quantidade de espécies reativas de oxigénio o que
caracteriza o estresse oxidativo. Assim como sua diminuigéo relaciona-se com a reducdo de
radicais livres.

As amostras dos tecidos (figado), foramlavadas com soro fisiologico gelado (4° C)
para remover quaisquer vestigios de sangue, pesadaseestocadas a -70°C imediatamente apos a
coleta.Posteriormente, a amostra de tecido foi homogeneizada em KCI gelado 1,15%,
resultando em uma solucédo acida com concentracdo a 10%. Retirou-se uma aliquota de 0,5 ml
de cada amostra e acrescentou-se 1,0 ml da solu¢do aquosa de TBA 0,6% e 3,0 ml da solucao
de acido fosférico (H3PO4, 1%). A mistura foi colocada em banho fervente por 45 minutos,
resfriada em banho de gelo seguido da adicdo de 4,0 ml de N-butanol. Apds 2,0 minutos de
agitacdo a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 3.000 r.p.m. A absorbéncia 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,S&o
Paulo, SP). A diferenca entre os valores obtidos nas duas leituras foi utilizada para calcular a
concentracdo de MDA, usando a regressdo linear a partir de uma curva padrao.

3.9.2 Determinacéo de grupos sulfidrilicos ndo protéicos (Glutationa-GSH)

A glutationa esta onipresente nas células, possui papel central na biotransformacéo e

eliminacdo de xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo, por meio da


https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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metabolizacdo da dgua oxigenada (H202), e de outros peroxidos de hidrogénio, de compostos
xenobioticos, do acido ascorbicoou como cofactor da glutationa-peroxidase e glutationa-S-
transferase ou ainda na desativacdo de radicais. Atua tambem na manutencdo da comunicacgéo
entre as células, na prevencdo da oxidacdo dos grupos tiol presentes nas proteinas e no
transporte do cobre intracelular. A mitocéndria e o nucleotém a sua propria reserva de GSH,
de importéncia crucial na protecdo destas estruturas contra a acdo das espécies reativas de
oxigénio (HUBER et. al, 2008).

Por ser sintetizada no figado, se faz um importante marcador de combate ao estresse
oxidativo, na busca da homeostase, sua degradacdo da GSH e GSSG nos
seusaminodcidos ocorre ao nivel extracelular de todas as células do corpo e é catalisada ao
nivel renal, numa reacgdo catalisada pela y-glutamiltranspeptidase e pela cisteinil-glicina-
dipeptidase (HUBER et. al, 2008).

A determinacédo dos grupos SH foi realizada pelo Método de Sedlak e Lindsay (1968),
baseado na reacdo do 5,5 -ditiobis (2-4cidonitrozenzoico) (DTNB — reagente deEllman) com
o tiol livre, originando um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-tiobenzdico, cuja preparagédo
dos reagentes encontra-se no Apéndice B. A medida do produto de reacdo formado foi feita
por leitura da absorbancia a 412nm em espectrofotometro (Beckman DU-640, Fullerton,
California).

A amostra de tecido (500 mg) é pesada e homogeneizada em 5 ml de EDTA 0,02M
gelado, com bastdo de vidro e filtrado em 1a de vidro. Retiram-se 4,0 ml do homogenato e
mistura-se com 3,2 ml de agua destilada e 0,8 ml de &cido tricloroacético 50%. O tubo é
agitado e centrifugado a 3000 g por 15 minutos. Retiram-se 2,0 ml do sobrenadante e
acrescenta-se4 ml de TRIS 0,4 M (pH 8,9) e 0,1 ml de DTNB 0,01 M; agita-se a mistura
para homogeneizacdo. Em seguida, Iéem-se as absorbancias no espectrofotobmetro a 412nm, 5
minutos apds a adicdo do DTNB. A concentracdo final de GSH foi obtida comparando-se o

valor da absorbancia com uma tabela padréo de GSH, previamente preparada.
3.9.3 Mensuracéo daatividade da Mieloperoxidase (MPO)

A enzima mieloperoxidase (MPO), presente em leucocitos da linhagem granulocitica
e monocitica, tem participagdo em diversos processos fisiologicos e deletérios. Ela é
responsdvel pela geracdo de acido hipocloroso e também pela oxidacdo de compostos
endogenos, alguns medicamentos e toxinas.Além de ser um importante agente bactericida
(CRUZ; CAMPA, 2009). Os produtos primarios da acdo de MPO, o &acido hipocloroso gera
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produtos secundarios com amplas agdes biolégicas em eventos como apoptose, ela esta
diretamente associda a processo inflamatorio virgente.Possui uma
proteina lisossomal armazenada nos seus granulos. e um um pigmento heme, que causa a sua
cor verde em excregdes ricas em neutrofilos,

Esta enzima é encontrada nos granulos intracelulares azurdfilos deneutréfilos e, tem
sido usada com sucesso como um marcadorbioquimico de recrutamento destas células no
pulmdo e no miocardioisquémico. A dosagem deMPO correlaciona-se fortemente com a
quantidade de neutréfilosrecrutados na lesdo durante a inflamagdo. E uma técnica
quepossibilita demonstrar o componente inflamatério de formaquantitativa (THIRU et. al,
1995; CRUZ; CAMPA, 2009).

Apés coleta, a amostra foi pesada, 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 homogeneizado em
Polytron® PT 3100 a 13000 rpm. No pellet foi feito lise hipotonica com solugdo de NaCl0
2% e apo6s 30s adicdo de NaCl 1,6% com glicose 5%. Apds centrifugacdo, o pellet foi
ressuspendido em  buffer NaPO, 005 M (pH 54) contendo 0,5%
hexadecyltrimethylammoniumbromide e rehomegeneizado. Apds centrifugacdo 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
tetramethylbenzidine (TMB) 1,6 mM e H,0; (0,5 mM) e lida no leitor de placas de 96 wells a
450 nm. Obtém-se a concentracdo final de MPO comparando-se o valor da absorbancia com
uma tabela padrdo de MPO (Apéndice C). As concentracdes de MPO foram expressas em

unidade mg/dl de tecido.

3.9.4 Mensuracdo da atividade da Alanino aminotransferase (ALT) ou transaminase
glutdmica piravica (TGP) e da Aspartato aminotranferase(AST) ou Transaminase

glutamico oxalécetico (TGO)

A alanina aminotransferase (ALT), ou alanina transaminase, também conhecida
como transaminase glutdmica pirGvica (TGP), é uma enzima transaminase. E encontrada
no plasmae em varios tecidos corpdreos, mas € geralmente associada ao figado. Estas
enzimas sdo liberadas no sangue em grandes quantidades quando ha dano a membrana do
hepatdcito, resultando em aumento da permeabilidade. A necrose em si ndo é necessaria, e ha
baixa correlacdo entre o grau de lesdo hepatocelular e o nivel das aminotransferases
(PAKNEJAD et. al, 2006).
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A ALT catalisa a transferéncia do grupamento Amina da Alanina - Cetoglutarato,
levando a formacdo de Piruvato e Glutamato. O Piruvato em presenca do lactato
desidrogenase (LDH) reage com a nicotinamida adenina dinucleétido hidreto (NADH),
reduzindo-se a Lactato e o NADH oxida-se a NAD+. A velocidade de oxidacdo é
proporcional a atividade da ALT na amostra. O soro ou plasmaécolhido com EDTA ou
heparina, obtido livre de hemolise. O uso de kits Biocontrol N e P Bioclin. L foi usado para o
processamento da Amostra. Foi usado 1,0 mL do reagente, seqguido de transferéncia para
cubeta termostatizada a 37°C e espera 1 minuto. Foi realizada a leitura inicial, disparando
simultaneamente o crondémetro. Repetiram-se as leituras apds 1, 2 e 3 minutos. Foi calculadoa
média das diferencas de absorbancia por minuto (A/min.). No caso de uma variacdo média na
absorbancia0,080 em 365 nm, repetir a determinacéo, diluindo>334 nm oua amostra com
NaCl 0,85%. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluicdo.

A maior atividade da ALT esta localizada no tecido hepatico. Menores atividades
ocorrem no mdasculo esquelético, coracdo, rins e péancreas. Sua atividade encontra-se
aumentada na hepatite viral e toxica (30 - 50 ou 100 vezes os valores de referéncia - VR), bem
como em outras doencas hepaticas (DH), associadas a necrose hepatica.

O teste ALT geralmente é feito junto com outros testes que verificam danos no figado,
incluindo aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina, lactato desidrogenase (LDH)
e bilirrubina. Ambos os niveis de ALT e AST sdo testes confidveis para o figado.

Ja atransaminase glutdmico oxalacética (TGO), também chamada de aspartato
aminotransferase (AST) € uma enzima transaminase que catalisa a conversdo da porcgdo
nitrogenada de um aminoacido para um residuo de aminoécido. E essencial para a producio
de energia nociclo de Krebs, a TGO é encontrada no citoplasma e nas mitocéndrias de
muitas células, primariamente no figado, coracdo, musculos esqueléticos, rins, pancreas e
hemécias. Da mesma forma da TGP, essas enzimas estdo presentes no sangue em grandes
guantidades quando h& dano a membrana do hepatdcito, resultando em aumento da
permeabilidade. Assim, a elevacdo absoluta das aminotransferases tem grande significado
diagndstico, e ndo prognostico, nas hepatopatias agudas (PAKNEJA, 2006).

A AST catalisa a transferéncia de grupos Amina do Aspartato- Cetoglutarato, levando
a formagdo de Glutamato para oOxalacetato. O Oxalacetato em presenca do malato
desidrogenase (MDH) reage com o NADH, reduzindo-se a Malato e 0 NADH oxida-se a
NAD+. A velocidade de oxidacéo € proporcional a atividade da AST na amostra.

A amostra continha soro e foi utilizadokits Biocontrol N e P Bioclin. Com 1,0 mL do

reagente. A amostra foi transferida para cubeta termostatizada a 37°C e esperou-se 1 minuto.
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Foi repetido as leituras apos 1, 2 e 3 minutos. Foi calculado a média das diferengas de
absorbéncia por minuto (A/min.).

E necessario saber que a atividade das enzimas Aspartato Amino Transferase -
ASTnoplasma aumenta apds 6 a 8 horas do infarto do miocardio, alcancando um pico em 24 a
48 horas ap6s 0 acometimento. Nocasos das hepatopatias 0 aumento é3 a 50 ou 100 vezes 0s
valores de referéncia (VR).

Nas doencas hepaticas cronicas associadas a necrose celular, devido ao aumento da
liberacdo da AST - mitocondrial, pode haver inversdao da relacdo ALT/AST. Ocorre, ainda,
aumento de seus niveis na mononucleose infecciosa e nas colestases intra e extra hepaticas.

TGP e TGO sdo indicadores sensiveis de dano hepatico em diferentes tipos de
doencas. Mas deve ser enfatizado que ter niveis mais altos que o normal destas enzimas nédo

indica, necessariamente, uma doenca hepética estabelecida.
3.10 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar o efeito do tratamento com Ac, EAc 2 Hz e EAc 100 Hz sobre os valores
de Uréia, Creatinina, GSH, TBARS e atividade da MPO foi aplicado o teste ANOVA/Dunnet,
tanto para compraracao independente como para a comparagdo pareada, com a finalidade de
verificar a existéncia de igualdade/diferenca entre as médias dos procedimentos adotados.
Porém, para aplicar essa metodologia - ANOVA - precisa-se do pressuposto de normalidade
nos dados, ou seja, os dados devem ser bem distribuidos em torno da média, simétricos e
unimodais.

A andlise desse pressuposto pode ser realizada por meio do teste de Kolmorogov-
Smirnov (com os parametros de Dallai-Wilkinson-Lilliefor, p>0,05), se o p-valor calculado
for maior que 0,05 aceita-se a hipétese de normalidade, além de serem expressos como Média
+ Erro Padrdo da Média (Média £ EPM). Se o pressuposto for rejeitado, entdo, utilizou-se a
metodologia alternativa do teste ndo-paramétricos. Os dados que ndo obedeceram a curva de
normalidade foram analisados por meio de testes ndo paramétricos (teste de Mann-Whitney
com variagdo das medianas) e os resultados apresentados em mediana e intervalos
interquartilicos.

Os dados do estudo foram analisados no software GraphpadPrism versdo 5.0 para
Windows, GraphPad Software, San Diego, Califérnia, U.S.A., www.graphpad.com,

considerando-se uma probabilidade de erro de tipo I (a) de 0,05.
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3.11 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. Foram observados os Principios Eticos na Experimentacio
Animal, obedecendo as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
ap6s aprovacdo pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do
Ceara (CEPA / CEUA/ UFC), em 26 de marco de 2015 n® do Protocolo 87/2014 (APENDICE
A),e obedeceu os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
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4 RESULTADOS
4.1 COMPLICACOES E PERDAS DE ANIMAIS

N&o ocorreram Obitos durante o estudo. Entretanto, 0 modelo de depressdo pela
aplicacdo do estresse moderado cronico condicionou o aparecimento de diversas alteractes
clinicas néo letais no curso do experimento.

Durante o processo de aclimatag@o ao repouso na “"rede” (20 minutos, durante 7 dias
consecutivos), realizado apds a conclusdo da primeira etapa do estudo (aplicagdo do EMC),
varios animais apresentaram irritabilidade, na tentativa de libertacdo da imobilizacdo, durante
os primeiros dias. Observou-se, também, a presenca de fezes diarréicas. No 6° dia da
aclimatacdo os animais ja permaneciam calmos e aceitavam tranquilamente a imobilizacdo no
dispositivo.

Ap0s o 1° dia de tratamento (acupuntura ou eletroacupuntura) os animais apresentaram
as seguintes alteracdes:Diarréia: dois ratos (G2R4 e G4R6); Epistaxe moderada G4R1;
Dermatite de contato ao esparadrapo usado na imobilizacdo das patas traseiras: quase todos 0s
animais.

Finalmente, durante a Ultima etapa do experimento (coleta de amostras), realizada com
0s animais anestesiados por hidrato de cloral, observaram-se as seguintes
complicacdes: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 apresentados no Apéndice E (Tabela
A1/A2, Dados brutos). A Tabela 1 contém os valores (pesos médios) obtidos na pesagem dos
animais de cada grupo. Observou-se uma variacdo de peso dos animais entre 230 e 340g, com
peso médiode 283,5+28,4. N&o 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 Peso médio (X£DP) *
G1 - Grupo Controle 284,2+17,14
G2 - Grupo Acupuntura 303,2+30,5
G3- Grupo Eletroacupuntura2 Hz 263,3+27,3
G4- Grupo Eletroacupuntural00 Hz 283,3+28,0

*X+DP = média + desvio padrédo
Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

Durante todo o experimento houve alteracdo do peso dos animais. Os pesos aferidos
no dltimo dia do estudo (Dia 54) foram comparados aos pesos verificados no dia de término
do processo de indu¢do do EMC. Observou um discreto aumento de peso (5,03%) no grupo
G1. O aumento mais importante ocorreu nos ratos tratados com EAc 100 Hz (18,03%)
(Tabela 2).

Tabela 2- AlteracOes do peso dos ratos durante o experimento *

%
Grupos Dial Dia 21 Dia 42 Dia 54 aumento
do peso
G1 - Grupo Controle 284,17 294,00 330,33 347,83 5,03
G2 - Grupo Acupuntura 303,17 333,17 326,50 353,50 7,64
G3 - Grupo EAC2 Hz 263,33 288,00 308,17 358,00 13,92
G4 - Grupo EAC100 Hz 283,33 292,50 287,17 350,33 18,03

* Percentuais referem-se ao incremento do peso no Gltimo dia do experimento (Dia 54) comparado ao peso
(g) aferido ao término do EMC (Dia 42).

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

4.3. PESO DO FIGADO

O peso do figado variou de 4,45 a 4,759 (pesomédio: 4,60 g). Ndo foram observadas

variacdo significante (Apéndice G), como demonstrado na Tabela 3, Figura 6.
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Tabela 3 - Alteracdes do peso médio do figado dos ratos no ultimo dia do experimento (Dia
20)

Grupos N Lobo D Lobo E Peso Total
G1 - Grupo Controle 6 2,24 2,45 4,69
G2 - Grupo Acupuntura 6 2,38 2,36 4,75
G3 - Grupo EAC2 Hz 6 2,36 2,15 4,51
G4 - Grupo EAC100 Hz 6 2,36 2,09 4,45

* Peso(g) aferido dois dias ap6s o término dos tratamento
Fonte: Elaborada pelo autor (2016)
Figura 6 -Variagdo do peso do figado no ultimo diado experimento (dia 20)
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Fonte: Elaborada pelo autor (2016)
Baseado noteste de ANOVA / Dunnett, a tabela 3 demonstra que nédo

houvesignificancia entre o peso do figado comparando os demais grupos com o controle (G1).
4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Todos os testes corroboraram com o estabelecimento da anedonia segundo Apéndice
F.

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). O teste comprovou o estabelecimento da

anedonia em todos osgrupos (Tabela 4, Figura 7).
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Tabela 4- Teste de preferéncia da sacarose (g), realizado em 3 momentos

Grupos TPS-1* TPS-2* TPS-3*
G1 - Grupo Controle 2,840 68,69 0,38
G2 - Grupo Acupuntura 6,336 78,82 0,66**
G3 - Grupo EAC2 Hz 6,244 71,97 0,60
G4 - Grupo EAC100 Hz 4,159 73,78 0,50

* TPS-1 ((Dia zero, antes do inicio do EMC); TPS-2, ao final da terceira semana do EMC, no 21° dia do
experimento); TPS-3 no Gltimo dia do EMC (no 42° dia do experimento). Valores calculados: TPS
=Ingestao de sacarose [g] / (Ingestdo de sacarose [g] + ingestdo de agua [g]) * 100

™ Anedonia, segundo definicdo de Moreau J-L., 2004.

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

Figura 7- Teste de preferéncia da sacarose
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* 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).
Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

4.4.2 Teste de nado forcado

Houve reducéo significante do tempo de imobilidade e flutuagdo passiva, nos ratos
submetidos ao estresse moderado crénico, tratados com AC (30,61%), EAc 2 Hz (58,00%) ou
EAc 100 Hz (23,88%). A reducédo foi minima no grupo controle (4,81%). A tabela 5 e figura 8

ilustra os efeitos dos diversos tratamentos em trés intervalos do estudo.
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Tabela 5- Teste do nado forcado. Tempo (m/s) de imobilidade ou flutuacdo passiva dos ratos

Grupos Pré-teste TNF 1 TNF 2 % Reducéo

(Dia 43) (Dia 44) (Dia 53)
G1 - Grupo Controle 202 104 99 4,81
G2 - Grupo Acupuntura 92 49 34 30,61
G3 - Grupo EAC2 Hz 110 50 21 58,00
G4 - Grupo EAC100 Hz 134 67 51 23,88

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

O TNF foi realizado em trés etapas, a primeira (pré-teste) no 43° dia do experimento,
apos a conclusdo do protocolo EMC; a segunda no 44° dia (TNF-1) um dia apds o pré-teste e
o0 teste final no 53° dia (no dia seguinte ao término do tratamento). A coluna % reducdo
exibe os percentuais de reducdo da atividade no Dia 53 (no dia seguinte ao término do
experimento, antes da coleta de amostras e morte do animal).

Os 4 gréficos exibidos na Figura 8 ilustram o comportamento de cada grupo no teste
de nado forcado. O grupo G1 (controle) ndo apresentou diferencas significativas na
comparagdo com os grupos tratamento. Os grupos G2-G4 apresentaram reducdo significante

do tempo de imobilidade e flutuagéo passiva.
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Figura 8- Efeitos da Acupuntura e da Eletroacupuntura em ratos deprimidos submetidos ao

teste de nado forcado
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Fonte: Elaborada pelo autor (2016)
No grupo G1 observa-se que ndo houve diferenca nos indices calculados, por meio do

teste estatistico aplicado - ANOVA. Por mais que, visualmente, o grafico aparente que ha
certo aumento no primeiro teste e diminua no segundo teste, voltando a crescer no terceiro
teste, 0 procedimento estatistico ndo foi capaz de detectar a diferenca entre os testes.

Os testes realizado para essa andlise foram o teste ANOVA de medicdes
repetidas/Dunnettcujo P<0,05, P<0,001, P<0,0001 comparados ao controle G1.

4.5 EFEITOS DA ACUPUNTURA E DA ELETROACUPUNTURA (2 HZ E 100 HZ)
SOBRE OS MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS SERICOSEM RATOS
DEPRIMIDOS, INDUZIDOS POR ESTRESSE MODERADO CRONICO (APENDICE H)

4.5.1 Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura sobre a concentracdo de aspartato

amino transferase - AST no sangue dos ratos

O uso da Ac ou da EAc (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos promoveu reducédo
significante (p<0,0001) das concentracdes de AST no ultimo dia do estudo (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 cronico, sobre as concentragcdes de AST (U/L) nos roedores
dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no ultimo dia do estudo.

Grupos AST
G1 - Grupo Controle 161,80 £ 9,24
G2 - Grupo Acupuntura 10950 + 26.88***
G3 - Grupo EAC2 Hz 87,83 + 7,60***
G4 - Grupo EAC100 Hz 73,83 £ 13,1***

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)
Os testes realizado para essa andlise foram ANOVA/ DUNNETTcujo***p<0,0001
comparado ao controle (G1).

Figura 9- Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos,
induzidos por estresse moderado crénico sobre as concentracdes de AST (U/L) nos roedores
dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no ultimo dia do estudo.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

Os testes usados para essa andlise foram o Teste ANOVA/ DUNNETT cujo
***p<0,0001 comparado ao controle (G1).

4.5.2 Efeitos da acupuntura e eletroacupunturasobre a concentragdo de alanina amino

transferase - ALT no sangue dos ratos

N&o foram observadas alteracGes significantesnas concentracbes de ALT na
comparacdo 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 (Tabela 7, figura 10).
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Tabela 7- Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos,
induzidos por estresse moderado cronico, sobre as concentragdes de ALT (U/L) nos roedores

Grupos ALT
G1 - Grupo Controle 69,33+10,25
G2 - Grupo Acupuntura 63,17+10,70
G3 - Grupo EAC2 Hz 56,00+8,462
G4 - Grupo EAC100 Hz 61,83+7,679

dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no Gltimo dia do estudo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)
Os teste usados para essa analise foramANOVA/ DUNNETT cuja diferencas nédo

foram significantes.

Figura 10- Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos,
induzidos por estresse moderado cronico, sobre as concentragdes de ALT (U/L) nos roedores
dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle positivo (G1) no ultimo dia do estudo
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Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

Os Teste usados para essa analise foramANOVA/ DUNNETT cuja diferencas nédo

foram significantes.

4.5.3 Efeitos da acupuntura e eletroacupunturasobre a concentracdo de GSH no sangue

dos ratos

Houve aumento significante das concentragdes de GSH plasmatico nos ratos tratados
com EAc (2 e 100 Hz)(Tabela 8, Figura 11).
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Tabela 8- Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos,
induzidos por estresse moderado crénico, sobre as concentragdes de GSH (puMol/mL)
plasmatico nos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no

Grupos (n=6) Valor Percentil Mediana Percentil Valor maximo
minimo 25 75
G1 - Grupo Controle 1328 1333 1387 14,25 14,25
G2 - Grupo Acupuntura 11 55 13,73 17,68 20,61 22,39
G3 - Grupo EAC2 Hz 18,79 19,93 22,19 43,00 46,38
G4 - Grupo EAC100 Hz 48,73 4899  51,96*** 63,33 78,84

altimo dia

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)
Os teste usados para essa analise foram ANOVA / DUNNETT cujas diferencas ndo

foram significantes***.

Figura 11- Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos,
induzidos por estresse moderado crénico, sobre as concentragdes de GSH (uMol/mL)
plasmético nos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no
ultimo dia
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Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

Os teste usados para essa analise foram ANOVA / DUNNETT cujas diferengas foram

significantes.

4.5.4 Efeitos da acupuntura e eletroacupuntura sobre a concentracdo de MDA no sangue

dos ratos
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N&o foram observadas alteracbes significantesnas concentracbes de MDA na
comparacdo 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 (Tabela 9, figura 12).

Tabela 9- Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos,
induzidos por estresse moderado cronico, sobre as concentracbes de MDA (uMol/mL)
plasmético nos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no
ultimo dia

Grupos (n=6) Valor  Percentii  Mediana Percentil  Valor maximo
minimo 25 75
G1 - Grupo Controle 00060 00135 00260  0,1110 0,1860
G2 - Grupo Acupuntura 00360  0,0360  0,0620 0,0785 0,0860
G3 - Grupo EAC2 Hz 00360 00510  0,0810 0,1535 0,2960
G4 - Grupo EAC100Hz  0,0110  0,09725  0,1760 0,3035 0,3560

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

Os teste usados para essa analise foramKruskal-Wallis / Dunn. Diferencas ndo
significante.

Figura 12- Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos,
induzidos por estresse moderado cronico, sobre as concentraces de MDA (uMol/mL)
plasmético nos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no
ultimo dia
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Fonte: Elaborada pelo autor (2016)
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Os Teste usados para essa analise foram. Teste: Kruskal-Wallis / Dunn. Cujas
diferengas ndo foram significantes.

4.6 EFEITOS DA ACUPUNTURA E DA ELETROACUPUNTURA (2 HZ E 100 HZ)
SOBRE O TECIDO HEPATICODE RATOS DEPRIMIDOS, INDUZIDOS POR ESTRESSE
MODERADO CRONICO (APENDICE 1)

4.6.1Efeitos da acupuntura e eletroacupuntura sobre a concentracdo de GSH no figado
de ratos

Houve aumento significante das concentracGes de GSH hepatico nos ratos dos grupos

G-4, comparados ao 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 GSH (uMol/g) no figado
dos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no dltimo dia

Grupos (n=6) Valor Percentil Mediana Percentil Valor maximo
minimo 25 75
G1 - Grupo Controle 2564 2718 2813 33,41 47,91
G2-Grupo Acupuntura 4556 6885  78,81** 84,67 85,99
G3 - Grupo EAC2 Hz 68,12 69,88 70,90** 75,81 84,82
G4 - Grupo EAC100 Hz 72,81 90,82 100,9** 110,2 131,1

do estudo

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

Os teste usados para essa analise foram ANOVA / DUNNETT cujo **P<0,0001

comparado ao grupo G1.
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Figura 13 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos,
induzidos por estresse moderado cronico, sobre as concentracdes de GSH(uMol/g) no figado
dos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no ultimo dia

1501 | P<0,0001
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G P<0,0001
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Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

Os testes usados para essa analise foi: ANOVA / DUNNETT cujo ***P<0,0001

comparado ao grupo G1.

4.6.2 Efeitos da acupuntura e eletroacupuntura sobre a concentracdo de MDA no figado

de ratos

Houve reducéo significante da concentracdo de MDA na comparacao entre 0os 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 crénico, sobre as concentracdes de MDA (uMol/g) no figado
dos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no ultimo dia

Grupos (n=6) Valor  Percentil Mediana Percentil  Valor maximo
minimo 25 75
G1 - Grupo Controle 00520 02020 02320 03170 0,4320
G2 - Grupo
Acupuntura 0,1120 0,1120  0,1520 0,1570 0,1620
G3 - Grupo EAC2 Hz 0,0720 0,1220 0,1420 0,1820 0,3720
G4 - Grupo EAC100 Hz  0,0820 0,0920 0,1120* 0,2120 0,2620

do estudo

Fonte: Elaborada pelo autor (2015)
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Os Teste usados para essa analise foramKruskal-Wallis / Dunn. *p<0,05 comparado
ao controle G1.

Figura 14 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos,
induzidos por estresse moderado crénico, sobre as concentracbes de MDA (uMol/g) no
figado dos roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no
ultimo dia
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Fonte: Elaborada pelo autor (2016)
Os Teste usados para essa analise foram Kruskal-Wallis / Dunn. *p<0,05 comparado

ao controle G1.

4.6.3 Efeitos da acupuntura e eletroacupuntura sobre a concentracdo de MPO no figado

de ratos

Houve reducéo significante da atividade da MPO nos ratos tratados com EAc 100 Hz

comparados ao controle G1 no ultimo dia do estudo (Tabela 12, Figura 15).
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Tabela 12- Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos,
induzidos por estresse moderado cronico, sobre a atividade da MPO (U/g) no figado dos
roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no dltimo dia do

Grupos (n=6) Valor Percentil Mediana Percentil Valor maximo
minimo 25 75
G1 - Grupo Controle 3,715 3,885 4,301 4,399 4,416
G2 - Grupo Acupuntura 2,282 2,407 2,904 4,185 5,208
G3 - Grupo EAC2 Hz 0,268 1,074 1,630 4,265 4,420
G4 - Grupo EAC100 Hz 0,079 0,114  0,160*** 0,614 1,913
estudo

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

Os Teste usados para essa analise foramKruskal-Wallis / Dunn. ***p<0,0001

comparado ao controle G1.

Figura 15- Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100 Hz) em ratos deprimidos,
induzidos por estresse moderado cronico, sobre a atividade da MPO (U/g) no figado dos
roedores dos grupos G2-G4, comparados ao grupo controle negativo (G1) no altimo dia do es
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Fonte: Elaborada pelo autor (2016)

Os teste usados para essa analise foram Kruskal-Wallis / Dunn. *p<0,0001 comparado

ao controle G1.



4.7. Consolidacéo dos resultados

Todos os pardmetros tomaram como base para comparacdo o Grupo Controle
Negativo (G1). Foi observado que os valores de ALT sérico ndo foram significantes para
nenhum dos grupos tratados; que os valores de AST sérico mostraram-se muito significantes
(*** p < 0,0001); o GSH sérico mostrou-se com um aumento semelhante para 0 G3 e G4; o
GSH hepatico obteve resultado significativo para todos os grupos (G2-G4); MDA hepaético foi

significativo para o G4; e o MPO hepético também apresentou-se significativo para G4

(Tabela 13).

Tabela 13- Consolidado dos resultados dos grupos tratados (G2-G4) em comparagdo com 0

grupo controle (G1)

EXAMES LABORATORIAIS G2 (Ac) G3 (EAc 2Hz) G4 (EAc 100Hz)

ALT/TGP (sérico) %) O
AST/TGO (sérico) ok -
GSH (sérico) %) -
MDA (sérico) %) %)
GSH (hepatico) ok -
MDA (hepatico) %) %
MPO (hepaético) %) 1%

%)

FHF

FHF

FHF

%5424

* Onde o simbolo " @ " significa auséncia de significAncia entre a analise amostras , a presenca de um Unico
asterisco " * ” representa amostra com significancia (p< 0,05) e os trés asteriscos conjuntos " *** " representa

amostra com significancia de p< 0,0001.

Fonte: Elaborada pelo autor (2016)
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5 DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi analisar os efeitos do uso da acupuntura e eletroacupuntura
no figado de ratos deprimidos. Para isso foram utilizados testescomportamentais para
comprovacao do estado deprimido e , para avaliar os efeitos do tratamento proposto, foram
dosadas mediadores pro-inflamatérios e antiinflamatérios no plasma e no figado. Além disso,
foram observados outros fatores comportamentais que poderiam causar alteracGes fisioldgicas
no animal.

Um desses pardmetro comportamentais observador e mensurados foi a ingestdo de
liquidos e alimentos, mensurada por meio da alteragdo do peso do animal. Segundo Willner
(2005) a perda de peso corporal durante a exposi¢cdo ao protocolo de estresse tem sido
considerada uma caracteristica importante para se investigar anedonia no modelo de
depressdo discutido neste trabalho. Estudos mostram que a redugéo no peso corporal pode ser
superior a 20%. A perda de peso durante 0 EMC pode estar associada aos periodos de
privacdo de agua e racdo em que 0s sujeitos sdo submetidos nesse processo. Ha, também, a
hipbtese de que os sujeitos poderiam diminuir a ingestdo de liquidos e de ragdo como efeito
decorrente da exposicdo aos estimulos estressores.

Para Rodrigues (2005), a perda de peso parece estar associada ao conjunto de eventos
aversivos e incontrolaveis aos quais os sujeitos sdo submetidos, e ndo especificamente a
privacao de agua e comida que ocorre durante o0 EMC, visto que em seu estudo 0s sujeitos nao
apresentaram alteracdo no consumo de agua e ragdo nesse periodo.

Nesse estudo, diferente das pesquisas citadas, todos o0s sujeitos submetidos as sessdes
operantes apresentaram ndo apenas estabilidade de peso como encontrado no trabalho de
Silva (2013), mas aumentaram seu peso ao longo da pesquisa, principalmente aqueles animais
tratados com Eletroacupuntura 100Hz.

O aumento de peso durante 0 EMC pode ser explicadopor um comportamento
compulsivo de se alimentar episodico, geralmente associado a privacdo intermitente e a
apresentacdo de estimulos aversivos assim como ocorreu nos estudode Thomaz (2001),
Dolabela (2004) e Rodrigues (2005), Boggiano et al., (2007).E, apos o tratamento, se justifica,
pela diminuigdo do estresse oxidativo e a retomada de prazer a essa atividade. De acordo com
Mehret et. al, (2010)a eletroacupuntura, por ser uma forma reconhecida de potencializar a
acupuntura, tem efeitos terapéuticos melhores que a acupuntura, assim, foi observado um

maior acréscimo de peso em ratos tratados com eletroacupuntura.
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Segundo Zuardi (2014) a cronicidade do estresse pode levar a alterages fisiologicas,
cujos mecanismo ainda ndo estdo bem elucidados, como diarréia, a qual também foi
encontrada nesse estudo. Ja outras alteracdes fisiolégicas como epistaxe e hematdria,
encontradas neste estudo, estdo relacionadas com aumento da pressdo arterial caracteristicos
da situacéo de estresse (TEBALDI et. al, 2012).

O peso do figado foi constante em todos 0s grupos ndo sendo observado nenhuma
modificacdo para aqueles que receberam tratamento em comparacdo ao grupo controle.

Os resultados mostraram que o EMC, durante seis semanas,foi efetivo para o
desenvolvimento da depressdo, visto que no Teste de Preferéncia a Sacarose, realizado em
trés momentos, o primeiro antes do inicio do EMC, um terceiro no vigésimo primeiro dia e
um terceiro teste ao final das seis semanas, assim houve, progressivamente, uma diminuicao
de consumo de sacarose, fato que ocorre diante da auséncia de interesse para coisas com as
quais antes ofereciamprazer, tendo como resultado muito significativo (p< 0,0001).

Muitos estudos apontam o uso do Teste de Preferéncia a Sacarose , pois ele é
considerado um marcador comportamental Gtil e valida de estresse crénico em animais
indicando anedonia, perda de interesse ou prazer (KUMAR et al., 2011).

Outro método para constatacdo da depressdo foi o Teste de Natacdo Forcada, realizado
em dois momentos prévios ao tratamento,no qual os animais apresentaram-se mais tempo
parados, sem 0 mesmo estimulo de sobrevivéncia de emersdo, quando comparado ao
momento posterior ao tratamento. Em outros estudos oTNF foi usado no estudo de
antidepressivos (BORGES FILHO et al., 2013), e a reducdo tempo de imobilidade foi
considerada indicativa de atividade antidepressiva (MAO et al., 2014), atestando a eficacia do
teste para determinar a anedonia em animais.

Assim, podemos afirmar que os grupos G2-G4 apresentaram-se significativamenteem
anedonia quando comparados o pré-teste e o teste apos o tratamento. Parametros como a
diminuicdo da GSH plasmética no grupo controle, junto aos testes comportamentais,
constatam que 0s animais estavam em estado de estresse.

Estas alteracbes comportamentais em ratos sdo comparaveis com o humor
deprimido em humanos. Corroborando com esses estudos, nossos resultados indicam que
EMC induziu um aumento de tempo de imobilidade no TNF e uma diminui¢édo da preferéncia
sacarose (SOUZA et al, 2013;. LIU et al, 2014b;. MAO et al., 2014).

A agressdo hepatica causada por estresse oxidativo pode levar a danos

hepatocelulares. Isso pode resultar em alteracdo na macroscopia e nos exames laboratoriais
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alterados. Nesta pesquisa pdde-se se observar um padrdo macroscopico considerados normais
no que se refere a cor, forma, tamanho, consisténcia e odor. O peso do figado foi constante em
todos os grupos ndo sendo observado nenhuma modificacdo para aqueles que receberam

tratamento em comparagdo ao grupo controle.

Quanto aos exames laboratoriais 0 que pode levar a alteragdes dos valores de TGO
e/ou TGP. Geralmente esse aumento € assintomatico, transitorio e resolve-se apds a
descontinuacdo do estimulo, caso seja agudo. Os dados dos diversos estudos sio muito
consistentes em mostrar que a hepatotoxicidade é rara (< 2%), mas quando ocorre manifesta-
se com aumento de TGP e/ou TGO (BERTOLAMI, 2005; DUMITRASCU. 2011).

Sabe-se que a hepatotoxicidade € dose-relacionada, com doses mais altas associadas a
maiores taxas de anormalidades enzimaticas. Estudos apontam que o aumento das enzimas
usualmente ocorrem nas primeiras 12 semanas exposta ao estressor, nesse estudo pdde se
observar que com apenas 6 semanas de ECM houve relativa alteracdo de transaminase (TGO).
Apesar da TGO ser mais inespecifica para lesdo hepatica, a sua presenca, relacionado a outros
pardmetros do grupo controle (valores reduzidos de GSH sérico e hepético,elevada
concentracdo de MPA e MPO) corroboram com achados compativeis com hepatopatia nos
ratos estudados (BERTOLAMI, 2005).

Assim, o tratamento se mostrou eficaz evidenciado pela analise desses parametros
nos demais grupos (G2-G3). O GSH sérico, por exemplo, apresentou-se com elevada
significancia (p < 0,0001) para o grupo tratado com eletroacupuntura 100Hz (G4), e mostrou-
se significante (p <0,05) para o grupo tratado com eletroacupuntura 2Hz (G3), dados que vao
ao encontro da pesquisa de Acioli (2014), estudo que também se assemelha ao método deste

trabalho.

Trabalhos anteriores, como o de Silva (2009) e Santos (2012), que também
utilizaram metodologia semelhante a este trabalho, com o uso de acupuntura e
eletroacupuntura de frequéncias variaveis para tratamento de estresse oxidativo em 0rgaos
especificos, apontaram, assim como visto nesse trabalho, um aumento de glutationa reduzida
(GSH) no tecidual entre grupos tratados comprado com o grupo controle. Houve, neste
estudo,aumento significante (p < 0,0001) da GSH em todos os grupos tratados quando

comparado com o controle, corroborando com o estudo de Silva (2009).
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O dialdeido malénico (MDA) é produto final da peroxidacdo dos lipideos, é um
metabdlito da lipoperoxidacdo que exprime indiretamente a acdo dos radicais livres no soro,
servindo na avaliacdo do estresse oxidativo. A presenca dele indica estresse oxidativo em
curso. Os valores de MDA sérico ndo apresentaram significancia neste trabalho, o MDA
hepéatico, porém, apresentou , apresentou reducdo significante (p< 0,05) no grupo G4
(Eletroacupuntura 100Hz) quando comparado com o grupo controle, divergindo dos trabalhos
de Acioli (2014), o qual encontrou aumento significante dos valores de MDA no 6rgao

estudado e Silva (2009) que ndo achou valores significantes.

A mieloperoxidase(MPO), um marcador de neutréfilos teciduais, apresentou-se
significativamente ( p < 0,0001) reduzido no G4 (grupo da eletroacupuntura 100HZ),
corroborando com os achados de Acioli (2014) e Santos (2012) que apresentaram reducao de

MPO associados a tratamento com Eletroacupuntura.

Apesar das dificuldades encontradas ao longo da pesquisa (como a auséncia de
literaturas que envolvessem essa relacdo depressdo-hepatopatia; dificuldades financeiras para
desenvolver maiores andlises; tamanho das agulhas, as quais foram desenvolvidas
originalmente para o0 uso em humanos, etc) o uso da Ac, EAc 2 Hz e EAc 100 Hz apresenta-
se promissor no tratamento de hepatopatias associada a depressdo. Conclui-se, entdo, que a
aplicacdo do tratamento em ratos previamente deprimidos promoveu protecdo local e
sistémica sobre o estresse oxidativo por aumento das concentracdes de GSH, além de reduzir
o estado inflamatdrio. Enfatiza-se que tratamento com Eletroacupuntura 100Hz se mostrou

significativamente mais promissor como tratamento.
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6 CONCLUSAO

Observou-se a instauracdo do estado depressivo pelo protocolo de Estresse Moderado
Cronico, cujos testes comportamentais (TPS e TNF) apontaram para anedonia.

A partir dos marcadores pro-inflamatorios sericos e hepéaticos elevados no grupo
controle, foi sugerido a presenca de estresse oxidativo sistémico e ,principalmente, associado
ao Orgdo em estudo.

Foi constatadoque o tratamento proposto com acupuntura, eletroacupuntura 2Hz e
eletroacupuntura 100Hz, promoveu reducéo significativa de AST sérica, aumento da GSH
hepatico para todos os grupos tratados. Observou-se, também ,um aumento muito
significativo (p < 0,0001) sérido de GSH, uma redugdo , significativa (p < 0,05) e muito
significativa (p < 0,0001), respectivamente, de MDA e de MPO, relacionado ao uso da
Eletroacupuntura de 100Hz .

Conclui-se, entdo, que a aplicacdo do tratamento em ratos previamente deprimidos
promoveu protecdo local e sistémica sobre o estresse oxidativo por aumento das
concentracdes de GSH, além de reduzir o estado inflamatério. Enfatiza-se que tratamento com

Eletroacupuntura 100Hz se mostrou significativamente mais promissor como tratamento.
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DE GLUTATIONA-GSH
Drogas e reagentes:
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
Acido tricloacético (ATC,50%)
Tampéo TRIS 0,4 M pH 8,9
5,5"-ditiobis (2-acidonitrobenzoico (DTNB) 0,5M)
Metanol
Glutationa (GSH, 1 mg/ml).
Preparacdo dos reagentes:
Acido tricloroacético 50% - diluido em &gua destilada
EDTA Na; 0,2M PM 372,2 (%,211g + H20qsp 70.0 ml)
EDTA Na; 0,02M (30 ml de EDTA Na0,2M + H,0qsp 300 ml
Reacéo:
2 GSH + H,0, = GSSG + 2 H,0.

2 GSH + Ac. Graxo-OOH = GSSG + Ac. Graxo-OH + H,O
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APENDICE C
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TABELA C1 - DE VALORES PADRAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE
(MPO) - GRUPO CONTROLE NEGATIVO

GRUPO CONTROLE MPO (mg/dl)
Rato 1 1,913
Rato 2 0,162
Rato 3 0,181
Rato 4 0,125
Rato 5 0,158
Rato 6 0,079

Fonte: préprio autor (2015).

APENDICE D
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QUADRO D1 - ROTINA PARA A APLICACAO DOSESTRESSORES MODERADOS
E IMPREVISIVEIS DURANTE 6 SEMANAS PARA A INDUCAO DO ESTRESSE
MODERADO CRONICO (EMC) NOS RATOS

SEMANA | QUA QUI SEX | SAB DOM SEG TER
Semana l | 33 15 26 21 17 27 R
Semana 2 | 34 24 04 29 09 35 E
Semana 3 | 01 20 32 16 22 12 0
Semana 4 | 23 25 14 03 30 31 U
Semana 5 | 05 13 08 18 19 07 (S)
Semana 6 | 36 28 10 11 06 02

Distribuicdo e descricdo dos estressores:
01-06 = Confinamento em um espaco restrito por 2 h (08 as 10 horas),
07-12 = Inclinacdo da gaiola durante 4 horas (08 as 12 horas)
13-18 = Habitacdo em cama Umida durante 8 horas (08 as 16 horas)

19-24= privacdo de alimentos durante 12 h seguida por exposicdo de comida

inacessivel para os animais durante 1 hora (08 as 21 horas)

25-30= jejum hidrico durante 12 horas seguido da exposicdo da garrafa d'agua

vazia durante 1 hora (08 as 21 horas)
Repouso, com oferta de racdo e dgua ad libitum

Para a geracdo dos numeros randdmicos foi utilizado o Gerador on-line de
NUmeros Randdmicos, disponivel

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




APENDICE E

PESO DOS RATOS AO LONGO DO EXPERIMENTO

TABELA EL1 - Peso dos ratos (g) antes do inicio do experimento (Dia 1)

Rato Gl G2 G3 G4
1 284 280 301 266
2 268 323 230 295
3 287 340 244 252
4 278 298 282 327
5 272 320 277 297
6 316 258 246 263

Fonte: proprio autor (2015).
TABELA E2 - Peso dos ratos (g) ao término do EMC (Dia 42)

Rato Gl G2 G3 G4
1 384 315 330 296
2 287 350 248 227
3 309 382 292 209
4 284 268 304 370
5 356 305 331 329
6 362 339 344 292

Fonte: proprio autor (2015).
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APENDICE F

TESTES COMPORTAMENTAIS

TABELA F1 - Teste de preferéncia da sacarose (TPS), em trés momentos,

do Grupo 1- Volume (ml) ingerido de agua ou sacarose a 2%

Grupo 1 TPS1 TPS2 TPS3
Rato Agua Sacarose Agua Sacarose Agua  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)

Fonte: proprio autor (2015).

TABELA F2 - Teste de preferéncia da sacarose (TPS), em trés momentos,

do Grupo 2- Volume (ml) ingerido de agua ou sacarose a 2%

Grupo 1 TPS1 TPS2 TPS3
Rato Agua Sacarose Agua 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

Fonte: proprio autor (2015).



TABELA F3 - Teste de preferéncia da sacarose (TPS), em trés momentos,

do Grupo 3- VVolume (ml) ingerido de agua ou sacarose a 2%

Grupo 1 TPS1 TPS2 TPS3
Rato Agua Sacarose Agua Sacarose Agua  Sacarose
1 14 26 18 35 12 12
2 30 10 19 17 11 )
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

Fonte: proprio autor (2015).

TABELA F4 - Teste de preferéncia da sacarose (TPS), em trés momentos,
do Grupo 4- Volume (ml) ingerido de agua ou sacarose a 2%

Grupo 1 TPS1 TPS2 TPS3
Rato Agua Sacarose Agua Sacarose Agua  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

Fonte: proprio autor (2015).



TABELA F5 - Teste de natagéo forcada (TNF), em trés momentos,

do Grupo 1- relacionado ao tempo (minutos: segundos) de inatividade.

Grupo 1 TNF1
Rato

06:11
04:04
03:24
02:11
01:55
02:28

o oA oWDN

TNF2

02:03
00:59
01:15
00:40
02:25
00:23

TNF3

02:10
04:42
00:14
00:38
00:32
01:40

Fonte: proprio autor (2015).

TABELA F6 - Teste de natacédo forcada (TNF), em trés momentos, do

Grupo 2- relacionado ao tempo (minutos: segundos) de inatividade.

Grupo 1 TNF1
Rato

02:35
00:48
01:41
00:36
01:07
02:29

oo o A WDN

TNF2

00:29
00:14
01:11
00:19
00:53
00:49

TNF3

00:21
00:17
00:41
00:20
00:28
01:17

Fonte: préprio autor (2015).
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TABELA F7- Teste de natacdo forcada (TNF), em trés momentos, do

Grupo 3- relacionado ao tempo (minutos: segundos) de inatividade.

Grupo 1 TNF1
Rato

02:15
01:30
01:55
02:25
00:39
02:20

o oA oWDN

TNF2

01:05
00:30
00:42
00:29
01:18
00:57

TNF3

00:33
00:12
00:35
00:15
00:05
00:26

Fonte: proprio autor (2015).

TABELA F8 - Teste de natacédo forcada (TNF), em trés momentos, do

Grupo 4- relacionado ao tempo (minutos: segundos) de inatividade.

Grupo 1 TNF1
Rato

00:57
02:06
00:38
01:05
02:05
01:31

oo o A WDN

TNF2

00:58
00:16
01:03
00:20
00:38
00:31

TNF3

00:00
00:14
00:11
00:09
00:09
00:17

Fonte: préprio autor (2015).
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APENDICE G

DIMENSOES E PESO (g) DO TECIDO ANALISADO - FIGADO

TABELA G1 - Peso total (g) do figado

Rato Gl G2 G3 G4
1 4,99 4,74 4,18 4,48
2 4,14 4,8 3,81 4,99
3 3,87 5,52 4,73 3,66
4 4,02 4,18 4,81 3,94
5 5,83 4,02 4,65 4,94
6 5,29 5,22 4,86 4,68

Fonte: proprio autor (2015).
TABELA G2 - Peso (g) do figado— I6bulo direito

Rato Gl G2 G3 G4
1 2,52 2,56 2,27 2,13
2 2,21 2,18 1,89 2,63
3 1,74 3,00 2,55 1,87
4 1,91 1,82 2,65 2,44
5 2,53 2,06 2,48 2,51
6 2,52 2,68 2,33 2,56

Fonte: proprio autor (2015).
TABELA G3 - Peso (g) do figado— I6bulo esquerdo

Rato Gl G2 G3 G4
1 2,47 2,18 191 2,35
2 1,93 2,62 1,92 2,36
3 2,13 2,52 2,18 1,79
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4 2,11
5 3,30
6 2,77

2,36
1,96
2,54

2,16
2,17
2,53

1,50
2,43
2,12

Fonte: préprio autor (2015).

APENDICE H
MARCADORES INFLAMATORIOS DO PLASMA (mg/dl)
TABELA H1-Glutationa-GSH

Rato Gl 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

Fonte: proprio autor (2015).
TABELA H2-DialdeidoMal6nico (MDA)(uMol/g)*

Rato Gl 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

Fonte: proprio autor (2015).

TABELA H3- Transaminase glutamico oxalacética (TGO), também chamada
de Aspartato aminotransferase (AST). (U/L)

Rato Gl

G2

G3

G4
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1 147 98 88 65
2 154 112 80 73
3 166 65 98 98
4 165 121 92 61
5 170 115 91 77
6 169 146 78 69

Fonte: préprio autor (2015).

TABELA H4- Transaminase glutamico piravica (TGP ), também conhecida

comoAlanina aminotransferase (ALT). (U/L)

Rato Gl G2 G3 G4
1 73 56 54 64
2 67 66 62 68
3 55 76 61 67
4 62 52 66 47
5 75 75 44 61
6 84 54 49 64

Fonte: proprio autor (2015).



APENDICE |
MARCADORES INFLAMATORIOS NO FIGADO (mg/dl)
TABELA I11-Glutationa -GSH

Rato Gl G2 G3 G4
1 47,9069 76,9073 68,1193 96,8268
2 27,9874 45,5634 71,0486 99,7561
3 27,6944 76,6144 70,7557 131,100
4 28,2803 85,9882 72,8062 102,097
5 25,6439 84,2306 70,4628 103,271
6 28,5732 80,7154 84,8165 72,8062

Fonte: proprio autor (2015).
TABELA 12-DialdeidoMaldnico (MDA)

Rato Gl G2 G3 G4
1 0,272 0,112 0,142 0,112
2 0,232 0,152 0,132 0,092
3 0,202 0,162 0,182 0,262
4 0,362 0,112 0,112 0,162
5 0,432 0,142 0,072 0,082
6 0,052 0,152 0,372 0,092

Fonte: préprio autor (2015).
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TABELA 13-Mieloperoxidase (MPO)

Rato Gl
1 4,393
4,351
3,715
4,416
3,941
4,250

o o BAwWDN

G2
2,448
2,835
2,282
2,973
3,844
5,208

G3
4,213
1,549
4,420
1,711
1,342
0,268

G4
1,913
0,162
0,181
0,125
0,158
0,079

Fonte: préprio autor (2015).
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