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RESUMO

Os aminoglicosideos introduzidos no arsenal terapéutico ha quase 70 anos,continuam a ser
a droga de escolha em pacientes portadores de infeccbes graves, produzidas por bacilos
Gram negativos. Os efeitos toxicos da gentamicina (GM), sdo conhecidos ha muito tempo.
Estudos disponiveis na literatura cientifica, publicados em 2010 e 2011,demonstraram que a
administracdo de 200mg de gentamicina em dose Unica, por gavagem, produzia efeitos
toxicos e oxidativos no coragéo, no rim e no figado de ratos Sprague-Dawley. Apesar disso,
ainda sao relativamente escassos estudos investigando os efeitos hepatotdxicos da droga.
O alho (Allium sativum), na medicina popular desde a antiguidade,possui inUmeras
atividades biologicas, tais como atividade anticancerigena,antimicrobiana, anti-hipertensiva,
imunomodulatéria e antioxidante.No estresse oxidativo o 6leo de alho (OA) modula os niveis
de antioxidantes e de peroxidagéo lipidica, atuando na eliminacdo de radicais livres.Sabe-
se, por outro lado, que a aplicacdo da acupuntura (Ac) no acuponto VB34 (Yanglingquan)
reduz a toxicidade, protege o tecido hepatico e normaliza a atividade imune em ratos
intoxicados por tetracloreto de carbono (CCl,). A utilizacdo da eletroacupuntura (EAc) pode
potencializar os efeitos da Ac.Para avaliacdo da atividade antioxidante e antinflamatéria do
OA, da Ac e da EAc realizou-se um estudo prospectivo, controlado e comparativo entre
ratos da linhagem Wistar submetidos aos efeitos hepatotoxicos da GM.Foram utilizados 30
ratos machos, com idade de 12 a 14 semanas e peso variando de 267 a 373 g. Os animais
foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos de seis animais: G1 — CT (Controle), G2-
Oleo de alho G3 - Acupuntura, G4— EAc2 (Eletroacupuntura 2 Hz), G5 — EAcl100
(Eletroacupuntura 100 Hz).Para a inducdo da hepatotoxidade todos os animais receberam
GM (100mg/Kg ip.) durante 5 dias consecutivos.A partir do 7° dia os ratos (G2) foram
tratados com o6leo de alho (gavagem), Ac e EAC (2 100 /hz) (G3-G5) durante 20 minutos,
em dias alternados, durante 10 dias. Os ratos do G1 receberam 6leo de oliva por gavagem.
Amostras de sangue arterial e o figado foram coletados 48 horas apds o término do
experimento, sob anestesia com hidrato de cloral. Parametros analisados incluiram
aspartato amino transferase - AST, alanina amino transferase - ALT, malonaldeido
(MDA),glutationa reduzida (GSH) e mieloperoxidase (MPO).A seguir os ratos foram mortos
por dose triplicada de anestésico. Os valores de AST e ALT nos ratos do G1 foram
semelhantes aos valores normais conhecidos, sugerindo que as lesdes toxicas foram de
menor intensidade em func¢éo de um curto periodo de aplicacdo.Houve aumento significante
das concentragcbes de GSH plasmatico e tecidual nos grupos G4 e G5, comparados ao
controle positivo. Nao foram verificadas diferencas nas concentracées de MDA plasmatico.
Houve aumento significante da concentracdo de MDA hepético, comparando-se o grupo G5
ao controle G1. Houve reducgédo significante da atividade da MPO no figado dos ratos dos
grupos G4 e G5. Esses achados confirmama atividade antiinflamatéria da EAc. O OA nao
teve efeitos protetores sobre o estresse oxidativo ou a inflamacgéo.Conclui-se que a EAc tem
efeito protetor sobre o estresse oxidativo e a inflamacao no figado de ratos intoxicados com
GM.O oleo de alho ndo demonstrou efeito protetor nas doses utilizadas neste estudo.

Descritores: Gentamicina;estresse oxidativo; inflamacédo; acupuntura; eletroacupuntura.



ABSTRACT

Aminoglycosides, introduced to the therapeutic arsenal for almost 70 years, continue to be
the drug of choice in patients with serious infections, produced by gram-negative bacilli. The
toxic effects of gentamicin (GM), are known for a long time. Available studies in the scientific
literature, published in 2010 and 2011, have demonstrated that the administration of 200 mg
of gentamicin in a single dose by gavage, produced toxic and oxidative effects in heart,
kidney and liver of Sprague-Dawley rats Nevertheless, they are still relatively few studies
investigating the hepatotoxic effects of this drug. Garlic (Allium sativum), used in folk
medicine since antiquity, has many biological activities, such as anticancer, antimicrobial,
antihypertensive, immunomodulatory and antioxidant activities.In the presence of oxidative
stress the garlic oil (GO) modulates levels of antioxidants and lipid peroxidation, acting on
elimination of free radicals. It is known, moreover, that the application of acupuncture (Ac) in
acupoint VB34 (Yanglingquan) reduces the toxicity, protects liver tissue and normalizes the
immune activity in rats intoxicated by carbon tetrachloride (CCI4). The use of
electroacupuncture (EAc) can potentiate the effects of Ac. For assessment of antioxidant and
anti-inflammatory activity of OA, Ac and EAc ,a prospective, controlled and compared study
was carried out in Wistar rats submitted to the hepatotoxic effects of GM. Thirty male rats,
aged from 12 to 14 weeks and weight ranging from 267 to 373 g. were randomly distributed
into five groups of six animals: G1(control), G2- garlic oil, G3 Ac, G4 EAc2
(electroacupuncture 2 Hz), G5-EAc100 (electroacupuncturel00 Hz). For the induction of
hepatotoxicity all animals received GM (ip 100mgKg) during 5 consecutive days. Beginning
on the 7th day the rats (G2) were treated with garlic oil (by gavage), Ac and EAC (2-100 Hz)
(G3-G5) for 20 minutes on alternate days for 10 days. G1 rats received olive oil by gavage.
Arterial blood samples and the liver were collected 48 hours after the end of the experiment,
under anesthesia with chloral hydrate. Parameters analyzed included, aspartate amino
transferase (AST) - alanine amino transferase-(ALT), malondialdehyde (MDA), reduced
Glutathione (GSH) and myeloperoxidase (MPQO). Next the rats were killed by triple dose of
anesthetic. G1 AST and ALT values were similar to normal values known, suggesting that
the toxic lesions were of lower intensity possibly due to a short period of induced toxicity.
There was a significant increase of plasma and tissue concentrations of GSH in groups G4
and G5, compared to positive control. No differences were observed in plasma MDA
concentrations. However there was a significant increase in the of hepatic MDA
concentration, comparing the Group G5 to positive control G1. There was significant
reduction of MPO activity in the liver of G4 and G5 rats. These findings confirm the anti-
inflammatory activity of the EAc. It is concluded that the EAc has a protective effect on
hepatic oxidative stress and liver inflammation of GM intoxicated rats. Garlic oil showed no
protective effect at the doses used in this study.

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

Os aminoglicosideos, introduzidos no arsenal terapéutico ha quase 70
anos, continuam a ser um dos farmacos utilizados em pacientes portadores de
infecgbes graves, incluindo septicemia, endocardite bacteriana e outras
produzidas por bacilos Gram negativos. (BEGG.;BARCLAY, 1995). A absorcéo
dosaminoglicosideos €& complexa e envolve varios componentes do
membranacélular bacteriana que sao regulados pelas condicdes de
crescimento, pH, osmolaridade, concentracdo de cétions divalentes, fonte de
carbono e poliaminas (MEDEIROS et al., 1971).

Os aminoglicosideos sdo formados por dois ou mais aminoagucares
unidos por ligacdo glicosidica do nucleo de hexose que normalmente se
encontra numa posi¢édo central. Esta hexose ou aminociclitol é a estreptidina ou
a 2-desaxiestreptamina(BUSSE; WOSTMANN; BAKKER, 1992) Os
aminoglicosideos inibem a sintese protéica através de sua ligacdo na
subunidade ribossdmica 30s induzindo a leituras incorretas e interrupcao
prematura da tradugcdo doRNA mensageiro (RNAm) (CHAMBERS, 2006).0s
aminoglicosideos sao altamente sollveis em agua, estaveis em pH 6 a 8 e
possuem estrutura polar catiénica, o que impede a sua absorcao oral e dificulta
sua penetracdo no espaco intracelular ou através da barreira hematoenceféalica
(OLIVEIRA et al., 2006).

Os farmacos bactericidas tem como alvo o ribossomo, um complexo de
ribonucleoproteina responsavel pela sintese de cadeias polipeptidicas,
baseadas em informac¢des contidas no RNAm. (SETNY, P.; TRYLSKA, 2009). A
ligacdo dos antibidticos ao sitio A da regido decodificadora, na porgédo 16S da
subunidade 30s do ribossoma bacteriano tem como consequéncia uma falha
na traducdo e selecdo dos aminoacidos, com formacdo de proteinas
aberrantes. Estas proteinas sao utilizadas na formacdo da membrana
bacteriana, destruindo a sua semipermeabilidade e produzindo a morte do
microorganismo (DURANTE-MANGONI et al., 2009).
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1.1 Hepatotoxidade da gentamicina

Praticamente toda substancia introduzida no organismo, apdés sua
absorcéao pelo trato intestinal, tem o figado com 6rgéao fundamental no processo
metabdlico. Por outro lado, a maioria das drogas e xenobioticos séo lipofilicos,
0 que possibilita a sua travessia através das membranas celulares
(WEINSHILBOUM 2003). Os processos bioquimicos realizados pelos hepatécitos
tornam essas substancias ainda mais hidrofilicas,originando produtos
hidrossollveis que sédo excretados na urina ou bile (GUENGERICH 2001).

A lesdo hepética produzida por farmacos é classificada em como
intrinseca ou idiopatica. A primeira (hepatotoxidade intrinseca)é considerada
como sendo dose-dependente e previsivel, enquanto que a segunda
(hepatotoxidade idiopética) advém independentemente da dose administrada e
ocorre de forma totalmente imprevisivel (RUSSMAN et al., 2009).
Laboratorialmente, a lesdo hepatica pode ser definida como hepatocelular ou
citolitica, colestatica e mista, na dependéncia dos valores de alanina-
transferase (ALT) e fosfatase alcalina e da relacdo entre esses parametros
(MATOS; MARTINS, 2005; LOZANO-LANAGRAN et al., 2011)

Os aminoglicosideos sdo conhecidos ha quase 70 anos, e constituem
uma grande familia de potentes antibidticos. O primeiro a ser introduzido no
tratamento de infeccdes bacterianas foi aestreptomicina, em 1944. Dezenove
anos mais tarde, em 1963,a gentamicina (GM) foi isolada do
actinomicetoMicromonosporapurpurea. (BEGG; BARCLAY, 1995).

Os efeitos téxicos da GM sdo conhecidos ha muito tempo.(LOPEZ-
NOVOA et al., 2011).Lv et al. (2010) trataram ratos Sprague-Dawley com 200mg
de GM aplicada em dose Unica, por gavagem, e constataram efeitos téxicos e
oxidativos no coragdo, no rim e no figado desses animais. Varias publicacdes
abordando os efeitos nefrotdéxicos e ototoxicos de GM estdo disponiveis na
rede mundial mas estudos investigando os efeitos hepatotdéxicos da droga
ainda sdo escassos. Um desses estudos demonstrou que a administracao
intraperitoneal de GM durante 8 dias induzia uma les@o hepética, demonstrada
pelo aumento marcante das atividades de aspartato transaminase (AST) e
alanina transaminase (ALT) de soro (AL-KENANNY; AL-HAYALY; AL-BADRANY,

2012).Em uma publicacdo mais recente, a hepatotoxidade foi induzida no figado
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de ratos apos administracdo de GM(100 mg/kg) por via intraperitonial durante
trés dias consecutivos. A hepatotoxidade foi comprovada pelo aumento
dosniveis séricos de ALTe AST(ADEMILUYI et al., 2013).

1.2 - Estresse oxidativo

Durante o metabolismo basal normal das células aerdbicas ha uma
producdo constante de espécies reativas de oxigénio, conhecidas
genericamente como radicais livres. Concomitantemente ocorre umacontinua
inativacdo desses radicais livres através da acdo de antioxidantes, cuja
finalidade é a manutencdo da integridadeestrutural e funcional das
biomoléculas. (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1995). Nos mamiferos, no tecido
oxigenado, o oxigénio sofre reducao tetravalente, com a aceitacdo de quatro
elétrons, resultando na formacdo de agua, radicais superoxido (O2e ),
hidroperoxila (H,Oe¢) e hidroxila (OHe) e de peréxido de hidrogénio (H,O,)
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Cabe as sistemas protetores do organismo
a desativacdo dos radicais livres (RL), sendo essa capacidade fundamental
para segurar a reversibilidade das lesdes e a prevencdo da morte celular

(COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1996).

Sob condic¢des fisiologicas, o balanco entre os agentes pro-oxidantes e
as defesas antioxidantes se mantém equilibrado. O estresse oxidativo resulta
de um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e a reducdo das
defesas antioxidantes. (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Quando ocorre o
estresse oxidativos6 restam aos organismos vivos trés alternativas: 1)
adaptacdo, por aumento da atividade dos sistemas antioxidantes; 2) leséo
tecidual, por agressao aos lipidios, carboidratos ou proteinas; 3) morte celular,

por necrose ou apoptose (DROGE, 2002).

A Glutationa (GSH) é o tiol de baixo peso molecular (0.5-10 mMol/L)
mais abundante nas células animais. A concentracdo de GSH mitocondrial é
semelhante a do citosol (10-14mM) (MARI et al., 2009). A maior concentragcéo
de GSH é encontrada no figado, um 0Orgdo importante nos processos de
detoxificagdo e eliminagdo de toxinas. No figado humano sdo encontrados
6,400 mmol/kg.(CHAPPLE, 1996; DHIVYA, 2012), enquanto que no plasma os

valores encontrados sao relativamente baixos (2-20 pmol/L) (WU et al., 2004).
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A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do
sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a leséo
resultante da exposicdo a agentes como ions ferro (GALLEANO;
PUNTARULO, 1995), oxigénio hiperbarico, ozona, radiacdo e luz ultravioleta
(DENEKE; FANBURG, 1989).

A peroxidagéo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO) pode ser definida como
uma cascata de eventos bioquimicos resultante da acdo dos RL sobre os
acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares, podendo evoluir até a
morte celular (BENZIE, 1996). A LPO tem inicio quando RL dotados de elétrons
desemparelhados, promovem a remoc¢do de um &tomo de hidrogénio de um
grupamento metileno (-CH,-), produzindo um novo radical (-CHe-). Sob
condicbes aerobicas, esse radical centrado no carbono combina-se com o
oxigénio (0O2) formando radicais peroxila (ROQe). Esses radicais peroxila
podem extrair um atomo de hidrogénio de outra molécula de lipidio,
estabelecendo assim a propagacao da reacdo. O novo radical, ao reagir com o
oxigénio, origina novo radical peroxila, permitindo que a reacao da peroxidacao
lipidica se torne continua, pela repeticdo dos ciclos oxidativos (LLESUY, 2002).

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

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

1.3 - Efeitos protetores do alho

O alho (Allium sativum) vem sendo usado na medicina popular e na
culinaria desde a antiguidade. Estudos prévios mostraram que o alho possui
inUmeras atividades biolégicas, tais como atividade
anticancerigena,antimicrobiana, antiateroscleragtica, anti-hipertensiva,
imunomodulatéria e antioxidante (AGARWAL,1996; AMAGASE et al., 2001;
BANERJEE; MUKHERJEE; MAULIK, 2003; VAZQUEZ-PRIETO et al., 2011).
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Varios sdao os componentes sulfatados do alho com propriedades
medicinais, sendo a alicina (dialil-tiosulfinato) o componente biolégico mais
ativo e querepresenta 70% dos compostos sulfatados existentes no
alho(MIRON et al., 2000).0 odor caracteristico do alho é produzido pela
presenca de alicina (dialil-tiosulfinato) e outros componentes sulflricos soluveis
em 6leo(CRAIG, 1999; AMAGASE et al., 2001).

A alicina elimina fungos e inibe o desenvolvimento de bactérias que se
encontrem & sua volta, e tem poder antioxidante provocando uma reacao
instantdnea com os grupos livres de tiol, penetrando facilmente nas células
bioldgicas e desativando as suas enzimas (MIRON et al., 2000).

O o6leo de alho (OA) exerce seus efeitos protetores no estresse
oxidativo,modulando os niveis de antioxidantes e de peroxidacdo lipidica,
atuando na eliminacéo de radicais livres (PERCHELLET et al., 1986; BOREK,
2001). e aumentando o conteudo de GSH intracelular (KIM et al., 2001;
SHAARAWY et al., 2009).Além disso, o OA suprime a formacdo do &anion
superéxido e do perdxido de hidrogénio, aumentando a atividade das enzima
superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationaperoxidase (GPx). (BOREK,
2001).

Ademiluyi et al. (2013) precondicionaram ratos com rac¢des contendo 2 e
4% de alho durante 27 dias; posteriormente os ratos foram tratados com a
administracao intraperitonial de GM 100mg/kg/dia, durante apenas 3 dias, para
indugdo da hepatotoxicidade. Trinta dias mais tarde os animais foram
sacrificados, ficando evidente o efeito protetor do alho in natura sobre o

estresse oxidativo.

1.4- Efeitos da Acupuntura e da Eletroacupuntura

A acupuntura (Ac) é uma modalidade terapéutica originaria da China,
onde é praticada a milénios. Segundo Pai (2005) ndo se pode estabelecer uma
data precisa para o aparecimento da acupuntura, porque as suas origens
perdem-se no tempo.No Brasil, embora praticada informalmente ha muitos

anos, somente foi reconhecida como especialidade médica, pelo Conselho
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Federal de Medicina, em 1995, conforme a resolu¢cdo normativa 1455 e pela
Associacdo Médica Brasileira (AMB) em 1998 (PAI, 2005).

O uso da acupuntura em animais €, acredita-se, tdo antigo quanto a
histéria da acupuntura humana. Um documento descoberto no Sri Lanka sobre
0 uso de acupuntura em elefantes indianos sugere que o uso de acupuntura no
tratamento de animais vem sendo praticado ha mais de 3000 anos
(ALTMAN,1997).

Os locais escolhidos para a insercdo das agulhas de acupuntura sao
denominados "acupontos". Esses locais foram empiricamente determinados no
transcorrer de milhares de anos de pratica médica. Trata-se, na realidade, de
uma regido da pele em que é grande a concentracdo de terminacdes nervosas
sensoriais e tem uma relagdo intima com 0s nervos, vasos sangiineos
tendbes, periosteos e capsulas articulares (DING-ZONG,1990). Estudos
demonstraram a presenca de um grande numero de mastocitos nos ratos,
sendo esse numero ainda maior nos acupontos. Finalmente é importante
salientar que os acupontos possuem propriedades elétricas diversas das areas
adjacentes: condutancia elevada, menor resisténcia, padrées de campo

organizados e diferencas de potencial elétrico (ALTMAN, 1992).

Acupuntura manual (AC), é uma forma de terapia que busca a cura das
enfermidades pela aplicacdo de estimulos através da pele, com a insercao de
agulhas em pontos especificos (JAGGAR, 1992; SCHOEN, 1993). A
eletroacupuntura (EAc) € um método terapéutico utilizado para potencializar os
efeitos da acupuntura manual e consiste na aplicacdo de corrente elétrica de
baixa intensidade e frequéncia variavel em agulhas metalicas introduzidas no
corpo do animal ou ser humano. Lin et al. (2004) demonstraram que a EAc de 2
Hz acelera a liberagdo de peptideos opiaceos enddgenos produzidos pelas
glandulas suprarrenais. Estudos revelaram que quando baixas (2Hz) e altas
(100Hz) frequéncias sao utilizadas consecutivamente com duracdo de 3
segundos, ha liberacdo simultanea de trés tipos de peptideos opiaceos
(encefalinas, endorfinas e dinorfinas) (CHEN; HAN, 1992).

Estudos demonstraram que correntes elétricas de diferentes
intensidades, quando usadas para eletroestimulacdo, desempenham diferentes

efeitos no organismo. Em geral, baixas intensidades, produzem efeitos
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minimos enquanto que maiores intensidades produzem efeitos mais
acentuados em estudos clinicos e experimentais (CHESTERTON et al., 2003;
MORAN et al., 2011;SHUKLA et al., 2011;SATO et al, 2012).. Por outro lado, a
frequéncia da estimulacdo elétrica € importante, pois mesmo quando se usa a
mesma intensidade de corrente sdo produzidos efeitos diferentes. Acreditava-
se que um tempo de estimulacdo maior apresentaria melhores resultados.
Entretanto, em estudos conduzidos por pesquisadores da Universidade Federal
do Ceara ficou evidenciado que a EAc, quer utilizando baixa (até 10 Hz) ou
alta frequéncia (acima de 10 até 100 Hz), tem efeitos protetores sobre o
estresse oxidativo, em ratos, independentemente do tempo de estimulagéo. No
estudo desenvolvido por Acioli et al (2014) os ratos receberam
eletroestimulacdo durante 5 minutos, no ponto E29 (Gulai) localizado no
abdome. Um outro estudo, conduzido por Silva et al.(2011) demonstrou que a
estimulacdo elétrica durante 30 minutos, usando 10 e 100 Hz induz um
aumento significante das concentragdes de GSH no figado e no rim de animais

sadios.

Yinet al. (2006) demonstraram que a aplicacdo da acupuntura manual no
acuponto VB34 (Yanglingquan) reduza toxicidade, protege o tecido hepatico e
normaliza a atividade imune em ratos intoxicados por tetracloreto de carbono
(CCly). Segundo a Medicina Tradicional Chinesa (MTC), as func¢bes do
acuponto VB34 sao regular e tonificar o figado, a vesicula biliar e facilitar o
fluxo suave do Qi (termo médico oriental para "energia vital"). O acuponto VB34
€ usado clinicamente para tratamento da ictericia, hepatite aguda, doencas
biliares, cirrose do figado e hipertensdo devido ao excesso de Yang do figado
(ROSS, 2003). O acuponto E36 (Zusanli) combinado ao VB34 é usado para
tratamento de hepatites, enquanto que o acuponto R3 (Taixi) esta indicado

para tratamento de inflamagdes do rim (nefrites) (WEN, 2008)

1.5 Justificativa e relevancia

Cada profissional que lida com o tratamento de infec¢cdes sonha com a
descoberta de uma medicacdo ou terapia capaz de eliminar as bactérias
invasoras que se tornam cada vez mais resistentes aos antibiticos hoje

conhecidos. Quando houve a descoberta dos aminoglicosidios pensou-se que
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se teria ali um medicamento eficaz contra os diversos agentes infectantes
responsaveis pelas mortes de individuos debilitados. O fator limitante do uso da
gentamicina €, sem sombra de duavida, seus efeitos colaterais, ototoxicos,
hepatotoxicos e nefrotoxicos, produzindo lesdes irreversiveis nos citados
orgaos. Embora seu uso tenha se tornado menos frequente, tendo em vista a
descoberta de outros antibidticos igualmente ou mais eficazes, embora de
custo mais elevado, o que dificulta seu uso por pacientes de menor poder
aquisitivo, a GM continua tendo seu lugar no arsenal terapéutico atual.

Nesses casos,a utilizacdo da gentamicina, isoladamente ou mesmo associada
a outros farmacos ainda é uma opc¢do terapéutica que ndo deve ser
menosprezada. Justifica-se assim a busca por alternativas terapéuticas que

possam diminuir os efeitos adversos desse aminoglicosideo.

Tendo como fundamento as pesquisas apresentadas, este estudo
foiconcebido para analisar os efeitos do 6leo de alho e da
acupuntura/eletroacupuntura sobre a inflamagdo e o estresse oxidativo, no
figado de ratos previamente sadios e experimentalmente intoxicados com altas
doses de GM. Para comprovacdo dos possiveis efeitos protetores do 6leo de
alho, da Ac e da EAc nesses animais foram estudadas as alteracbes dos
marcadores de lesdo hepéatica (aspartato amino transferase - AST e alanina
amino transferase - ALT), do estresse oxidativo (glutationa reduzida - GSH e
MDA) e da inflamacao (mieloperoxidase - MPO). Nao foram encontrados na
literatura médica trabalhos semelhantes, o que confere ineditismo a presente

pesquisa.
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2 OBJETIVO

- OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos modulatorios do 6leo de alho, da acupuntura e da
eletroacupuntura no estresse oxidativo e na inflamacdo induzidos por

gentamicina no figado de ratos.

- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar o estresse oxidativo e a inflamacédo hepatica em ratos Wistar
intoxicados por gentamicina;
2) Avaliar o possivel efeito hepatoprotetor do dleo de alho,da acupuntura e

da eletroacupuntura em ratos Wistar intoxicados por gentamicina.
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3 METODO

3.1 Aspectos Eticos

O estudo foi previamente submetido ao Comité de Etica e Pesquisa
(CEPA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceara (UFC) para uso de animais experimentais e aprovado em
reunido realizada em12 de dezembro de 2014, protocolo n° 04/2014 (Anexo A).

Foram observados os Principios Eticos na Experimenta¢do Animal e as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) na

execucéao do projeto.

Por tratar-se de projeto compartilhado entre dois pesquisadores, a parte
geral do estudo tem varios paragrafos semelhantes. Foram usados os mesmos
animais, com analise de diferentes 6rgaos e compartilhamento dos resultados.
Este projeto investigou, especificamente, a inflamacdo hepética e o estresse
oxidativo sistémico (no soro) e local (no tecido hepatico) em animais

intoxicados com altas doses de gentamicina.

3.2 Tipo de Estudo e Amostra

Trata-se de um estudo prospectivo, controlado e comparativo entre cinco
grupos de ratos Wistar submetidos aos efeitos hepatotoxicos da gentamicina
(GM) para o desenvolvimento de um quadro de estresse oxidativo. Foram
utilizados 30 ratos, com idade de 12 a 14 semanas, machos (Rattus
norvegicus: var.albinus, Rodentia, Mammalia) e peso variando de 267 a 373 g,
da linhagem Wistar, saudaveis e bem nutridos, provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal do Ceara, criados e mantidos sob condi¢cdes
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.

Foi observada a alternancia dos ciclos claro/escuro a cada 12 horas. Agua
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potavel e racdo comercial para ratos (Nuvilab CR-1®, Irradiada, QUIMTIA S.A,,
Canguiri, Colombo, Parana) foram ofertadas ad libitum. A higienizacdo das
gaiolas e o cuidado 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.

3.3 Distribuicdo da Amostra

Trinta (30) ratos foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos de
seis animais, assim denominados: G1 — CT (Controle), G2- Oleo de alho G3Ac-
(Acupuntura), G4- EAc2 (Eletroacupuntura 2 Hz), G5 - EAcl00

(Eletroacupuntura 100 Hz.). A figura 1 mostra a distribuicdo dos grupos.

Figura 1 - Distribuicdo dos grupos

Controle positivo Grupo 1

Amostra 6 ratos Controle

Grupo 2

30 ratos Oleo de alho

Grupo 3

Acupuntura
Experimento

24 ratos

Grupo 4

EletroAcupuntura
2Hz

Grupo 5

EletroAcupuntura
100 Hz

3.4 Inducédo da hepatotoxidade



27

Para a indugdo da hepatotoxidade todos os animais (Grupos G1-G5)
receberam GM (gentamicina injetavel, 80 mg/2ml,SANTISA LABORATORIO
FARMACEUTICO,Bauru - SP) durante 5 dias consecutivos. O aminoglicosideo

foi aplicado por via intraperitonial (IP) na dose de 100mg/Kg de peso do animal,

acrescentando-se soro fisioldgico (SF) até completar 1,0ml. A dose de GM foi

selecionada tendo por base o trabalho de Ademiluyi et al.(2013).

3.5 Delineamento experimental

O Quadro 1 apresenta, em detalhe, as diversas fases do experimento

Quadro 1 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Grupos (n=6)

Inducéo
da Coleta de
toxidade Tratamento amostras
Dias Dias 7 - 16 Dia 19
1-5

G1 GM +éleo
de oliva
(controle)

G2- GM + Oleo
alho +6leo de
oliva

G3-GM +Ac

G4 - GM + EAcC
2Hz

G5 -GM + EAc
100 Hz

GM 100mg/Kg, diluidos em SF até completar

1,0 ml,em dias alternados, por via

intraperitonial

REPOUSO (24 horas)

Oleo de oliva 1,0 ml por
gavagem em dias alternados,
durante 10 dias

Oleo de alho ™, acrescido de
Oleo de oliva para completar
1,0 ml por gavagem, em dias
alternados, durante 10 dias

Ac, 20 minutos em dias
alternados, durante 10 dias

EACY 2 Hz, 20 minutos em
dias alternados, durante 10
dias

EAC¥, 100 Hz, 20 minutos
em dias alternados, durante
10 dias

REPOUSO (48 horas)

Coleta de 3,0 ml de
sangue arterial e
remocdo do figado
para analises
bioguimicas (AST,
ALT, MDA, GSH e
MPO) sob anestesia

geral (Hidrato de
Cloral) i.p. ApOs
coleta, 0S animais
receberam dose
triplicada de
anestésico para

induzir o 6bito

Notas:™"! 6leo de alho = 100mg/kg I EAC = corrente elétrica com intensidade de 1,0 mA e 2 ou
100 Hz de frequéncia, pulsos quadrados com duracdo de 2 segundos, ondas tipo Burst, com
intervalo (repouso) de 2 segundos.

3.6 Condicionamento dos ratos
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Para realizar os procedimentos (Ac e EAc) sem a utilizacdo de
anestésicos, os ratos foram colocados em dispositivos de contencao
semelhantes as redes utilizadas por nordestinos, com aberturas para a saida
dos membros, suspensas em um arco metalico confeccionado para tal
finalidade e onde os animais ficaram em repouso, por 20 minutos, durante 6
dias consecutivos. A falta de apoio para as patas os impedia de se
locomoverem. No primeiro dia houve tentativa de fuga, mas os ratos logo se
acostumaram e permaneciam calmos, necessitando apenas a imobilizacdo dos
membros pélvicos com tiras de esparadrapo fixado as estruturas metalicas,

para a aplicacéo da Ac e da EAc (Figura 2).

Figura 2 - Rato posicionado na rede, para aclimatacdo (preparagdo para as
sessOes de Ac e EAC).

Fonte: o autor (2015)

3.7 Localizacédo dos pontos de Acupuntura / Eletroacupuntura

Segundo Panzer (1993) é possivel transpor para 0os demais animais
vertebrados, as posicdes dos diversos acupontos descritos nos graficos
propostospara 0 homem, tendo como base a semelhanca das estruturas
anatdbmicas. Um estudo mais completo foi apresentado por Yin et al. (2008),
mapeando 121 acupontos. O acuponto Zusanli (E-36) se localiza, no rato, 5

mm abaixo da cabeca fibular e 2 mm lateral ao tubérculo anterior da fibula;
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transitam, nessa regido o0s ramos laterais do nervo sural cutaneo, o ramo
cutaneo do nervo safeno e o ramo profundo do nervo peroneal (MARTINS;
GARCIA, 2003; YIN et al., 2008). O VB-34 se localiza, no homem, na
depressdo anterior e inferior da cabeca fibular; transitam, nessa regido, os
ramos laterais do nervo suralcutaneoe o ramo profundo do nervo fibular
(MARTINS; GARCIA, 2003). O acupontoYanglingquan (VB34): esta localizado,
no rato, na depressado anterior e inferior a cabeca da fibula, (YIN et al., 2008).
O AcupuntoTaixi (R-3) se localiza, no homem, na face medial do pé, entre a
parte mais saliente do maléolo interno e o tenddo do calcaneo e é usado
clinicamente para tratar distarbios inflamatérios do sistema urinario. incluindo
nefrite e cistite, entre outras doengas (MARTINS; GARCIA, 2003). No rato o
acuponto R-3 se localiza na face medial do pé, posterior ao maléolo medial, em
uma depressao entre a ponta do maléolo medial e o calcaneo (LI et al., 2011).

A Figura 3 ilustra o posicionamento das agulhas no membro pélvico dos ratos.

Figura 3 - Desenho identificando o local de inser¢cédo das agulhas, no membro
pélvico direito do rato

R3

Fonte: o autor(2015)

3.8 Tratamentos (Ac, EAcC e gavagens)

No 6° dia do experimento foi iniciada a segunda etapa do estudo.
Sessbes de AC, EAC 2Hz e EAC 100 Hz foram aplicadas aos animais dos
grupos 3, 4 e 5, respectivamente, durante 20 minutos nos ratos alojados nos

dispositivos de aclimatacdo. Os ratos do Grupo 1 (controle) e Grupo 2 (6leo de
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alho) também foram acomodados da mesma maneira que os demais animais
antes da gavagem. A gavagem foi administrada aos ratos do Grupo 1 (6leo de
oliva, 1,0 ml, - azeite extra virgem, fabricado por SALOV SPA, Massarosa,
Italia) e aos ratos do Grupo 2 -6leo de alho, produzido por SOROCAPS
FARMACEUTICA LTDA, Sorocaba, SP) 100 mg/Kg peso, acrescido de 6leo de
oliva até completar o volume de 1,0 ml). As interven¢des (gavagem, Ac e EAC)
foram repetidas em dias alternados, durante 10 dias, totalizando 5 (cinco)
aplicacoes para cada grupo.

Para a realizacdo da Ac (G3) foram inseridas agulhas metalicas 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, Sdo Caetano do Sul — SP). As agulhas foram
inseridas no membro pélvico direito, no ponto Zusanli (E-36) e nos pontos
Yanglingquan (VB-34).e Taixi (R-3). As agulhas foram retiradas apoés 20
minutos. Este procedimento foi repetido no mesmo horario (no periodo da
manha), em dias alternados,perfazendo um total de cinco aplicacdes. Nos ratos
tratados com EAc (G4 e G5), ap6s introducéo das agulhas nos acupontos E36
e VB34, eletrodos com garras tipo jacaré, foram conectados as agulhas de
acupuntura. No grupo G4 foi aplicada uma corrente elétrica com intensidade de
1,0 mA e 2Hz de frequéncia, pulsos quadrados com duracédo 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
portéatil (NKL Produtos Eletrénicos, Brusque, Santa Catarina, Brasil) (Figura 4) ,
previamente calibrado pelo fabricante. No grupo G5 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, 0s
eletrodos e as agulhas foram retirados. Este procedimento foi repetido em
ambos 0s grupos, no mesmo horario, em dias alternados,perfazendo um total

de cinco aplica¢gbes(Figura 5).
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Figura 4-Eletroestimulador NKL modelo 608
Fix portatil

Fonte: o autor (2015)

Figura 5 - Detalhe da aplicacdo da eletroacupuntura. Eletrodos tipo garra
conectados as agulhas inseridas no membro pélvico do rato (rato 4, EAc 100

Hz)

Fonte: o autor 2015 (rato 4, EAc 100 Hz)

3.9 Coleta de amostras e morte dos animais

Quarenta e oito horas apd6s o término do experimento procedeu-se a
colheita de amostras. Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral
(25mg/Kg peso I.P). A seguir, o sangue arterial foi coletado por puncdo da
aorta abdominal, centrifugado (2500 rpm /15 min) e o soro obtido foi
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armazenado em temperatura de -70° para posterior analise de parametros
bioguimicos (aspartato amino transferase - AST, alanina amino transferase -
ALT, malonaldeido (MDA),glutationa reduzida (GSH) e mieloperoxidase (MPO).
O figado foi lavado em soro fisioldgico gelado, pesado e medido, sendo o lobo
direito reservado para exames bioquimicos. ApGs a coleta todos os ratos foram

mortos por dose triplicada (overdose) de anestésico.

3.10 Determinacéao das concentracOes de AST e ALT

Foram utilizados "kits" comerciais (AST/GOT LiquiformVet e ALT/GPT
LiquiformVet, fornecidos por LABTEST,Lagoa Santa, MG). As determinacdes
foram realizadas segundo as determinacbes do fabricante, utilizando a
fotocolorimetria em aparelho de automacado laboratorial (LABMAX PLENNO

Labtest). Os valores obtidos foram expressos em U/L).

3.11 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica

A técnica teve por objetivo quantificar o dialdeidomalénico (MDA)
formado na peroxidacao lipidica. Procedeu-se, a seguir, a extracdo deste
composto usando um solvente organico (n-butanol), determinando-se a
concentragdo de MDA que foi expressa como substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS).

Utilizou-se no presente estudo, para a quantificacdo do teor de TBARS
no tecido e soro o teste de Uchiyama e Mihara (1978), onde a concentracao de
TBARS é expressa em pmol MDA/g de tecido oupmol MDA/mI soro.

3.12 Determinagao das substéancias reativas ao acido
tiobarbiturico(TBARS):

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

Cloreto de potassio: 1,15%
Acido tiobarbitarico: 0,6%
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Acido fosférico: 1%
N-butanol
Procedimento:

O teor de TBARS (umol/g de tecido) foi quantificado pelo método de
Uchiyama e Mihara (1978),frequentemente utilizado para estimar a peroxidacao
lipidica. A amostra do tecido (figado) a ser analisado foi congelada em
nitrogénio liquido e estocadas a -70°C imediatamente ap0s a coleta e lavagem
com soro fisioldgico gelado (4° C) para remover quaisquer vestigios de sangue.
Apoés pesagem, 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 solucédo aquosa
de TBA 0,6% e 3,0 ml da solucao de acido fosforico (HzPO4, 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. Apés 2,0 minutos de agitacédo a
mistura foi centrifugada por 10 minutos a 3.000 r.p.m. A absorbancia da
camada organica sobrenadante (fase butandlica) foi medida a 520nm e
535nmem 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 TBARS,

usando a regressao linear a partir de uma curva padrao

3.13 Determinacéao de grupos sulfidrilicos ndo protéicos (Glutationa-GSH)

A determinacdo dos grupos SH foi realizada pelo Método de Sedlak e
Lindsay (1968), baseado na reacdo do 5,5 -ditiobis (2-acido nitrozenzdico)
(DTNB - reagente de Ellman) com o tiol livre, originando um dissulfeto misto
mais acido 2-nitro-5-tiobenzdéico. A medida do produto de reagdo formado foi
feita por leitura da absorbancia a 412nm em espectrofotdmetro (VANKEL, 50
UV-VIS, VARIAN, Séo Paulo, SP).

Drogas e reagentes
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)

Acido tricloacético (ATC,50%)
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Tampao TRIS 0,4 M pH 8,9
5,5 -ditiobis (2-&cido nitrobenzo6ico (DTNB) 0,5M)
Metanol

Glutationa (GSH, 1 mg/ml).

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

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

Reacéo
2 GSH + H,0, = GSSG + 2 H,0.
2 GSH + Ac. Graxo-O0OH = GSSG + Ac. Graxo-OH + H,O

Procedimento:

A amostra de tecido (500 mg) é pesada e homogeneizada em 5 ml de
EDTA 0,02M gelado, com bastéo de vidro e filtrado em & de vidro. Retiram-se
4,0 ml do homogenato e mistura-se com 3,2 ml de 4gua destilada e 0,8 ml de
acido tricloroacético 50%. O tubo € agitado e centrifugado a 3000 g por 15
minutos. Retiram-se 2,0 ml do sobrenadante e acrescenta-se4 ml de TRIS 0,4
M (pH 89) e 0,1 ml de DTNB 0,01 M; agita-se a mistura para
homogeneiza¢do. Em seguida, Iéem-se as absorbancias no espectrofotbmetro
a 412nm, 5 minutos apos a adicdo do DTNB. A concentracéao final de GSH foi
obtida comparando-se o valor da absorbancia com uma tabela padrao de GSH,

previamente preparada.(APENDICES F e G)
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3.14 Mensuracao da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Publicacdes realizadas porBradley, Thiru e Pober (1995), descreveram o
usode uma enzima especifica encontrada nos granulos intracelulares dos
neutrofilos, a mieloperoxidase (MPO). Essa enzima pode ser utilizada, portanto,

como marcador para o contetudo de neutréfilos dos tecidos.

O acumulo de neutrofilos no tecido foi medido pelo método de dosagem
de mieloperoxidase. AplOs coleta, a amostra foi acondicionada em
eppendorfcom buffer gelado (NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,015 M,
pH 4,7). O tecido foi pesado e em seguida homogeneizado em Polytron® PT
3100 a 13000 rpm. No pellet foi feito lise hipotonica com solugéo de NaClO ,2%
e apos 30s adicao de NaCl 1,6% com glicose 5%. ApoOs centrifugacéo, o pellet
foi ressuspendido em buffer NaPO,4 0,05 M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo
de hexadeciltrimetilambnioe novamente homogeneizado. Apds centrifugacao a
13000 rpm, 5 mL do sobrenadante foram utilizados para a dosagem em placas
de 96 wells diluido em 45 mL de NaPO, 0,08 M. A atividade da
mieloperoxidase no sobrenadante foi dosada usando tetrametilbenzidina (TMB)
1,6 mM e H,O, (0,5 mM) e lida no leitor de placas de 96 wells a 450 nm.
Obtém-se a concentragao final de MPO comparando-se o valor da absorbéancia
com uma tabela padrdo de MPO, preparada previamente (APENDICE E). As

concentractes de MPO foram expressas em unidade / mg de tecido.

3.15 Analise Estatistica

A significancia da eficacia dostratamentos sobre os valores de
AST,ALT, GSH, TBARS e Atividade da MPO, nos momentos amostrados foi
avaliada com o teste de ANOVA /Dunnett quando o pressuposto da
normalidade foi identificado com a utilizagdo do teste de Kolmorogov-Smirnov
(com os parametros de Dallai-Wilkinson-Lilliefor, p>0,05) e expressos como
Médiat Erro Padrédo da Média (MédiatEPM). 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 o0s resultados
apresentados em mediana e intervalos interquartilicos. Os dados do estudo
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foram analisados no software Graphpad Prism versdo 5.0 para Windows,

considerando-se uma probabilidade de erro de tipo | (a) de 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Complicacles

N&o ocorreram Obitos durante o estudo. Entretanto, a imobilizagdo dos
ratos e a inducdo da hepatotoxicidade pela aplicagdo da GM condicionaram o

aparecimento de alteracdes clinicas nao letais, no curso do experimento.

Durante o processo de aclimatacdo ao repouso no dispositivo (20
minutos, durante 7 dias consecutivos), realizado antes da indugcdo da
hepatotoxicidade, varios animais apresentaram irritabilidade, na tentativa de
libertacdo da imobilizagdo forgada, notadamente no primeiro dia. No 6° dia da
aclimatacdo os animais ja permaneciam calmos e aceitavam tranquilamente a

imobilizacdo no dispositivo.

Apés o0 2° dia de indugdo da hepatotoxidade todos o0s animais
apresentaram fezes liquidas ou semi-liquidas. Esse sintoma persistiu até o dia
seguinte ao término do processo de inducdo da hepatotoxidade. Observou-se
ainda a presenca de dermatite de contato ao esparadrapo usado na

imobilizacdo das patas, notadamente no membro pélvico.

Finalmente, durante a uUltima etapa do experimento (coleta de amostras),
realizada com os animais anestesiados por hidrato de cloral,ndo ocorreram

complicacoes.

4.2 Peso dos ratos

Os pesos individuais dos ratos, aferidos no inicio do experimento, estao
apresentados no Apéndice A.A tabela lcontém os valores(pesos médios)
obtidos na pesagem dos animais de cada grupo nas diversas fases do
experimento.. Observou-se uma variacao de peso inicial dos animais entre 230
e 340g, com peso médio de 283,5+28,4. Nado se observaram diferencas
significantes entre os pesos médios de cada grupo, denotando uniformidade da

amostra.



Tabela 1 - Peso médio dos ratos utilizados no estudo

Peso medio
Grupos n Dia1 Dia 6 Dia 20
G1 - Grupo confrole 6 318,33 316,33 347,00
G2 - Grupo oleo de alho 6 332,33 317,50 319,50
G3 - Grupo Acupuntura 6 326,83 307,50 328,83
G4 - Grupo EAc 2 Hz 6 320,00 31517 332,17
G5 - Grupo EAc 100 Hz 6 347,00 319,50 328,83

Fonte: Elaborada pelo autor
NOTASNn = ndmero de ratos de cada grupo
Dia 1 = primeiro dia do experimento, antes da indugac da hepatoxicidade

Dia 6 =um dia apds a indugdo da hepatoxicidade, antes do inicio dos tratamentos

Dia 20 = quarenta e oito horas apds a conclusao dos tratamentos

4.3 Peso do figado

O peso do figado ndo apresentou alteracfes significantes, comparando-

se cada grupo ao controle G1 (Figura 6)

Figura 6 - Variagdo do peso do figado ao término do experimento.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2015)
NOTA: Teste:ANOVA / Dunnett.
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4.4 Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e
100 Hz), sobre as concentracfes de aspartato amino transferase(AST) e
alanina amino transferase(ALT) no sangue de ratos apds intoxicacdo com
gentamicina

4.4.1 Efeitos sobre a concentracdo de AST no sangue dos ratos
N&o foram verificadas diferencgas significantes nas concentracdes de
AST, comparando-se os grupos G2-G5 ao controle positivo G1 (Tabela 2,

Figura 7).

Tabela 2 - Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz
e 100 Hz), sobre as concentragcOes de aspartato amino transferase (AST)
sérica nos ratos dos grupos G2-G5, comparados ao grupo controle (G1),apos
intoxicagdo com gentamicina,no ultimo dia do estudo

n = 6, cada grupo G1 G2 G3 G4 - \ G5

Valor minimo 91,00 78,00 110,0 115,0 136,0
Percentil 25 102,3 90,75 111,5 130,8 139,0
Mediana 121,0 114,0 122,0 144,0 163,5
Percentil 75 137,5 120,5 150,8 192,0 178,3
Valor maximo 148,0 137,0 174,0 240,0 179,0

Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn. Legendas: G1 - Controle, G2- Oleo de
alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100 Hz. Auséncia de diferencas significantes

Figura 7 - Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2
Hz e 100 Hz), sobre as concentracfes de aspartato amino transferase
(AST) sérica nos ratos dos grupos G2-G5, comparados ao grupo controle
(G1),apds intoxicagdo com gentamicina,no ultimo dia do estudo
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Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn. Legendas: G1 - Controle,
G2- Oleo de alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100 Hz. Auséncia de diferencas
significantes




4.4.2 Efeitos sobre a concentragédo de ALT no sangue dos ratos
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N&o foram verificadas diferencgas significantes nas concentracdes de

ALT, comparando-se os grupos G2-G5 ao controle positivo G1 (Tabela 3,

Figura 8).

Tabela 3 - Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e
100 Hz), sobre as concentragfes de alanina amino transferase (ALT)S€rica nos

ratos dos grupos G2-G5,

intoxicagdo com gentamicina,no ultimo dia do estudo

comparados ao grupo controle (G1l) apoés

n =6, cada grupo Gl G2 G3 ‘ G4 - ‘ G5

Valor minimo 59,00 42,00 54,00 50,00 59,00
Percentil 25 61,25 42,00 57,00 56,75 60,50
Mediana 69,50 51,00 68,00 64,00 75,50
Percentil 75 70,25 71,25 71,75 85,50 78,50
Valor méaximo 71,00 78,00 77,00 90,00 80,00

Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn. Legendas: G1 - Controle, G2- Oleo de alho, G3 -Ac,

G4, EAc 2 Hz, EAc 100 Hz. Auséncia de diferengas significantes

Figura 8 - Efeitos do Oleo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2
Hz e 100 Hz), sobre as concentragbes de alanina amino transferase
(ALT)sérica nos ratos dos grupos G2-G5,
(G1) apos intoxicagdo com gentamicina,no ultimo dia do estudo

comparados ao grupo controle
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Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn. Legendas: G1 - Controle, G2-
Oleo de alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100 Hz. Auséncia de diferencas

significantes
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4.5 Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100
Hz), sobre as concentracbes de glutationa reduzida (GSH) no sangue e no
figado de ratos apoés intoxicagdo com gentamicina

4.5.1Efeitos sobre a concentracdo de GSH no sangue dos ratos

Houve aumento significante das concentra¢cdes de GSH plasmético nos
grupos G4 (p<0,05)e G5 (p<0,0001), comparados ao controle positivo. As
concentragbes de GSH plasmatico nos ratos tratados com Oleo de alho néo
foram significantemente diferentes das concentracdes aferidas no G1 (Tabela
4, Figura 9).

Tabela 4 Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2
Hz e 100 Hz), sobre as concentracbes de glutationa reduzida (GSH) no
sangue dos ratos dos grupos G2-G5, comparados ao grupo controle (G1)
apos intoxicacdo com gentamicina,no ultimo dia do estudo.

n = 6, cada grupo ‘ G1 G2 G3 G4 - ‘ G5

Valor minimo 1,08 291 4,08 9,65 38,36
Percentil 25 2.44 2,96 411 9,87 38,62
Mediana 2.88 3,50 7,31 11,82 41,59
Percentil 75 530 388 10.24 18,58 52,96
Valor maximo 5,78 3,88 12,02 31,50 68,47

Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn. Legendas: G1 - Controle, G2- Oleo de
alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100 Hz
* p<0,05/ ***p<0,0001 comparados ao controle G1

Figura 9 - Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2
Hz e 100 Hz), sobre as concentracbes de glutationa reduzida (GSH) no
sangue dos ratos dos grupos G2-G5, comparados ao grupo controle (G1)
apos intoxicacdo com gentamicina,no ultimo dia do estudo
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Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn. Legendas: G1 - Controle, G2-
Oleo de alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100 Hz. * p<0,05/ ***p<0,0001
comparados ao controle G1
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4.5.2 Efeitos sobre a concentracdo de GSH no figado dos ratos

Houve aumento significante das concentracées de GSH no tecido hepéatico dos
grupos G4 (p<0,001)e G5 (p<0,0001), comparados ao controle positivo (Tabela
5, Figura 10).

Tabela 5 - Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e
100 Hz), sobre as concentragcbes de glutationa reduzida (GSH) no figadodos
ratos dos grupos G2-G5, comparados ao grupo controle (G1) ap0s intoxicacdo
com gentamicina, no ultimo dia do estudo.

n =6, cada G1 G2 G3 ] G4 - ] G5

Valor minimo 72,22 76,61 105,90 111,50 140,20
Percentil 25 75,52 82,11 106,10 111,70 141,10
Mediana 86,57 106,60 111,20 131;80 163,*10
Percentil 75 101,60 109,10 139,90 144,40 181,10
Valor maximo 107,10 110,60 140,80 145,50 199,40

Fonte: O autor (2015).Teste: Kruskal-Wallis / Dunn
Legendas: G1 - Controle, G2- Oleo de alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100 Hz
** n<0,001/ ***p<0,0001 comparados ao controle G1

Figura 10 - Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2
Hz e 100 Hz), sobre as concentracbes de glutationa reduzida (GSH) no
figado dos ratos dos grupos G2-G5, comparados ao grupo controle (G1)
apos intoxicagcdo com gentamicina, no ultimo dia do estudo.
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Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn

Legendas: G1 - Controle, G2- Oleo de alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100
Hz

** n<0,001/ ***p<0,0001 comparados ao controle G1
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4.6 Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100
Hz), sobre as concentracfes de malondialdeido (MDA) no sangue e no figado
de ratos apds intoxicagdo com gentamicina

4.6.1Efeitos sobre a concentracdo de MDA no sangue dos ratos

N&o foram verificadas diferengas significantes nas concentragbes de MDA,
comparando-se 0s grupos G2-G5 ao controle positivo G1 (Tabela 5, Figura 11).

Tabela 6 - Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e
100 Hz), sobre as concentracbes de malondialdeido (MDA) no sangue dos
ratos dos grupos G2-G5, comparados ao grupo controle (G1) apos intoxicacao
com gentamicina, no ultimo dia do estudo

n =6, cada G1 G2 G3 | G4- | G5

Valor minimo 0,0050 0,0060 0,0140 0,0160 0,0050
Percentil 25 0,0095 0,0067 0,0192 0,0302 0,0335
Mediana 0,0165 0,0160 0,0345 0,0680 0,0840
Percentil 75 0,03025 0,0345 0,0497 0,0842 0,1980
Valor maximo 0,0550 0,0870 0,0550 0,0880 0,2100

Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn
Legendas: G1 - Controle, G2- Oleo de alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100 Hz
Diferencas néo significantes

Figura 11 - Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2
Hz e 100 Hz), sobre as concentracdes de malondialdeido (MDA) no sangue
dos ratos dos grupos G2-G5, comparados ao grupo controle (G1) apos
intoxicagdo com gentamicina, no ultimo dia do estudo
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Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn
Legendas: G1 - Controle, G2- Oleo de alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100
Hz. Diferencas néo significantes
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4.6.2 4433'Efeitos sobre a concentragdo de MDA no figado dos ratos

Houve aumento significante daconcentragcdo de MDA, comparando-se o
grupo G5 ao controle positivo G1 (Tabela 7, Figura 12).

Tabela 7 - Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e
100 Hz), sobre as concentracdes de malondialdeido (MDA) no figado dos ratos
dos grupos G2-G5, comparados ao grupo controle (G1) ap0s intoxicagdo com
gentamicina, no ultimo dia do estudo

n=6,cada G1 G2 ’ G3 ’ G4 - ’ G5

Valor minimo 0,0350 0,0900 0,0280 0,0920 0,1120
Percentil 25 0,0395 0,0900 0,1030 0,0927 0,1405
Mediana 0,0705 0,1040 0,1310 0,1465 0,1910
Percentil 75 0,0990 0,1233 0,1350 0,1900 0,3050
Valor maximo 0,1320 0,1240 0,1410 0,1900 0,3170

Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn
Legendas: G1 - Controle, G2- Oleo de alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100 Hz
** p<0,001comparado ao controle G1

Figura 12 - Efeitos do Oleo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz
e 100 Hz), sobre as concentracdes de malondialdeido (MDA) no figado dos
ratos dos grupos G2-G5, comparados ao grupo controle (G1l) apoés
intoxicagdo com gentamicina, no ultimo dia do estudo

047 p<0,001
5 ' '
© *%
S 03
=
Q
8
o 0.21
: .
=
= o L = ?

OC T T T 1 1

< QO (] 3 3
<\o\ \§<\ v ,L% Q~2~
0Q Q,o @c’ '\'Q
(@) o &

Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn
Legendas: G1 - Controle, G2- Oleo de alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100 Hz
** n<0,001comparado ao controle G1
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4.7 Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz e 100
Hz), sobre as concentracdes de mieloperoxidase (MPO)no figado de ratos apos
iIntoxicagdo com gentamicina

Houve reducdo significante da atividade da MPO no tecido hepético dos
ratos dos grupos G4 e G5 (Tabela 8, Figura 13)

Tabela 8 - Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2
Hz e 100 Hz), sobre as concentracdes de mieloperoxidase (MPO) no
figado dos ratos dos grupos G2-G5, comparados ao grupo controle (G1)
apos intoxicacdo com gentamicina, no ultimo dia do estudo.

n =6, cada grupo ‘ G1 G2 G3 G4 - ‘ G5

Valor minimo 4,241 1,558 1,111 1,038 1,001
Percentil 25 4,566 2,820 1,198 1,097 1,001
Mediana 4,875 3,600 2,174 3;130 };9 33
Percentil 75 5,250 4,150 3,231 1,669 1,143
Valor maximo 5,374 4,803 4,918 2,872 1,240

Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn
Legendas: G1 - Controle, G2- Oleo de alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100 Hz
** p<0,001/ ***p<0,0001 comparados ao controle G1

Figura 13- Efeitos do 6leo de alho, da acupuntura e da eletroacupuntura (2 Hz
e 100 Hz) em ratos sadios intoxicados com gentamicina, sobre a atividade da
MPO no figado dos roedores dos grupos G2-G5, comparados ao grupo
controle (G1) no ultimo dia do estudo
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Fonte: O autor (2015). Teste: Kruskal-Wallis / Dunn
Legendas: G1 - Controle, G2- Oleo de alho, G3 -Ac, G4, EAc 2 Hz, EAc 100
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4.8 Resumo dos achados laboratoriais (Tabela 9)
A Tabela 9 apresenta um resumo das andlises bioquimicas.

Tabela 9 - Resumo dos achados laboratoriais

Indicador Sangue (soro) [ Tecido (rigado)
OA Ac EAc2 EACI100 OA Ac EAc2 EAC 100

Ureia 5/A 5/A S/A 5/A N/A  NfA NfA N/A
Creatinina s/A 5/4 5/A 5/4 N/A N/A NfA NfA
GSH S/A S/A * - S/A S/A - & B
MDA S/A 5/A S/A 5/A S/A 5/A 574 *
MPO S/A N/ NfA N/A 5/A  5/A 1 1
Legendas:

SVA = sem alteragdes significantes
N/A = ndo avaliado

g g

=aumento significante,comparado ao controle G1
l:red ugdo significante, comparado ao controle G1

Fonte: o autor (2013)
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5 DISCUSSAO

Modelos animais tém sido utilizados para estudar os efeitos da
acupuntura e da eletroacupuntura no controle e tratamento de diversas
afeccdes (TANAHASHI et al., 2011; FENG ; ZHANG, 2014; MO et al., 2014;
PHUNCHAGO et al., 2015). Sabe-se que desde o ano 500 aC pesquisadores
utilizaram animais em estudos anatdémicos. Naquela época, Alcmaeon, adquiriu
conhecimentos anatbmicos através da pratica da disseccdo de animais.
Hipocrates (460 a.C.) utilizava animais em seus estudos com finalidade
claramente didatica. Anos depois, Aristoteles (384-322 a.C.) realizou estudos
comparativos entre 6rgdos humanos e de animais e observou semelhancas e
diferencas no tamanho e funcdo de diversos orgaos. Galeno (129-210 d.C.),
em Roma, foi talvez o primeiro pesquisador a realizar a vivissec¢cdo com
objetivos experimentais. (PETROIANU, 1996;MENEZES, 2002)

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

Varios trabalhos, utilizando modelos animais,ja foram realizados nas
dependéncias do Laboratério de Cirurgia Experimental (LABCEX) do Programa
de Pés-graduacédo em Ciéncias Médico-Cirurgicas da Universidade Federal do
Cearda, todos utilizando ratos na pesquisa de efeitos protetores da
acupuntura/Eletroacupuntura no estresse oxidativo. (FIGUEIREDO et al., 2011;
SILVA et al,, 2011; SANTOS et al., 2013; LIMA et al., 2013; ACIOLI et al., 2014)

Para evitar o agravamento do estresse oxidativo, optou-se por realizar
as aplicacdes de Ac e EAc em ratos acordados, sem 0 uso de anestésicos.
Sabe-se que varios anestésicos, entre 0s quais citam-se o éter dietilico, o
halotano e o 6xido nitroso, podem desencadear a formacéo de radicais livres
no figado. Por outro lado, a exposicdo do rato a uma mistura de 6xido nitroso a
50% durante 15 minutos n&o alterou a funcdo mitocondrial do rato (VAN
JAARSVELD et al., 1991).Assim, os animais foram acomodados em
dispositivos especialmente elaborados com a finalidade de diminuir o estresse
da imobilizag&o por 20 minutos, tempo de aplicagcado da Ac/EAc. Isso exigiu um

condicionamentoprévio dos animais. Para tanto os animais foram acomodados
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nos dispositivos, com imobilizacdo dos membro pélvicos, durante 20 minutos,
durante 7 dias consecutivos. Ao término do periodo de pre-condicionamento os
animais adentravam o dispositivo com facilidade, embora apresentassem
tentativa de fuga ocasionalmente.

Com relacao a restricdo alimentar e hidrica optou-se por manter a oferta
de agua e alimentos ad libitum antes e ap0s 0s experimentos, uma vez que 0
jejum pré-operatério agrava o estresse oxidativo em ratos Wistar adultos (LIU
et al., 1993).

Uma das vantagens da utilizacdo de animais de experimentacdo é a
melhor homogeneidade dos grupos. Os pesos dos animais incluidos no estudo
nao apresentaram diferencas significantes, no estudo comparativo.

No dia 1 o peso dos ratos variou de 318,33 a 347,0 g em seus
respectivos grupos. No dia 6, apds a inducdo da hepatotoxidade, observou-se
uma moderada (-3,86%) reducdo de peso (variacdo: 307,5 a 319,5 @).
Finalmente, no dia 20 o peso variou de 319,50 a 347,00. Houve recuperacao
do peso, em relacdo ao dia 6 do experimento. A auséncia de diferencas
significantes comparando-se o peso dos ratos tratados com 6leo de alho,
acupuntura ou eletroacupuntura e o controle positivo pode significar, na nossa
percepcdo, que aminoglicosideo ndo foi capaz de induzir lesGes histologicas
importantes no figado desses animais.

Annie, Rajagopal e Malini (2005) trataram ratos com GM 40mg/kg/dia
por via subcutanea durante 13 dias e observaram que os animais tratados com
GM mostraram uma reducao inicial do peso no 14° dia. Entretanto, no 24° dia
de tratamento, observou-se um aumento de peso do ratos, comparados aos
valores obtidos no 14° dia. (ANNIE; RAJAGOPAL; MALINI, 2005).

Os valores normais de AST (152,4+ 6,5) e ALT (61+ 2,4) no rato Wistar
foram determinados no biotério da Universidade Federal da Paraiba
(CASTELLO BRANCO et al., 2011). No presente estudo, nos ratos do grupo
controle positivo (ratos previamente sadios tratados com GM) foram
constatados os seguintes valores medianos de AST (91 - 148, mediana 121) e
ALT (59-71, mediana 69,5), valores esses muito préximos aos valores normais
apresentados por Castello Branco et al. (2011). Esses dados permitem admitir

que as lesbes induzidas pela GM, no presente estudo, foram moderadas em
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funcdo de um menor tempo de tratamento (5 dias). Galaly, Ahmed e Mahmoud
(2014) administraram GM 100mg/kg em dias alternados durante 21 dias e
constataram um aumento significante nas concentracdes plasmaticas de ALT e

AST nos ratos tratados com o antibiético.

No presente estudo houve aumento significante das concentracdes de
GSH no sangue dos ratos dos grupos G4 (p<0,05)e G5 (p<0,0001),
comparados ao controle positivo. Ocorreu também aumento significante das
concentracbes de GSH no tecido hepatico dos grupos G4 (p<0,001l)e G5
(p<0,0001), comparados ao controle positivo. Por outro lado, as concentracdes
de GSH no sangue e no figado dos ratos tratados com 6leo de alho nao foram
significantemente diferentes das concentracdes aferidas no G1.

Silva et al. (2011) demonstraram que a EAc aplicada durante 30
minutos, em sessdo Unica, utilizando diferentes frequéncias (10 e 100 Hz)
induz um aumento significante das concentracfes plasméticas e teciduais de
GSH no figado e rim de ratos tratados com EAc. O efeito protetor da Ac/EAc
também foi demonstrado por Lima et al. (2012) em retalhos cutaneos
randomizados em dorso de ratos Wistar. Esses pesquisadores demonstraram
um aumento significante das concentragdes teciduais e plasméticas de GSH no
7° dia do experimento, ap0s duas aplicagbes (dias 3 e 7) de EAc nas
frequéncias de 3 €100 Hz.

N&o foram verificadas diferencas significantes nas concentracdes de
MDA no sangue dos ratos, comparando-se 0s grupos G2-G5 ao controle
positivo G1.Por outro lado, houve aumento significante da concentragdo de
MDA hepatico, comparando-se o grupo G5 ao controle positivo G1.

Em estudo conduzido por Abdultawabe e Ayuob em 2013, ratos
diabéticos induzidos por aloxano e tratados com 6leo de alho apresentaram
uma reducgdo significante dos niveis de peroxidagéo lipidica em homogenatos
de tecido hepatico, além de aumento significante dos tiois totais
(ABDULTAWAB; AYUOB, 2013). No presente estudo o 6leo de alho néo
alterou os niveis de peroxidacéo lipidica.

Esses resultados sé&o conflitantes com um estudo realizado por outros
pesquisadores. Wang et al. (2011) estudaram os efeitos da EAc em modelo

experimental de doenca de Parkinson em camundongos e verificaram que o
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uso da EAc (100 Hz) reduziu significativamente as concentracdes cerebrais de
MDA no 7° dia do experimento.Siuet al. (2004) trataram ratos submetidos aos
efeitos da isquemia/reperfusao cerebral com EAc (2 Hz, 30 min) em sessdo
Gnica e demonstraram diminuicdo da peroxidacao lipidica.

Houve reducao significante da atividade da MPO no tecido hepéatico dos
ratos dos grupos G4 e G5. Esses achados confirmam a atividade
antinflamatoéria da EAc. Por outro lado a administracdo de 6leo de alho ndo
produziu efeitos moduladores sobre a inflamacédo. Brucketal (2005) foram os
primeiros pesquisadores que elucidaram os efeitos antiinflamatoérios da alicina
no figado em um modelo in vivo de hepatite imune-mediada. Os autores
demonstraram que o uso da alicina atenua as lesdes hepaticas provavelmente
por causa de seus efeitos imunomoduladores, efeitos sobre as células T e
moléculas de adesao e a inibicdo da ativacdo de NF-kB.

Uma revisao cuidadosa deste estudo demonstra algumas fragilidades.
Em primeiro lugar, nota-se a auséncia de um grupo controle basal para se
verificar os valores dos diversos indicadores antes do inicio dos
experimentos.Outro fato importante éa auséncia de um grupo controle tratado
apenas com 6leo de oliva. Sabe-se que esse 6leo pode ter um efeito protetor
sobre o estresse oxidativo, segundo afirmam Nakbiet al.(2010). Como o 6leo de
alho foi misturado ao 6leo de oliva poderia haver um efeito positivo no grupo
tratado apenas com 0Oleo de oliva, diminuindo as diferencas entre os grupos, 0
que poderia dificultar na deteccdo de diferengcas significantes. Finalmente,
foram usados ratos com peso superior aos animais utilizados por outros
pesquisadores; ratos mais velhos poderiam ser mais resistentes a
hepatotoxidade.

Esses fatos justificam uma continuacédo deste projeto, incluindo grupos
para precondicionamento, cujos resultados seriam comparados a grupos
tratados apos a inducdo da hepatotoxidade, utilizando um maior niumero de

sessOes. Espera-se assim que os resultados possam ser mais significativos.
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6 CONCLUSAO

A eletroacupuntura, nas frequéncias de 2/100 Hz exerce um
efeito protetor sobre o estresse oxidativo hepatico, promovendo um
aumento da glutationa reduzida e reduzindo a atividade da
mieloperoxidase em ratos intoxicados com altas doses de
gentamicina.

A eletroacupuntura na freqiéncia de 100 Hz tem um efeito
pro-peroxidativo local, promovendo aumento da peroxidacao lipidica
no figado de animais intoxicados com gentamicina.

O d6leo de alho, nas doses utilizadas no presente estudo ndo
tem efeito protetor sobre o tecido hepatico em animais intoxicados

com gentamicina.
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APENDICE A
Pesos dos animais e do figado

Peso dos ratos (g) antes do inicio do experimento

Rato | Gl | G2 | G3 | G4 | G5
1 325 336 356 305 365
2 322 335 321 333 337
3 343 309 315 306 321
4 333 325 309 333 353
5 320 316 360 328 367
6 267 373 300 315 339

Peso dos ratos (g) ao término experimento

Rato | Gl | G2 | G3 | G4 | G5
1 325 336 356 305 365
2 322 335 321 333 337
3 343 309 315 306 321
4 333 325 309 333 353
5 320 316 360 328 367
6 267 373 300 315 339

Peso do figado ao término do experimento

Rato | Gl | G2 | G3 | G4 | G5
1 2,85 2,87 3,38 2,79 2,87
2 2,25 3,29 2,94 2,92 2,53
3 2,9 2,41 3,23 2,59 2,8
4 3,22 3,37 2,42 2,58 2,54
5 3,11 3,32 2,99 3,3 2,89
6 3,06 3,09 2,78 2,83 2,69




APENDICE B

MARCADORES DE LESAO HEPATICA
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AST
Rato | Gl G2 | G3 G4 G5
1 106,0 114,0 110,0 136,0 179,0
2 91,0 95,0 125,0 240,0 172,0
3 148,0 114,0 119,0 136,0 140,0
4 134,0 78,0 174,0 152,0 155,0
5 117,0 137,0 112,0 176,0 178,0
6 125,0 115,0 143,0 115,0 136,0
ALT
Rato | Gl G2 | G3 G4 G5
1 69,0 12,0 70,0 59,0 74,0
2 59,0 55,0 77,0 90,0 77,0
3 71,0 78,0 68,0 66,0 78,0
4 70,0 42,0 68,0 84,0 61,0
5 62,0 69,0 58,0 62,0 80,0
6 70,0 47,0 54,0 50,0 59,0




APENDICE C

MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO
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GSH - Sangue
Rato | Gl G2 G3 | G4 G5
1 1,975 2,971 4,084 11,027 47,790
2 2,590 3,469 4,113 31,503 38,357
3 5,139 2,912 12,022 12,608 43,923
4 3,147 3,879 9,650 9,943 38,709
5 5,783 3,527 8,449 14,278 68,471
6 2,619 3,879 6,164 9,650 39,265
GSH - Figado
Rato | Gl G2 G3 | G4 G5
1 92,14 105,03 105,91 142,23 149,85
2 72,22 108,25 106,20 133,44 140,18
3 107,08 110,60 114,11 143,99 175,04
4 76,61 76,61 140,77 111,77 199,35
5 81,01 108,54 139,60 145,45 170,35
6 99,76 83,94 108,25 111,47 141,35




APENDICE D

MARCADORES DA LIPOPEROXIDACAO
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MDA - Sangue
Rato | G1 G2 | G3 | G4 G5
1 0,022 0,087 0,014 0,083 0,194
2 0,012 0,007 0,023 0,035 0,005
3 0,021 0,016 0,048 0,073 0,058
4 0,011 0,006 0,021 0,063 0,043
5 0,055 0,016 0,046 0,016 0,110
6 0,005 0,017 0,055 0,088 0,210
MDA - Figado
Rato | Gl G2 | G3 | G4 G5
1 0,035 0,094 0,141 0,190 0,301
2 0,078 0,114 0,130 0,092 0,112
3 0,088 0,090 0,028 0,190 0,165
4 0,063 0,090 0,128 0,190 0,150
5 0,041 0,123 0,133 0,093 0,217
6 0,132 0,124 0,132 0,103 0,317




MARCADORES INFLAMATORIOS NO FIGADO

APENDICE E
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MPO - Figado
Rato | G1 G2 | G3 | G4 G5
1 4,241 3,406 1,111 2,872 1,019
2 4,849 3,794 2,508 1,121 1,111
3 4,674 3,241 4,918 1,139 1,047
4 5,374 3,932 2,669 1,268 1,001
5 4,900 4,803 1,840 1,116 1,240
6 5,208 1,558 1,227 1,038 1,001




APENDICE F

GRAFICO PADRAO PARA O CALCULO DA ATIVIDADE DA MPO

D absorb 470nm

0.301
0.25+4
0.20+
0.154
0.10+
0.05+

0.00-

Data Table-1

= Legend

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

GRAFICO PADRAO PARA O CALCULO DA CONCENTRACAO DE GSH

NO FIGADO
Data 1
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APENDICE H

GRAFICO PADRAO PARA O CALCULO DA CONCENTRACAO DE GSH

NO SANGUE
Data 1
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