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RESUMO

Modelo murino de lesdo hepatica e renal induzida por acetominofeno: efeitos
da silimarina, glutamina, acupuntura e eletroacupuntura. Graciana Teixeira
Costa. Tese de Doutorado. Programa de pés-graduacao stricto sensu em Ciéncias
Médico-cirurgicas. Departamento de Cirurgia. Faculdade de Medicina. Universidade
Federal do Cearé. Orientador: Prof. Dr. Sérgio Botelho Guimaraes.

A overdose de acetaminofeno (APAP) resulta na principal causa de insuficiéncia
hepatica induzida e provavelmente também da insuficiéncia renal aguda. Portanto,
as investigacbes pré-clinicas de alteracées na lesdo hepatica e renal induzida por
APAP usando modelos animais sdo muito importantes. Este trabalho teve como
objetivo identificar as principais alteragbes nos marcadores hepaticos, renais e
plasmaticos envolvidos no tratamento com silimarina, glutamina, acupuntura e
eletroacupuntura da lesdo aguda e subaguda em ratos. Cento e quatro ratos Wistar
foram divididos em dois modelos de lesdo por APAP, denominados pré-
condicionamento e pos-condicionamento. No primeiro, 0s grupos foram pré-tratados
e depois induzidos a lesdo, no segundo, os grupos foram induzidos a leséo e depois
pos-tratados. Cada modelo foi subdividido em sete subgrupos: Controle Negativo-
salina (CN), Controle Positivo (CP), Silimarina 25 mg/kg (SLM), Glutamina 1g/kg
(GLN), Acupuntura (ACP), Eletroacupuntura 2Hz (EA2), Eletroacupuntura 100Hz
(EA100). A leséao foi induzida com a dose de 3 g/kg de APAP. Os grupos CN e CP
receberam uma dose de 2 mL de salina. Os experimentos duraram oito dias e no dia
seguinte, foi feita a coleta de sangue e removido os orgaos (figado e rins) para
analise histopatologica. Foram mensurados através do plasma e tecido, os niveis de
AST, ALT, Uréia, Creatinina, MPO, MDA, nitrito, GSH, colesterol e fracdes e
trigicerideos. A lesdo causou toxicidade hepatica com destruicao tissular irreversivel
e uma toxicidade renal sem dano histologico severo. Os tratamentos atenuaram no
modelo pré-condicionamento: (1) figado: toxicidade (SLM, EA2), estresse oxidativo
(SLM, GLN, ACP, EA2, EA100) e alteracBes histopatoldgicas (GLN, ACP, EAZ2,
EA100), (2) rim: toxicidade (SLM, EA2, EA100), estresse oxidativo (SLM, GLN, ACP,
EA2, EA100) e alteracdes histopatoldgicas (GLN), (3) plasma: estresse oxidativo
(SLM, GLN, ACP, EA2, EA100); e pos-condicionamento: (1) figado: toxicidade (GLN,
ACP), estresse oxidativo (SLM, GLN, ACP, EA2, EA100) e alteracdes
histopatolégicas (SLM, ACP, EA2, EA100), (2) rim: estresse oxidativo (SLM, GLN,
ACP, EA2, EA100) e alteragBes histopatoldgicas (SLM), (3) plasma: estresse
oxidativo (ACP, EA2, EA100). Os resultados observados neste trabalho divergem de
modelos de lesdo hepatica e renal e provavelmente pode ser atribuido ao
esgotamento hepdatico, que resulta na perda de permeabilidade da membrana, por
reducdo no contéudo de colesterol. A inibicdo ou bloqueio das vias pré-regenerativas
em doses mais altas de APAP, por um mecanismo ainda nao totalmente esclarecido,
parece influenciar a patogénese hepética e renal aguda.

Descritores: Acetaminofeno; Estresse Oxidativo; Inflamacdo; Lesdo Hepatica,
Les&o Renal; Inducao por Droga.



ABSTRACT

Murine model of acetaminophen-induced liver and kidney injury: effects of
silymarin, glutamine, acupuncture and electroacupuncture. Graciana Teixeira
Costa. Doctor’s degree. Post-graduation Program Stricto Sensu in Medical-Surgical
Sciences. Federal University of Ceard. Professor: Prof. Dr. Sérgio Botelho
Guimaraes.

Acetaminophen overdose (APAP) results in the leading cause of induced liver failure
and probably also acute renal failure. Therefore, as preclinical investigations of
changes in APAP-induced liver and renal injury using animal models are very
important. This study aims to identify the main hepatic, renal and plasma parameters
changes involved in the treatment with silymarin, glutamine, acupuncture and
electroacupuncture of acute and subacute injury in rats. One hundred and four Wistar
rats were divided into two APAP injury models, called preconditioning and
postconditioning. In the first, the groups were pretreated and then injury-induced, in
the second, the groups were injury-induced and then posttreated. Each model was
subdivided into seven subgroups: Negative Control saline (CN), Positive Control
(CP), Silymarin 25 mg / kg (SLM), Glutamine 1g / kg (GLN), Acupuncture (ACP),
Electroacupuncture 2Hz (EA2), Electroacupuncture 100Hz (EA100). The injury was
induced with a dose of 3 g/ kg APAP. The CN and CP groups received a 2 mL dose
of saline. The experiments lasted eight days and the next day, blood collection and
organ removal (liver and kidney) were performed for histopathological analysis.
Plasma and tissue levels of AST, ALT, Urea, Creatinine, MPO, MDA, nitrite, GSH,
cholesterol and fractions and triglycerides were measured. The injury caused liver
toxicity with irreversible tissue destruction and renal toxicity without severe
histological damage. The treatments attenuated in the preconditioning model: (1)
liver: toxicity (SLM, EA2), oxidative stress (SLM, GLN, ACP, EA2, EA100) and
histopathological changes (GLN, ACP, EA2, EA100), (2) kidney: toxicity (SLM, EA2,
EA100), oxidative stress (SLM, GLN, ACP, EA2, EA100) and histopathological
changes (GLN), (3) plasma: oxidative stress (SLM, G4, ACP, EA2, EA100); and
postconditioning: (1) liver: toxicity (GLN, ACP), oxidative stress (SLM, GLN, ACP,
EA2, EA100) and histopathological changes (SLM, ACP, EA2, EA100), (2) kidney:
oxidative stress (SLM, GLN, ACP, EA2, EA100) and histopathological changes
(SLM), (3) plasma: oxidative stress (ACP, EA2, EA100). The results observed in this
study differ from liver and kidney injury inury models and can probably be attributed
to hepatic exhaustion, which results in loss of membrane permeability due to
reduction in cholesterol content. Inhibition or blockage of pro-regenerative pathways
at higher doses of APAP by a mechanism not yet fully understood seems to influence
acute hepatic and renal pathogenesis.

Descriptors: Acetaminophen; Oxidative Stress; Liver Enzymes; Liver Injury; Kidney
Injury; Drug Induction.
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1 INTRODUCAO

1.1 INSUFICIENCIA HEPATICA E RENAL AGUDA

A insuficiéncia hepatica aguda (IHA) é definida como a deterioracao rapida da
funcdo hepatica na auséncia de uma doenca pré-existente no figado e caracteriza-
se pela falta do sangue, faléncia multipla de 6rgéos vitais e estado mental alterado.
Uma caracteristica critica de IHA é o surgimento de uma resposta imune macica,
com o recrutamento de células efetoras e liberacdo descontrolada de citocinas, que
destréi células e 6rgdos saudaveis, levando a morte. Nao ha atualmente uma terapia
eficaz contra IHA, uma condicdo que mata entre um e seis pessoas por milhdo a
cada ano (BERNAL et al., 2010).

Nas doencgas hepaticas, o0 mecanismo do dano hepatico esta relacionado a
disfuncdo da microcirculacdo, superproducdo de radicais livres, exaustdo da
substancia energética, sobrecarga de célcio, e disfuncdo mitocondrial. Entre esses
fatores, a disfuncdo da microcirculacdo desempenha um papel importante e em
grande parte decide o grau do dano tecidual (IWAKIRI; SHAH; ROCKEY, 2014).
Portanto, a microcirculacdo hepatica € um indicador biolégico muito significativo no
acompanhamento dos progressos de doenca hepéatica e nos processos de
tratamento (WANG et al., 2015a).

A overdose por acetominofeno (APAP) acidental ou intencional também é
uma das causas da hepatotoxicidade grave e necrose em seres Vivos,
especificamente em humanos (KAPLOWITZ, 2005).

A lesdo renal induzida por drogas € uma das principais causas para o
desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda (IRA) e esta entre as mais importantes
complicacBes observadas em pacientes hospitalizados (GARRETT et al., 1999). A
IRA é uma sindrome caracterizada por um subito declinio sustentado na taxa de
filtracdo glomerular e retencdo de residuos nitrogenados. Ndo obstante, pode
resultar de isquemia e substancias nefrotoxicas. Em resposta a lesdo, as células
tubulares renais podem sofrer danos letais e subletais (EMMETT, 2001).

A IRA foi demonstrada em situacdes de sobredosagem por APAP. Trumper et

al. (1995), verificaram em ratos o surgimento de IRA, ap6s overdose por APAP, com
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comprometimento da hemodinamica renal e func¢des tubulares e em modelo de rim
perfundido isolado, diurese, natriurese e elevacao da excrecao de glicose.

Curiosamente, existe uma ligacdo plausivel no quadro metabdlico e
fisiopatolégico entre os rins e o figado (ORLI'C et al., 2014). Embora a
nefrotoxicidade seja menos comum que a hepatotoxicidade na superdosagem de
APAP, a necrose tubular renal e a IRA ndo parece estar relacionada com a
gravidade da lesdo hepatica (MOUR et al., 2005), contudo, sdo frequentemente
observadas naqueles que desenvolveram lesdo hepética importante (NAUTA et al.,
2005).

As doses terapéuticas de APAP também podem causar hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade em alguns individuos, no entanto, os mecanismos e os fatores de

risco nao sao claros.

1.2 MODELO MURINO DE LESAO HEPATICA E RENAL INDUZIDA POR APAP

Em modelos que envolvem a necrose de zonas lobulares induzidas por lesdo
toxica, os eventos iniciais da lesdo sdo dominados por inflamacdo aguda das zonas
necroticas, com infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares e macréfagos na area
necrotica para remover os hepatocitos mortos (MICHALOPOULOQOS, 2007).

A continua necrose dos hepatocitos e ativacdo do sistema imunoldgico pode
ser devido a formacdo de agregados protéicos nos hepatdcitos e ao aumento do
estresse oxidativo, com maior producdo de espécies reativas ao oxigénio (EROS)
(KRENKEL; MOSSANEN; TACKE, 2014).

A regeneracao hepdtica € tanto um processo clinicamente importante, como
um grande modelo para estudar o crescimento regenerativo. Muito pouco se
conhece atualmente sobre os sinais de conducéo e de finalizacdo desse processo,
tanto em termos de sistemas de ligante/receptor e em termos de contribuicdes
gerais, incluindo o sistema circulatério e sinalizacao de outros 6rgaos (KENG et al.,
2009).

Na patogénese por APAP, vérias células nado-parenquimatosas, citocinas
especificas e quimiocinas que recrutam leucécitos para o local do dano, séo
incorporadas na resposta inflamatéria apés uma lesédo aguda do figado (JAESCHKE;

WILLIAMS, 2012). O aumento na producdo de EROs também leva a disfuncdo da
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permeabilizacdo da membrana mitocdndria, causando necrose de hepatdcitos na
lesdo hepética induzida por APAP (MARTIN-MURPHY; HOLT; JU, 2010;
JAESCHKE et al., 2012; DU; RAMACHANDRAN; JAESCHKE, 2016).

Os macréfagos hepaticos, tradicionalmente conhecidos como células de
kupfer (CK), estdo localizados nos sinusoides do figado e agem como uma primeira
linha de defesa do sistema imunoldgico inato a exposi¢cdo constante de antigenos
alimentares presente no sangue e bactérias no intestino (ZIMMERMANN;
TRAUTWEIN; TACKE, 2012).

Ao lado de seu papel essencial como fagdcitos, as CK sdo a principal fonte de
citocinas pro-inflamatérios hepaticos como fator de necrose tumoral (TNF-a) e
interleucinas (IL-1(3, IL-12, IL-10) (LUEDDE; SCHWABE, 2011; GARDNER et al.,
2012) e recrutamento de células inflamatérias circulantes para o figado,
desempenhando assim um papel fundamental na patogénese da leséo hepatica e de
esteatose ndo alcoolica (MARTIN-MURPHY; HOLT; JU, 2010).

Inicialmente na leséo, os macrofagos se tornam escassos, enquanto durante
a fase de restauracéo, descobrem um modo de auto renovacao independente e de
infiltrac&o de mondcitos (DAMBACH et al, 2002; ZIGMOND et al., 2014).

No rim, a resposta celular a lesdo € heterogénea, passando por necrose ou
apoptose, enquanto outras sdo subletais. A gravidade e a duracdo da lesdo aguda
renal podem estar relacionadas com a proporcdo de células danificadas que séo
capazes de manter a viabilidade e contribuir para um processo de reparacao
coordenado, restaurando a estrutura e funcdo do rim (DEVARAJAN et al., 2003;
SUPAVEKIN et al., 2003).

Além da lesé@o e necrose das células tubulares renais estarem associados a
varios indicadores de apoptose, o uso de medicamentos nefrotdxicos € outra causa
comum de leséo renal. Implicac@es fisiologicas e fisiopatoldgicas de cada fonte de
células progenitoras para a reparacdo de tubulos renais lesionados ainda sao
desconhecidos (HAVASI; BORKAN 2011).

A localizacdo da lesdo em segmentos do néfron tem implicaces patogénicas
no estudo pré-clinico da nefrotoxicidade. A histomorfologia da lesdo segmentar pode
ajudar a definir mecanismos de acéo toxica e a buscar os biomarcadores especificos
(SCHNELLMANN, 2001).
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1.3 TOXICIDADE POR APAP

APAP usado em doses terapéuticas é rapidamente metabolizado no figado
por sulfatagdo e glucuronidagdo e eliminado principalmente como sulfato e
glicuronideo, metabdlitos ndo toxicos (PATTERN et al, 1993). No entanto, uma
por¢cdo pequena do farmaco (5-15%) é metabolizada no figado pelo citocromo P450
(CYP450), gerando um metabdlito altamente tdxico e reativo, o N-acetil-p-
benzoquinoneimina (NAPQI) (JAMES; MAYEUX; HINSON, 2003) que € rapidamente
conjugado pela glutationa hepatica (GSH) e transformado em um produto na forma
reduzida, ndo toxico e sollvel em agua, o acido mercapturico, que pode ser entdo
excretada através da bile apos glucuronidacdo (FIGURA 1) (LARSEN; WENDON,
2014).

Figura 1- Metabolismo e toxicidade de APAP.

Detoxificagaoe
eliminacao

d N

Acido
mercapturico
Glutationa

40-60%
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: CYP450 i) &
APAP | ST
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e e o)

Deplecdo de Hepatotoxicidade
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20-30% Interagdo téxica com
macromoléculas
celulares
APAP - acetaminofeno, CYP450 - citocromo P450, NAPQI - N-acetil-p-

benzoquinoneimina. Fonte: elaborada pela autora (2019).

Com doses maiores, os sistemas de conjugacao ficam saturados e esgotam
as reservas de GSH, causando extensa lesdo hepatica (MITCHELL et al., 1973;
MITCHELL; LAUTERBURG, 1982).
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O aumento desta substancia causa oxidagao de GSH intracelular, que resulta
no esgotamento do pool de GSH e reduz suas concentracdes e, logo, excede a sua
taxa de desintoxicacao, resultando na ligacdo covalente do NAPQI com proteinas
celulares do parénquima hepéatico e o DNA com conseqlente lesdo hepética,
estresse oxidativo, aumento da peroxidacao lipidica (LPO), danos da membrana
celular e morte do hepatécito (PATTERN et al., 1993; LARSEN; WENDON, 2014).

A overdose por APAP inibe a respiracdo mitocondrial e provoca uma
diminuicdo nos niveis de ATP no figado (JAESCHKE, 1990). Sendo o figado, o
orgdo mais oxidativo, 0 aumento do estresse oxidativo induz a apoptose (DAS et al.,
2011).

Quando o sinal apoptotico esta presente, uma proteina pro-apoptética sofre
uma mudanga conformacional e é translocada para as mitocondrias, causando
danos e poros na membrana mitocondrial externa levando a despolarizacdo da
membrana mitocondrial. A manutencdo do potencial da membrana é crucial para a
sobrevivéncia celular, pois sua perda induz a liberagdo do citocromo ¢ no citosol e
ativa as vias de sinalizacéo apoptotica (GHOSH et al., 2016).

Na maioria das vezes, investigacdes sobre disfuncbes nas mitocondrias
induzidas por drogas relatam o efeito agudo em diferentes parametros, como
potencial e permeabilidade da membrana, consumo de oxigénio, atividade de
diferentes complexos das vias respiratérias cadeia e fluxo de oxidacdo de acidos
graxos (PORCEDDU et al., 2018).

1.4 USOS TERAPEUTICOS NA LESAO HEPATICA E RENAL INDUZIDA POR
APAP

1.4.1 Silimarina

Silimarina (SLM) é um extrato composto de polifendis isolado de frutas e do
leite de cardo de sementes de Silybum marianum (TURGUT et al., 2008). Essa
substancia possui propriedades hipolipemiantes (METWALLY; EL-GELLAL; EL-
SAWAISI, 2009) e efeito inibitério na oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL-c) in vitro (LOCHER et al., 1998).

A hepatoprotecado através das flavonolignanas acelera a atividade mitética e,

assim, leva a regeneracéo do tecido hepético (SHAKER; MAHMOUD; MNAA, 2010),
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além de possuir fortes inibidores de leucotrienos e mediadores pro-inflamatorios por
inibir a funcdo das CK (DEHMLOW; ERHARD; DE GROOT, 1996).

A SLM é usada em todo o mundo ha muitos anos como uma alternativa
complementar, devido aos efeitos benéficos associados com o tratamento de
doencas hepaticas (MORALES-GONZALEZ et al., 2013). A SLM auxilia no
tratamento de distarbios digestivos funcionais que ocorrem nas hepatopatias. Atua
de forma benéfica como adjuvante no tratamento das doencas hepéticas
inflamatdrias crénicas. Seu efeito terapéutico é baseado em sua influéncia sobre a
permeabilidade e a funcdo excretora das células hepéticas, bem como na sua
eficiéncia metabdlica. E um potente estabilizador das membranas dos hepatocitos,
conservando a integridade e a funcéo fisiolégica do figado (BASIGLIO et al., 2009).

A SLM tem um grande potencial hepatoprotetor em longo prazo contra dano
hepatico causado por agentes téxicos como APAP (CAMPOS et al., 1989; NENCINI,
GIORGI; MICHELI, 2007). A protecdo ocorre por varios mecanismos, que inclui
protecdo contra a eliminacdo de GSH, desintoxicacdo e reducdo do estresse
oxidativo (CAMPOS et al., 1989).

Em nivel molecular, acredita-se que SLM estimula a sintese de RNA e
proteinas levando a regeneragcdo mais rapida ao tecido do figado, podendo modular
a inflamacdo mediada por TNF-a. No entanto, essas vias moleculares pelos quais a
SLM exerce seus efeitos ainda ndo sao claras (GHOSH et al., 2016).

Alguns estudos in vitro e in vivo tém abordado os efeitos protetores da SLM
contra nefrotoxicidade (EL-SHITANY; EL-HAGGAR; EL-DESOKY, 2008; HOMSI; DE
BRITO; JANINO 2010; DABAK; KOCAMAN, 2015).

1.4.2 Glutamina

Esse nutriente vem demonstrando um desempenho no papel central na
resposta a lesdo (HONG et al., 1992), provavelmente por ser um precursor da GSH,
podendo assim, afetar tanto o estresse oxidativo e inflamacéo no rim (PENG et al.,
2013).

Células, tais como linfécitos, macrofagos, enterdcitos, de proliferagdo rapida,
mostraram que tanto a renovacdo celular pode ser aumentada, quanto a

manutencdo das estruturas e fungdes celulares pode ser mantida, em meios de
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cultura contendo Glutamina (GLN) (CURI et al., 2005). Participa no aumento da
reserva energeética celular, estimula a liberagéo de insulina e melhora o metabolismo
da glicose em condi¢des de resisténcia a insulina (DECHELOTTE et al., 2006).

Na lesdo mediada por oxidante, a suplementacdo com GLN pode ser um
método simples, seguro e relativamente barato para melhorar a protecdo
antioxidante (HONG et al.1992).

A GLN pode reduzir lesdo celular hepética e renal por atenuar a reducdo da
expressdo de COX-2 (ARAUJO JUNIOR et al. 201; ESPOSITO et al. 2011). Além
disso, pode ter efeitos agudos e crénicos no metabolismo celular e regular a sintese
e ativacdo de importantes proteinas, incluindo as da matriz extracelular mesangial,
uma dos principais elementos no desenvolvimento da glomerulosclerose (CURI et
al., 2005).

E comum quando os rins sdo submetidos a estresse oxidativo, a GLN ser o
fator limitante para a preservacao da capacidade antioxidante total e na sintese de
GSH, da apoptose de células tubulares, da concentracdo de citocinas pro6-
inflamatorias e anti-inflamatorias e na sintese de o6xido nitrico (NO) na
nefrotoxicidade (MORA et al., 2003; FULLER et al., 2007; GARREtT-COX et al.
2009; GOUVEA JUNIOR et al. 2011; GONG et al. 2017).

A via de morte mitocondrial subsequente pode atuar parcialmente como uma
sinalizacdo precoce que promove a morte celular apoptética que leva a leséo renal,
e a GLN pode pelo menos impedir parcialmente a apoptose através do aumento dos
niveis de proteina de choque térmico (HSP70) ou GSH (KIM et al. 2009). Dessa
forma, a GLN diminui a disfuncdo renal, o dano tecidual e morte de células
tubulares, atenuando a nefrotoxicidade induzida de diferentes maneiras (KIM et al.
2015a).

1.4.3 Acupuntura e Eletroacupuntura

Acupuntura (ACP), palavra derivada dos radicais latinos acus e pungere, que
significam, respectivamente, agulha e puncionar, é uma forma de terapia que busca
a cura das enfermidades pela aplicacdo de estimulos através da pele, com a
insercdo de agulhas em pontos especificos denominados acupontos (SCHOEN,

1993). O estimulo de certo ponto (locus) ou pontos (loci) ha ou perto da superficie do
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corpo pela insercédo de agulhas pode prevenir ou modificar a percepgdo da dor
(analgesia) ou normalizar fungdes fisiolégicas, incluindo controle da dor e tratamento
da doenca ou disfuncéo (LIU et al., 2001).

A Medicina Oriental tem uma histéria muito mais longa que a Medicina
moderna convencional, e estudos dos mecanismos medicos de ACP sdo um
aspecto importante que pode ser utilizado como um método complementar da
abordagem dos problemas hepéticos e renais. Estudos ou pesquisas em paises
ocidentais ndo contemplam largamente técnicas utilizadas na Medicina Oriental,
porém, essas técnicas parecem ser muito efetivas na manutencao ou tratamento da
saude. Dessa forma, a Medicina Tradicional Chinesa (MTC) pode auxiliar na
protecdo a toxicidade hepéatica e renal, prevenindo ou tratando a leséo.

Essa manobra terapéutica da MTC tem sido aplicada em clinicas por milhares
de anos, e tem encontrado um efeito positivo no sistema neuroendocrino e imune,
com aumentos temporarios dos niveis de citocinas, além de antagonizar a resposta
inflamatoria com poucos efeitos colaterais (ZIJLSTRA et al.,, 2003; SONG et al.,
2014a).

Embora a estrutura e mecanismos biolégicos desta técnica ndo estejam
estabelecidos, a quantidade de dados exibe significantes efeitos antiinflamatorios
(LIU et al., 2011).

O estimulo por agulhas pode estimular a formacdo neurogénica de
mediadores vasoativos reguladores da distribuicdo e o fluxo de sangue para os
orgaos e tecidos afetados apds o inicio da inflamacao, ativando os sistemas de
defesa (ROGERS; SCHOEN; LIMEHOUSE, 1992). Além disso, o envolvimento da
serotonina parece ser uma caracteristica geral dos efeitos mediados da ACP no
esvaziamento gastrico (SUGAI et al. 2004).

A ACP estd envolvida no estresse oxidativo, aumentando os niveis de
antioxidante e reduzindo a LPO (DAI et al. 2008; SANTOS et al. 2013). Também
parece indicar um efeito anti-hipertensivo (LEUNG et al. 2016), anti-neoplasicas
(ROGERS; SCHOEN; LIMEHOUSE, 1992), neuroprotetor nas doencas
degenerativas devido a regulacdo dos antioxidantes (LEE et al. 2018) e pode ser
usada como uma opcao de tratamento sinérgico para o controle da obesidade
(ISMAIL et al. 2015)
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Aplicar ACP no meridiano renal (R3) parece aumentar o metabolismo no rim
(LI et al. 2011) e melhorar a fungéo renal por eliminar radicais livres (SONG et al.
2014b).

A ACP tenta recuperar o equilibrio do Yin e Yang (FIGURA 2), entre o0 aspecto
fisico, emocional e espiritual do individuo e o fluxo e qualidade de energia. Ativacao
adicional pode ser obtida através da manipulacao de agulha ou eletroestimulacéo de
diferentes frequéncias (ZIJLSTRA et al., 2003).

Figura 2- Mecanismo de acao da Acupuntura.

Yang Yin
S Células \%

Dorsais

Macroéfagos
v
Células Acupuntura
Nervosas
B-Endorfina

\ 4

TNF-a )
IlLl:-lzB —_ Inflamagéo /

IL-6

TNF-a - Fator de Necrose Tumoral, IL - Interleucina. Fonte: Figura adaptada de Zijlstra et al. (2003).

Eletroacupuntura (EA) é a estimulacdo elétrica através das agulhas em
pontos de ACP em varias frequéncias (SUGAI et al. 2004). A EA tem sido cada vez
mais aceita como um tratamento viavel para tratamento de uma variedade de
doencas e para melhorar o funcionamento visceral autonémico (SUGAI et al., 2004).
Aplicada em frequéncias diferentes podem causar a liberacdo de opidides
endogenos e ativacdo de receptores especificos (CHEN; HAN, 1992).

O estimulo elétrico do acuponto com baixa (2-10Hz) e alta (100Hz) frequéncia

tem diferentes mecanismos na liberagdo seletiva de B-endorfinas, encefalinas ou
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dinorfinas (CHEN; HAN, 1992). Os efeitos supressores da EA de baixa frequencia
sdo mediados por neurbnios pos-ganglionares simpéticos, enquanto os efeitos
supressores de EA de alta frequencia sdo mediados pelo eixo medular simpatico-
adrenal (KIM et al. 2008).

A microcirculagdo hepatica € um indicador biolégico muito significativo no
monitoramento do progresso da doenca (WANG et al. 2015a). O estimulo pode
modular a atividade vascular do tecido hepatico, aumentando a perfuséo,
demonstrando efeito clinico na circulagdo hepética e nos mecanismos de
vasoregulacdo, confirmando a teoria da MTC de que a ACP poderia promover Qi e
circulacdo sanguinea (SONG et al., 2014a; WANG et al. 2015a).

EA pode ser provavelmente uma possivel terapia adjuvante para a disfuncao
hepatica induzida e o mecanismo esta possivelmente relacionado a diminuicdo do
conteudo de TNF-alfa, no entanto, seu mecanismo de acdo precisa de mais
investigacao (SHI et al. 2008; LIU et al. 2011).

EA também pode ser uma estratégia benéfica na leséo renal (GU et al. 2011).
O aumento do metabolismo energético tem uma estreita correlacdo entre o R3
(ponto de origem) e o rim (CHEN et al. 2010).

A EA diminui o estresse oxidativo local e sistémico (SANTOS et al., 2013),
caracterizando um efeito anti-hipertensivo (OH et al. 2012). Contudo, EA pode ter
um efeito pro-peroxidativo. Tanto ACP quanto EA reduz a atividade de MPO,
possivelmente inibindo a infiltracdo de neutrodfilos, sugerindo que esses métodos de
tratamento podem ter um papel protetor na lesédo oxidativa induzida (SANTOS et al.,
2013). Alta frequéncia em E36 e BP6 € relatado por proteger o sistema nigroestriatal
por varios mecanismos, incluindo antioxidacdo e antiapoptose, atenuando as
alteracoes patoldgicas no cérebro (WANG et al. 2011)..

EA 10/100 Hz pode atenuar a LPO e reduzir simultaneamente o estresse
oxidativo nos tecidos hepaticos e renais, porém, frequéncias mais altas podem
induzir uma melhor protecdo contra 0 estresse oxidativo, mas 0S mecanismos

envolvidos ainda néo estédo claros (SILVA et al. 2011).

1.5 PARAMETROS BIOQUIMICOS NA TOXICIDADE POR APAP

1.5.1 AST e ALT
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As enzimas aspartato aminostransferase (AST) e alanina aminostransferase
(ALT) sé@o liberadas no sangue em grandes quantidades quando h& dano a
membrana do hepatdcito, resultando em aumento da permeabilidade. A elevacao
absoluta das aminotransferases tem grande significado diagnéstico, mas nao
prognéstico, nas hepatopatias agudas. No entanto, € possivel que os niveis dessas
enzimas diminuam mesmo quando o tecido hepatico sofre necrose (PAKNEJAD et.
al, 2006).

A ALT tem sido usada amplamente como biomarcador especifico para
toxicidade hepatica pré-clinica e clinica. No entanto, um aumento nos niveis de ALT
tem sido associado com a lesdo musculoesquelética indicando que a enzima tem
especificidade além da auséncia da lesédo hepatica e alteracdes histopatolégicas no
figado (NATHWANI et al., 2005).

1.5.2 Uréia e Creatinina

Marcadores séricos como uréia e creatinina avaliam o funcionamento e a
capacidade da regido glomerular e tubular dos néfrons. A elevacdo desses
marcadores no plasma € tomada como indice de nefrotoxicidade, embora os niveis
séricos de uréia sejam considerados fator decisivo quando se trata de fisiologia renal
(SABIU; O’'NEILL; ASHAFA, 2016).

1.5.3 Mieloperoxidase

A enzima mieloperoxidase (MPO) é um sinal inflamatério secretado pelos
leucocitos nos compartimentos fagolisossémicos e no meio extracelular apés a
ativacdo no fagocito no sangue periférico, tecidos ou fluidos (PATTISON; DAVIES;
HAWKINS, 2012; TSAI et al., 2014). MPO e oxidantes derivados podem participar
como mediadores da oxidacdo e modificacdo de biomoléculas ou tecidos (KISIC et
al., 2016).

1.5.4 Malonaldeido
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O malonadeido (MDA) é um produto final da LPO gerado pelo ataque de
radicais livres aos acidos graxos polinsaturados.

O mecanismo da hepatoxicidade ainda ndo esta totalmente esclarecido,
embora seja reconhecido que existe um envolvimento simultdneo da ligagcao
covalente, LPO e estresse oxidativo (RANDLE et al., 2008).

1.5.5 Oxido Nitrico

A biodisponibilidade de NO depende da sua sintese pela enzima 6xido nitrico
sintase na presenca de oxigénio molecular e também da sua degradacdo mediada
por EROs, particularmente o anion superoxido (O2") (ABRANTES et al., 2014).

EROs sdo geradas em todos células aerébicas e incluem radical Oz, peroxido
de hidrogénio (H20>) e radical hidroxila (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984). O NO
rapidamente reage com o O> formando um peroxinitrito altamente reativo, que pode
diretamente iniciar o processo de LPO, ou indiretamente, por reagir com GSH, um
importante fator de defesa antioxidante (HIMMELFARB, 2009). Em circunstancias
fisiolégicas normais, existe um equilibrio entre antioxidantes e oxidantes produzidos
por sistemas celulares aerdbicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984).

O estresse oxidativo é o resultado de um desequilibrio entre a producao de
EROs e a sua inativacdo pelo sistema de protecdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1984).

1.5.6 Glutationa hepética

Gluationa hepética (GSH) é o mais abundante tiol ndo proteico celular, em
concentragcfes na faixa milimolar no figado. Em condic@es fisioldgicas, o figado é
protegido do estresse oxidativo pela capacidade de seus hepatdcitos sintetizarem
GSH (KRETZSCHMAR, 1996).

Em condi¢cBes normais, a producdo continua de EROs é compensada pela
poderosa acao de enzimas protetoras como superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), antioxidantes que fornecem a defesa
necessaria contra os danos induzidos pelo estresse oxidativo (TURGUT et al.,
2008).
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1.5.7 Colesterol, Triglicerideos e Glicose

O acumulo de lipidios no citoplasma dos hepatdcitos, principalmente na forma
de acidos graxos livres e triglicerideos (TG), é considerado o primeiro passo no
desenvolvimento de uma les@o hepética. Contudo, a progresséo da lesdo além da
esteatose hepdtica geralmente ocorre na presenca do estresse oxidativo,
inflamac&o, morte celular e fibrose (MARI et al. 2006).

Ademais, as reservas de GSH mitocondrial (MGSH) s&o essenciais para o
controlar a producdo de EROs por estimulos de morte celular, como TNF-a
(MONTERO et al., 2010). O excesso mitocondrial de colesterol total (CT) prejudica o
transporte de GSH, esgota as reservas de mGSH, promovendo a geracdo de EROs
mitocondrial em resposta ao ligante TNF-a, causando peroxidagdo, que
desestabiliza o lipidio da bicamada membrana mitocondrial. As consequéncias
funcionais sdo sensibilizacdo dos hepatocitos ao TNF-a, permeabilizacdo da
membrana mitocondrial, liberacdo de citocromo c, necrose e apoptose de
hepatdcitos, que promovem inflamacdo hepatica (MARI et al., 2006; MUSSO;
GAMBINO; CASSADER, 2013). Os adipocitos hipertrofiados na obesidade
caracterizados pela sobrecarga intracelular de colesterol tém uma diminuicdo na
concentracdo de colesterol na membrana plasmatica, devido a uma diluicdo do
colesterol da membrana através de um aumento da superficie celular. A deplecéo
relativa do colesterol da membrana ativa um fator de transcricdo promovendo ainda
mais o acumulo de colesterol dentro da célula adiposa, prejudicando a sinalizacéo
de insulina intracelular e translocacéo do transportador de glicose 4 (GLUT-4) para a
membrana (MUSSO; GAMBINO; CASSADER, 2013).

A overdose por APAP leva ao aumento dos niveis de aminotransferases no
sangue, mas pouco conhecimento existe sobre o vinculo do figado e acidos graxos
livres e sinalizacdo mediada por eicosanoides (SUCIU et al., 2015).

Um estudo experimental documentou uma ligacdo entre hiperglicemia,
estresse oxidativo e diabetes na nefropatia. Concentracbes elevadas de glicose
aumentam a expressdo do gene oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e da
proteina, bem como a liberacdo de NO, que estdo associados a um aumento

concomitante da producao de O». Esses achados podem explicar a fungcéo endotelial
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prejudicada e ser importante no desenvolvimento de doenga vascular diabética
(COSENTINO et al., 1997).
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1.6 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

APAP é uma medicacao bastante utilizada em todo mundo, devido sua acéo
antipirética e analgésica, além de ter custo popular e ndo necessitar de prescricao
médica. Dessa forma, sua comercializacdo é extensa atinge um grande numero de
usuérios. Embora o consumo ocasional ndo produza eventos organicos de prejuizo
a saude, o uso continuo, pode em algumas pessoas, como em idosos, trazer danos
a diversos 6rgdos, como o figado e rim.

Dados epidemiolégicos sobre 0 uso excessivo de acetaminofeno e o nimero
de intoxicacdes revelam um namero expressivo de vitimas anuais por suicidio.

O mecanismo da nefrotoxicidade ainda ndo é claro, enquanto que a necrose
hepatica também é compreendida de forma incompleta. Poucas terapias que
previnem ou revertem os danos hepaticos e renais causados por APAP sao
conhecidas, principalmente aquelas oriundas da Medicina Tradicional Chinesa,
como acupuntura e eletroacupuntura. Poucos modelos experimentais foram
desenhados para se estudar os efeitos desses recursos terapéuticos na leséo
hepatica e renal por APAP e seu mecanismo de acao.

Varios estudos destacam opcdes terapéuticas de regeneracdo hepatica em
lesdo induzida por APAP. Os mecanismos de regeneracdo hepatica apos a lesao
nao sao bem conhecidos e, para verificar a reprodutibilidade do modelo experimental
em murinos de lesdo por APAP, foi realizado este estudo.

Os ratos sdo amplamente utilizados para o desenvolvimento de modelos
murinos de lesdo hepatica e renal por droga e muitos pesquisadores utilizam o
modelo experimental de lesdo por APAP, incluindo os campos da biologia,
farmacologia e toxicologia.

Nesse sentido, um modelo de lesdo hepatica e renal por APAP foi elaborado
com objetivos de entender como APAP produz a lesdo e que parametros identificam
a lesdo. Para isso, foi levada em consideracdo a dose administrada de APAP, o tipo
de lesdo causada, progndsticos da lesdo de ordem bioquimica e histopatoldgica.

Como tratamento de prevencdo ou reversdo da lesdo causada por APAP,
aguda ou subaguda, foi escolhido a terapia com silimarina, glutamina, acupuntura e

eletroacupuntura.
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Pretende-se com este estudo contribuir para a ampliagdo do conhecimento
sobre as condicdes em que APAP produz os danos hepaticos e renais, fazer o
diagnostico precoce da lesdo e aumentar as possibilidades de tratamento na leséo
hepatica e renal por APAP.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Nesta pesquisa, objetivou-se avaliar os efeitos da silimarina, glutamina,
acupuntura e eletroacupuntura de 2Hz e 100Hz em um modelo experimental de

leséo hepética e renal induzido por acetaminofeno (APAP).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar toxicidade hepatica e renal por parametros bioquimicos em ratos Wistar
submetidos ao modelo experimental de les&o induzida por APAP por:
- Aspartato aminotransferase
- Alalnina aminotransferase
- Uréia
- Creatinina
- Colesterol e fracoes
- Triglicerideos
- Glicose

e Avaliar parametros de estresse oxidativo no tecido e no plasma em ratos Wistar
submetidos ao modelo experimental de lesédo induzida por APAP por:
- Mieloperoxidase
- Malondialdeido
- Nitrito
- Glutationa hepatica

e Avaliar o tecido hepatico e renal através do estudo histolégico por coloracéo
Hematoxilia-Eosina;

e Avaliar o tecido hepatico e renal através do estudo histoquimico por coloracéao
especial por acido periodico-Schiff, tricrbmica de Masson, Prata Reticulina e
Prata Metenamina em ratos Wistar submetidos ao modelo experimental de lesédo
induzida por APAP.
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3 METODO

3.1 ETICA

A utilizacdo de animais neste experimento foi conduzida sob as condi¢des
éticas e cientificas regulamentada pela Lei Federal n. 6.638, de 8 de maio de 1979.

Os protocolos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal do Ceara (UFC) através do protocolo 44/2012 (ANEXO 1).

3.2 AMOSTRA

Foram utilizados cento e quatro ratos, com idade de 8-10 semanas, machos
(Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia), com massa corporal total
variando de 180 a 280g da linhagem Wistar, saudaveis e bem nutridos, provenientes
do Biotério Central da UFC, e mantidos no Laboratorio de Cirurgia Experimental
(LABCEX) em gaiolas de polipropileno, providos de tampa com grade metélica de
aco inoxidavel e forrados com maravalhas, recebendo dgua e comida ad libitum, em
sala climatizada, com exaustdo de gases e reducdo de ruidos, observando a
alternancia dos ciclos claro/escuro a cada 12 horas. Agua potavel e ra¢do comercial
para ratos (Guabi Nutrilabor®, Mogiana Alimentos, Sdo Paulo) foram ofertadas ad
libitum até 12 horas antes do experimento.
Os ratos foram previamente aclimatados por um periodo de sete dias antes

do inicio de realizacdo do experimento para minimizar o estresse.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

A colocacdo dos animais por grupo ocorreu de forma aleatoria, conforme
protocolos ja desenvolvidos para a inducdo por APAP e separados em modelos de
pré e pos-condicionamento. Cada modelo foi avaliado em sete grupos de oito
animais e ao fim dos experimentos, foi coletado sangue e em seguida, foram mortos

por overdose anestésica para coleta de sangue e 6rgaos.
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No modelo pré-condicionamento, o grupo Controle Negativo (CN) foi tratado
com soro fisiolégico 0,9%; o grupo Controle Positivo (CP) com APAP; e os demais
grupos foram pré-condicionados com Salina (CP), Silimarina (SLM), Glutamina
(GLN), Acupuntura (ACP), Eletroacupuntura 2Hz (EA2) e Eletroacupuntura 100Hz
(EA100) e depois induzidos com APAP (FIGURA 3).

No modelo pés-condicionamento, o grupo Controle Negativo (CN) foi tratado
com soro fisiolégico 0,9%; o grupo Controle Positivo (CP) com APAP; e os demais
Glutamina (GLN),
Acupuntura (ACP), Eletroacupuntura 2Hz (EA2) e Eletroacupuntura 100Hz (EA100)
a inducao de APAP (FIGURA 3).

grupos foram pés-condicionados com Silimarina (SLM),

Figura 3 - Desenho Experimental.
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APAP - acetaminofeno, CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN -
Glutamina, ACP - Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. AST —
Aspartato aminotransferase, ALT — Alanina aminotransferase, MPO - Mieloperoxidase, MDA -
Malonaldeido, GSH - Glutationa hepdatica. Fonte: elaborada pela autora (2019).

3.3.1 Doses e Reagentes

Para a inducdo da lesdo, a dose foi selecionada tendo por base o teste de
toxicidade aguda de alguns estudos que usaram 3 g/kg de APAP em dose Unica
(EL-SHAFEY et al. 2015; SILVA et al., 2017).
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As substancias e as doses utilizadas para o tratamento da toxicidade por
APAP foram baseadas em estudos prévios com ratos: 25 mg/kg de SLM
(ONAOLAPO et al., 2017) e 1 g/kg de GLN (LIN et al., 2014). Os animais receberam
as drogas por gavagem (FIGURA 4).

Figura 4 — Imagem Fotogréfica llustrativa da Gavagem.

Fonte: Fotografia elaborada pela autora (2019).

3.3.2 Protocolo de Acupuntura e Eletroacupuntura
Para a utilizacdo de ACP e EA, os animais foram primeiramente imobilizados
durante 20 minutos, utilizando um dispositivo de imobilizacédo (rede de contencao),

conforme preconizado na literatura por Gondim (2012) (FIGURA 5).

Figura 5 - Imagem Fotografica llustrativa do Dispositivo de Imobilizacao.

Fonte: Fotografia elaborada pela autora (2019).

Os animais foram adaptados sete dias antes da realizacdo dos experimentos
no dispositivo de imobilizacdo com seus membros dianteiros e traseiros e a cauda
exposta por 20 minutos. A técnica de imobilizacdo dos animais foi elaborada pela
profa. Dra. Mariana Lima Vale do Laboratério de Farmacologia da Inflamacéo e do
Cancer (LAFICA - UFC) e adaptada pelo grupo desta pesquisa (LABCEX - UFC).
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Para aplicacdo da ACP e EA (2 e 100), os animais foram imobilizados durante
20 minutos, utilizando o dispositivo de imobilizacdo, conforme o protocolo do modelo
pré-condicionamento ou modelo pds-condicionamento. Para padronizacdo dos
procedimentos, ratos ndo submetidos & ACP e EA, foram imobilizados por 20
minutos logo apés as gavagens.

A ACP e EA foram realizadas diariamente, durante sete dias, inserindo-se
agulhas metélicas de aco inoxidavel, descartaveis, de 0,18mm de diametro/8mm de
comprimento (modelo Dong Bang distribuidas no Brasil por Xu Li Comércio,
Importacdo e Exportacdo Ltda, Sdo Caetano do Sul - SP), perfazendo um total de
sete aplicacdes, administrada por uma especialista em medicina oriental treinada e
experiente.

Para a eletroestimulacéo, as agulhas foram conectadas ao eletroestimulador
Sikuro DS 100C (Sikuro Sistemas e Equipamentos Eletronicos Ltda, Niterdi - Rio de
Janeiro, Brasil) da seguinte forma: catodo conectado a agulha no membro inferior do
lado direito e anodo conectado a agulha no membro inferior do lado esquerdo.

O tempo de estimulacdo foi de 20 minutos na frequéncia (2 e 100)Hz com
intensidade de 1,0 mA, pulsos quadrados com duracdo de 2 segundos, com

intervalo (repouso) de 2 segundos .
3.3.3 Acupontos

Os pontos selecionados para o tratamento da lesdo hepatica e renal foram
pareados em meridianos do estémago, vesicula biliar, baco pancreas e rim (FIGURA

6).

Figura 6 - Localizacdo dos acupontos em ratos.

E36 - Estdbmago 36, VB34 - Vesicula Biliar, BP6 - Bago Pancreas, R3 -Rim 3. Fonte: Figura adaptada
de Tanahashi et al. (2011) e Yim et al. (2006).

41



Estdmago 36

Estdbmago 36 (E36), determinado de acordo com o meridiano do estdmago
humano, situa-se no rato, 5 mm abaixo da cabeca fibular e 2 mm lateral ao
tubérculo anterior da fibula, onde transitam, nessa regido os ramos laterais do nervo
sural cutaneo, o ramo cutaneo do nervo safeno e o ramo profundo do nervo
peroneal (YIN et al., 2008).

E36 é um ponto de ACP que tem sido usado para o tratamento de doencas
como inflamacéo, dor aguda, hipertensao, e distlrbios gastrintestinais (XIA; GUAN;
YANG, 2014). Esse acuponto é principalmente investigado em terapia com ACP na
doenca hepatica, pois se acredita na MTC, que produz efeitos de ativacdo e
circulacdo sanguinea e dissipar a estase de sangue (LIU et al., 2011).

Vesicula Biliar 34

Vesicula Biliar 34, determinado de acordo com o meridiano da vesicula biliar
humano, esta localizada na depressao anterior e inferior a cabeca da fibula (YIN et
al., 2008).

Baco-Pancreas 6

Baco-Pancreas 6 (BP6), determinado de acordo com o meridiano do baco-
pancreas humano esta localizado na linha tibiofibular préximo do maléolo (YIN et al.,
2008). O ponto BP6 também tem sido investigado em diversos estudos sobre a

atividade hepatica.

Rim 3

Rim 3 (R3), determinado de acordo com o meridiano do rim humano, esta
localizado na depresséao posterior e medial tibiofibular do maléolo (YIN et al., 2008).

Mudancas no fluxo sanguineo renal estdo claramente documentadas por se
relacionar com pontos especificos de ACP, que podem ser observado com estimulo
no R3 (XU, 1993).
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3.3.4 Coleta de Sangue

Amostras de sangue foram retiradas do plexo orbital e depois, os animais
foram mortos por overdose de anestésico.

O sangue foi colocado em tubos eppendorff de 2 mL, individuais, contendo
uma gota de anticoagulante heparina. Os tubos contendo o sangue foram
imediatamente centrifugados por 20 minutos, para separacdo do plasma, em
centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B-Rotor SM 24). ApGs este procedimento, o
plasma de cada tubo foi coletado e aliquotado em tubos tipo eppendorff de 2 mL e
imediatamente congelados e armazenados a temperatura de - 70° C até 0 momento

das analises.

3.3.5 Procedimento Anestésico

A anestesia utilizada para a coleta de amostras foi obtida pela aplicacdo por
via intraperitonial (i.p.) de uma solugéo anestésica, contendo hidrato de cloral a 10%
(AUDAZ Reagentes Tecnologicos), na dose de 0,1mL da solucao, para cada 30g/kg
de peso do animal. Apds cinco minutos, tempo necessario para obter o nivel
anestésico adequado, o animal foi colocado na mesa operatoria, em decubito dorsal.
A profundidade anestésica foi avaliada por parametros clinicos, como: a frequéncia
respiratéria e cardiaca, reflexo da cornea e palpebral, movimentos das narinas e ou

de outros grupos musculares.

3.3.6 Coleta de Orgéos

Apbés a morte dos animais por overdose de anestésico, foram retirados o
figado e rim para determina¢des morfométricas (peso e dimensdées).

A metade ventral dos tecidos foi fixada por imersdo em solucdo a 4 % de
formaldeido tamponado durante 24 horas para posterior processamento histolégico.
Cortes de parafina de 5 micrometros de espessura foram corados com hematoxilina-

eosina (HE) e examinados ao microscoépio optico.

3.4 PARAMETROS AVALIADOS
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3.4.1 Determinacdo De Parametros Bioquimicos

Para verificacdo da funcéo hepatica foram dosados no plasma dos animais os
niveis de AST, ALT e para funcdo renal, os niveis de uréia e creatinina. Para
avaliagédo da inflamacgéo e do estresse oxidativo, foram dosados MDA, nitrito e GSH
no tecido e no plasma. Para a verificacdo de marcadores nutricionais foram dosados
colesterol total (CT) e fragdes, triglicerideos (TG) e glicose plasmatica.

A dosagem plasmatica foi quantificada pelo Kit Labtest Diagnéstica S.A. e
determinado pelo Analisador Automético Labmax Plenno no Laboratério do Nucleo

de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM/UFC).

3.4.2 Mieloperoxidase

Amostras de figado e rim foram analisadas, conforme prescrito por Bradley,
Christensen e Rothstein (1982). O tecido hepatico e renal do lado direito foi
removido para determinar a atividade da MPO. O tecido (50-70 mg) foi colocado em
tampédo potassio-fosfato, pH= 6,0, contendo 0,5 % do tampdo HTAB (1 mL de
tampdo/50 mg de tecido) em um homogeneizador de tecido. O homogenato foi
agitado e centrifugado por 5 min a 2500 rpm. A atividade da enzima foi determinada
por medida da absorbancia (450 nm) em um leitor de ELISA, realizando duas
leituras em intervalos de 60 s, usando 1 mM de diidrocloreto de o-dianisidina e
0,0005 % de H202 em uma microplaca. Uma unidade de MPO foi definida como a
que converte 1 y mol de H20> em agua a 22 °C. Os resultados foram expressos

como unidades de uM/g de tecido.

3.4.2 Malonaldeido

Amostras de figado e rim foram analisadas para avaliagdo de MDA,
conforme prescrito por Draper e Hadely (1990). O método é baseado na medida
espectrofotométrica da cor roxa gerada pela reacdo do MDA com o &cido
tiobarbiturico (TBARS).

Substéancias reativas TBARS, um marcador para peroxidagao lipidica, foram

determinadas pelo método de aquecimento duplo. A teoria do método foi uma

44


http://www.npdm.ufc.br/
http://www.npdm.ufc.br/

medida espectrofotométrica da cor produzida durante a reacdo de TBARS com
MDA.

Para avaliacdo MDA no plasma, 2,5 mL de 100 g/L de &cido tricloroacético foi
adicionado a 0,5 mL de soro num tubo de centrifugacéo e incubado durante 15 min a
90 ° C. Apos arrefecimento a temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada a
3000 g durante 10 min e 2 mL do sobrenadante foram adicionados 1 mL a solugéo
de 6.7 g/L de TBARS num tubo de ensaio e novamente incubada durante 15 min a
90 ° C. A solucao foi entéo resfriada a temperatura ambiente e sua absorbancia foi
medida usando o espectrofotdmetro Vankel 50 UV VISIVEL em 532 nm.

Para avaliacdo de MDA no tecido, as amostras foram misturadas com 1 mL
de &cido tricloroacético a 10% e 1 mL de TBARS a 0,67% e depois aquecidas num
banho maria durante 30 min. Os equivalentes de MDA foram determinados em
tecido e em particulas sub-relacionadas ao figado e rim de rato
espectrofotometricamente pela absorbancia a 532 nm. Os resultados foram

expressos como unidades de uM/g de tecido.

3.4.3 Nitrito

Amostras de figado e rim foram analisadas para a determinacdo da
concentracdo de nitrito, através da reacdo colorimétrica de Griess (GREEN et al.,
1982). Adicionou-se a uma placa de ELISA de 96 pocos (Beckman Coulter DTX 880
Multimode Detector, EUA) 25ul do sobrenadante da amostra em duplicata, seguido
do mesmo volume do reagente de Griess. Este é composto de sulfanilamida 1%
diluida em HsPOs4 2,5% (solugdo A) e de N-1-naphtylethtylenodiamina, também
diluido em solucéo de H3PO4 2,5% (solugcédo B). Para a confec¢cdo de uma curva-
padrdo, uma solucdo de nitrito de sddio na concentracao inicial de 200uM passou
por diluicbes seriadas. ApoOs incubacdo de 10 minutos ao abrigo da luz, a leitura no
espectrofotdmetro foi realizada a 540 nm.

Este ensaio determina as concentracdes de nitrito com base na conversao
enzimatica de nitrato para nitrito pela acao da nitrato-redutase. Os resultados foram

expressos como unidades de pM/g de tecido.

3.4.4 Glutationa Hepatica
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Amostras de figado e rim foram analisadas para a determinacdo da
concentragéo da GSH de acordo com a reacao do reagente de Ellman (1959).

Para avaliacdo de GSH no plasma, uma aliquota de 50 puL do plasma foi
misturada em 1 mL de tamp&o Tris-EDTA (1 mM), sendo feita uma primeira leitura a
412 (leitura Al). Apés essa leitura foi adicionado 20 pL de 5,5°- ditiobis acido 2-
nitrobenzoico (DTNB) 10 mM, diluido em metanol. Esperou-se 15 minutos a
temperatura ambiente e fez-se nova leitura. Os valores foram expressos em pM/mL.

Para avaliacdo de GSH no tecido, preparou-se o0 homogenato com tecido a
10% em EDTA 0,02 M. Em seguida retirou-se 400 pyL (ou 200 L) desse
homogenato e adicionou 320 pL (160 pL) de agua destilada e mais 80 uL (40 uL) de
acido tricloroacético a 50% (no eppendorff). O material foi agitado e centrifugado a
3000 rpm por 15 min. Em seguida foi recolhido 400uL do sobrenadante e acrescido
800 yL de tampao Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 e mais 20 uL de DTNB 0,01. Apos 1
minuto da reagéo foi feita a leitura em 412 nm, através de um espectrofotdmetro. A

concentracdo da GSH reduzida foi expressa em uM/g de tecido.

3.5 ANALISE HISTOLOGICA

Amostras de figado e rim foram colhidas apds necropsia, colocadas em formol
a 10% tamponado e enviadas para o Laboratério do Departamento de Patologia e
Medicina Legal (DPML/UFC) para processamento automatizado (Leica TP1020) em
solucdes: alcool-formol, alcool 70%, alcool 80%, alcool 100% (3 vezes), xilol (3
vezes), parafina (3 vezes) por 45 minutos.

Em seguida, o material foi levado ao inclusor (Leica ECN115H) onde contem
duas placas quentes e uma fria para ser incluso em bloco de parafina (Paraplast®) a
56°C.

Apés o material ser colocado no Molde de Aco Inox, derramou-se parafina
aquecida sobre a amostra e foi levado para placa fria para o endurecimento da
parafina (10 minutos). Depois, o bloco foi montado para corte.

Cortes histolégicos de 5 ym de espessura foram realizadas com micrétomo
(Leica RM2125 RTS) e, depois de montados em laminas de vidro coradas com

Hematoxilina e Eosina (HE).
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3.5.1 Coloracgéo por Hematoxilina-Eosina

As laminas contendo os cortes de figado e rim foram inicialmente
desparafinizados em xilol (3 vezes) e depois, reidratados em sequéncia decrescente
de etanol (alcool etilico absoluto, alcool etilico 90°, &lcool etilico 80°, alcool etilico
70°), lavados em &gua corrente e, entdo, colocadas em solucao de Hematoxilina-
Eosina (H&E) de 1 a 3 minutos. Ao término deste periodo, as laminas foram lavadas
em agua corrente e em seguida, foram colocadas, em agua com aménia por 1
minuto, depois agua corrente e em solucdo de Eosina alcéolica para 1000 mL (2,5 g
de eosina, 950 mL de &lcool absoluto, 5 mL de acido acético dissolvida em 50 mL de
agua destilada).

Para o exame microscopico das laminas, foram constituidos indices de
avaliagédo de lesdo em “scores” descritos para o tecido hepatico (Tabela 1),
adaptado de Ishak et al. (1995), e para o tecido renal (Tabela 2), elaborado pela
prépria autora.

Para diminuir o efeito da variacdo interobservador, as laminas foram

examinadas por dois observadores.

3.5.2 Avaliacédo Histopatoldgica do Tecido Hepatico

Para o estudo do figado utilizou-se um modelo de escore semiquantitativo
baseado em Ishak et al. (1995) modificado pela autora (TABELA 1).

Tabela 1 - Classificacdo Histoldgica da Lesdo Hepatica.

Classificacao de Lesdo Hepatica Aguda por Escores Necroinflamatorios

Escores
A. Arquitetura Hepéatica
Preservada 0
N&o preservada
B. Leséo Hepatica periportal ou periseptal (necrose por etapas)
Ausente 0
Minima (focal, poucas areas portais)
Moderada (focal, muitas areas portais) 2
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Moderada + de 50% dos septos

AN

Severa (extensa com + de 50% dos septos)

C. Necrose Confluente

Ausente

Minima (focal, poucas areas portais)
Moderada (focal, muitas areas portais)
Moderada + de 50% dos septos

A W N B O

Severa (extensa com + de 50% dos septos)

D. Hiperplasia de Kupfer

o

Presente
N&o presente

E. Congestao de centro lobular
Presente 0
N&o presente

F. Esteatose em microgota
Ausente
Focal (poucas areas portais)

Moderada (muitas areas portais)

A N B O

Severa (envolvimento do parénquima)

Fonte: classificacéo histoldgica de Ishak et al. (1995) modificado pela autora (2019).

3.5.3 Avaliacéo Histopatolégica do Tecido Renal

A lesdo renal foi avaliada por um modelo de escore semiquantitativo

elaborado pela propria autora (TABELA 2).

Tabela 2 - Classificacdo Histologica da Lesao Renal.

Classificacao de Lesdo Renal Aguda por Escores Necroinflamatorios

Escores
A. Alteracdes Intersticiais
Ausente 0
Presente
B. Nefrite
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Ausente 0

Presente 1

C. Intensidade da Nefrite

Leve 0
Moderado

Severo 2
D. Necrose

Ausente 0
Presente

E. Alteragdes Tubulares
Ausente 0
Degeneracao celular tubular epitelial sem necrose

Degeneracao celular tubular epitelial com necrose 2

Fonte: classificacdo histolégica elaborada pela autora (2019).

3.5.4 Estudo Histoquimico

Os cortes obtidos foram previamente expostos a rotina histologica e
submetidos a diferentes técnicas de coloracdo: Hematoxilina-Eosina (HE), para
observacado das caracteristicas histologicas gerais; e Tricromico de Masson, Prata
Reticulina, Prata Metenamina e Acido Periddico de Schiff (PAS) para evidenciar,
respectivamente, a deposicdo de colageno, trama de fibra reticular no tecido para
observar a membrana e os componentes glomerulares além de mucopolisacarideos.

Todos os protocolos experimentais foram desenvolvidos segundo Spicer (1987).

3.5.5 Avaliacdo Microscopica

As imagens utilizadas neste estudo foram obtidas utilizando um microscépio
OLYMPUS BX41, modelo U-MDOB3, obedecendo a leitura crescente pelas objetivas
5%, 10x, 20x e 40x sob a ocular 10x.

Os cortes histologicos foram analisados e classificados por dois observadores
para pontuar o estagio de doenga hepética. Para tanto, houve reunides de consenso
pré-julgamento para definir com preciséo a interpretacdo das definices categoricas

do sistema de pontuacao a ser utilizado e clarificar os limites entre as categorias. A
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avaliacdo foi cega independente das séries de estudo a ser realizadas pelos
observadores. Outras reunifes de consenso ainda foram necessérias para discutir

discrepancias de pontuacéao.

3.5.6 Documentacédo Fotogréfica

Realizada por meio de microscépio éptico OLYMPUS BX60 com camara
acoplada (ZEISS, AxioCam HRc) com uso do software Axion Vision® (ZEISS, 2000),
para a aquisi¢cao das imagens.

As imagens digitais dos tecidos foram obtidas no Laboratério de Investigacao
Diagnostica-DPML/UFC com o auxilio do microscépio optico de captura Leica®
DM5000 através do software Leica Aplication Suite (versdo 2.4.1) e a partir das
imagens obtidas foi construida uma prancha representativa dos grupos avaliados no
aumento de 10 e 20 vezes.

3.5.7 Analise Estatistica

Os valores dos testes bioquimicos, de funcdo hepatica, e renal foram
submetidos aos testes estatisticos, aplicando-se o teste de normalidade de
Kolmorogov-Smirnov e calculados a média amostral e o erro padrdo da média
(E.P.M.).

Para avaliar teste entre o grupo Controle Negativo e Controle Positivo,
aplicou-se o Teste t-students. Para teste comparativo entre o grupo Controle Positivo
e 0s grupo de Intervencéo, aplicou-se o teste ANOVA/ Dunnett.

Os resultados foram expressos em forma de tabelas e graficos. A significancia
estatistica foi fixada em 0,05% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS
4.1 MODELO MURINO DE LESAO HEPATICA INDUZIDA POR APAP
4.1.1 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de AST no Plasma
APAP causou diminuicdo significante nos niveis de AST no grupo CP (pré e

poés) em relacdo ao grupo CN. O pré (SLM e EA2) e pos-condicionamento (GLN e

ACP) causou aumento significante nos niveis de AST em relacé@o ao grupo CP.

Tabela 3 - Niveis de AST no Plasma (U/L).

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100

640,70 25,88 404,3 79,38 47,75 862,00 46,88
(+36,26) (+2,76) (+36,05 (+2,51) (+3,59) (£39,74) (+x3,77)
640,70 70,50 88,25 204,00 118,10 61,88 52,00
(+36,26) (+6,36) (+2,00) (+24,19) (+7,99) (+4,66) (+5,46)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a

Média £ E.P.M. (n = 8).
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Figura 7 - Niveis de AST no Plasma (U/L).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.1.2 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de ALT no Plasma
APAP causou diminuicdo significante nos niveis de ALT no grupo CP (pré e
poés) em relacdo ao grupo CN. O pré (SLM e EA2) e pos-condicionamento (GLN e

ACP) causou aumento significante nos niveis de ALT em rela¢é@o ao grupo CP.

Tabela 4 - Niveis de ALT no Plasma (U/L).

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100

287,80 20,63 116,90 44,38 26,25  351,6 34,38
(+19,76) (+2,54) (+17,87) (+3,01) (+1,30) (+39,97) (+5,42)
287,80 34,25 3538 54,88 63,50 31,75 28,88
(+19,76) (+3,51) (+3,81) (+9,89) (+4,66) (+2,66) (+2,26)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média £ E.P.M. (n = 8).

Po6s

Figura 8 - Niveis de ALT no Plasma (U/L).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.1.3 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de MPO no Tecido Hepético

APAP causou diminuicdo significante nos niveis de MPO no grupo CP (pré e
pdés) em relacdo ao grupo CN. O pré e pos-condicionamento (SLM, GLN, ACP, EA2
e EA100) causou diminuicao significante nos niveis de MPO em relagcdo ao grupo

CP.

Tabela 5 - Niveis de MPO no Tecido Hepético (uM/g).

Grupos ~ CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
oré 1400 10,68 7,73 6,15 5,40 5,20 3,64
re
(£1,16) (+080) (+0,67) (+042) (+023) (£042) (+0,41)
o4 1400 10,67 6,65 5,64 4,04 4,80 2,33
(O8]

(+1,16) (+061) (+0,71) (+0,72) (+0,50) (+0,61) (+0,29)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a

Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 9 - Niveis de MPO no no Tecido Hepatico (uM/qg).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.1.4 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de MDA no Tecido Hepético

APAP causou diminui¢do significante nos niveis de MDA no grupo CP (pré)
em relacdo ao grupo CN. O pré (GLN e EA2) e po6s-condicionamento (SLM, GLN,
ACP, EA2 e EA100) cauosu diminuicdo significante nos niveis de MDA em relacao

ao grupo CP.

Tabela 6 - Niveis de MDA no Tecido Hepatico (uM/g).

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100

0,59 0,43 0,38 0,32 0,34 0,32 0,35
(+0,03) (+0,03) (+0,03) (+0,000 (+0,00)0 (+0,000 (+0,01)
0,59 0,53 0,32 0,31 0,34 0,33 0,38
(+0,03) (+0,02) (+0,00) (+0,000 (+0,02) (+0,01) (+0,02

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a

Média = E.P.M. (n = 8).

Pé6s

Figura 10 - Niveis de MDA no Tecido Hepatico (uM/g).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.1.5 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Nitrito no Tecido Hepético
APAP causou aumento significante nos niveis de Nitrito no grupo CP (pré e
pos) em relacdo ao grupo CN. O pré (EA100) e pos-condicionamento (EA2 e EA100)

causou aumento significante nos niveis de Nitrito em relagéo ao grupo CP.

Tabela 7 - Niveis de Nitrito no Tecido Hepatico (uM/g).

Grupos  CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
ore 4,24 5,77 5,46 5,57 5,85 6,19 7,45
re
(£039) (+0,15) (£0,04) (+012) (+0,23) (£017) (+0,34)
] 4,24 5,42 5,71 5,63 6,21 6,97 9,54
Pos

(+039) (+0,12) (+0,20) (+0,31) (+0,16) (+0,30) (+0,17)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 11 - Niveis de Nitrito no Tecido Hepatico (uM/g).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.1.6 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de GSH no Tecido Hepatico

APAP néo causou alteracao significante nos niveis de GSH no grupo CP (pré
e p6s) em relacédo ao grupo CN. O pré (ACP, EA2 e EA100) e pds-condicionamento
(SLM, ACP, EA2 e EA100) causou aumento significante nos niveis de GSH em

relagéo ao grupo CP.

Tabela 8 - Niveis de GSH no Tecido Hepatico (uM/g).

Grupos  CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
ore 6,12 9,09 1224 12,39 24,11 2359 31,03
re
(£0,83) (+1,90) (+1,36) (+1,10) (+3,24) (£1,49) (+2,04)
o4 6,12 7,55 16,64 1356 2385 27,80 40,03
(O8]

(+0,83) (x182) (+152) (+1,25) (+1,72) (x1,17) (+2,96)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a

Média £ E.P.M. (n = 8).

Figura 12 - Niveis de GSH no Tecido Hepético (uM/g).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.1.7 Efeito dos Tratamentos no Peso do Lobo Hepatico Direito

APAP causou aumento significante no peso do lobo hepatico direito no grupo
CP (pré e p6s) em relacdo ao grupo CN. O pdés-condicionamento (CP, SLM, ACP,
EA2 e EA100) causou aumento significante no peso do lobo hepético direito em

relagéo ao grupo CP.

Tabela 9 - Peso do Lobo Hepético Direito (g).

Grupos ~ CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
oré 2,51 3,08 2,62 3,00 2,93 2,52 3,39
re
(£0,12) (£0,15) (+0,23) (+0,17) (+0,22) (£0,09) (+0,28)
] 2,51 3,01 2,48 2,56 2,47 2,48 2,31
Pos

(+0,12) (+0,12) (+0,20) (+0,12) (+0,10) (+0,11) (+0,06)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 13 - Peso do Lobo Hepatico Direito (g).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz.*p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.1.8 Efeito do Tratamento no Peso do Lobo Hepético Esquerdo

APAP causou aumento significante no peso do lobo hepético esquerdo no
grupo CP (pré-condicionamento) em relagdo ao grupo CN. O pds-condicionamento
(EA100) causou diminuicao significante no peso do lobo hepatico esquerdo em

relagéo ao grupo CP.

Tabela 10 - Peso do Lobo Hepético Esquerdo (g).

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100

2,56 2,95 2,48 3,30 3,13 2,70 3,02
(+0,12) (+0,08) (+033) (+0,21) (+0,13) (+0,18) (+0,17)
2,56 2,69 2,56 2,48 2,40 2,35 2,01
(+0,12) (+0,20) (+0,20) (+0,16) (+0,10) (+0,13) (+0,09)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a

Média = E.P.M. (n = 8).

Pré

Pé6s

Figura 14 - Peso do Lobo Hepéatico Esquerdo (g).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.1.9 Efeito dos Tratamentos na Histopatologia do Tecido Hepético

N&o houve alteracdo significante nos escores obtidos do estudo
histopatoldgico em relagéo aos grupos CN e CP.

Tabela 11 — Numero de Escores da Andlise Histopatoldgica do Tecido Hepético.

Grupos  CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
ore 4,72 5,99 5,71 5,72 5,50 5,72 5,25
re
(£2,16) (+1,72) (x1,84) (+1.87) (199 (£1,84) (+1.86)
] 4,72 5,37 5,50 5,37 4,85 4,68 5,20
Pos

(+2,16) (+2,04) (+199) (+208) (+2,28) (+2,30) (+2,09)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 15 - Numero de Escores da Analise Histopatoldgica do Tecido Hepatico.
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz.*p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.1.10 Efeito dos Tratamentos nas Alteracdes Histopatolégicas do Tecido
Hepatico

Todos os grupos apresentaram alteracdes hisotpatdgicas, tais como infiltrado

inflamatorio, necvrose, CK, congestao vascular e esteatose.

Tabela 12 - Altera¢des Histopatologicas do Tecido Hepético (%).

Grupos Pré (%) Pds (%)

a b o d e a b c d e
CN 6 4 40 44 5 4 40 44 5
CP 11 11 31 37 10 10 8 36 41 5
SLM 13 12 32 39 5 10 10 35 40 4
GLN 11 11 34 38 7 11 10 37 40 2
ACP 11 10 35 40 4 6 4 41 45 4
EA2 13 11 32 38 6 5 41 47 1
EA100 11 10 35 40 5 10 5 37 42 6

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo (APAP), SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. (@) Infiltrado
inflamatério, (b) Necrose, (c) Células de kupfer, (d) Congestdo vascular, (e) Esteatose. Fonte:
elaborada pela autora (2019).

Figura 16 - Alteracfes Histopatoldgicas do Tecido Hepatico (%).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Fonte: elaborada pela
autora (2019).
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4.1.11 Avaliacdo do Efeito dos Tratamentos nas Alteracdes Histopatolégicas

do Tecido Hepético por HE

APAP acentuou as alteracGes histopatoldgicas no grupo CP (pré e pés) em
relacdo ao grupo CN. Os grupos pré (SLM, GLN, ACP, EA2 e EA100) e poOs-

condicionamento (GLN, ACP, EA2
histopatolégicas em relagcédo ao grupo CP.

e EA100) atenuaram

Tabela 13 - Alteracdes Histopatoldgicas do Tecido Hepético - HE.

as alteracoes

Pré-Condicionamento

CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100
Escores 23,63 30,00 28,57 2863 27,50 28,60 26,25
Infiltrado inflamatorio ++ ++++ +++ ++++ +++
Necrose + +H++ +++ ++++ +++
Células de kupfer ++ ++ + +4+ +++ + +
Congestao vascular ++ ++++ -+ ++
Esteatose + ++++ + ++ + ++ +

P6s-Condicionamento

CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100
Escores 23,63 26,88 27,50 26,86 24,25 23,43 26,00
Infiltrado inflamatdrio ++ +++ +++ +++ ++ ++ +++
Necrose + +++ +++ +++ + ++ ++
Células de kupfer ++ +++ +++ +H++ +++ ot
Congestao vascular ++ ++++ bt +++ ++++ A+
Esteatose + + + + + + ++

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN -

(++) moderada, (+++) intensa, (++++) severa. (n = 8). Fonte: elaborada pela autora (2019).

Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. (-) ausente, (+) leve,
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Figura 17 - Alterac6es Histopatologicas do Tecido Hepatico no Pré-Condicionamento
- HE.

20x

EA100

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. (a) Infiltrado
inflamatério, (b) Necrose, (c) Células de kupfer, (d) Congestéo, (e) Esteatose. Fonte: elaborada pela
autora (2019).
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Figura 18 - AlteragcBes Histopatolégicas do Tecido Hepético no Pos-

Condicionamento - HE.

10x 20x

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. (a) Infiltrado
inflamatério, (b) Necrose, (c) Células de kupfer, (d) Congestao, (e) Esteatose. Fonte: elaborada pela
autora (2019).
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4.1.12 Avaliacdo do Efeito dos Tratamentos nas Alteracdes Histopatolégicas
do Tecido Hepético por Tricobmico de Masson

Nenhum grupo apresentou formacdo de tecido conjuntivo no parénquima

hepético. O colageno foi observado apenas nos vasos sanguineos do figado.

Figura 19 - Alteracdes Histopatologicas do Tecido Hepéatico no Modelo Pré e Pés-
Condicionamento - Tricomico de Masson.
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Fonte: elaborada pela
autora (2019).
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4.1.13 Avaliacdo do Efeito dos Tratamentos nas Alteracdes Histopatolégicas
por Prata Reticulina

Nenhum grupo apresentou colapso da trama de sustentacao do figado.

Figura 20 - Alteracdes Histopatologicas do Tecido Hepético no Modelo Pré e Pés-
Condicionamento - Prata Reticulina.
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CN - Controle Negativ, CP - ontrole Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -

Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Fonte: elaborada pela
autora (2019).
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4.2 MODELO MURINO DE LESAO RENAL INDUZIDA POR APAP

4.2.1 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Uréia no Plasma

APAP nao causou alteracéo significante nos niveis de Uréia no grupo CP (pré
e poés) em relacdo ao grupo CN. O grupo pré-condicionamento (EA2 e EA100)

causou diminuic&o significante nos niveis de Uréia em relagdo ao grupo CP.

Tabela 14 - Niveis de Uréia no Plasma (mg/dL).

Grupos  CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
g 4400 4300 4763 4675 4900 3238 3150
re
(£1,21) (+260) (£094) (+223) (+x1,79) (£1,93) (+140)
o 44,00 4575 4538 50,00 4363 43,88 4213
(O8]

(+1,21) (+190) (+108) (+1,85) (+243) (+1,95 (+2,61)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 21 - Niveis de Uréia no Plasma (mg/dL).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.2.2 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Creatinina no Plasma

APAP nao causou alteracao significante nos niveis de Creatinina no grupo CP
(pré e poés) em relacdo ao grupo CN. O grupo pré (SLM e ACP) e poOs-
condicionamento (SLM) causou aumento significante nos niveis de Creatinina em
relagéo ao grupo CP.

Tabela 15 - Niveis de Creatinina no Plasma (mg/dL).

Grupos ~ CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
ore 0,33 0,29 0,37 0,33 0,38 0,27 0,25
re
(£0,02) (+0,01) (+0,00) (+0,01) (+0,02) (£0,02) (+0,01)
] 0,33 0,31 0,40 0,32 0,33 0,30 0,28
Pos

(+0,02) (+0,01) (+0,02) (+0,000 (+0,01) (+0,01) (+0,01)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -

Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 22 - Niveis de Creatinina no Plasma (mg/dL).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.2 .3 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de MPO no Tecido Renal

APAP causou uma diminui¢do significante nos niveis de MPO no grupo CP
(pré e p6s) em relagédo ao grupo CN. O grupo pré (GLN, ACP, EA2 e EA100) e pOs-
condicionamento (SLM, GLN, ACP, EA2 e EA100) causou diminuigéo significante

nos niveis de MPO em relacdo ao grupo CP.

Tabela 16 - Niveis de MPO no Tecido Renal (uM/g).

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100
11,96 7,56 5,69 3,75 2,98 2,62 1,89
(+1,17) (+0,40) (+0,59) (+0,46) (+0,18) (+0,37) (+0,50)
i 11,96 8,51 4,62 3,75 2,08 2,77 0,60
Pos

(+x117) (+0,57) (x0,71) (+0,62) (+0,24) (+0,61) (+0,14)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média £ E.P.M. (n = 8).

Figura 23 - Niveis de MPO no Tecido Renal (uM/g).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.2 .4 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de MDA no Tecido Renal

APAP causou uma diminuicdo significante nos niveis de MDA no grupo CP
(pré) em relagdo ao grupo CN. O grupo pré (EA2) e pds-condicionamento (SLM,
GLN, ACP, EA2 e EA100) causou diminuicdo significante nos niveis de MDA em

relagéo ao grupo CP.

Tabela 17 - Niveis de MDA no Tecido Renal (uM/g).

Grupos ~ CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
ore 0,72 0,49 0,47 0,46 0,42 0,36 0,46
re
(£0,03) (+0,03) (+0,01) (+0,01) (+0,01) (£0,01) (+0,01)
] 0,72 0,67 0,47 0,49 0,44 0,44 0,51
Pos

(+0,03) (+0,02) (+0,00) (+0,02) (+0,02) (+0,01) (+0,02

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a

Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 24 - Niveis de MDA no Tecido Renal (uM/g).

1.0

0.8

2
> 0.6 pann wHt##
5 [N L
<
< 0.4
=
0.2
0.0
SR RS SR RS
DRIV N Q/Q/v:\« SEECHPRII K Q/Q/v:\«
Pré Po6s

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.2 5 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Nitrito no Tecido Renal

APAP ndo causou alteragao significante nos niveis de Nitrito no grupo CP (pré
e pos) em relacdo ao grupo CN. O grupo pré (EA100) e pés-condicionamento (EA2 e
EA100) causou aumento significante nos niveis de Nitrito em relagédo ao grupo CP.

Tabela 18 - Niveis de Nitrito no Tecido Renal (uM/g).

Grupos  CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
ore 3,77 3,76 3,45 3,56 3,84 4,18 5,44
re
(£039) (+0,15) (+0,04) (+012) (+0,23) (£0,17) (+0,34)
] 3,77 3,41 3,70 4,28 4,10 4,96 7,53
Pos

(+039) (+0,12) (+0,10) (+0,37) (+0,24) (+0,30) (+0,17)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 25 - Niveis de Nitrito no Tecido Renal (uM/g).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.2 .6 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de GSH no Tecido Renal

APAP néo causou alteracao significante nos niveis de GSH no grupo CP (pré
e pos) em relagdo ao grupo CN. O grupo pré (ACP, EA2 e EA100) e pés-
condicionamento (SLM, ACP, EA2 e EA100) causou aumento significante nos niveis

de GSH em relacéo ao grupo CP.

Tabela 19 - Niveis de GSH no Tecido Renal (uM/g).

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100

11,11 14,00 17,11 17,33 29,05 28,43 35,82
(+0,83) (+190) (+1,38) (+1,07) (+3,24) (+152) (+2,02
11,11 12,50 21,51 18,36 28,72 32,71 44,79
(+0,83) (+1,80) (+152) (+1,24) (+1,70) (+x1,17) (+2,93)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a

Média = E.P.M. (n = 8).

Pés

Figura 26 - Niveis de GSH no Tecido Renal (uM/g).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.2.7 Efeito dos Tratamentos no Peso do Rim Direito

APAP causou um aumento significante no peso do rim direito no grupo CP
(pré) em relacdo ao grupo CN. O grupo pré (SLM e EA2) e pds-condicionamento
(SLM, ACP, EA2 e EA100) causou diminuicédo significante no peso do rim direito em

relagéo ao grupo CP.

Tabela 20 - Peso do Rim Direito (g).

Grupos ~ CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
1,02 1,21 0,97 1,02 1,06 0,95 1,06
(£0,03) (+0,07) (£0,03) (+0,04) (+0,06) (£0,04) (+0,03)
] 1,02 1,14 0,89 1,03 0,96 0,88 0,91
Pos

(+0,03) (+0,06) (+0,02) (+0,02) (+0,03) (+0,03) (+0,03)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 27 - Peso do Rim Direito (g).

Rim Direito (g)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.2.8 Efeito dos Tratamentos no Peso do Rim Esquerdo

APAP causou um aumento significante no peso do rim direito no grupo CP
(pré e poés) em relacdo ao grupo CN. O grupo pré (SLM e EA2) e pOs-
condicionamento (SLM, ACP, EA2 e EA100) causou diminuicdo no peso do rim

esquerdo em relagdo ao grupo CP.

Tabela 21 - Peso do Rim Esquerdo (g).

Grupos ~ CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
0,97 1,20 0,99 1,03 1,09 0,93 1,05
(£0,03) (+0,06) (+0,01) (+0,05) (+0,04) (£0,04) (+0,04)
] 0,97 1,14 0,89 1,03 0,96 0,88 0,91
Pos

(+0,03) (+0,06) (+0,02) (+0,02) (+0,03) (+0,03) (+0,03)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 28 - Peso do Rim Esquerdo ().
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.2.9 Efeito dos Tratamentos na Histopatologia do Tecido Renal

APAP causou um aumento significante nos escores obtidos do estudo
histopatologico no grupo CP (pré e pos) em relacdo ao grupo CN. Nao houve
alteracdo significante nos escores dos grupos pré e pdés-condicionamento em

relagéo ao grupo CP.

Tabela 22 - Numero de Escores da Analise Histopatoldgica do Tecido Renal.

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100
bre 0,17 0,90 0,80 1,20 0,95 1,13 1,00
ré
(+0,17) (x0,24) (x0,20)0 (x037) (x0,26) (+0,33) (+0,28)
0,17 1,07 0,97 1,31 1,17 1,26 1,20
Po6s

(+x0,27) (+0,33) (+0,29) (+045) (+0,36) (+0,33) (+0,38)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média £ E.P.M. (n = 8).

Figura 29 - Numero de Escores da Analise Histopatolégica do Tecido Renal.
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.2.10 Efeito dos Tratamentos nas Alteracdes Histopatolégicas do Tecido

Renal

O grupo CN apresentou apenas alteracdo tubular e 0os grupos que receberam

APAP apresentaram alteracao intersticial, nefrite, alteracao tubular e congestéao.

Tabela 23 - Alteracdes Histopatoldgicas do Tecido Renal (%).

Grupos Pré (%) Pds (%)

a b o d e a b c d e
CN 0 0 100 0 0 0 100 0
CP 22 22 0 22 33 18 23 0 18 39
SLM 25 25 0 25 25 20 20 0 20 38
GLN 16 33 0 16 33 15 28 0 15 41
ACP 21 23 0 21 34 17 29 0 17 36
EA2 17 32 0 17 32 17 31 0 17 33
EA100 20 35 0 20 25 16 29 0 16 37

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo (APAP), SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. (a) Alteracédo Intersticial,
(b) Nefrite, (c) Necrose, (d) Alteracdo Tubular, (e) Congestdo. Fonte: elaborada pela autora (2019).

Figura 30 - Alteracfes Histopatolégicas do Tecido Renal (%).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Fonte: elaborada pela

autora (2019).
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4.2.11 Avaliacdo do Efeito dos Tratamentos nas Alteracdes Histopatolégicas
do Tecido Renal por HE

APAP acentuou as alteracGes histopatoldgicas no grupo CP (pré e pés) em
relacdo ao grupo CN. Apenas o grupo pré e pds-condicionamento (SLM) atenuou as

alteracdes histopatolégicas em relagéo ao grupo CP.

Tabela 24 - Alteracdes Histopatoldgicas do Tecido Renal - HE.

Pré-Condicionamento

CN CpP SLM GLN ACP EA2 EA100
Escores 0,88 4,5 4 6 4,76 5,66 5
Alteracédo Intersticial - ++ ++ ++ ++ ++ ++
Nefrite - ++ ++ ++++ +++ +++ +++
Necrose - - - - - - -
Alteracdo Tubular ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Congestéao - +++ ++ ++++ ++++ ++++ +++

P6s-Condicionamento

CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100
Escores 0,88 5,38 4,88 6,57 5,88 5,63 6,01
Alteracédo Intersticial - ++ ++ ++ ++ ++ ++
Nefrite - +++ ++ ++++ ++++ ++++ ++++
Necrose - - - - - - -
Alteracéo Tubular ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Congestao - ++++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo (APAP), SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. (-) ausente, (+) leve,
(++) moderada, (+++) intensa, (++++) severa. (n = 8). Fonte: elaborada pela autora (2019).
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Figura 31 - AlteracBes Histopatologicas do Tecido Renal no Modelo Pré e Poés-

Condicionamento - HE.
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. (a) Alteracéo Intersticial,
(b) Nefrite, (c) Necrose, (d) Alteracdo Tubular, (e) Congestédo. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.2.12 Avaliacdo do Efeito dos Tratamentos nas Alteracdes Histopatolégicas
do Tecido Renal por TricOmico de Masson

Nenhum grupo apresentou formacdo de tecido conjuntivo no parénquima

hepético. O colageno foi observado apenas nos vasos sanguineos do figado.

Figura 32 - Alteracbes Histopatoldgicas do Tecido Renal no Modelo Pré e Pés-
Condicionamento - Tricomico de Masson.
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -

Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Fonte: elaborada pela
autora (2019).
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4.2.13 Avaliacdo do Efeito dos Tratamentos nas Alteracdes Histopatolégicas

do Tecido Renal por Prata Metenamina

Nenhum grupo apresentou alteragdo nos componentes do glomeérulo.

Figura 33 - Alteracbes Histopatoldgicas do Tecido Renal no Modelo Pré e Pés-

Condicionamento - Prata Metenamina.
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Fonte: elaborada pela
autora (2019).
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4.2.14 Avaliacdo do Efeito dos Tratamentos nas Alteracdes Histopatolégicas
do Tecido Renal por PAS

Nenhum grupo apresentou alteracdo na membrana glomerular.

Figura 34 - Alteracbes Histopatologicas do Tecido Renal no Modelo Pré e Pés-
Condicionamento - PAS.
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Fonte: elaborada pela
autora (2019).
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4.3 MODELO MURINO DE LESAO NO PLASMA POR APAP
4.3.1 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de MDA no Plasma

APAP causou diminuicdo significante nos niveis de MDA no grupo CP (pés)
em relacdo ao grupo CN. O grupo pré (SLM, GLN, ACP e EA2) causou diminuigcéo e
0 pés-condicionamento (EA100) causou aumento nos niveis de MDA em relacdo ao

grupo CP.

Tabela 25 - Niveis de MDA no Plasma (uM/mL).

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100
Bré 0,21 0,21 0,35 0,44 0,02 0,07 0,16
ré
(+0,04) (x0,06) (x0,07) (x0,01) (x0,04) (£0,01) (+0,03)
. 0,21 0,09 0,10 0,05 0,04 0,01 0,34
Pos

(+0,04) (+0,02) (+0,02) (+0,01) (+0,00)0 (+0,00) (+0,05)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a

Média £ E.P.M. (n = 8).

Figura 35 - Niveis de MDA no Plasma (uM/mL).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.3.2 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Nitrito no Plasma
APAP ndo causou alteragao significante nos niveis de Nitrito no grupo CP (pré
e pés) em relacdo ao grupo CN. O grupo pés-condicionamento (GLN e EA100)

causou aumento nos niveis de Nitrito em relagédo ao grupo CP.

Tabela 26 - Niveis de Nitrito no Plasma (uM/mL).

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100
Bré 1,28 1,28 1,28 1,28 1,13 0,99 1,47
ré
(+0,39) (0,15 (x039) (x0,15) (x0,23) (x0,17) (x+0,34)
i 1,28 0,93 1,22 1,79 1,04 1,39 2,55
Pos

(+0,39) (+0,12) (+0,08 (+0,37) (+0,14) (+0,30) (+x0,17)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média £ E.P.M. (n = 8).

Figura 36 - Niveis de Nitrito no Plasma (uM/mL).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.3.3 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de GSH no Plasma

APAP nao causou alteracao significante nos niveis de GSH no grupo CP (pré
e pos) em relagdo ao grupo CN. O grupo pré (ACP, EA2 e EA100) e pébs-
condicionamento (ACP, EA2 e EA100) causou aumento nos niveis de GSH em

relagéo ao grupo CP.

Tabela 27 - Niveis de GSH no Plasma (uM/mL).

Grupos  CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
ore 0,63 2,50 4,37 3,67 1532 13,34 22,24
re
(£0,24) (+1,20) (x1,19) (+3.24) (+3,24) (£1,43) (+2,04)
o4 0,63 1,84 7,84 7,81 1506 19,02 31,25
(O8]

(+0,24) (+0,64) (£152) (+1,61) (+1,72) (x1,17) (+2,96)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média + E.P.M. (n = 8).

Figura 37 - Niveis de GSH no Plasma (uM/mL).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.3.4 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Colesterol Total no Plasma

APAP causou diminuicao significante nos niveis de CT no grupo CP (pré e
poés) em relacdo ao grupo CN. O grupo pré-condicionamento (SLM, GLN, EA2 e

EA100) causou diminuicdo nos niveis de CT em relagédo ao grupo CP.

Tabela 28 - Niveis de Colesterol Total no Plasma (mg/dL).

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100

81,63 57,88 36,63 43,38 61,38 45,38 48,13
(+2,80) (+2,52) (£1,99) (+2,81) (+2,09) (x1,78) (+2,41)
81,63 59,25 56,88 52,63 49,25 61,25 47,00
(+2,80) (+6,83) (+2,25) (+1,40) (+247) (+2,18) (+2,06)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a

Média = E.P.M. (n = 8).
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Figura 38 - Niveis de Colesterol Total no Plasma (mg/dL).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.3.5 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de LDL-c no Plasma
APAP causou diminui¢do significante nos niveis de LDL-c no grupo CP (pré e
pos) em relacdo ao grupo CN. Nao houve alteracéo significante nos niveis de LDL-c

do grupo pré e pés-condicionamento em relacéo ao grupo CP.

Tabela 29 - Niveis de LDL-c no Plasma (mg/dL).

Grupos  CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
ore 9,45 5,57 5,70 3,80 3,97 6,37 4,22
re
(£1,08) (+084) (+1,36) (+088) (+050) (£0,87) (+0,69)
] 9,45 3,90 4,57 5,20 5,17 5,97 4,37
Pos

(+1,08) (+0,32) (+056) (+0,83) (+0,76) (+1,79) (+0,90)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a

Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 39 - Niveis de LDL-c no Plasma (mg/dL).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.3.6 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de HDL-c no Plasma

APAP causou diminuicéo significante nos niveis de HDL-c no grupo CP (pré e
pdés) em relacdo ao grupo CN. O grupo pré (SLM) causou diminuicdo nos niveis de

HDL-C em relacao ao grupo CP.

Tabela 30 - Niveis de HDL-c no Plasma (mg/dL).

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100

71,88 39,63 27,00 34,63 42,13 34,25 34,63
(+3,61) (+2,44) (x2,07) (+2,80) (+2,81) (+1,80) (+2,59)
71,88 45,25 46,75 44,63 38,25 48,88 34,50
(+361) (+761) (+1,85 (+0,73) (+242) (+1,87) (+1,83)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a

Média = E.P.M. (n = 8).
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Figura 40 - Niveis de HDL-c no Plasma (mg/dL).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.3.7 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Triglicerideos no Plasma

APAP causou um aumento significante nos niveis de TG no grupo CP (p6s)
em relagdo ao grupo CN. O grupo pré (SLM, GLN, EA2 e EA100) e pos-
condicionamento (SLM, GLN, ACP, EA2 e EA100) causou diminuicdo nos niveis de

TG em relag&o ao grupo CP.

Tabela 31 - Niveis de Triglicerideos no Plasma (mg/dL).

Grupos CN CP SLM GLN ACP EA2 EA100

97,88 1191 78,13 75,88 116,1 87,50 88,63
(+2,32) (+10,04) (+2,51) (+3,75) (+12,30) (+5,78) (+6,19)
97,88 111,40 75,38 71,88 80,88 91,75 84,38
(+2,32) (+429) (+1,83) (+258) (+3,30) (+6,85) (+2,98)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média = E.P.M. (n = 8).
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Figura 41 - Niveis de Triglicerideos no Plasma (mg/dL).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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4.3.8 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Glicose no Plasma

N&o houve alteracdo significante nos niveis de Glicose do grupo CP (pré e
pdés) em relacdo ao grupo CN. O grupo pré (EA100) e pds-condicionamento (SLM,
GLN, ACP, EA2 e EA100) causou diminuicdo nos niveis de Glicose em relacédo ao
grupo CP.

Tabela 32 - Niveis de Glicose no Plasma (mg/dL).

Grupos ~ CN CP SLM GLN ACP EA2  EA100
o 16010 14290 12810 14360 13330 12660 100,30
re
(£9,57) (+9.80) (+353) (+386) (+212) (£6,91) (+3,99
o4 160,10 161,30 119,60 129,90 127,00 11540 90,38
(O8]

(+9,57) (+6,46) (+2,70) (+1,97) (+3,03) (+4,71) (+2,79)

CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. Resultados apresentam a
Média = E.P.M. (n = 8).

Figura 42 - Niveis de Glicose no Plasma (mg/dL).
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CN - Controle Negativo, CP - Controle Positivo, SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP -
Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 - Eletroacupuntura 100Hz. *p < 0,05 (vs. CN), #p <
0,05 (vs. CP): Testes t-students e ANOVA/Dunnet. Fonte: elaborada pela autora (2019).

94



5. DISCUSSAO

5.1 MODELO MURINO DE LESAO HEPATICA INDUZIDA POR APAP

5.1.1 Efeito dos Tratamento nos Niveis de AST e ALT no Plasma

Varios pesquisadoress relataram elevagbes em enzimas hepéticas séricas
apos a administracdo de doses toxicas de APAP em ratos (JAESCHKE, 1990;
RANDLE et al., 2008; DAS et al., 2011; ZHAO et al., 2011; KISAOGLU et al., 2014;
UYSAL et al., 2016; PAUL et al., 2016; SILVA et al., 2017). Ao contrario desses
estudos, nesse modelo murino de leséo hepéatica por APAP, a reducéo observada de
AST e ALT pode sugerir que o figado ultrapassou seu limite de producdo enzimatica
e, portanto, um comprometimento de suas func¢des. De acordo com Dancygier e
Rogart (2010), o declinio dessas enzimas ocorre lentamente e gradualmente durante
varias semanas apos a lesdo, mas uma queda rapida e precipitada dentro de varios
dias é prognosticamente desfavoravel, indicando esgotamento do figado. Ademais,
uma analise das fases de ciclo celular feita por Bhushan et al. (2014), indicou que a
inibicAo da regeneracdo ndo acontece simplesmente por causa da morte celular
aumentada, mas devido a inibicdo da entrada e parada do ciclo celular em um
estagio inicial das células viaveis em torno da zona necrética a uma dose maior de
APAP. Além do mais, a necrose macica dos hepatocitos pode exceder a capacidade
proliferativa dos hepatdcitos (SIDHU et al., 2017).

Dados sobre hepatotoxicantes, em geral, sugerem que a regeneracdo do
figado normalmente segue os principios de dose e resposta, porém, apds leséo
toxica, 0 prejuizo s6 € reparado até uma dose limiar. Entdo, doses mais elevadas
podem realmente inibir regeneracao hepatica, resultando em progressao de leséo
hepatica aguda e até a morte do figado. Nesse caso, a regeneracdo pode ser inibida
por causa do bloqueio critico das vias pro-regenerativas (MEHENDALE, 2005).

De acordo com Paknejad et. al. (2006), quando ha dano na membrana do
hepatocito, hd aumento da permeabilidade, provocando a liberacdo das enzimas
hepaticas em grande quantidade, no entanto, a necrose em si hdo é necessaria para
se observar as alteragdes dessas enzimas, justificando que pode haver uma baixa

correlacdo entre necrose e o nivel das aminotransferases. Nesse sentido, 0 aumento
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na permeabilidade pela perda do potencial de membrana deve estd associada com o
aumento de lipidio, que é o que normalmente ocorre na lesdo, no entanto, quando
diminui a deposi¢cdo de lipidio na membrana, é razoavel sugerir que ha uma
diminuicdo da permeabilidade, prejudicando a liberacdo das enzimas hepaticas para
0 sangue, de acordo com o0 mecanismo proposto na FIGURA 44. Outros
pesquisadores corroboram essa explicacdo, ao elucidarem que AST e ALT estéo
normalmente presentes no citoplasma, mas que apos a lesdo hepatica, seus niveis
se elevam no sangue devido a alteracbes na permeabilidade da membrana das
células hepaticas (GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 2005; VARGAS-MENDOZA et al.,
2014).

Um marcador relacionado ao sinal apoptético do TNF-a na mudanga
conformacional da membrana correlaciona-se com o grau de lesdo hepatica (AST,
ALT) e o tempo de sobrevivéncia, 0 que sugere que esse parametro pode servir
como um biomarcador para hepatotoxicidade por APAP (CHEN et al 2019).

Figura 43 - Fisiopatogenia do bloqueio das vias pro-regenerativas por inducao de
APAP.
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APAP - acetaminofeno, CK - células de kupfer, COX2 - Ciclooxigenase-2, CYP2E1 - citocromo P450
(2E1), EROs - espécies reativas ao oxigénio, GSH - glutationa hepética, MDA - malonaldeido, MPO -
mieloperoxidase, NAPQI - N-acetil-p-benzoquinoneimina, NFkB - fator nuclear kappa B, TNF-a - fator
de necrose tumoral. Fonte: elaborada pela autora (2019).
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Varios estudos demonstram que a SLM dimimiui os niveis de AST e ALT em
modelos de lesdo hepatica (HAU et al., 2010; DAS et al., 2011; EESHA et al., 2011,
GALAL et al., 2012; TSAIl et al., 2015; NI; WANG, 2016; GHOSH et al., 2016;
BEKTUR et al.,, 2016; SILVA et al., 2017; WANG et al., 2018). A SLM forneceu
protecdo ao figado reduzindo essas enzimas, demonstrando seu papel na
estabilizacdo da membrana. Isso esta de acordo com a visdo comumente aceita de
gue os niveis séricos das enzimas hepaticas retornem ao normal com a cicatrizacao
do parénquima hepatico e a regeneracdo de hepatocitos (WEGENER,;
FINTELMANN, 1999). A SLM também parece regular o potencial de membrana
mitocondrial prejudicado em situacao de lesdo toxica (GHOSH et al., 2016).

De forma muito particular, o pré-condicionamento com SLM neste trabalho
aumentou os niveis de AST e ALT, que foram reduzidos na toxicidade por APAP,
evidenciando seu papel na cicatrizacdo do parénquima hepatico e a estabilizacdo da
membrana, diminuindo a gravidade da lesé&o tecidual induzida.

Para Gouvéa Junior et al. (2011), o efeito da GLN é conhecido na protecao do
figado. Varios estudos observaram que GLN diminui significativamente os niveis de
ALT, podendo reduzir o dano tecidual na lesdo hepatica (ARAUJO JUNIOR et al.,
2011; SOZEN et al., 2011; XU et al., 2014; HARTMANN et al., 2017). Neste estudo,
a GLN atenuou a lesdo hepatica no modelo pés-condicionamento, aumentando os
niveis de AST e ALT, reduzidos pela administracdo de APAP, demonstrando seu
papel na regeneracao hepatica.

A literatura relata o efeito contadiérios da ACP no dano hepatico. A utilizac&o
dos pontos E36 e VB34 tem relatado ser eficaz contra o dano hepéatico ao reduzir os
niveis de AST e ALT (LIU et al., 2001; YIM et al., 2006; TANAHASHI et al., 2011). Ja
Huang et al. (2007) demonstraram que ACP nao alterou os niveis plasmaticos de
AST e ALT. Neste estudo, a ACP em E36, VB34, BP6 e R3 atenuou a lesao
hepatica no modelo pds-condicionamento, aumentando os niveis de AST e ALT
reduzido pela administracdo de APAP, demonstrando seu papel atenuante da
toxicidade hepética.

O acuponto E36 € a principal indicacdo terapéutica para doencas do sistema
digestivo (SONG et al., 2014a). Shi et al. (2008) observaram que EA (2 e 100)
diminui os niveis de AST e ALT usando E36 em diferentes modelos de lesdo. Ja

Chen et al. (2014) observaram niveis séricos de AST e ALT acentuadamente
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reduzidos com EA em BP6. O pré-condicionamento neste estudo com EA2 em E36,
VB34, BP6 e R3 indicou um aumento nos niveis de AST e ALT, reduzidos
anteriormente pela lesdo por APAP, acima dos valores encontrados no grupo
Controle Negativo, evidenciando um efeito téxico. Provavelmente, isto seja explicado
devido ao fato de que na MTC, baixas frequéncias sao utilizadas para tonificagéo e
a as altas frequéncias para sedacdo (JOSIELLI, 2016). Nenhum efeito positivo com

EA100 foi observado nos niveis das enzimas hepéticas.

5.1.2 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de MPO no Tecido Hepatico

A producao de oxidantes comeca com a ativagdo de neutrofilos, monaocitos e
macrofagos por mediadores pro-inflamatorios (IL-1B, IL-6 e TNF-a) (ABRANTES et
al., 2014).

Lipoproteinas oxidadas podem reduzir a capacidade funcional do transporte
de colesterol reverso, e assim peroxidos lipidicos formados podem influenciar a
ativacao, adesao, infiltracao e diferenciacdo de mondocitos bem como a producao de
oxidantes e MPO (KISIC et al., 2016).

Sabe-se que a insuficiéncia hepatica induzida por APAP recruta um namero
significativo de neutréfilos no figado. No entanto, até agora, € bastante controverso
se 0s neutrofilos realmente contribuem para o processo de lesédo (CHEN et al. 2019).

Dados da literatura mostram que a lesdo hepatica por inducdo de APAP
causa elevacao de indicadores de estresse oxidativo, como a MPO (MORSY et al.,
2010; KISAOGLU et al., 2014; UYSAL et al., 2016). Diferente desse achado, neste
trabalho, APAP provocou a diminuicdo de MPO nos modelos pré e pos-
condicionamento, demonstrando que a partir de uma determinada dose, APAP pode
inibir a producéo de oxidantes.

Essa reducdo nos niveis de MPO parece ainda nao refletir necessariamente
uma regeneracdo hepatica, mas sim o bloqueio da regeneracdo apds uma dose
maior de APAP. Bhushan et al. (2014) ja teria indicado a parada do ciclo celular em
um estagio inicial das células viaveis em torno da zona necrética a uma dose maior
de APAP, além de parecer haver uma diminuicdo de células polimorfonucleares
como um reflexo da necrose hepatica macica. Os hepatdcitos necroticos liberam

mtDNA (DNA mitocondrial), conhecido por promover inflamacéo neutrofilica, mas em
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situacbes de necrose maci¢a, 0 mtDNA induz uma via inibitéria de feedback para
prevenir a superativacdo de neutréfilos pela regulacdo positiva da expressdo do
MicroRNA-223 (miR-223), que atenua a lesdo hepética pela inibicdo da resposta
inflamatdria pelos neutrdfilos (HE et al., 2017).

Vias regenerativas através de fatores de crescimento, como TNF-a, fator
nuclear kappa B (NFkB) e citocinas de sinalizagéo IL-6, s&o conhecidas por induzir
proliferacdo de hepatdcitos (MICHALOPOULOS, 2007) em doses regenerativas de
APAP, mas, em doses nao regenerativas, hd uma incapacidade de ativar essas vias
de sinalizacdes (BHUSHAN et al., 2014). Ademais, APAP por ser um inibidor seletivo
de ciclo-oxigenase-2 (COX2), a inducdo da citocinas IL-1, IL-2 e TNF-a e outros
mediadores nos sitios de inflamag&o podem ficar prejudicados (HILARIO; TERRERI;
LEN, 2006).

A SLM tem sido relatada por ter um papel anti-inflamatério. Prakash et al.
(2014) e Wang et al. (2018) observaram que o tratamento com SLM impediu o
acumulo ou a migracdo de neutroéfilos, através da MPO, ou inibiu a producdo de
fatores pro-inflamatérios (IL-1, IL-8, IL -1B, IL-6 , IL-10, TNF-a) em seus modelos de
lesdo. Neste trabalho, também se evidenciou o potencial da SLM na inflamacéo
demonstrado pelos baixos niveis encontrados de MPO nos modelos pré e pos-
condicionamento de lesdo hepatica por APAP.

A maioria dos modelos de lesdo confirmaram os efeitos da GLN na
inflamacédo, diminuindo a formacdo de citocinas pro-inflamatérias, na translocacao
nuclear de NFkpB e nos niveis de TNF-a e MPO (HE et al., 2011; SOZEN et al., 2011;
XU et al., 2014; HARTMANN et al., 2017; GONG et al., 2017). No entanto, Barros et
al. (2015) nao observaram efeito protetor da GLN nos niveis de NFkp. Este trabalho
também corroborou o efeito imunomodulador da GLN nos modelos pré e poés-
condicionamento na lesdo hepatica por APAP.

O efeito hepatoprotetor da ACP tem sido demonstrado em diversos estudos.
VB34 é um ponto eficaz para disfuncdo hepética, reduz a toxicidade, protege o
tecido hepatico e normaliza a atividade imune (YIM et al., 2006) e E36 tem sido
muito utilizado na MTC para tratar condicdes inflamatérias agudas (ROGERS;
SCHOEN; LIMEHOUSE, 1992). Santos et al. (2013) utilizando modelos murinos de
lesdo, observaram que ACP em E36 diminui os niveis de MPO, possivelmente

inibindo a infiltragdo de neutrdfilos. Os resultados deste trabalho corroboram o papel

99



da atividade anti-inflamatéria da ACP nos pontos E36, VB34, BP6 e R3 nos modelos
pré e pés-condicionamento na leséo hepatica por APAP.

O acuponto E36 é tradicionalmente utilizado para diminuir a inflamacéo (XIA;
GUAN; YANG, 2014). Kim et al. (2008) mostraram que EA em E36 com baixa
frequéncia e alta frequéncia reduz a inflamagéo através dos neurbnios simpéticos
poés-ganglionares e do eixo medular simpético-adrenal, respectivamente.

Uma reducéo significativa da atividade de MPO tem sido observada usando
EA em E36 e BP6 em ratos (SILVA et al., 2011; SANTOS et al., 2013). Contudo, a
inflamacé@o pode ser também avaliada pelos niveis de citocinas. Shi et al. (2008)
usando EA (2 e 100) em E36 e Yu et al. (2014), usando frequéncias alternadas (2Hz
e 15Hz) reduziram o contetdo de TNF-a e IL-6 no tecido em seus modelos de leséo.
Esses estudos podem sugerir que as rotas cataliticas que regulam os niveis de MPO
sejam as mesmas que regulam os niveis de citocinas pro-inflamatorias.

As duas frequéncias investigadas neste estudo (2Hz e 100Hz) em E36, VB34,
BP6 e R3 exerceram acao anti-inflamatéria no tratamento da lesdo hepatica no
modelo pré e pods-condicionamento na lesao hepatica por APAP. A frequencia mais
alta, sobretudo, foi capaz de diminuir potencialmente a inflamacdo em relacdo a

frequencia mais baixa.

5.1.3 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de MDA no Tecido Hepatico

Varios modelos de lesdo hepatica por APAP observaram aumento nos niveis
de MDA e da lesédo oxidativa no figado (ZHAO et al., 2011; MORSY et al., 2010;
GALAL et al., 2012; KISAOGLU et al., 2014; UYSAL et al., 2016; PAUI et al., 2016;
SILVA et al., 2017)

Os resultados sobre MDA encontrados no modelo pré e pés-condicionamento
neste trabalho ndo corroboram a maioria dos trabalhos citados. A lesdo no modelo
pré-condicionamento parece ter sido maior por ser uma lesdo aguda e, portanto,
maior comprometimento das vias pro-regenerativas. Bhushan et al. (2014) teria
indicado uma inibicdo da entrada ou parada do ciclo celular em um estagio inicial
das células viaveis em torno da zona necrética a uma dose maior de APAP. Esse
achado suporta a idéia de uma reducdo ou bloqueio de vias que desencadeiam a

formacdo de MDA, como eventos precoces a uma dose elevada de APAP,
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presumivelmente, com propriedades metabdlicas incapazes de oxidar ou responder
a intermediarios pro-oxidantes produzidos por células ndo parenquimatosas. Um
baixo conteudo de &cidos graxos polinsaturados na membrana do tecido hepético
também diminuiria a formacdo de MDA.

SLM possui forte atividade de eliminagédo de radicais livres, inibe a LPO e
promove a regeneracao de hepatdécitos danificados. Além disso, possui propriedades
estabilizadoras de membrana e de prevencéo a fibrose hepética (BASIGLIO et al.,
2009). Em vérios modelos de lesdo, marcadores de estresse oxidativo, como MDA
ou TBARS, foram reduzidos com SLM e seus derivados (NENCINI; GIORGI,
MICHELI, 2007; GALAL et al., 2012; GHOSH et al., 2016; SILVA et al., 2917; WANG
et al., 2018).

O efeito benéfico da SLM na lesé@o oxidativa foi observado neste trabalho no
modelo pds-condicionamento da toxicidade hepatica por APAP, reforcando sua
hepatoprotegcdo na LPO e no seu efeito antioxidante que auxiliam na preservagéo da
integridade das membranas celulares e homeostase dos tecidos.

A acdo benéfica da GLN € evidente na reducdo do estresse oxidativo em
diversos modelos de leséo, através dos niveis de MDA, LPO e TBARS (LIN et al.,
2014; ZABOT et al., 2014; XU et al., 2014; BARROS et al., 2015; HARTMANN et al.,
2017). Corroborando esses pesquisadores, este estudo mostrou o papel da GLN na
reducdo da lesdo oxidativa por MDA, nos modelos pré e pos-condicionamento na
toxicidade hepatica por APAP.

Embora o papel curativo da ACP seja bem aceito clinicamente, ndo ha muitos
estudos que estabelecam seu papel na lesdo oxidativa por reducdo de MDA ou
TBARS (TANAHASHI et al.,, 2011; SANTOS et al.,, 2013). De outro modo, este
estudo comprovou a agdo anti-peroxidativa da ACP nos pontos E36, VB34, BP6 e
R3 nos modelos pré e pds-condicionamento na lesdo hepatica por APAP.

Muitos modelos sugerem que o tratamento por EA estimula os mecanismos
de defesa contra danos oxidativos de lipidios da membrana em acupontos como
E36, VB34 ou BP6, por reduzir o contetdo de MDA ou LPO (SIU; LO; LEUNG, 2004;
WANG et al.,, 2011; ZHOU; CHEN, 2011; YU et al.,, 2010). No entanto, outros
estudos contradizem esse efeito, através do aumento nas concentracdes de MDA no
figado de ratos com EA10 e EA100 (SILVA et al., 2011; SANTOS et al., 2013).
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Ndeste trabalho, a lesdo oxidativa foi amplamente diminuida com EA2 em
E36, VB34, BP6 e R3 nos dois modelos de lesdo hepatica por APAP, enquanto EA
100Hz sé demonstrou o mesmo efeito no pos-condicionamento. Silva et al. (2011)
verificou aumento adicional na LPO no grupo EA100 comparado com ratos do grupo
EA10.

5.1.4 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Nitrito no Tecido Hepatico

O tratamento de ratos com APAP resulta em estresse oxidativo grave,
evidenciado pelo aumento de EROs e NO (ZHAO et al., 2011; KISAOGLU et al.,
2014). A semelhanca disso, este estudo observou que APAP produziu aumento do
estrese oxidativo nos modelos pré e pos-condicionamento. No entanto, Uysal et al.
(2016) ndo observaram alteragdo importante nos niveis de NO no seu modelo de
lesdo hepatica por APAP.

Varios modelos estudados apontam a reducdo de EROs e NO através do
tratamento com SLM (PRAKASH et al., 2014; GHOSH et al., 2016, SILVA et al.,
2017). Neste estudo, SLM também conseguiu prevenir o aumento de nitrito nos
modelos pré e pds-condicionamento na lesdo hepatica por APAP.

GLN atua na atividade macrofagica, interferindo na fagocitose em sitios
inflamatorios (CURI et al., 2005), desempenhando um papel fundamental na
protecdo contra lesdo por estresse oxidativo (MORA et al., 2003). Varios modelos de
lesdo hepatica comprovam essa reducdo de EROs ou nitrito através do tratamento
com esse nutriente (LI et al., 2015a; HARTMANN et al., 2017; GONG et al., 2017).
Em concordéancia aos estudos anteriores, a GLN preveniu o aumento de nitrito na
lesdo hepatica por APAP neste trabalho, sugerindo que este aminoacido é um
importante modulador na limpeza de EROs.

Muitos trabalhos demonstraram os efeitos da ACP e da EA em E36, VB34 ou
BP6 na reducéo do estresse oxidativo, pelos niveis de EROs, em diferentes lesdes
experimentais (HUANG et al., 2007; ZHANG et al.; 2007; ZHOU; CHEN, 2011; LIMA
et al.,, 2012; LEUNG et al. 2016). Este trabalho também observado que ACP em
E36, VB34, BP6 e R3 foi capaz de prevenir 0 aumento nos niveis de nitrito no tecido
hepatico de ratos nos modelos de pré e pés-condicionamento de hepatoxicidade por
APAP.
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O NO € uma substancia vasodilatadora e a sua atividade mais forte esta
associada a altera¢Bes do fluxo sanguineo hepético por EA em E36, com ativagao
de varios receptores sensoriais ha area de acuponto e o sinal transmitido para o
figado para ativar o endotélio do tecido hepatico (WANG et al., 2015b).

Song et al. (2014a) relataram que o estimulo por EA50 em E36 aumentou o
fluxo sanguineo hepético e as substancias vasoativas, como NO. Esses resultados
mostraram a acdo modulatéria na atividade vascular do tecido hepatico, fornecendo
experimentalmente evidéncia para o efeito clinico da EA na circulacdo hepéatica e os
mecanismos de vasorregulacdo. Na lesdo aguda provocada no modelo pré-
condicionamento, observou-se que EA2 em E36, VB34, BP6 e R3 foi capaz de
prevenir o aumento nos niveis de nitrito no tecido hepético de ratos. No entanto,
EA100 provocou o aumento de nitrito nos modelos pré e péds-condicionamento da
hepatoxicidade por APAP e potencialmente superior a EA2.

5.1.5 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de GSH no Tecido Hepatico

Estudos sobre a toxicidade por APAP tém demonstrado que pode existir um
"limiar" para GSH, cuja deplec&o abaixo deste nivel, resulta em lesdo hepatica. Uma
parcela significativa de dano tecidual ocorre quando os estoques de GSH séo
criticamente baixos (MITCHELL; LAUTERBURG, 1982).

O mecanismo de atuacdo na lesédo hepatica induzida por APAP ¢ iniciado por
eventos intracelulares, incluindo a formacdo de alguns metabdlitos reativos que
iniciam um estresse oxidante mitocondrial (JAMES; MAYEUX; HINSON, 2003).

Evidéncias sugerem que durante overdoses ocorre uma exaustao de GSH e o
excesso de NAPQI se combina a proteinas celulares alvo do figado e ao DNA, que
precede a lesédo hepatica (MITCHELL et al, 1973).

Danos ao figado estdo associados com necrose celular, aumento da LPO,
diminuicdo no nivel de GSH e disfuncdo mitocondrial, resultando em estresse
oxidativo (MAHESWARI, MARYAMMAL; VENKATANARAYNAN, 2008; JAESCHKE
et al., 2012; DU, RAMACHANDRAN; JAESCHKE, 2016).

A dose administrada de APAP neste modelo de lesdo hepética nédo alterou os
niveis de GSH nos dois modelos de hepatoxicidade, assim como no experimento de

SILVA et al (2017), divergindo de outros estudos que demonstraram redugédo na
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guantidade de GSH no tecido hepatico de ratos (ABDEL-ZAHER et al.,, 2008;
MORSY et al.,, 2010; DAS et al., 2011; ZHAO et al., 2011; GALAL et al., 2012;
KISAOGLU et al., 2014; UYSAI et al., 2016).

A SLM tem natureza membranotropico e € conhecida por exercer uma
estabilizacdo diferencial da membrana hepética (BASIGLIO et al., 2009). Em
modelos in vivo, foi demonstrado o papel da SLM e derivados no aumento do nivel
de GSH (NENCINI; GIORGI; MICHELI, 2007; GALAL et al., 2012; WANG et al.,
2018). Neste estudo, a SLM também melhorou o perfil antioxidante no modelo pés-
condicionamento através dos niveis de GSH. Este resultado confirma que SLM pode
ser efetiva em tratamentos de lesdo subaguda, aumentando parametros protetores
do estresse oxidativo, como GSH.

A GLN fornece a porcdo glutamato da GSH e atenua a queda nos estoques
de GSH que ocorre apos toxicidade por APAP. No entanto, altas concentragcdes no
tecido podem ndo estar diretamente relacionadas com o efeito protetor da GLN e
Isto sugere que, a medida que o figado rapidamente aumenta a sintese de GSH, ha
um aumento simultaneo na captacdo de GLN que diminui as concentracdes deste
aminoéacido no plasma (HONG et al., 1992).

Demais efeitos de protecdo antioxidante tem sido atribuida a GLN em
diversos modelos de lesdo. Os resultados de diversos experimentos revelaram
aumento da expressao de GSH, através da suplementacdo com GLN, exibindo
atividade antioxidante significativa e atenuando o estresse oxidativo no tecido
hepatico  (SALOMAO et al., 2006; SZIJARTO et al, 2007;
TURKEZ; GEYIKOGLU; YOUSEF, 2012; LIN et al., 2014; XU et al.,, 2014). No
entanto, assim como Barros et al. (2015), os modelos pré e pés-condicionamento
neste estudo na lesdo hepatica por APAP ndo evidenciaram aumento nas
concentracfes de GSH, ndo confirmando o efeito antioxidante da GLN.

Através da deteccdo da atividade do sistema antioxidante, muitas pesquisas
sugerem que a ACP pode reduzir o dano oxidativo em diferentes érgdos, como o
figado (SILVA et al., 2011). Os efeitos antioxidantes da ACP podem ser vistos por
estimulacdo manual em E36 e VB34 por aumentar a os niveis de GSH, SOD e CAT
(SANTOS et al.,, 2013; LEE et al.,, 2018). Esses resultados confirmam o papel
antioxidante da ACP também observado neste estudo nos modelos pré e pos-

condicionamento na leséo hepatica por APAP.
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O efeito antioxidante de EA através da estimulacdo de pontos como E36,
VB34 ou BP6 resultou em aumento nos niveis de SOD, GPx ou GSH (SIU; LO;
LEUNG, 2004; YU et al., 2010; SILVA et al., 2011; WANG et al., 2011; SANTOS et
al., 2013). Da mesma forma, este trabalho apresentou o0 mesmo resultado com EA
(2Hz e 100Hz) em E36, VB34, BP6 e R3, confirmando seu papel na reducdo do
estresse oxidativo nos modelos pré e pods-condicionamento na lesdo hepética por
APAP. Semelhante ao que observou Silva et al. (2011), um aumento antioxidante
adicional foi verificado na EA100, sugerindo que a alta freqiéncia aumenta
potencialmente a protecéo contra o estresse oxidativo.

5.1.6 Efeito dos Tratamentos no Peso do Tecido Hepatico

O aspecto macroscopico dos figados dos animais do grupo Controle Negativo
mostrou-se dentro dos padrbes da normalidade. Por outro lado, os animais que
recebram APAP mostraram em alguns animais manchas brancas e levemente
elevadas no figado, além de aparente aumento do peso. A diferenca macroscopica
observada no figado foi demonstrada pelo aumento da rigidez, menor viscosidade e
tenacidade, presenca de esteatose e necrose no figado.

Diversos modelos experimentais relatam um aumento no peso do figado apoés
sofrer lesdo por um mecanismo de supercompensacdo da perda da funcdo hepatica
(DAS; VASUDEVAN, 2006; LIN et al., 2014; PRAKASH et al., 2014). No modelo de
toxicidade hepatorenal por APAP, Paul et al. (2016) mostraram experimentalmente
gue o peso do figado dos animais ndo mudou, no entanto, o peso do parénquima
direito do tecido hepatico aumentou nesta pesquisa no modelo pré e pos-
condicionamento na leséo hepatica por APAP.

Os efeitos da SLM parecem contribuir para normalizar o peso do tecido
hepatico, alterado pelo modelo experimental de lesdo. Alguns estudos observaram o
efeito da SLM na protecdo das células hepaticas de ratos, reduzindo a
hepatomegalia (DAS; VASUDEVAN, 2006; PRAKASH et al., 2014). Neste trabalho,
também foi observada a reducdo do peso do lobo direito do tecido hepatico no
modelo pés-condicionamento induzido por APAP. Ja Eesha et al. (2011), encontrou
aumento no peso do figado dos ratos tratados com SLM em relacdo a reducdo do

peso encontrado no grupo de inducéo.
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Os efeitos da GLN na diminuicdo do peso hepéatico em ratos que
apresentavam o volume hepatico aumentado foi demonstrado por Lin et al. (2014).
De modo semelhante, a GLN neste trabalho, reduziu o peso do lobo direito do tecido
hepético no modelo pds-condicionamento.

A avaliacdo macroscopica do tecido de modelos de lesdo tratado por ACP
ainda necessita de mais documentacdes. Pouco se sabe sobre o efeito da ACP no
peso em tecidos investigados em modelo de lesdo experimental. Huang et al. (2007)
verificaram que o peso do pulméo nos animais LPS tratados com ACP em E36 n&o
sofreu alteracdo importante, mas neste trabalho, ACP em E36, VB34, BP6 e R3
reduziu o peso do lobo direito do tecido hepéatico no modelo pds-condicionamento
induzido por APAP.

Yu et al. (2014) demonstraram que o tratamento com EA (2Hz e 15Hz) em
E36 diminui a relagéo entre o peso umido e o peso seco do pulméo em coelhos LPS.
Neste trabalho, foi observado que EA (2Hz e 100hz) em E36, VB34, BP6 e R3 foi
capaz de diminuir o peso do lobo direito do tecido hepatico nos dois modelos de
hepatoxicidade por APAP e EA 100Hz, do lobo esquerdo no modelo pos-
condicionamento. Esse achado sugere que EA de alta frequéncia tem um efeito

maior na reducao do tecido hepatico por inducdo de APAP.

5.1.7 Efeito dos Tratamentos na Histopatologia do Tecido Hepatico

O padréo histologico mais frequente de lesdo hepatica aguda € uma
combinacdo caracteristica de hepatécito edemaciado e esteatose, com ruptura da
vasculatura hepatica e necrose hepatica centrolobular (LIU et al., 2001; HAU et al.,
2010).

Modelos de toxicidade hepatorenal por APAP mostraram experimentalmente
em ratos, danos hepéticos consistentes com necrose centrolobular acentuada,
degeneracéo de hepatdcitos, infiltracdo de células inflamatorias, congestdo vascular
com espacos edematosos, hemorragia extensa, dilatacédo sinusoidal e degeneracao
gordurosa no figado (ZHAO et al., 2011; PAUL et al., 2016; UYSAL et al., 2016).

A analise histopatolégica do figado dos animais do grupo Controle Negativo
mostrou-se de acordo com os padrbes de normalidade, enquanto alteragbes

histolégicas tipicas causadas por lesdo por APAP foram encontradas nos modelos

106



pré e pdés-condicionamento. Curiosamente, o grupo Controle Positivo do modelo
poés-condicionamento apresentou vasos mais dilatados e corddes hepatocitarios
mais alargados, sugerindo que na lesdo subaguda, o edema seja uma alteracéo
mais comum que na lesdo aguda. De um modo geral, ambos os tecidos
demonstraram uma alteracéo classica patolégica da regido da veia central, incluindo
enorme alteracdo gordurosa, degeneracdo celular com necrose hepatica em muitas
areas, degeneracdo de balonismo, infiltracdo de linfécitos, hemorragia, dilatacédo
acompanhada por células inflamatérias e alguns ndcleos picnaéticos.

O dano estendido a maioria do I6bulo hepatico com perda acentuada de seu
padrao normal ndo se correlacionou com 0 aumento observado nas atividades das
enzimas hepaticas. Segundo Dancygier e Rogart (2010), os niveis das
aminostranferases normalmente ficam elevados quando ha um processo
necroinfalamatorio, mas néo existe uma estreita correlacdo entre as concentracdes
dessas enzimas e a atividade necroinflamatoria.

De acordo com Sampey et al. (2003) nos estagios iniciais da lesdo, pode
ocorrer esteatose, indugcdo de um membro da familia CYP450 e LPO, evidenciada
imunodeteccdo de proteinas hepaticas agegadas com MDA. No entanto, neste
trabalho foram encontrados niveis diminuidos de MDA e niveis acentuados de
esteatose na avaliacdo histologica, o que levanta a posssiblidade de outra rota
autocatalitica na LPO.

A protecdo hepatica da SLM tem sido investigada por atenuar a leséo
hepatica, diminuindo a extensao da degeneracao vacuolar e da necrose (HAU et al.,
2010; GALAL et al., 2012; GHOSH et al. (2016). Neste trabalho, resultado
semelhante foi observado pela microscopia no modelo pds-condicionamento por
reduzir o peso do lobo direito do tecido hepatico, aumentado com a administracéo de
APAP. No entanto, seu efeito aumentou as alteracdes histopatoldgicas neste mesmo
modelo, enquanto atenuou no modelo pré-condicionamento.

Modelos de lesdo usando GLN como tratamento observaram diminuicdo das
alteracdes histologicas, como necrose e infiltracdo de leucdcitos, protegendo as
estruturas lipidicas membranares em hepatdcitos (HONG et al., 1992; SOZEN et al.,
2011; TURKEZ; GEYIKOGLU; YOUSEF, 2012; XU et al., 2014). Esse mesmo efeito
foi observado no modelo pds-condicionamento neste estudo por reduzir o peso do

lobo direito do tecido hepatico. No resultado histopatolégico, observou-se que a GLN
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atenuou as alteracdes no modelo pré-condicionamento, mas ndo no modelo pés-
condicionamento. Outro efeito comumente observado no tratamento com GLN em
ambos os modelos de hepatoxicidade por APAP foi o mapeamento de algumas
regides por esteatose.

Varios modelos de leséo tratados com ACP em E36 ou VB34 mostraram uma
reducdo da patologia classica, incluindo alteracdo gordurosa macica, necrose,
degeneracao baloniforme e infiltracdo de linfocitos (LIU et al., 2001; TANAHASHI et
al., 2011; YIM et al., 2006). Da mesma forma, esses parametros foram observados
neste estudo em ambos os modelos de inducéo por APAP. Este resultado sugere
gue a ACP provavelmente controla ou inibe o desenvolvimento do dano hepatico
agudo e subagudo, representado nos modelos pré e pés-condicionamento.

Varios modelos de lesdo apontam os beneficios da EA em E36 e BP6 nas
alteracdoes histopatolégicas, reduzindo a esteatose hepatica, a degeneracéo
gordurosa, necrose celular e infiltracdo de células inflamatdrias (FENG; ZENG;
ZHUO, 2008; ZHU et al., 2012; WANG et al., 2013; ZHANG et al., 2015). Este
mesmo efeito foi observado nos modelos pré e pds-condicionamento pelas as duas
frequéncias (2Hz e 100Hz) na inducdo por APAP.

Através de coloracbes especiais utilzadas neste estudo, em ambos o0s
modelos de toxicidade hepatica, ndo foi observada a presenca de fibrose, através da
formacdo de tecido conjuntivo, nem o colapso da trama de sustentacdo da fibra

reticular, ndo indicando a faléncia do figado, apesar da necrose extensa.

5.2 MODELO MURINO DE INJURIA RENAL INDUZIDA POR APAP

5.2.1 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Uréia e Creatinina no Plasma

O rim é um 6rgao que desempenha um papel importante em todos os seres
humanos e animais. Sua funcéo é regular a pressao sanguinea, o equilibrio acido-
base, o balanco eletrolitico e extracelular (KANDEMIR et al. 2017).

Os mecanismos que levam a hepatoxicidade tém sido extensivamente
estudados, mas 0s mecanismos relativos a toxicidade renal induzida por APAP séo

pouco definidos.

108



A sobredosagem com APAP pode causar toxicidade renal aguda por isquemia
tubular. Pouco se sabe sobre doenca renal cronica pelo uso crénico de APAP. O
risco de insuficiéncia renal € maior se houver co-ingestdo de medicamento anti-
inflamat6ério ndo esteroidal ou se o paciente j4 tiver a doenca renal. A
hepatotoxicidade induzida por APAP geralmente precede a insuficiéncia renal e é
importante distinguir a insuficiéncia renal induzida por APAP da sindrome
hepatorenal (SALLEM; IFTIKHAR, 2019). No entanto, embora a sobredosagem de
APAP produza necrose tubular renal, a IRA ndo € comum no envenenamento e nao
parece estar relacionada com a gravidade da leséo hepatica (MOUR et al., 2005).

As alteragcbes causadas por APAP na fisiologia normal dos rins se
manifestam, por exemplo, no aumento dos niveis de creatinina e uréia no sangue
(ANTUNES; DARIN; BIANCHI, 2000; SENER; SEHIRLI; AYANOGLU-DULGER,
2003; NAZIROGLU; KARAOGLU; AKSOY, 2004; MAJHI et al., 2011; ZHAO et al.,
2011; PAUL et al., 2016; SABIU; O'NEILL; ASHAFA, 2016; KANDEMIR et al., 2017).
No presente modelo de lesdo renal induzida por APAP, no entanto, ndo foi
observado o mesmo resultado, sugerindo que em uma dose mais elevada de APAP,
exista uma inibicdo ou um bloqueio na producédo ou transporte desses marcadores
para o plasma.

Alguns estudos evidenciam o efeito nefroprotetor da SLM. Sua administracéo
inverteu os indices bioquimicos de lesédo do rim, apresentando niveis mais baixos de
uréia e creatinina e melhorando em parte as alteragcbes nos parametros associados
a funcéo glomerular (EL-SHITANY; EL-HAGGAR; EL-DESOKY, 2008; TURGUT et
al., 2008; CHTOUROU et al., 2014; TAN et al.,, 2015; GHAZNAVI et al., 2016;
GHOSH et al., 2016; BEKTUR et al., 2016; ONAOLAPO et al., 2017). Contudo, um
aumento nos niveis de creatinina sérica foi encontrado em um modelo de leséo renal
(HOMSI; DE BRITO; JANINO 2010).

Curiosamente neste trabalho, a SLM ndo alterou niveis de uréia, mas
aumentou os niveis de creatinina nos modelos pré e pos-condicionamento na leséo
renal por APAP, corroborando os experimentos de Homsi, De Brito e Janino (2010),
em que houve elevacao da creatinina sérica por tratamento com SLM apés inducao
de lesao renal por glicerol. Essa condi¢cé&o poderia explicar que a SLM atua contra a

inibicdo da producéo ou transporte dos marcadores para o plasma causado por uma
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dose elevada de APAP, provavelmente pela sua funcdo estabilizadora de membrana
(BASIGLIO et al., 2009).

O papel da GLN na protecao da nefrotoxicidade através dos marcadores de
uréia e creatinina ainda € bastante controverso. Alguns estudos mostraram que 0S
niveis séricos de uréia e creatinina ndo alteraram com o tratamento com GLN
(FULLER et al., 2007; GOUVEA JUNIOR et al., 2011) e outros, evidenciaram uma
reducdo nos niveis de uréia e creatinina sérica, protegendo o rim da nefropatia
induzida (KIM et al., 2009; ZHANG et al., 2009; ESPOSITO et al., 2011; KIM et al.,
2015a). Neste estudo, a GLN néo alterou os niveis de uréia e creatinina nos
modelos pré e pés-condicionamento na lesdo renal por APAP.

Alteracdes do fluxo sanguineo renal foram claramente relacionadas a ACP em
R3 (XU, 1993). O acuponto E36 parece causar efeitos contraditérios na funcao renal,
por aumentar, diminuir ou ndo alterar os niveis de uréia ou creatinina (HUANG et al.,
2007; OH et al., 2012; ISMAIL et al., 2015). ACP em E36 associado ao R3 reduziu
niveis de creatinina sérica apos o tratamento (YU et al., 2017), e BP6 reduziu os
niveis de uréia sérica (SONG et al., 2014b). Neste trabalho, o efeito de ACP em E36,
VB34, BP6 e R3 nédo alterou os niveis séricos de uréia nos dois modelos de
nefrotoxicidade por APAP, mas aumentou 0s niveis de creatinina no modelo pré-
condicionamento. Este resultado sugere a ineficacia da ACP em reverter o dano
induzida pela dose elevada de APAP, inibindo a producdo ou transporte dos
marcadores para o plasma.

Varios estudos usando EA2 em E36, BP6 ou R3 implicam seus efeitos na
reducdo de marcadores de lesdo renal, como uréia e creatinina (GU et al., 2011,
PATERNO et al., 2012; OH et al., 2012; ZHANG et al., 2014a; YU et al., 2015; YU et
al., 2017). A semelhanca disso, EA (2Hz e 100Hz) em E36, VB34, BP6 e R3 neste
trabalho foi capaz de reduzir o0s niveis séricos de uréia no modelo pré-

condicionamento.

5.2.2 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de MPO no Tecido Renal

MPO e derivados oxidantes podem participar como mediadores da oxidacéo e

modificacdo de biomoléculas ou tecidos e contribuir para o desenvolvimento de
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comorbidades e complicagdes no paciente com doenca renal cronica (DRC) (Kisic et
al. 2016).

Modelos de lesdo apontam aumento nos niveis de MPO e citocinas pro-
inflamatdrias. O dano renal induzido por APAP causa morte apoptética e inflamacao
em células tubulares renais, manifestada por um aumento nos niveis de MPO, NFkB,
IL-18 e TNF-a renal (SENER; SEHIRLI; AYANOGLU-DULGER, 2003; AHMAD et al.,
2012; KANDEMIR et al., 2017). Divergindo deste achado, este estudo mostrou uma
reducdo na atividade de MPO no tecido renal nos dois modelos de nefrotoxicidade
por APAP. Essa reducd@o nos niveis de MPO parece néo refletir necessariamente
uma regeneracdo do tecido renal, mas sim o bloqueio da regeneracdao apdés uma
dose maior de APAP, assim como observado no tecido hepatico. Bhushan et al.
(2014) ja teria indicado a parada do ciclo celular em um estagio inicial das células
viaveis em torno da zona necroética a uma dose maior de APAP.

A SLM inibe a sinalizagdo da via NFkB e reduz a expressao das citocinas
inflamatorias TNF-a, IL-18 e IL-6, com propriedade anti-inflamatéria e
imunomoduladora, reduzindo a infiltracdo de leucdcitos e macréfagos (HOMSI; DE
BRITO; JANINO, 2010; DABAK; KOCAMAN, 2015; LI et al., 2015b; TAN et al.,
2015). Neste trabalho, a SLM confirmou o papel anti-inflamatério, através da
reducédo dos niveis de MPO no rim de ratos nos modelos pré e pds-condicionamento
por inducédo de APAP.

Os efeitos da GLN na reducdo da resposta inflamatéria, infiltracdo renal de
neutrofilos, supressdo da producdo e na expressdo de citocinas inflamatorias,
incluindo IL-1B, TNF-a e IL-8 séo evidenciados em varios estudos (ESPOSITO et al.,
2011; PENG at al., 2013; KIM et al., 2015b). Neste estudo, a GLN também exerceu
funcdo anti-inflamatéria contra a leséo renal induzida por APAP, através dos niveis
reduzidos de MPO no tecido renal de ratos nos modelos pré e pés-condicionamento.

Poucos estudos com ACP usando os pontos utilizados nesta pesquisa tém
sido realizados na investigacdo da resposta inflamatoria no tecido renal. ACP em 36
demonstrou atenuar os niveis de TNF-a, IL6 e TGF-1 em modelos de leséo
(ISMAIL et al, 2015; CHEN et al., 2006). De modo semelhante, ACP nos pontos E36,
VB34, BP6 e R3 neste trabalho exerceu um papel anit-inflamatério, diminuindo os

niveis de MPO no rim de ratos, nos dois modelos de nefrotoxicidade por APAP.
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A EA em pontos como E36, BP6 ou R3 tem sido reconhecida por atenuar a
resposta inflamatoria no tecido renal, demonstrado pelos niveis de TNF-a, II-10 e IL-
18 (XU, 1993; GU et al., 2011; ZHANG et al., 2014; YU et al., 2015). O papel anti-
inflamatdrio da EA (2 Hz e 100Hz) em E36, VB34, BP6 e R3 também foi observado
neste trabalho através dos niveis reduzidos de MPO nos dois modelos de
nefrotoxicidade por APAP. Reduc¢édo adicional nos niveis de MPO no rim ocorreu no
grupo EA100, sugerindo que a alta frequéncia aumenta em potencial a protecéo

contra a inflamacao no tecido renal.

5.2.3 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de MDA no Tecido Renal

A lesdo por APAP pode causar niveis elevados de LPO e de produtos de
peroxidacédo, como MDA contribuindo para a patogénese do dano renal (ANTUNES;
DARIN; BIANCHI, 2000; SENER; SEHIRLI; AYANOGLU-DULGER, 2003;
NAZIROGLU; KARAOGLU; AKSOY, 2004; ABDEL-ZAHER et al., 2008; PAUL et al.,
2016; KANDEMIR et al., 2017). No entanto, neste modelo de lesédo renal, os niveis
de MDA reduziram no modelo pré-condicionamento e nao foram alterados no
modelo pos-condicionamento. Esse achado parece nao refletir necessariamente
uma regeneracdo do tecido renal, assim como observado no tecido hepatico.
Ademais, a lesdo no modelo pré-condicionamento parece ter sido maior por ser uma
lesdo aguda e, portanto, maior comprometimento das vias pro-regenerativas.

O papel da SLM, tanto na recuperacao do tecido hepatico quanto no tecido
renal, € evidente pelos niveis menores de MDA e LPO (TURGUT et al., 2008;
GHAZNAVI et al., 2016; GHOSH et al.,, 2016; CHTOUROU et al., 2014, EL-
SHITANY; EL-HAGGAR; EL-DESOKY, 2008). Este resultado também foi observado
neste trabalho no modelo pds-condicionamento na lesédo renal por APAP sem, no
entanto, alterar no modelo pré-condicionamento, assim como nos experimentos de
Homsi, De Brito e Janino (2010).

O tratamento com GLN em varios modelos de lesdo tem demonstrado um
papel importante no estresse oxidativo por reduzir os niveis de MDA e LPO
(ESPOSITO et al., 2011; WANG et al., 2015c). Tal efeito também foi observado

neste trabalho no modelo pés-condicionamento por inducdo de APAP.
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E36 e R3 s&o um dos principais pontos estudados na investigacdo do seu
papel no estresse oxidativo em tratamentos com ACP, por atenuar os niveis de MDA
e TBARS na lesao renal induzida (CHEN et al., 2006; HUANG et al., 2007; SILVA et
al., 2011; OH et al., 2012). O ponto BP6 parece aumentar o contetdo de MDA no
modelo pré-condicionamento em relacdo ao modelo pos-condicionamento (SONG et
al., 2014b. Outro trabalho com ACP em E36, VB34, BP6 e R3 diminuiram os niveis
de MDA (WANG et al., 2015a). Corroborando esses achados, esta pesquisa também
observou que ACP nos pontos E36, VB34, BP6 e R3 protege o tecido renal do
estresse oxidativo no modelo pds-condicionamento na leséo renal por APAP.

EA2 em E36 e R3 é capaz de diminuir os niveis de MDA e TBARS na leséo
renal (OH et al., 2012; YU et al., 2015). Este efeito foi observado neste trabalho com
EA2 em E36, VB34, BP6 e R3 nos dois modelos de nefrotoxicidade por APAP,
enquanto EA100 reduziu apenas no modelo pos-condicionamento.

5.2.4 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Nitrito no Tecido Renal

A citotoxicidade renal por APAP esta relacionada a producdo de mediadores
citotoxicos pro-inflamatorios, como evidenciado pelo aumento de EROs (ABDEL-
ZAHER et al., 2008; MAJHI et al., 2011; ZHAO et al., 2011; AHMAD et al., 2012).
Nesse modelo de toxicidade renal ndo foi observado o aumento de nitrito nos dois
modelos de leséo, levantando a hipotese de que a dose toxica de APAP no figado
Nao seja a mesma para o rim.

Um recente estudo mostrou que a vasodilatacdo prejudicada induzida por
APAP poderia ser atribuido ao comprometimento das vias eNOS/NO e que niveis
normais de NO reforcam a hipétese de que o intenso estresse oxidativo esta por tras
da expresséao dessas proteinas (PORTO et al. 2019).

A acdo da SLM como um agente nefroprotetor foi determinada por sua
propriedade de eliminacdo de radicais livres (TURGUT et al., 2008; CHTOUROU et
al., 2014; DABAK; KOCAMAN, 2015; BEKTUR et al., 2016; GHAZNAVI et al., 2016).
No entanto, nesse modelo de lesdo renal por APAP, a SLM néo foi capaz de reduzir
0s niveis de nitrito, sugerindo ndo ser eficaz no combate a EROs neste modelo.

Alguns trabalhos relataram a agéo imunomoduladora da GLN na reducéo do

aumento de iINOS em varios modelos de lesao, inclusive renal (ESPOSITO et al.,
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2011; KIM et al., 2015b). Este resultado ndo foi evidenciado neste trabalho, por
causar aumento nos niveis de nitrito no modelo pés-condicionamento, sugerindo ser
eficaz no combate a EROs na leséo renal subaguda por APAP. Outros estudos
indicam que a GLN aumenta a sintese de NO por macrégafos por estar envolvida
em um processo de sinalizacdo do epitélio intestinal de células produtoras de NO em
outras partes da vasculatura (BELLOWS; JAFFE, 1999; MATHESON et al. 1999).

O uso da ACP foi relatado no controle do estresse oxidativo em diferentes
orgaos e tecidos, como os rins (LIMA et al., 2012). O efeito da ACP em E36 e R3 foi
demonstrado na regulacdo positiva da biossintese renal de iINOS e NO (HUANG et
al., 2007; OH et al., 2012). Contudo, este efeito redutor de Nitrito n&o foi evidenciado
neste trabalho com ACP em E36, VB40, BP6 e R3 nos dois modelos de
nefrotoxicidade por APAP, sugerindo ndo ser eficaz no combate a EROs neste
modelo.

EA também pode atenuar o estresse oxidativo nos rins (LIMA et al., 2012). O
tratamento com EA2 em E36 e R3 é evidenciada por exercer efeito antioxidante
através da reducdo de iINOS e NO em rim de ratos induzidos (HUANG et al., 2007;
GU et al., 2011; OH et al., 2012). Eles também observaram que EA2 é mais eficaz
gue ACP nos seus modelos de lesdo. Por outro lado, outro trabalho com ACP
relatou um aumento da concentracdo renal de NO em grupos nefrectomizados
(PATERNO et al., 2012). Esse aumento também foi observado neste modelo usando
0s acupontos E36, VB40, BP6 e R3 na EA2 no modelo pds-condicionamento e
EA100 nos modelos pré e pos-condicionamento na lesdo renal por APAP. Um
aumento adicional também foi observado na frequencia mais alta em relacdo a

frequencia maios baixa.

5.2.5 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de GSH no Tecido Renal

Alteracbes causadas por APAP na fisiologia normal dos rins se manifestam,
por exemplo, em estresse oxidativo grave e nas alteracdes nos niveis de GSH no
tecido renal (ANTUNES; DARIN; BIANCHI, 2000; SENER; SEHIRLI; AYANOGLU-
DULGER, 2003; NAZIROGLU; KARAOGLU; AKSQOY, 2004; MAJHI et al., 2011;
ZHAO et al.,, 2011; SHANMUGASUNDARAM; VENKATARAMAN, 2006; SABIU;
O'NEILL; ASHAFA, 2016; KANDEMIR et al., 2017). No entanto, neste estudo nao
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foram observados prejuizos nas concetracoes de GSH nos modelos pré e poés-
condicionamento na lesdo renal por APAP. Este resultado sugere que uma alta dose
de APAP inibe ou bloqueia o transporte de GSH da mitocéndria do tecido renal, a
semelhanca do que ocorre no tecido hepatico.

Alguns estudos evidenciam o efeito nefroprotetor da SLM principalmente ao
seu papel antioxidante, protegendo tecidos vulneraveis de lesdo de sobredosagem
de APAP (ONAOLAPO et al., 2017). O papel da SLM no estresse oxidativo tem sido
implicado na patogénese renal por melhorar o nivel de enzimas antioxidantes, como
GSH (EL-SHITANY; EL-HAGGAR; EL-DESOKY, 2008; TURGUT et al., 2008;
DABAK; KOCAMAN, 2015; GHAZNAVI, et al., 2016; CHTOUROU et al., 2014). O
efeito positivo da SLM foi evidenciado neste trabalho apenas no modelo pos-
condicionamento na leséo renal por APAP.

Varios achados parecem corroborar o efeito benéfico de GLN como um
agente protetor na lesdo renal, porém, alguns resultados ainda contrariam esta
prerrogativa. A exemplo disso, varios resultados mostraram um efeito antioxidante
positivo (SALOMAO et al., 2006; SZIJARTO et al., 2007; ZHANG et al., 2009a), sem
efeito (GOUVEA JUNIOR et al., 2011) e redutor dos parametros antioxidantes
(WANG et al., 2015c). Neste trabalho, o tratamento com GLN ndo causou alteracao
nos niveis de GSH no tecido renal nos dois modelos de nefrotoxicidade por APAP.

Através da deteccdo da atividade do sistema antioxidante, muitas pesquisas
sugerem que a ACP e EA (10Hz e 100Hz) podem reduzir o dano oxidativo nos rins
(SILVA et al., 2011). Estudos usando ACP em E36, VB34, BP6 e R3 verificaram que
os niveis de SOD, GSH e GPx foram autoregulados (SILVA et al., 2011; SONG et
al., 2014b; WANG et al., 2015a). Neste trabalho, de modo semelhante, foi observado
gue ACP e EA (2 Hz e 100Hz) em E36, VB40, BP6 e R3 foi capaz de aumentar os
niveis de GSH nos dois modelos de nefrotoxicidade por APAP, comprovando seu
potencial como agente protetor contra o estresse oxidativo. Aumento adicional nos
niveis de GSH ocorreu na EA de alta frequencia comparado a EA de baixa

frequencia, assim como ocorreu nos experimentos de Silva et al. (2011),

5.2.6 Efeito dos Tratamentos no Peso do Tecido Renal
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Uma redugéo do rim tem sido usada como um indicador de doengas renais. O
peso do rim foi reduzido em ratos intoxicados com APAP com implicagbes na
constricao de células tubulares renais (SABIU; O'NEILL; ASHAFA, 2016). Por outro
lado, Paul et al. (2016) observou o aumento no peso do rim dos animais no modelo
de toxicidade hepatorenal por APAP. De forma semelhante, neste trabalho, o rim
direito sofreu um aumento no peso no modelo pré-condicionamento, enquanto o rim
esquerdo sofreu aumento no peso nos dois modelos de toxicidade por APAP.

Konopka (1998) observou em seu modelo de lesdo renal, que o rim esquerdo
diminuiu e o rim direito aumentou progressivamente, justamente por refletir a
ocorréncia da hipertrofia compensadora.

O aspecto macroscopico do rim dos animais do grupo Controle Negativo
mostrou padrbes adequados de normalidade, de cor marrom avermelhado brilhante.
Por outro lado, o rim dos animais do grupo Controle Positivo apresentaram cor
marrom esbranqui¢cado, opacidade, aumento da rigidez, menor viscosidade e
tenacidade no rim.

A SLM parece atuar na regulacdo do peso do ¢6rgédo afetado pela leséo.
Ghaznavi et al. (2016), por exemplo, verificaram que o peso relativo do rim direito e
esquerdo diminuiu com o pré-condicionamento com SLM nos dois modelos de
nefrotoxicidade por APAP.

O papel da GLN parece néo influenciar no peso do 6rgao afetado pela leséo.
Assim como Wong et al. (2011), este trabalho néo verificou alteracdo no peso dos
rins nos dois modelos de nefrotoxicidade por APAP, embora evidenciasse uma
tendéncia em diminuir o peso do 6rgéao.

Parece que nenhuma pesquisa foi realizada com o obetivo de investigar o
papel da ACP no peso do rim apés a lesdo. Contudo, este trabalho mostrou que
ACP nos pontos E36, VB34, BP6 e R3 causou uma reducdo no peso dos rins no
modelo pdés-condicionamento na lesdo renal por APAP. Este resultado amplia o
conhecimento sobre o papel regulador de ACP no peso do rim apés inducdo por
APAP.

A EA parece exercer efeito na regulacdo do peso do rim de animais que
sofreram lesdo. Um estudo comparando os efeitos de EA (30Hz e 100Hz) em E36 e
BP6 demonstrou que o peso da gordura ao redor do parénquima esquerdo do tecido

7z

renal e o volume da gordura na célula é menor na frequencia maior. Ja neste
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trabalho, EA2 nos pontos E36, VB34, BP6 e R3 causou reducéo no peso dos rins de
ratos nos modelos pré e pds-condicionamento por indugdo de APAP e EA100
produziu o mesmo efeito apenas na lesao subaguda, representada pelo modelo pos-

condicionamento.

5.2.7 Efeito dos Tratamentos na Histopatologia do Tecido Renal

A nefrotoxicidade mediada por APAP tém sido bem documentada e é
caracterizada por processos morfolégicos e por evidéncia funcional, como inchaco
do epitélio dos tubulos e degeneracao vacuolar severa (ZHAO et al., 2011).

A observacao histopatolégica dos rins do grupo tratado com APAP em
diversos experimentos mostrou alteracbes como: infiltracdo do intersticio com
células de inflamacgé&o, necrose tubular, necrose peritubular e atrofia dos glomérulos,
manchas leves de cor marrom com caracteristica textura irregular, arquitetura
alterada, extensa destruicdo de glomérulos e tubulos, hipercelularidade, dilatacdo do
espaco capsular de Bowman, atrofia glomerular, tabulos proximais dilatados com
perda do limite celular da borda em escova, degeneracdo epitelial, necrose,
vacuolizacéo localizada e apoptose (SHANMUGASUNDARAM; VENKATARAMAN,
2006; BEKTUR et al., 2016; PAUL et al., 2016; SABIU; O'NEILL; ASHAFA, 2016).

A andlise histopatolégica do rim dos animais do grupo Controle Negativo
mostrou uma morfologia normal do parénquima renal com glomérulos intactos,
intersticio e vasos sanguineos normais, textura fina caracteristica e aparéncia
marrom escura e muita celularidade no glomérulo, enquanto alteracdes histolégicas
tipicas causadas por leséo foi identificada nos grupos Controle Positivo dos modelos
pré e pos-condicionamento. Curiosamente, o modelo pds-condicionamento
apresentou alteracBes histopatologicas mais severas, como nefrite intersticial,
congestao, tubulite com tumefacédo turva, acimulo de material protéico dentro dos
tubulos, eosinofilia e degeneracdo hidropica tubular em relacdo ao modelo pré-
condicionamento.

O efeito nefroprotetor da SLM ¢é capaz neutralizar as mudancas
comportamentais, inverter os indices bioquimicos de lesdo do rim e aumentar a
atividade antioxidante, além de conferir graus varidveis de protecdo do tecido

histolégico, vulneravel de lesdo de sobredosagem de APAP (ONAOLAPO et al.,
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2017). Varias pesquisas mostraram o efeito da SLM no pré-condicionamento na
reducdo acentuada da necrose tubular, edema de células epiteliais tubulares (EL-
SHITANY; EL-HAGGAR; EL-DESOKY, 2008; TURGUT et al., 2008; TAN et al.,
2015) e no pds-condicionamento, na reducdo da infiltracdo de células inflamatorias,
congestdo vascular glomerular e peritubular, dilatacdo do espaco capsular de
Bowman e dos capilares glomerulares, edema tubular e apoptose (DABAK;
KOCAMAN, 2015; GHOSH et al., 2016; BEKTUR et al., 2016).

Neste trabalho, resultado semelhante com SLM foi observado pela
microscopia nos dois modelos de nefrotoxicidade por APAP. Curiosamente, foi
observada no modelo pré-condicionamento uma esteatose intensa em macro e
microgotas bem como a arteriola aferente. No modelo pds-condicionamento, o
destaque foi para esteatose intensa em microgotas e deposito de proteina na
capsula de Bowman.

De acordo com Sampey et al. (2003) nos estagios iniciais da lesdo, pode
ocorrer esteatose, inducdo de um membro do CYP450 e LPO, evidenciada pela
imunodeteccdo de proteinas hepaticas agegadas com MDA. No entanto, neste
trabalho foram encontrados niveis diminuidos de MDA e niveis acentuados de
esteatose na avaliacdo histolégica, sugerindo a posssiblidade de outra rota
autocatalitica na LPO.

Na pesquisa de Tsai et al. (2014) foi relatado que a gordura visceral predita
MPO plasmatica em pacientes com DRC, mas ndo em controles saudaveis,
provavelmente causada por neutréfilos ativados pela gordura visceral. De forma
contraria, essa estatose renal observada no grupo SLM parece ndo se associar com
0s niveis diminuidos de MPO encontrados no tecido renal.

Mesmo que o mecanismo preciso da lesdo renal por APAP ndo seja bem
explicado, muitos pesquisadores afirmam que a toxicidade esta relacionada a
oxidagdo de lipidio nos tecidos renais (SHANMUGASUNDARAM;
VENKATARAMAN, 2006). Portanto, SLM parece minimizar esse cenario pelo seu
potencial de reduzir a dilatacdo, mostrando uma morfologia mais restaurada dos
glomérulos.

GLN comprovadamente reduz os danos histoldgicos produzidos em modelos
de lesdo, como na diminuigdo de tubulos necréticos e cilindros tubulares, das células

tubulares apoptoticas no cortex, medula e papila e por aumentar a expressao
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intrarrenal HSP e diminuir as anormalidades tubulointersticiais (FULLER et al., 2007,
ZHANG et al., 2009; KIM et al, 2015a).

De outro modo, Gouvéa Junior et al. (2011) mostraram na andlise do estudo
histologico que, tanto o grupo controle como o grupo GLN, tinham graus bastante
semelhantes de dano, porém, sem significancia estatistica diferenca entre eles.

A acéo nefroprotetora da GLN foi questionada nesta pesquisa por aumentar
os danos histolégicos nos dois modelos de nefrotoxicidade por APAP. Apesar de
corroborar os resultados de Gouvéa Junior et al. (2011), parecer ndao haver estudos
qgue indiqguem aumento de dano histopatolégico provocado pela GLN. Dessa forma,
este estudo indica um novo resultado no sentido de aprofundar as investigacbes
sobre os efeitos benéfico da GLN no estresse oxidativo no tecido renal, mas
prejudicados nos parametros histopatologicos.

Parece haver raros trabalhos investigando alteracdes histologicas no rim
usando o tratamento com ACP. No entanto, o tratamento com ACP em E36 e R3
diminuiu a calcificacdo cortical com fibrose renal nos experimentos de Oh et al.
(2012). Ja neste trabalho, o tratamento com ACP revelou um resultado ndo muito
otimista, por aumentar os danos histologicos nos dois modelos de nefrotoxicidade
por APAP.

Trabalhos envolvendo EA tém sido razoavelmente documentados nos danos
histolégicos do tecido renal. EA (2Hz, 15Hz e 20Hz) em E36 e R3 foi capaz de
diminuir a extensdo do dano morfolégico, no dano tubular, a vacuolizacdo celular,
edema intersticial, fibrose tubulointersticial e infiltracdo de células inflamatérias (GU
et al., 2011; PATERNO et al., 2012; YU et al., 2015). No entanto, esses achados
diferem dos resultados encontrados neste trabalho, em que EA (2Hz e 100HZz) nos
pontos E36, VB34, BP6 e R3 aumentou os danos histologicos nos dois modelos de
nefrotoxicidade por APAP. Diante deste resultado, o efeito da EA nas alteracdes
morfoldgicas do rim merece mais investigacao.

Através de coloracbes especiais utilzadas neste estudo, em ambos o0s
modelos de toxicidade renal, ndo foi observada a presenca de fibrose, através da
formacdo de tecido conjuntivo, nem o colapso da trama de sustentacdo da fibra
reticular. O tempo de experimento ou a dose administrada pode né&o ter sido
suficiente para causar formacédo de fibra colagena e reticular ap6s administracéo de
APAP.
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5.3 MARCADORES PLASMATICOS NO MODELO DE LESAO POR APAP

5.3.1 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de MDA, Nitrito e GSH

No presente estudo, a administracdo de APAP n&o causou alteracdo nos
niveis de Nitrito no plasma de ratos Wistar no modelo pré e p6s-condicionamento.
Curiosamente, no modelo pdés-condicionamento foi observado uma reducdo nos
niveis de MDA e a manutencédo dos niveis de GSH.

Em véarios modelos de lesdo, marcadores de estresse oxidativo medidos no
plasma, como MDA e TBARS, foram reduzidos com o tratamento com SLM e
derivados (DAS; VASUDEVAN, 2006; TURGUT et al., 2008; PRAKASH et al.,
2014).

Por outro lado, ACP em E36 reduziu a LPO plasmatico em modelos de leséao
(DAI et al., 2008), enquanto EA100 aumentou a peroxidacado lipidica no plasma
(LIMA et al. 2012).

GU et al. (2011) observaram que EA em E36 diminuiu os niveis de nitrito
plasmatico. Ja Paterno et al. (2012), verificaram que o tratamento no seu modelo de
lesdo com EA20 em E36 e R3 causou aumento das concentracdes séricas de NO.

Em relacédo ao status antioxidante no plasma, o tratamento com SLM e GLN
aumentou o nivel de GSH e GPx plasmatico em modelos de lesdo (TURGUt et al.,
2008; KIM et al., 2009). Santos et al. (2013) com o estimulo por ACP e EA (2Hz e
100Hz) em E36 e BP6, promoveram um aumento nos niveis de GSH no plasma nos
seus experimentos.

No presente estudo, a administracdo de SLM, GLN, ACP e EA (2Hz e 100Hz)
foi capaz de diminuir a LPO no plasma de ratos Wistar nos modelos pré ou poés-
condicionamento, confirmando o papel benéfico desses tratamentos no estresse
oxidativo.

Em contrapartida, o tratamento com SLM e ACP néao foi capaz de causar
reducdo nos niveis de Nitrito nos modelos pré e pds-condicionamento da leséo por
APAP. J4 a GLN e EA100 ndo conseguiram impedir o aumento de nitrito no modelo
pos-condicionamento. Nesse caso, € possivel que o eletroestimulo em uma
frequencia mais alta promova uma vasodilatacdo, promovendo a passagem de

substancias vasoativas.
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O tratamento com ACP, EA (2Hz e 100Hz) causou aumento nos niveis de
GSH nos dois modelos de lesdo por APAP. Fica evidente, através desses resultados
que tratamento com ACP ou eletroestimulo em E36, VB34, BP6 e R3 possibilitam

condicdes de protecao antioxidante no plasma em modelo de leséo por APAP.

5.3.2 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Colesterol Total, LDL-c e HDL-c

Os produtos de oxidacao, como hidroperédxidos lipidicos, se acumulam nos
rins fibréticos, bem como no plasma de pacientes com DRC, sugerindo que o
estresse oxidativo se intensifica durante a progressdo da doenca renal
(HIMMELFARB, 2009).

Além do aumento dos niveis séricos de marcadores bioquimicos, como AST,
0s niveis de colesterol também estdo elevados (MAHESWARI; MARYAMMAL,;
VENKATANARAYNAN, 2008). Dessa forma, o colesterol também pode ser utlizado
como indice de funcdo hepatica. O colesterol sérico € um dos principais indicadores
da capacidade metabdlica sintética e geral do figado (TANAHASHI et al., 2011).

Estudos mostram que os niveis séricos de CT e LDL-c aumentam, enquanto
os niveis de HDL-c diminuem nos ratos submetidos a lesdo (YIM et al., 2006; SILVA
et al., 2007).

Os niveis séricos de CT aumentado afetam a permeabilidade da membrana
celular do figado. O excesso mitocondrial de CT prejudica o transporte de GSH,
esgota as reservas de mGSH, promovendo a geracdo de EROs mitocondrial em
resposta ao estimulos de morte celular por TNF-a, causando peroxidagdao, que
desestabiliza o lipidio da bicamada da membrana mitocondrial. As consequéncias
funcionais sdo sensibilizacdo dos hepatocitos ao TNF-a, permeabilizacdo da
membrana mitocondrial, liberacdo de citocromo c, necrose e apoptose de
hepatdcitos, que promovem inflamacdo hepatica (MARI et al., 2006; MUSSO;
GAMBINO; CASSADER, 2013). Os adipocitos hipertrofiados na obesidade
caracterizados pela sobrecarga intracelular de colesterol tém uma diminuicdo na
concentracdo de colesterol na membrana plasmatica, devido a uma diluicdo do
colesterol da membrana através de um aumento da superficie celular. A deplecdo
relativa do colesterol da membrana ativa um fator de transcricdo promovendo ainda

mais o0 acumulo de colesterol dentro da célula adiposa, prejudicando a sinalizagcédo
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de insulina intracelular e translocacdo de GLUT-4 para a membrana (MUSSO;
GAMBINO; CASSADER, 2013).

A mitocdndria também sofre uma alteracdo na sua permeabilidade devido ao
esgotamento do ATP subjacente a perda da fosforilagdo oxidativa mitocondrial,
presente na necrose e também devido ao aumento na producdo de EROs
(JAESCHKE, 1990; RASOLA; BERNARDI, 2007; MARTIN-MURPHY; HOLT; JU,
2010; JAESCHKE et al., 2012; DU; RAMACHANDRAN; JAESCHKE, 2016).

O papel de SLM ainda parece ser controverso no metabolismo do colesterol.
Ni e Wang (2016) observaram reducdo de CT e fracdes, Silva et al. (2017)
obseraram reducao de CT e LDL-c e El-Shitany, El-Haggar e El-Desoky (2008) n&o
obseravram alteracdo na hiperlipidemia. No presente trabalho, o tratamento com
SLM também foi inespecifico, reduzindo CT e HDL-c no pré-condicionamento, sem
produzir alteragdo nos niveis de LDL-c nos modelos pré e pés-condicionamento na
lesdo por APAP.

Varios estudos apontam o efeito da GLN como regulador de colesterol
plasmatico. Em um modelo de disfuncédo hepatica de Rodriguez et al. (1995), os
ratos infundidos com GLN desenvolveram uma diminui¢ao significativa nos niveis de
CT plasmatico. Yatzidis (2004) suplementaram pacientes urémico com doenca renal
com 6 aminoacidos, entre ele, GLN, e verificaram leve reducéo de CT e LDL-c e leve
aumento de HDL-c. Contradizendo esses achados, Mansour et al. (2015) né&o
encontraram nenhuma diferenca significativa entre os niveis de CT, LDL-c e HDL-c
em pacientes com diabetes melitus tipo 2 (DMT2) suplementados com GLN.

O tratamento com GLN neste trabalho n&o alterou muito o perfil lipidico,
reduzindo apenas o CT no modelo pré-condicionamento.

O efeito lipidico-regulador da ACP usando os pontos E36, VB34, BP6 e R3 foi
demonstrado em alguns modelos de lesdo por diminuir niveis de CT e LDL-c e
aumentar os niveis de HDL-c (YIM et al., 2006; TANAHASHI et al., 2011; OH et al.,
2012; WANG; LIU; XU, 2014; ISMAIL et al., 2015). Diferente dessas observacoes,
neste trabalho, ACP em E36, VB34, BP6 e R3 ndo causou alteracdo no perfil lipidico
dos ratos nos dois modelos de lesao por APAP.

De outro modo, os efeitos da EA no conteudo de colesterol parecem ser
conhecidos mais claramente. Em alguns experimentos, EA (2Hz ou 4Hz/20 Hz) em
E36, BP6 ou R3 foi capaz efetivamente de regular os niveis de CT, HDL-C e LDL-C
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e a funcéo hepatica (OH et al., 2012; ZHU et al., 2012; CHEN et al., 2014; ZHANG et
al., 2015; YEOM et al., 2018).

Neste trabalho, EA2 nos acupontos E36, VB34, BP6 e R3 produziu 0 mesmo
efeito no perfil lipidico nos dois modelos de lesdo por APAP, reduzindo apenas 0s
niveis de CT no modelo pré-condicionamento. O eletroestimulo parece ter uma
funcdo mais efetiva na reducdo de CT, principalmente no modelo pré-
condicionamento, prejudicando a permeabilidade da membrana pela reducéo de CT
e consequentemente prejudicando o transporte de mGSH.

5.3.3 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Triglicerideos

Embora o aumento de triglicerideos (TG) no plasma seja documentado em
modelos de lesdo (BUTTAR et al, 1976; ISHIDA et al., 1995; OZSOY;
PABUCCUOGLU, 2007; PRAKASH et al., 2014, SILVA et al., 2017), neste estudo,
administracdo de APAP causou aumento nos niveis de TG apenas no modelo pos-
condicionamento.

De uma forma geral, SLM desempenha um papel vital na regulacdo do
metabolismo lipidico, diminuindo os niveis de TG, conforme demonstrado em alguns
experimentos (PRAKASH et al., 2014; NI; WANG, 2016). Neste trabalho, SLM
diminuiu os niveis de TG nos modelos pré e pds-condicionamento por inducédo de
APAP.

Muito se tem atribuido ao papel imunomodulador da GLN, no entanto, seu
papel no metabolismo lipidico ainda encontra diversas contradi¢des. Yatzidis (2004),
por exemplo, verificaram reducdo dos niveis de TG no seu modelo de lesdo, sem
prevenir, portanto, o acumulo de gordura no figado. Mansour et al. (2015), por sua
vez, ndo encontraram nenhuma diferenca significativa entre os niveis de TG no
plasma em pacientes com DMT2 suplementados com GLN. De um modo positivo, 0
tratamento com GLN diminuiu os niveis séricos de TG em ratos nos dois modelos de
lesdo por APAP, confirmando um papel importante da GLN no metabolismo lipidico.

A influéncia da ACP utilizando pontos como E36, BP6 ou R3 na regulacédo do
metabolismo lipidico vém sendo confirmado, conforme demonstrado em modelos de
lesdo (ZHANG et al., 2007; WANG; LIU; XU, 2014; ISMAIL et al., 2015). No entanto,
ACP nos acupontos E36, VB34, BP6 e R3 neste modelo de lesdo por APAP
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promoveu um efeito anti-lipidogénico dos niveis séricos de TG apenas no modelo
poés-condicionamento.

Os efeitos da EA parecem ser conhecidos mais claramente que ACP na
regulacdo de TG no sangue. Modelos de lesdo em que utilizaram EA (2Hz, 4 Hz/20
Hz, 30Hz e 100Hz) em E36 ou BP6, observaram niveis séricos de TG reduzidos (GE
et al., 2007; ZHU et al., 2012; CHEN et al., 2014; ZHANG et al., 2015; YEOM et al.,
2018). Corroborando esses resultados, nesta pesquisa, EA (2Hz e 100 Hz) nos
acupontos E36, VB34, BP6 e R3 comprovou seu papel na reducdo dos niveis
séricos de TG nos dois modelos de leséo por APAP.

5.3.4 Efeito dos Tratamentos nos Niveis de Glicose

Poucos estudos parecem investigar alteracbes plasmaticas de glicose em
modelos de lesdo. O modelo de lesdo de Trumper et al. (1995) demonstrou
alteracao no metabolismo de carboidratos, com elevacdo dos niveis plasmaticos de
glicose. No entanto, este efeito ndo foi observado neste estudo nos dois modelos de
intoxicacao de lesdo por APAP.

O aumento dos niveis de beta-endorfina da glandula adrenal aumenta a
secrecdo de insulina, reduzindo os niveis de glicose no plasma, e esta parcialmente
envolvido na estimulacéo de EA (LIN et al. 2004).

A estimulacao por EA em E36 pode suprimir a regulacao positiva induzida por
NAFLD de acucar no sangue, insulina sérica, indice de resisténcia a insulina e niveis
séricos e hepaticos de IL-18 em ratos com figado gorduroso, o que pode contribuir
para o seu efeito na diminuicdo dos danos hepaticos induzidos pelo ataque de
polissacarideos (WANG et al. 2013).

Além de exercer efeito no metabolismo de lipideos, SLM e ACP e EA (2Hz e
100Hz) em E36 BP6 ou R3 também tem papel regulador no metabolismo de
carboidratos, normalizando a glicose e insulina plasmatica (LIN et al., 2004; ZHANG
et al., 2007; FENG; ZENG; ZHUO, 2008; CHEN et al., 2010; LI et al., 2011; WANG et
al., 2013; PRAKASH et al., 2014; WANG; LIU; XU, 2014; ZHENG et al., 2015;
LEUNG et al., 2016).

5.3.5 Consideragdes Finais
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Neste trabalho, o efeito do tratamento com SLM, GLN, ACP e EA2 na reducgao
da glicose plasmatica foi observado apenas no modelo de pds-condicionamento da
lesdo por APAP. Esses resultados sugerem que o tratamento influenciou na reducao
dos niveis de glicose no modelo pds-condicionamento, por nao ter sofrido a mesma
gravidade que o modelo pré-condicionamento da lesdo por APAP, podendo a glicose
ser consumida como substrato energético mais eficientemente. O efeito
hipoglicémico pela EA100 foi observado nos dois modelos de leséo por APAP e teve
um papel adicional reduzindo ainda mais os niveis de glicose plasmatica em relacéo
a EA2. Parece que EA em alta frequéncia é capaz de melhorar o metabolismo de
carboidratos em relagdo a baixa frequéncia.

O resumo dos principais resultados dos grupos de intervencdo utilizados
neste trabalho por pré e pds-condicionamento (SLM, GLN, ACP, EA2 e EA 100) na
toxicidade, estresse oxidativo no plasma, no tecido hepatico e renal e a repercusséo

nas alteracdes histopatoldgicas estd demonstrado compilados na TABELA 33.

Tabela 33 — Efeito dos Tratamentos Propostos sobre as Lesdes Provocadas pelo

Acetaminofeno.

Figado Rim Plasma
SLM
SLM
Toxicidade EA2
EA2
EA100
SLM SLM SLM
GLN GLN GLN
Pré- Estresse oxidativo ACP ACP ACP
condicionamento EA2 EA2 EA2
EA100 EA100 EA100
GLN
Alteracoes ACP
histopatoldgicas EA2
EA100
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Figado Rim Plasma
o GLN
Toxicidade
ACP
SLM
SLM GLN ACP
GLN
S ACP EA2
) Estresse oxidativo ACP
Pos- EA2 EA100
o EA2
condicionamento EA100
EA100
SLM
Alteracoes ACP
_ o SLM
histopatoldgicas EA2
EA100

SLM - Silimarina, GLN - Glutamina, ACP - Acupuntura, EA2 - Eletroacupuntura 2Hz, EA100 -
Eletroacupuntura 100Hz.

Sumariamente, vale ressaltar que a administracdo de 3g/kg neste estudo
baseou-se em doses ja estudadas e convencionalmente consolidadas por causar
lesdo hepatica. Diante o resultado obtido nos parametros bioquimicos de toxicidade
hepatica (AST e ALT) e renal (Uréia e Creatinina), novos experimentos foram
realizados (APENDICE C) com o objetivo de descartar erros metodoldgicos.
Resultados semelhantes foram obtidos, confirmando a lesdo hepética a constatacao
do numero de morte dos animais. Nesse contexto, pode-se teoricamente inferir que
modelos de lesdo utilizando a mesma dose de APAP podem divergir entre si,
mesmo em animais de uma mesma espécie, pois muitas vezes as condi¢des
fenotipicas e genéticas dos animais podem vir a ser diferentes. Desta forma, os
resultados aqui demonstrados lancam uma nova luz sobre os efeitos em modelo
murino de lesdo por APAP. Contudo, os achados a respeito do uso terapéutico de
ACP e EA em baixa e alta frequéncia valorizam seu efeito energético em detrimento
do efeito quimico de substancias usadas na protecdo contra a lesdo hepatica e
renal.

Outro resultado observado neste trabalho que merece novas investigacdes
relacionou as evidéncias do uso da GLN e o aparecimento de esteatose mapeada
em balonismo, além de seu efeito no aumento dos niveis de nitrito, ao que parece

ser controverso na literatura.
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Novos estudos devem ser encorajados usando este mesmo modelo com o
objetivo de aprofundar a investigacdo da fisiopatogenia das vias envolvidas na
regeneracao, como marcador da inflamagéao TNF-a.

Também é necesséario compreender o dano causado pela dose de 3g/kg na
funcéo renal encontrado no tecido renal, através da taxa de filtracdo glomerular em
um modelo in vitro, pois ao que parece, o rim foi sensivel a alteragcdo morfoldgica,
mas sem repercussdo no aspecto funcional. Esse achado ja é evidenciado na
sindrome hepatorrenal, em que 0s prejuizos observados na lesdo hepatica nao
acompanham os prejuizos na lesédo renal.

A partir desse novo modelo de lesdo hepética por APAP, é importante
avaliar o curso dose e resposta da toxicidade em doses experimentais diferentes
com o objetivo de encontrar a dose limiar de toxicidade por APAP para causar leséo

hepatica e renal aguda e subaguda de ratos Wistar.
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6. CONCLUSAO

- A administragcdo de APAP a ratos sadios induziu uma hepatite tdxica com
destruicéao tissular irreversivel;

- A Silimarina quando administrada em ratos antes da intoxicagédo por APAP reduziu
os efeitos toxicos e do estresse oxidativo no figado, rim e no sangue do animal;

- A Silimarina quando administrada em ratos depois da intoxicacdo por APAP
reduziu estresse oxidativo no figado e no rim do animal e, atenuou as alteracdes
histopatolégicas;

- A Glutamina quando administrada em ratos antes da intoxicacao por APAP reduziu
os efeitos do estresse oxidativo no figado, rim e no sangue do animal e, atenuou as
alteracoes histopatologicas;

- A Glutamina quando administrada em ratos depois da intoxicagdo por APAP
reduziu os efeitos toxicos e do estresse oxidativo no figado e no rim do animal;

- O tratamento com Acupuntura em ratos antes da intoxicacdo por APAP reduziu os
efeitos do estresse oxidativo no figado, rim e no sangue do animal e, atenuou as
alteracoes histopatologicas;

- O tratamento com Acupuntura em ratos depois da intoxicacdo por APAP reduziu os
efeitos toéxicos no figado e do estresse oxidativo no figado, rim e no sangue do
animal e, atenuou as alteracdes histopatoldgicas;

- O tratamento com Eletroacupuntura 2Hz em ratos antes da intoxicacdo por APAP
reduz os efeitos toxicos e do estresse oxidativo no figado, rim e no sangue do animal
e, atenuou as alteracdes histopatoldgicas;

- O tratamento com Eletroacupuntura 2Hz em ratos depois da intoxicacdo por APAP
reduziu os efeitos do estresse oxidativo no figado, rim e no sangue do animal e,
atenuou as alteracdes histopatoldgicas;

- O tratamento com Eletroacupuntura 100Hz em ratos antes da intoxicagdo por
APAP reduziu os efeitos toxicos no rim, do estresse oxidativo no figado, rim e
sangue do animal, mas causa aumento de nitrito no figado e rim no animal e,
atenuou as alteracdes histopatoldgicas;

- O tratamento com Eletroacupuntura 100Hz em ratos depois da intoxicagdo por
APAP reduziu os efeitos do estresse oxidativo, mas causou aumento de nitrito no

figado, rim e no sangue do animal e, atenuou as altera¢gdes histopatoldgicas.
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APENDICE B

Coloracéao por Hematoxilina-Eosina

Preparacdo de Hematoxilina

Reagentes:

Hematoxilina ..., 19
Alcool @ 99,9% (100%).......cevvveeeeeneennne, 10 mL
Aliumen de potassio ou amoniacal................. 209
Agua destilada .............ccoeeeviiiiiiiiiiieiine, 200 mL
Oxido de Merclrio .......c..oeueeeeeieeeieeieeaen, 0,59
Acido acético glacial...................coeeeeiinne. 10 mL

Preparo da solucéo:

Dissolver a hematoxilina no alcool.

Dissolver o alimen na agua quente.

Misturar as duas solucdes cuidadosamente e voltar a aquecer a mistura 0 mais
rapido possivel.

Quando em ebulicéo, retirar do calor e adicionar o 6xido de mercurio.

Levar de novo a solucdo ao calor até que o ponto de ebulicdo seja de novo
alcancado e aguardar que adquira cor roxo escuro (2 a 3 minutos).

Arrefecer rapidamente em agua corrente.

Filtrar depois de fria e adicionar o acido acético glacial.

Armazenar em frasco escuro bem fechado.

Filtrar sempre antes de usar.

Preparacédo de Eosina

Reagentes:
Eosina a 1% (Solucéao Stock)

EOSINAY .o, 19
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Aguadestilada ............cooeevviiiiiiieiiiee, 20 mL
Alcool etilico @ 96% ....nvveveeieeie e, 80 mL

Eosina (Solucao de trabalho)

EoSINA @100 ..o 100 mL
Alcool etilico @ 96% .....ovveveeeeeeeeeeeeee, 400 mL
Acido acético glacial ................ccceeeuneeieene, 0.5 mL

Preparo da solucéo:

Na preparacéo da solucéo de trabalho, filtrar apés adicionar a eosina ao alcool.

Adicionar o acido aceético glacial.
O éacido acético permite ajustar o pH da solucdo para valores proximos de 5.
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APENDICE C

Tabela C1 - Efeito de APAP nos Niveis de AST (U/L).

ANALISE 1
Grupo A Grupo B Grupo C
768,000 38,000 91,000
680,000 30,000 80,000
720,000 29,000 83,000
530,000 18,000 90,000
630,000 32,000 63,000
780,000 25,000 55,000
480,000 15,000 42,000
590,000 20,000 60,000
640,7 + 36,26 25,88 + 2,76 70,50 + 6,36
ANALISE 2
Grupo A Grupo B Grupo C
768,000 MORTE MORTE
680,000 81,000 7,000
720,000 82,000 9,000
530,000 119,000 MORTE
630,000 MORTE MORTE
780,000 MORTE MORTE
480,000 MORTE MORTE
590,000 96,000 MORTE
640,7 + 36,26 94,50 + 8,85 8,00 + 1,00

Grupos: A - Controle Negativo, B - Controle Positivo (pré-condicionamento), C - Controle Positivo
(p6s-condicionamento). Resultados apresentam a média £+ E.P.M. (n = 8). Fonte: elaborada pela
autora (2019).
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Tabela C2 - Efeito de APAP nos Niveis de ALT (U/L).

ANALISE 1
Grupo A Grupo B Grupo C
279,000 34,000 37,000
270,000 21,000 27,000
320,000 27,000 21,000
190,000 15,000 30,000
280,000 22,000 33,000
390,000 19,000 47,000
273,000 12,000 29,000
300,000 15,000 50,000
287,8 + 19,76 20,63 + 2,54 34,25 + 3,51
ANALISE 2
Grupo A Grupo B Grupo C
279,000 MORTE MORTE
270,000 32,000 3,000
320,000 66,000 2,000
190,000 73,000 MORTE
280,000 MORTE MORTE
390,000 MORTE MORTE
273,000 MORTE MORTE
300,000 15,000 50,000
287,8 +19,76 68,75 + 14,77 2,50 + 0,50

Grupos: A - Controle Negativo, B - Controle Positivo (pré-condicionamento), C - Controle Positivo
(p6s-condicionamento). Resultados apresentam a média £+ E.P.M. (n = 8). Fonte: elaborada pela
autora (2019).
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Tabela C3 - Efeito de APAP nos Niveis de Uréia (mg/dL).

ANALISE 1

Grupo A Grupo B Grupo C
49 48 47
39 50 52
45 35 41
45 43 40
45 38 38
47 40 47
42 35 51
40 55 50

44,00 + 1,21 43,00 + 2,60 45,75 + 1,90
ANALISE 2

Grupo A Grupo B Grupo C
49 MORTE MORTE
39 55 56
45 54 58
45 62 MORTE
45 MORTE MORTE
47 MORTE MORTE
42 MORTE MORTE
40 46 MORTE

44,00 + 1,21 54,25 +3,27 57,00 + 1,00

Grupos: A - Controle Negativo, B - Controle Positivo (pré-condicionamento), C - Controle Positivo
(p6s-condicionamento). Resultados apresentam a média £+ E.P.M. (n = 8). Fonte: elaborada pela

autora (2019).
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Tabela C4 - Efeito de APAP nos Niveis de Creatinina (mg/dL).

ANALISE 1

Grupo A Grupo B Grupo C
0,430 0,310 0,360
0,440 0,330 0,300
0,300 0,290 0,290
0,380 0,280 0,280
0,290 0,310 0,220
0,200 0,300 0,300
0,300 0,320 0,320
0,310 0,200 0,350

0,33 +0,02 0,29 + 0,01 0,30 + 0,01
ANALISE 2

Grupo A Grupo B Grupo C
0,430 MORTE MORTE
0,440 0,370 0,500
0,300 0,340 0,620
0,380 0,300 MORTE
0,290 MORTE MORTE
0,200 MORTE MORTE
0,300 MORTE MORTE
0,310 0,340 MORTE

0,33 + 0,02 0,33+0,01 0,56 + 0,06

Grupos: A - Controle Negativo, B - Controle Positivo (pré-condicionamento), C - Controle Positivo
(p6s-condicionamento). Resultados apresentam a média £+ E.P.M. (n = 8). Fonte: elaborada pela

autora (2019).
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