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RESUMO

O figado atua no controle e prevencdo dos efeitos tdxicos dos antibidticos
administrados para tratamento de infec¢des. A gentamicina (GM) pode promover o
aumento das concentracdes de espécies reativas de oxigénio, resultando em
estresse oxidativo. A curcuma apresenta atividade antioxidante e anti-inflamatéria. A
aplicacdo da EAc em determinados pontos do organismo pode reduzir 0 estresse
oxidativo e a inflamacédo do figado. Para avaliagdo da atividade antioxidante e
antinflamatoéria da curcuma (CCM) e da EAc 56 ratos machos, com peso médio
inicial de 126,8 g foram aleatoriamente distribuidos em sete grupos de oito animais:
G1-Controle Salino, G2- Controle diluente, G3-CCM 100mg, G4-CCM 200mg, G5-
EAc100 (Eletroacupuntura 100 Hz), G6 — CCM 100mg+EAc 100Hz e G7-CCM
200mg+EAC.Para a inducdo da hepatotoxidade todos os animais receberam GM
(100mg/Kg ip.) durante 5 dias consecutivos. A partir do 7° dia os ratos foram tratados
com CCM e EAc. A CCM foi administrada por gavagem, em dias alternados durante
12 dias. A EAc foi administrada em dias alternados, durante 12 dias. As sessoes
duraram 20 minutos. Os ratos dos G1 e G2 receberam salina (1,0ml) ou diluente.
Amostras de sangue arterial e o figado foram coletados 48 horas apds o término do
experimento, sob anestesia com ketaminatxilazina via i.p. Pardmetros analisados
incluiram a) Indicadores de lesdo hepética: aspartato amino transferase (AST)
alanina amino transferase (ALT), gamaglutamil transferase (GGT), glicemia; b)
indicadores de estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica: substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS), glutationa reduzida (GSH) e nitritos (NO2); c) indicador
de inflamacéo: mieloperoxidase (MPO). A lesdo hepética oxidativa foi confirmada
pelo aumento da razdo AST:ALT e do nitrito. Houve aumento significante dos niveis
de GSH, reducgéo dos niveis de TBARS e da atividade da MPO. Conclui-se que a
GM administrada em altas doses (100mg/Kg) promove alteracGes oxidativas e
inflamatorias no figado de ratos sadios e que a curcuma e a EAc exercem um efeito
protetor sobre o estresse oxidativo e a inflamacgédo no figado e no plasma de ratos

tratados com altas doses de GM.

Descritores: Gentamicinas; Estresse Oxidativo; Lesdo Hepdtica Induzida por Droga,;

Curcuma; Electroacupuntura.



SUMMARY

The liver acts to control and prevent the toxic effects of antibiotics administered to
treat infections. Gentamicin (GM) can promote increased concentrations of reactive
oxygen species, resulting in oxidative stress. Turmeric has antioxidant and anti-
inflammatory activity. The application of EAc to certain points in the body can reduce
oxidative stress and inflammation in the liver. To evaluate the antioxidant and anti-
inflammatory activity of turmeric (CCM) and EAc, 56 male rats, with a mean initial
weight of 126.8 g, were randomly assigned to seven groups of eight animals. G1-
Saline Control, G2- Diluent Control, G3-CCM 100mg, G4-CCM 200mg, G5-EAc100
(Electroacupuncture 100 Hz), G6 — CCM 100mg+EAc 100Hz and G7-CCM
200mg+EAC. For the induction of hepatotoxicity, all animals received GM (100mg/Kg
ip.) for 5 consecutive days. From the 7th day, the rats were treated with CCM and
EAc. CCM was administered by gavage, every other day for 12 days. EAc was
administered every other day for 12 days. The sessions lasted 20 minutes. Rats from
G1 and G2 received saline (1.0ml) or diluent. Arterial blood and liver samples were
collected 48 hours after the end of the experiment, under anesthesia with
ketamine+xylazine via i,p. Parameters analyzed included a) Indicators of liver
damage: aspartate amino transferase (AST), alanine amino transferase (ALT),
gammaglutamyl transferase (GGT), blood glucose; b) indicators of oxidative stress
and lipid peroxidation: substances reactive to thiobarbituric acid (TBARS), reduced
glutathione (GSH) and nitrites (NO2); c) indicator of inflammation: myeloperoxidase
(MPO). Oxidative liver injury was confirmed by increased AST:ALT ratio and nitrite
concentrations. There was a significant increase in GSH levels, reduction in TBARS
levels and MPO activity. It is concluded that GM administered at high doses
(100mg/Kg) promotes oxidative and inflammatory changes in the liver of healthy rats
and that turmeric and EAc exert a protective effect on oxidative stress and

inflammation in the liver and plasma of rats treated with high doses of GM.

Descritors: Gentamicins; Oxidative Stress; Chemical and Drug Induce Liver Injury;

Curcuma; Electroacupuncture.
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1. INTRODUCAO

O papel do figado no controle e prevencéo dos efeitos toxicos dos antibidticos
é fundamental e decorre de sua posi¢ao privilegiada entre o local de absorcédo e a
eliminacao de toxinas (RUSSMAN; KULLAK-UBLICK; GRATTAGLIANO, 2009)

A toxicidade mitocondrial € desencadeada por farmacos que podem atuar em
diferentes fases do metabolismo, inibindo a cadeia respiratoria mitocondrial,
reduzindo a fosforilagdo oxidativa, causando a deplecdo de ATP intracelular e
aumento das concentracdes de espécies reativas de oxigénio que, posteriormente,
podem causar a morte celular (SHANNAN; FONTANA; 2011; LOZANO-LANAGRAM
et al., 2011).

A hepatotoxicidade produzida por farmacos pode ser classificada em
intrinseca (alérgica ou nao alérgica) ou idiopatica. A primeira é dose-dependente e a
idiopéatica ocorre de modo imprevisivel, sem dependéncia de dose. Ha uma segunda
classificacdo baseada na relacdo entre as enzimas alanina-transferase (ALT) e a
fosfatase alcalina (FA), que classifica a lesdo hepatica em citolitica ou hepatocelular
(ALT:FA >5), colestatica (ALT:FA <2) e mista (ALT:FA 2-5) (RUSSMAN; KULLAK-
UBLICK; GRATTAGLIANO, 2009; LOZANO-LANAGRAM et al., 2011).

A oxidacao é parte fundamental da vida aerdbica e do metabolismo celular,
resultando na formacgdo de radicais livres, no decorrer dos processos fisiolégicos ou
por disfuncdo biologica. A caracteristica basica dos radicais livres € a presenca de
um elétron desemparelhado nos a&tomos de oxigénio e de nitrogénio, constituindo as
espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), respectivamente.
Fundamentais para a vida, os radicais livres estdo envolvidos na producdo de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagdo intercelular,
imunidade e defesa celular e sintese de substancias bioldgicas (BARREIROS;
DAVID; DAVID; 2006; OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010).

1.10 estresse oxidativo

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem pelo menos um
elétron desemparelhado em seus orbitais externos. Os radicais livres podem agir
como aceptores ou doadores de elétrons, criando alteracbes no ambiente molecular

ao seu redor. Os compostos ndo radicalares ndo possuem elétrons livres, sendo
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conseguentemente menos instaveis que os radicais livres, embora também possam
reagir com moléculas proximas (MAGDER, 2006; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

As espécies reativas sdo atomos, moléculas, ou ions derivados do oxigénio,
gue em sua grande maioria possuem alta reatividade e constituem trés classes de
compostos: espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas de enxofre
(ERES) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs). Didaticamente pode-se agrupar as
espécies reativas em dois grupos: os radicais livres e os compostos nao radicalares
(MAGDER, 2006; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Espécies reativas de oxigénio sdo encontradas em todos os sistemas
biolégicos. Em condicfes fisiolégicas do metabolismo celular aerdébio, o O2 sofre
reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacéo de
H20. Intermediarios reativos radicais superéxido (Oz), hidroperoxila (HO2'), hidroxila
(OH), e peroxido de hidrogénio (H202) s&o formados durante esse processo
(COHEN, 1989).

As ERO séo classificadas em radicalares: hidroxila (HO-), superoxido (02-),
peroxila (ROO-) e alcoxila (RO-) e ndo-radicalares: oxigénio (O2), peroxido de
hidrogénio (H202) e &acido hipocloroso (HCIO). Embora todos os componentes
celulares sejam susceptiveis a acdo dos ERO, é a membrana celular a estrutura
mais vulneravel, em decorréncia de um processo denominado de peroxidacao
lipidica, que acarreta alteracdes na estrutura e na permeabilidade das membranas.
Com a peroxidacgéo lipidica h& perda da seletividade na troca ibnica e liberagdo do
conteudo de organelas e a formacédo de produtos citotoxicos, culminando em morte
celular (OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010).

O hidroxil (OH") é o radical mais reativo conhecido in vivo e é formado quando
o perodxido de hidrogénio reage com um metal de transicdo (Fe2* ou Cu*) formando
dois hidréxidos (reacéo de Fenton), sendo um deles um radical e o0 outro apenas um
ion. O radical superoxido (O2") € ao mesmo tempo um radical e um anion e se forma
quando um elétron é adicionado a molécula de O2, podendo ser encontrado,
principalmente na mitocondria. O 6xido nitrico (NO) é produzido em mamiferos pela
oxidacdo da L-arginina catalisada pela éxido nitrico sintase e tem uma meia-vida de
apenas alguns segundos (GUTTERIDGE; HALIWELL, 2018).

O peroxido de hidrogénio (H202) € uma ER nédo radicalar, formada
principalmente na dismutacdo do superéxido. Ao reagir com metais de transicao,
forma o radical hidroxil através da reacdo de Fenton. (GUTTERIDGE; HALIWELL,
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2018).

As principais ERN sdo o 6xido nitrico (NO-), o oxido nitroso (N20s), o acido
nitroso (HNO:2), os nitritos (NO2), nitratos (NO3z) e peroxinitritos (ONOO-). O radical
oxido nitrico (NO-) pode ser produzido no organismo pela agdo da enzima Oxido
nitrico sintetase a partir de arginina, oxigénio e NADPH, gerando também NADP+ e
citrulina. O nitrato (NOs) pode transformar-se em nitrito (NO2-), que reage com 0s
acidos gastricos gerando o acido nitroso (HNO2). O 6xido nitroso (N203) também é
percursor do HNO: através de sua reacdo com a agua. O acido nitroso promove a
desaminacéo das bases do DNA que contém o grupo —NH: livre, que sédo citosina,
adenina e guanina, formando-se uracila, hipoxantina e xantina (BARREIROS;
DAVID; DAVID; 2006).

Em condi¢Bes celulares normais, ha um equilibrio entre a producdo de
radicais livres e sua neutralizacdo pelos sistemas antioxidantes.  Antioxidantes
podem ser definidos como qualquer substancia que, quando presente em baixa
concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a sua oxidagdo (HALLIWELL; CLEMENT; LONG, 2000).

Estresse oxidativo € um disturbio no equilibrio entre a producéo de espécies
reativas de oxigénio (radicais livres) e as defesas antioxidantes do organismo
(HALLIWELL, 1994). O estresse oxidativo induz alteragbes dos componentes
celulares, tais como a peroxidacdo dos lipideos de membrana, a oxidacdo de
receptores hormonais e enzimas (MAGDER, 2006; LEONARDUZZI; SOTTERO;
POLI, 2010) e lesGes no material genético, como oxidacdes de bases do DNA que
podem culminar em processos mutagénicos e tumorais (SVILAR et al., 2011).

Segundo Gutteridge e Halliwell (2018), as espécies reativas podem agir como
mensageiros celulares, mas podem também ser extremamente lesivas aos
componentes celulares podendo alterar a permeabilidade da membrana, promover
alteracdes do DNA levando a erros de transcricdo ou de traducédo. Para combater
esses disturbios os organismos desenvolveram defesas, denominadas antioxidantes

Os sistemas antioxidantes atuam em duas linhas. A primeira é detoxificadora,
bloqueando o agente téxico antes que ele ocasione lesdo. Seus constituintes sdo a
glutationa reduzida (GSH), a superéxido-desmutase (SOD), a catalase, a glutationa-
peroxidase (GSH-Px) e a vitamina E. A segunda linha tem a funcdo de reparar a
lesdo ocorrida e é constituida basicamente pela glutationa-redutase (GSH-Rd),

glutationa-peroxidase (GSH-Px) e pelo acido ascoérbico. Excluindo a vitamina E, um



19

antioxidante estrutural da membrana, a maioria dos oxidantes sdo encontrados no
meio intracelular (HEBBEL, 1985; ROSS; MOLDEUS, 1991),

A glutationa reduzida (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) est4 presente na
maioria das células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular (MEISTER,;
ANDERSON,1983). A GSH é considerada extremamente importante no sistema de
defesa antioxidante, sendo capaz de proteger a célula contra a lesdo resultante da
exposicdo ao oxigénio hiperbéarico, ozbnio, radiacdo luz violeta (DENEKE;
FANBURG, 1989) e ions ferro (GALLEANO; PUNTARULO, 1995)

1.2 O aminoglicosideo gentamicina

O oficial médico inglés Alexander Fleming voltou da Primeira Guerra Mundial
com um sonho: descobrir uma forma de reduzir o sofrimento dos soldados que
tinham suas feridas infectadas, levando-os a morte em muitas ocasifes. Um
descuido do pesquisador, ao deixar destampado um frasco de cultura de
Staphylococcus aureus permitiu o desenvolvimento de mofo da propria atmosfera. O
curioso era que onde crescia 0 mofo ndo havia proliferagéo bacteriana. Ao examinar
0 material, o pesquisador concluiu que o mofo, oriundo do fungo Penicillium, agia
secretando uma substancia que destruia a bactéria. Estava descoberto, ha quase
100 anos (1928) o primeiro antibidtico com aplicacéo clinica, a penicilina. (NOSSA
CAPA, 2009). Muitos anos depois, por volta de 1944, pesquisadores descobriram
um aminoglicosideo (AG) extremamente potente contra bactérias Gram-negativas, a
estreptomicina. Desde entdo varios outros aminoglicosideos foram descobertos,
onde os principais AG aprovados para uso clinico no Brasil sdo: estreptomicina,
gentamicina, tobramicina, amicacina, netilmicina, paramomicina e espectinomicina.

A busca pela compreensdo do mecanismo de acdo dos AG tem motivado
inUmeras pesquisas. Os resultados revelaram um conjunto notavel de efeitos
pleiotrépicos sendo quatro especialmente importantes: bloqueio ribossémico, leitura
incorreta na traducdo, dano a membrana e absorcdo irreversivel do antibiotico
(DAVIS, 1987).

Os AG sao formados por dois ou mais aminoagucares unidos por ligacao
glicosidica do nucleo de hexose que normalmente se encontra numa posSiGao
central. Esta hexose ou aminociclitol é a estreptidina ou a 2-desaxiestreptamina
(BUSSE; WOSTMANN; BAKKER, 1992). Os AG inibem a sintese proteica através
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de sua ligacdo na subunidade ribossémica 30s induzindo a leituras incorretas e
interrupcdo prematura da traducdo do RNA mensageiro (RNAm) (CHAMBERS,
2006). Apresentam também alta solubilidade em &gua, séo estidveis em pH 6 a 8 e
possuem estrutura polar catidnica, o que impede a sua absor¢ao oral e dificulta sua
penetracdo no espaco intracelular ou através da barreira hematoencefalica
(OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN, 2006).

1.3 A clrcuma

Diversos sao os efeitos terapéuticos da curcumina, mas somente dois deles
sdo destacados neste estudo, as propriedades antioxidantes (SAHEBKAR et al.,
2015) e antiinflamatérias (AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009). Diferentes
mecanismos sdo ativados para que o efeito antioxidante ocorra. A carcuma (CCM)
pode eliminar diferentes formas de radicais livres (espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio) enquanto modula a atividade da glutationa reduzida (GSH), catalase
(CAT) e superoxido dismutase (SOD) na neutralizacdo de radicais livres (LIN et al.,
2007; MARCHIANI et al., 2014).

Enzimas geradoras de radicais livres, tais como a lipoxigenase/ciclooxigenase
e a xantina hidrogenase/oxidase s&o inibidas pela CCM (LIN et al.,, 2007).
Finalmente, por ser um composto lipofilico, a CCM é um eficiente limpador de
radicais peroxila (PRIYADARSINI et al., 2003). Hewlings e Kalman (2017) afirmam,
baseados no trabalho de Biswas (2016), que ha uma associacdo entre o estresse
oxidativo e o processo inflamatério, uma vez que as células inflamatérias liberam
uma série de espécies reativas no local da inflamacéo, desencadeando o estresse
oxidativo.

Os mecanismos de acdo da curcumina foram objeto de varios estudos. A
curcumina age inibindo a via do NF-kB, cuja ativacao esta relacionada a presenca
de ERO decorrentes das lesBes, processos inflamatdrios e estresse oxidativo
(KATSORI et al., 2015). A protecdo antioxidante da CCM se deve a sua capacidade
de capturar radicais livres, inibir a Oxido nitrico sintase e a ligacdo do fator de
transcricdo c-jun/AP-1 no DNA (TAKANASHI et al., 2013; GHORBANI; MIRMIRAN;
PARVIN, 2014; SUETH-SANTIAGO et al.,, 2015). Outra via sub-regulada pela
curcumina é a janus quinase/sinal transdutor e ativador da transcricdo proteica
(JAK/STAT), resultando na reducéo da producdo de IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e IL-12,
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TNF-a e da proteina quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-1). Atua ainda inibindo a
da fosforilacdo do transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STAT3) ao diminuir
a atividade das enzimas lipoxigenase, xantina oxidase, e Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) (GHORBANI; MIRMIRAN; PARVIN, 2014).

Pesquisas publicadas sobre os efeitos da curcumina mostram alivio do
estresse oxidativo e da inflamacdo, regulando as vias inflamatérias e pro-
inflamatorias relacionadas com a maioria das doengas crbénicas (HE et al., 2015).
Segundo He et al. (2015), nas ultimas duas décadas, mais de 7.000 artigos
discutram a base molecular das atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antibacterianas, antiapoptose, anticancerigenas e afins atribuidas a curcumina.

O uso intensivo da curcumina no tratamento e prevencao de varias doencas €
prejudicado por suas caracteristicas: pouca absorcdo, rapido metabolismo, baixa
meia-vida bioldgica e baixa disponibilidade oral. No rato a sua disponibilidade oral é
de apenas 1% (ANAND et al., 2007; YANG, et al., 2007; SHEHZAD; WAHID; LEE,
2010) sendo necessarias altas doses (>3,6 g/dia em humanos) para produzir efeitos
medicinais (SHARMA et al., 2004).

1.4 A eletroacupuntura (EAc)

A dor tem sido um desafio para a Medicina. Ndo ha davida que o homem
sempre percebeu, talvez por instinto, que é possivel aliviar uma dor pela aplicacdo
de um estimulo doloroso no corpo. Ao longo dos séculos surgiu a percepgao que a
dor moderada e breve tende a abolir a dor intensa e prolongada. Assim foram
utilizadas ventosas, a escarificacdo, a cauterizacdo, e a aplicacdo de substancias
irritantes, como o cantaride, usado por Hipécrates (BALDRY, 2007).

Acupuntura, termo cunhado no século XVII por jesuitas, deriva dos radicais
latinos acus e pungere, que significam agulha e puncionar (SCHOEN; 2006;
MACIOCIA, 2007). Eletroacupuntura €é uma modalidade terapéutica
neuromodulatéria, que utiliza pequenos estimulos elétricos aplicados a duas ou mais
agulhas inseridas em pontos de Acupuntura. O fluxo da corrente elétrica através de
um meio condutor biolégico desencadeia efeitos fisiolégicos, envolvendo fenbmenos
eletroquimicos, eletrofisicos e eletrotérmicos (CAMERON, 2003).

A aplicacdo de estimulos elétricos para aliviar a dor tem sua origem na
antiguidade. Esculturas de pedra que remontam a Quinta Dinastia Egipcia (cerca de

2500 anos a.C. mostram o emprego de um peixe elétrico (Malapterurus eletricus) no
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tratamento da dor. Dois mil anos depois, 0s gregos utilizaram outro peixe elétrico
(peixe-torpedo) para aliviar dores de cabeca e articulares (BALDRY, 2007).

Na metade do século XVIII o cientista Pieter van Musschenbroek demonstrou
ao mundo que era possivel armazenar a eletricidade para uso posterior em
estruturas conhecidas como frascos de Leyden, possibilitando o tratamento de
doencas pela eletricidade. Nessa mesma época, 0s missionarios jesuitas retornaram
do extremo oriente, trazendo informacgdes valiosas sobre o uso da acupuntura e a
aplicacdo de estimulos manuais cuja finalidade era aumentar os estimulos nocivos.
Na ocasido, o médico francés Salandiére, filho do compositor Berlioz decidiu aplicar
a estimulacao elétrica para o tratamento da gota, dos reumatismos e das afeccbes
nervosas (BALDRY, 2007). Por tratar-se de corrente galvanica ocorreram efeitos
eletroliticos indesejaveis, tais como necrose do tecido. Dezoito anos depois,
Duchenne (1849), utilizou correntes alternadas, descobertas por Faraday, para uso
terapéutico (BALDRY, 2007).

A analgesia por acupuntura foi usada inicialmente para suprimir a dor poés-
operatoria, pelos médicos do First Shanghai People Hospital, em um paciente que
acusava dor intensa apds uma amigdalectomia. O resultado foi surpreendente, o que
levou aqueles profissionais a usar novamente a acupuntura antes da realizacdo do
procedimento cirdrgico, surgindo assim a anestesia por acupuntura (BALDRY,
2007).

Havia um problema: para suprimir a dor evocada cirurgicamente era preciso
estimular vigorosamente as terminacdes nervosas periféricas. A estimulagcdo manual
era muito cansativa, o que levou os chineses a usarem a eletroestimulacdo para
promoveram a analgesia (BALDRY, 2007).

A comprovacao cientifica, por meio de evidencias médicas, surgiu em 1973,
com o trabalho publicado por Chiang et al. Um ano depois, o Peking Medical College
Research Group of Acupuncture Anaesthesia demonstrou que a analgesia por
acupuntura estaria relacionada a liberacdo de substancias quimicas no sistema
nervoso central (BALDRY, 2007).

O trabalho de Han et al. (1984) demostrou que o tipo de peptideo liberado no
sistema nervoso depende da frequéncia da estimulacdo aplicada. Assim, baixas
frequéncias (2 Hz) liberam metaencefalina, 100 Hz liberam dinorfina e 15 Hz liberam
uma mistura encefalinas e dinorfinas (HAN et al., 1989).

Para Baldry (2007) o efeito antinflamatorio da EAc estaria relacionado a
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liberacdo de ACTH pela pituitaria, promovendo a liberagcdo do cortisol do cortex
adrenal.

Hu et al. (2013) estudaram os efeitos da EAc, usando duas diferentes
frequéncias alternadamente (2 e 100Hz) durante 30 minutos, aplicadas no acupunto
Zusanli (E-36) em ratos submetidos a isquemia-reperfuséo intestinal. No estudo a
EAc demonstrou um efeito protetor, reduzindo significativamente a inflamacéo
intestinal e a quebra da barreira intestinal ao ativar um mecanismo colinérgico e
antiinflamatério, com reducdo dos niveis do TNF-a no plasma e tecidos organicos.
Houve ainda reducéo dos niveis de citocinas no intestino e dos niveis hepaticos de
TNF-alfa e IL-8 (HU et al., 2013).

1.5 Justificativa e relevancia

O figado desempenha um papel fundamental no controle e prevencao dos
efeitos toxicos de substancias administradas com finalidade terapéutica (RUSSMAN;
KULLAK-UBLICK; GRATTAGLIANO, 2009)

O sucesso do profissional de sadde no tratamento de processos infecciosos
depende da acdo de substancias que podem exercer efeitos tdéxicos ao serem
administrados com a finalidade de controlar os agentes bacterianos invasores. A
descoberta do antibiético penicilina por Alexandre Fleming em 1928 foi fundamental
no tratamento de soldados feridos na guerra, preservando vidas humanas. A
descoberta de novos antibiéticos, entre os quais os aminoglicosideos, trouxe novas
esperancas para os profissionais de saude. Entretanto, seus efeitos toxicos
limitaram o0 seu uso. Restou aos pesquisadores a necessidade da busca de
substancias ou métodos terapéuticos capazes de eliminar ou atenuar essas lesdes.
Esta pesquisa torna-se relevante por buscar alternativas para a prevencao dos
efeitos lesivos do aminoglicosideo gentamicina. Estudos demonstraram que a
aplicacdo da EAc em determinados pontos do organismo pode reduzir 0 estresse
oxidativo e a inflamacao do figado. Por outro lado, fitoterapicos também tém sido
utilizados com esse proposito, com destaque para a curcuma. O emprego da
combinacdo EAc + curcuma, utilizada na presente pesquisa mostrou eficacia na
atenuacdo do processo inflamatorio e do estresse oxidativo, o que justifica sua
relevancia, permitindo a utilizacdo do antibiético nas situacées onde o uso de um

potente antibiotico se faz necesséario. Nao foram encontrados na literatura médica



trabalhos semelhantes, o que confere ineditismo a presente pesquisa.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da curcuma e da eletroacupuntura em modelo de leséo

hepatica induzida por gentamicina.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a toxidade hepética por parametros bioquimicos em ratos Wistar
submetidos ao modelo de lesdo por gentamicina;

2. Avaliar o estresse oxidativo e a inflamacao no tecido hepatico e no plasma em
ratos Wistar submetidos ao modelo de lesdo por gentamicina;

3. Avaliar o efeito antioxidante e anti-inflamatério da cdrcuma em ratos Wistar
submetidos ao modelo de lesdo por gentamicina;

4. Avaliar o efeito antioxidante e antiinflamatorio da EAc 100 Hz em ratos Wistar
submetidos ao modelo de lesdo por gentamicina;

5. Avaliar o efeito antioxidante e antinflamatorio da associacdo curcuma — EAC
100 Hz em ratos Wistar submetidos ao modelo de lesdo por gentamicina.



26

3 METODO

3.1 Aspectos éticos

A utilizacdo de animais neste experimento esta de acordo com 0s preceitos
da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009,
bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA) visando proporcionar maior bem-estar aos
animais em uso. O projeto foi protocolado sob o n°® CEUA 5060011220 (ID 001850) e
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Ceara (CEUA-UFC) na reunido de 30/03/2021 (ANEXO 1).

3.2 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, controlado e comparativo entre sete
grupos de ratos Wistar pré-tratados com doses tdéxicas do aminoglicosideo
gentamicina durante cinco dias consecutivos para desenvolvimento de um quadro de
lesdo hepatica inflamatéria e de estresse oxidativo, seguido do tratamento com
curcuma e eletroacupuntura para avaliacdo dos seus possiveis efeitos antioxidantes

e antiinflamatoérios.

3.3 A Amostra

O rato foi o animal selecionado para a realizacéo do experimento. Algumas de
suas caracteristicas motivaram esta escolha: tamanho reduzido, ciclo reprodutivo
curto, prole numerosa, nutricdo variada, facil domesticacdo, adaptacdo a ambientes
variados e sociabilidade (ANDRADE, PINTO, OLIVEIRA, 2002).

Foram utilizados 56 ratos, com idade de 8-10 semanas, machos (Rattus
norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia) com massa corporal variando de 160
a 280g da linhagem Wistar, saudaveis e eutréficos, provenientes do Biotério Central
da UFC. Os animais foram mantidos no Biotério Prof. Eduardo Torres (setorial
FAMED) em gaiolas de polipropileno, medindo 50x 60x 22 cm, providas de tampa
com grade metalica de aco inoxidavel em namero de dois por caixa. As caixas

foram acondicionadas em estantes ventiladas com exaustéo de gases e reducéo de



27

ruidos. Durante toda execucédo do protocolo, os animais tiveram livre acesso a agua
filtrada e racdo irradiada (Nuvilab, Quimtia, Parand) (ANEXO 2).

Segundo a legislacdo brasileira em vigor, a RDC n° 21 de 26 de janeiro de
2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) — a irradiacdo de
alimentos refere-se ao: “processo fisico de tratamento que consiste em submeter o
alimento, jA embalado ou a granel, a doses controladas de radiacao ionizante, com a
finalidade sanitaria, fitossanitaria e/ou tecnologica”.

A cama dos animais era constituida de maravalhas de pinus, irradiadas
(Granja RG, Sao Paulo). Em relacdo as condicdes do macro ambiente, os animais
foram mantidos em um ciclo de claro/escuro de 12 horas, a temperatura média de 22
+ 2°C e umidade relativa de 55 a 60%. O sistema de exaustao promovia renovacao
total do ar cerca de 10 vezes a cada hora.

3.4 Tratamentos

3.4.1 Curcuma

A curcuma, conhecida no Brasil como acafrdo, é o rizoma de uma planta
herbacea perene da familia do gengibre. Quando cozido o rizoma, apds secagem,
da origem a um p6 amarelo-laranja, muito utilizado como tempero na Asia. O maior
produtor mundial é India, que responde por 90% da producao mundial.

A curcumina, cuja féormula molecular é C21H2006 (Figura 1) e peso
molecular 368,38 g.mol-1(Figura 2) é um p6é de cor amarelada a vermelho
alaranjada e praticamente insolivel em &gua (LI et al.,, 2011). Os principais
fitoconstituintes da curcuma séo os diarilheptanoides, que ocorrem em uma mistura
denominada curcuminoides. S&o eles: a curcumina [1, (1E,6E) -1,7-bis(4-hidroxi-3-
metoxifenil) -1,6-heptadieno-3,5-diona, o mais abundante (60-70% de um extrato
bruto] (Figura XX), demetoxicurcumina (3, 20-27%) e bisdemetoxicurcumina (4, 10-
15%), juntamente com metabolitos secundarios numerosos € menos abundantes
(PRIYADARSINI, 2014)


http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2718376/RDC_21_2001_.pdf/10d406b6-09c0-4773-b458-b9b599ca7d5d
http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2718376/RDC_21_2001_.pdf/10d406b6-09c0-4773-b458-b9b599ca7d5d
http://portal.anvisa.gov.br/

28

Figura 1 — Formula molecular da curcumina (- [1, (1E,6E) -1,7-bis(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona)

H,CO

0 OH
DH“':”!
OH

Curcumin

Fonte: Priyadarsini, 2014

Figura 2 — Carcuma longa — folhas, rizomas e po extraido dos rizomas.

Imagem disponivel em: https://wormsargentina.com/wp-content/uploads/2018/02/C%C3%BArcuma-
planta-1024x576.jpg. Acesso em 07 nov 2021

Extrato seco de Curcuma longa, armazenado em capsulas contendo cada 250
mg de p6 avermelhado (equivalente a 50 mg de curcuminoides), comercializado por
Aché Laboratérios Farmacéuticos, Guarulhos, Sdo Paulo, foi administrado por
gavagem em doses de 100 e 200mg/Kg, diluidas em 1,0 ml de carboximetilcelulose
de sédio (CMC_Na) a 0,5% (A Formula — Farmacias de Manipulacdo, Fortaleza-CE).
Como a substancia é insolavel em agua, as gavagens foram realizadas apos diluicéo
em CMC_Na a 0,5%. A utlizacdo da solucdo de CMC_Na teve como base o
trabalho de CAl et al., 2017. Outros pesquisadores utilizaram carboximetilcelulose a
1% para diluichio da CCM (ALHUSAINI; et al., 2019). Solucdes frescas foram
preparadas diariamente e estocadas em ambiente refrigerado a 3° C.


https://wormsargentina.com/wp-content/uploads/2018/02/C%C3%BArcuma-planta-1024x576.jpg
https://wormsargentina.com/wp-content/uploads/2018/02/C%C3%BArcuma-planta-1024x576.jpg
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3.4.2 A Eletroacupuntura

Para a utilizacdo da EAc, os animais foram previamente colocados em redes
de contencédo (Figura 2) durante 20 minutos, conforme utilizado em pesquisa
realizada na Universidade Federal do Ceara (GONDIM, 2012). Essa técnica de
imobilizacdo foi idealizada e desenvolvida pela Prof.2 Dr2, Mariana Lima Vale do
Laboratorio de Farmacologia da Inflamacéo e do Céancer (LAFICA — UFC).

Figura 3 — Aplicagéo da EAc com o animal posicionado no dispositivo de contencdo

Fonte: o autor (2021)

3.4.2.1 Equipamento usado para eletroestimulacdo (NKL EL 608)

O EL 608 é um equipamento eletrénico, fabricado por NKL Produtos
Eletronicos Ltda., Brusque, Santa Catarina, Brasil, para uso na técnica de Eletro-
Acupuntura, que gera estimulos elétricos pulsados de baixa intensidade. O estimulo
gerado pelo EL-608 é similar ao dos equipamentos convencionais do tipo “TENS”
(estimulagdo elétrica transcutanea), porém com intensidade menor de pulso,
estimulo controlado por fonte de corrente e controles diferenciados para a técnica.
Sua interface de comunicacdo com o usuario foi aprimorada em comparacao aos

equipamentos convencionais. Quatro tipos de estimulo estdo disponiveis: continuo,
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intermitente (BURST), misto (onda densa / dispersa) e avancado (permite um
controle maior dos parametros da forma de onda). O formato dos estimulos (pulsos)
pode ser polarizado, ndo polarizado, bifasico ou bifasico alternado. Estao disponiveis
para uso uma vasta gama de frequéncias, variando de 1 Hz a 2,5kHz (Figura 4).

Figura 4 — EI-608 Eletro-estimulador

Fonte: o autor (2021)

Outras caracteristicas do equipamento incluem largura de pulso ajustavel e
programacao do tempo total de aplicacdo do estimulo (duracdo da secdo de
estimulacdo). O EL 608 armazena todas as informacfes da programacdo utilizada,
em memoéria ndo volatil, permitindo um controle rigoroso do processo e uma
uniformidade do tratamento aplicado. Assim, ao ser ligado, informacdes tais como
corrente maxima de fundo de escala utilizada, aqui ajustada para 10 mA, quais as
saidas ativadas (o aparelho é dotado de oito saidas, em grupos de quatro,
comportando-se como dois aparelhos independentes. Por ser dotado de bateria
interna, o aparelho pode ser utilizado desconectado da fonte externa de energia
elétrica, o que |he confere maior seguranca contra possiveis choques elétricos. A
duracdo da bateria interna em condi¢des de uso normal pode chegar a 15 horas

continuas ou intermitentes.

M-

O tipo de pulso gerado no EL-608 é balanceado (ndo possui componente DC) e

([N

desacoplado por transformador de pulso. O formato do pulso em circuito aberto
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descrito basicamente por um estagio retangular associado a um estagio exponencial

invertido (Figura 5).

Figura 5 — Pulso nado polarizado

LP
4 —

Corrente
mA) o

/ Tempo

Legendas:
LP: largura do pulso, T: tempo de aplicagédo do estimulo elétrico
Fonte: NKL Produtos Eletrdnicos Ltda., Brusque, Santa Catarina, Brasil

O tempo indicado por T, na figura Figura 4, é o intervalo de aplicacdo do estimulo
unitario. Comumente, costuma-se representar este tipo de intervalo em uma unidade
chamada de frequéncia, que nada mais € do que a quantidade de repeticbes de
pulsos durante um segundo. Na mesma figura, o tempo indicado por LP (largura de
pulso) representa o intervalo dentro do ciclo de estimulacdo onde efetivamente
existe aplicacdo de corrente elétrica aos eletrodos.

O aparelho utilizado é novo, sem uso, e calibrado pela fabrica. Os parametros
utilizados no presente estudo foram os seguintes:

Duracao do tempo de estimulagéo: 15 minutos

Corrente de estimulagéo: 0,3 mA

Frequéncia de estimulagc&o: 100 Hz

Tipo de estimulo: Burst

Pulso: nao polarizado

Largura de pulso:

Tempo de aplicagao do estimulo elétrico:

3.4.2.2— Técnica de aplicacéo da eletroacupuntura

Para a aplicacdo das agulhas os animais foram imobilizados utilizando-se

uma rede de contencdo especialmente elaborada para essa finalidade, conforme ja
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mencionado. No dispositivo, o animal tém seus membros colocados através de
aberturas no tecido (rede), de modo que ficam suspensos do solo, quando a rede é
fixada no arco de sustentacdo (Figura 2). O membro pélvico foi exposto através de
uma das aberturas, permitindo a inser¢do de micro agulhas nos dois acupontos
previamente selecionados, correspondentes aos acupontos humanos vesicula biliar
34 (VB-34) e estomago 36 (E-36), O primeiro (VB34) esta localizado na depressao
anterior e inferior a cabeca da fibula (YIN et al., 2008) e o segundo (E-36) se localiza
em regido intensamente enervada, 5 mm abaixo da cabeca fibular e 2 mm lateral ao
tubérculo anterior da fibula (ramos laterais do nervo sural cutaneo, ramo cutaneo do
nervo safeno e o ramo profundo do nervo peroneal (Figura 5) (YIN et al., 2008).
Quando um ponto de acupuntura € puncionado, ocorre sensacdo de parestesia
elétrica ou calor. Essa sensacao é denominada De Qi. Os animais demonstram essa
sensacao com um leve repuxo de pele, uma discreta sonoléncia ou um breve tremor
de cauda (HWANG, EGERBACHER, 2006).

As agulhas foram inseridas unilateralmente, iniciando-se pelo membro pélvico
direito (Figura 6). Na sesséo seguinte as agulhas foram inseridas no membro pélvico
esquerdo, alternando-se a lateralidade a cada nova aplicacdo. Apds a insercao das
agulhas, foram conectados eletrodos dotados de micro-garras tipo jacaré. O tempo
de estimulacdo foi de 15 minutos, frequéncia de 100 Hz, intensidade de 0,3 mA,
pulsos quadrados tipo BURST, conforme estabelecido no protocolo de utilizagdo do
aparelho. A intensidade elétrica aplicada era forte o suficiente para induzir leves
contracdes musculares nos membros pélvicos dos animais.

Figura 6 — Localizacdo dos acupontos no rato

‘VB-34

Legendas: VB-34: ponto vesicula biliar 34; E-36: ponto Estbmago 36
(Adaptado de Tanahashi et al., 2011)



33

3.5 Desenho do experimento

Cinquenta e seis ratos foram distribuidos de forma aleatéria em sete grupos,
cada um contendo oito animais. Todos 0s grupos receberam injegdes intraperitoniais
de GM (100mg/Kg, diluida em salina, 1,0 ml) durante 5 dias consecutivos. Os
tratamentos foram iniciados no sétimo dia do estudo, 48 horas apos a ultima injecéo
de GM.

Figura 7 - Distribuicdo dos grupos

i |
| | | | | | | | |

Grupos:

G-1 — Salina G-2- CMC_Na G-3-CCM 100mg

G4- CCM 200mg G-5 — EAc 100 Hz G-6 CCM 100mg/Kg + EAc 100Hz
G-7 — CCM 20mg/Kg + EAc 100 Hz.

As gavagens e sessfes de EAc foram aplicadas em dias alternados, durante
12 dias. Dois grupos (16 animais), usados como controles (G1 e G2) foram tratados
com salina 1,0 ml ou carboximetilcelulose de sodio (CMC-Na) a 0,5% (1,0 ml),
respectivamente. Como a CCM ndo se dissolve em agua, utilizou-se o CMC_Na
como diluente. Os demais grupos foram tratados conforme descrito a seguir: ratos
do Grupo G3 receberam CCM 100 mg/Kg; animais do Grupo G4 receberam CCM
200 mg/Kg; ratos do Grupo G5 foram tratados com Eac 100 Hz, durante 15 minutos,
em dias alternados, durante 12 dias; os demais grupos foram tratados com CCM 100
mg/Kg (Grupo G6) ou CCM 200 mg/Kg (Grupo G7). Uma hora apo6s o término da
gavagem, animais dos grupos G6 e G7 foram submetidos a sessbes de
Eletroacupuntura (EAc), utilizando uma frequéncia de 100 Hz, durante 15 minutos
(dias alternados, durante 12 dias). Para padronizagdo dos procedimentos os ratos
que ndo foram submetidos & estimulacdo elétrica foram imobilizados durante 15
minutos nas redes de contencdo, uma hora apos o término da gavagem. Ao término

das sessdes 0s animais foram reconduzidos as suas respectivas gaiolas, e levados
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de volta aos seus alojamentos. Para realizacdo dos procedimentos de EAc sem a
utilizacdo de anestésicos, os animais foram colocados em dispositivos de contencao
semelhantes as redes, com aberturas para a saida dos membros, suspensas em um
arco metdlico confeccionado para tal finalidade. Os animais passaram por periodos
de aclimatac&o durante sete dias consecutivos anteriores aos tratamentos. Quarenta
e oito horas apds o término dos experimentos os animais foram anestesiados com
Cetamina 80 mg/kg +Xilazina 8mg/kg via i.p. para coleta de sangue arterial por
puncdo da aorta abdominal e do figado. Terminada a coleta os animais foram

mortos utilizando uma dose triplicada de anestésicos.

3.6 Cronograma de execucao do experimento

Quadro 1 — Cronograma de execucdo do experimento

Dial |Inicio do processo de intoxicacdo dos animais com Gentamicina
100mg/Kg, via intraperitoneal, dissolvida em 1,0ml de soro fisiolégico,
diariamente, durante cinco dias (Todos os grupos: G1- G7)

Dia7 |ApOs 48 horas, foi iniciado o tratamento com curcuma 100mg/Kg
dissolvida em CMC_Na a 0,5% (G3) ou 200mg/Kg dissolvida em
CMC_Na a 0,5% (G-4), durante 12 dias (dias alternados). Os volumes
administrados por gavagem foram ajustados em 1,0 ml com a adicao
de CMC_Na quando necessério. Os ratos do grupo G-5 foram tratados
com estimulacdo elétrica (Eletroacupuntura, 100Hz, durante 15
minutos, em dias alternados, durante 12 dias (seis aplicacdes).

ApOs 48 horas os animais do grupo G-6 e G7 foram tratados com
curcuma 100mg/Kg (G6) ou 200mg/Kg (G-7), durante 12 dias (dias
alternados), seguindo-se a aplicacdo da estimulacdo elétrica
(Eletroacupuntura, 100 Hz, durante 15 minutos, em dias alternados,
durante 12 dias (seis aplicacdes).

Dia 17 |Ultimo dia de aplicag&o dos tratamentos (gavagens e
Eletroacupuntura)

Dia 19 |Coleta das amostras (sangue arterial e figado) sob anestesia
intraperitorial com Cetamina 80mg /Kg+ Xilazina 8mg/Kg. Apos coleta,
0s animais foram mortos com a aplicacao de dose triplicada de
Cetamina + Xilazina.
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Figura 8 — Fluxograma de execucéo do experimento

Dias 7-17

Indugao da lesao hepatica:
GM 100 mg/Kg |.P. durante 5
dias consecutivos (Grupos
G1- G7)

Tratamentos: dias alternados
durante 12 dias

G3, G4: CCM 100-200mg/Kg
por gavagem

G5: Eac 100Hz, 13 minutos
G6, G7: CCM 100-200
mg/Kg + EAc 100 Hz durante
135 minutos

Coleta de amostras (sangue
e tecido (figado) sob
anestesia geral com
Cetamina 80mg/kg+ Xilazina
8mg/Kg, quarenta e oito
horas apds o término dos
tratamentos. Apés coleta os
animais foram mortos com a

aplicagao de dose friplicada
de CetaminatXilazina

Fonte: O autor (2022)

3.7 Inducédo da leséo hepatica

Para a inducdo da lesdo hepdatica, todos os animais (Grupos G1-G7)
receberam gentamicina injetavel, 80 mg/2ml, (Fresenius Kabi Brasil Ltda, Anapolis,
GO.) durante 5 dias consecutivos. O aminoglicosideo foi aplicado por via
intraperitonial (IP) na dose de 100mg/Kg de peso do animal, acrescentando-se soro
fisiologico (SF) até completar 1,0ml. A dose de GM foi selecionada tendo por base o
trabalho de Ademiluyi et al. (2013). A aplicacdo da GM por via i.p. teve como base
trabalhos cientificos publicados (NARAYANA, 2008, ALY, 2019).

3.8 Coleta de amostras para anélise

O sangue arterial coletado por pun¢édo da aorta abdominal foi centrifugado
(2500 rpm /15 min); o soro obtido e armazenado em temperatura de -70° para
posterior analise de parametros bioquimicos (TGO/ALT, TGP/AST, Gama-GT,
Glicose, TBARS (Malonaldeido - MDA), Glutationa reduzida (GSH).

O I6bulo esquerdo do figado foi dividido em duas partes. A primeira foi
fragmentada e posteriormente utilizada para a dosagem de mieloperoxidase (MPO).
A segunda parte foi homogeneizada em tampéao de fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,0).

O homogeneizado foi centrifugado a 700 rota¢des /min durante 10 minutos a4°C e
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0 sobrenadante foi utilizado para a dosagem de Nitritos (NO2), TBARS (MDA) e de
GSH.

3.9 Analises Bioquimicas

Os parametros bioquimicos foram determinados utilizando-se kits comerciais
e 0 Analisador Automatico Labmax Plenno (Figura 8) do laboratério do Nudcleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM/UFC).

Para a verificacdo dos efeitos hepatotéxicos da GM e do tratamento com
curcuma e eletroacupuntura foram realizadas as seguintes dosagens: Aspartato
aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT), Gama-GT e Glicose. Para
avaliacdo do estresse oxidativo e da inflamacao foram verificados as concentragces
de substancias reativasao acido tiobarbutirico (TBARS), nitritos (NOz), glutationa
reduzida (GSH) e a atividade da mieoloperoxidase (MPO).

Figura 9 - Analisador Automético Labmax Plenno

“ 3"l\ o .
Gly

SR ia

Fonte: o autor (2021)

3.9.1 Determinacao das concentracoes de Aspartato aminotransferase (AST) e

Alanina aminotransferase (ALT) no plasma

As enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) estdo presentes nas células do figado (hepatécitos) e sdo liberadas no sangue
em consequéncia de lesdes hepaticas de naturezas diversas. Assim, a elevacao dos
niveis plasmaticos dessas enzimas pode refletir graus variaveis de lesdo hepatica.
Para a determinacdo da atividade de AST e ALT foram utilizados os kits ALT/GPT
LIQUIFORM VET Ref.1008 e AST/GOT LIQUIFORM Ref. 105 (Labtest Diagnoéstica
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S.A. Lagoa Santa, M.G.).

A ALT catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina da alanina
para cetoglutarato com formacéo de glutamato e piruvato. O piruvato é reduzido a
lactato por acdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é
oxidada a NAD.

A reducédo da absorbancia em 340 nm, consequente a oxidacdo da coenzima
NADH, é monitorada fotometricamente, sendo diretamente proporcional a atividade
da ALT na amostra.

A AST catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina do acido
aspartico para o cetoglutarato com formacdo de glutamato e oxaloacetato. O
oxaloacetato é reduzido a malato por acdo da malato desidrogenase (MDH),
enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A reducdo da absorbancia em
340 nm, consequente a oxidacdo da coenzima NADH, €é monitorada

fotometricamente, sendo diretamente proporcional a atividade da AST na amostra.

3.9.2 Determinacao da atividade da y-glutamil transferase (Gama GT) no plasma

A determinacdo da atividade de Gama GT no plasma foi efetuada por
fotometria em modo cinético, utilizando-se o kit Gama GT LIQUIFORM, Ref. 105
(Labtest Diagnostica S.A. Lagoa Santa, M.G.). O principio do exame € o seguinte: a
Gama GT catalisa a transferéncia do grupamento glutamil da L-y-glutamil-3-carboxi-
4-nitroanilida para glicilglicina, formando L-y-glutamilglicilglicina e p-nitroanilina.

A quantidade formada de p-nitroanilina, que apresenta elevada absorbancia
em 405 nm, é diretamente proporcional a atividade da Gama GT na amostra. Os
resultados séo expressos em UI/L.

3.9.3 Determinacao da concentragao de glicose no plasma

A determinacdo da concentracdo de glicose plasmatica foi realizada por
sistema enzimatico, utilizando-se o Kit GLICOSE LIQUIFORM, Ref. 133 (Labtest
Diagnéstica S.A. Lagoa Santa, M.G.). A glicose oxidase catalisa a oxidacdo da
glicose.

O peroxido de hidrogénio reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob a acdo

catalisadora da peroxidase, através de uma reacdo oxidativa de acoplamento
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formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor € proporcional a
concentracdo de glicose na amostra.

O método pode ser utilizado em técnica manual e é facilmente aplicavel em
analisadores semiautomaticos e automaticos capazes de medir com exatiddo a

absorbancia entre 490 e 520 nm.

3.9.4 Determinacgdo da concentragdo de nitritos no figado

Amostras de figado foram analisadas para determinacdo das concentracdes
de nitrito no tecido hepatico pelo método de Griess (GREEN et al.,, 2982). Em
condi¢cdes acidas o nitrito reage com a sulfonilamida formando um composto
intermediario, o sal diazbnico. Em seguida este sal reage com o N-naftil-
etilenodiamina (NEED) formando um azo estavel de coloracéo purpura, com 0 pico

de absorbancia em 540nm.

Preparo das solugdes reagentes:
Colocar lentamente 5mL de ac. Fosférico 5% no baldo volumétrico de 100mL e
completar com H20 destilada;
Pesar 0,1g da sulfonilamida (p-Aminobenzenesulfonamide - Sigma S 9251) e
completar volume até 10mL com &cido fosférico 5%;
Pesar 10mg do NEED - Dicloridrato de N- (1-naftil) -etilenodiamina) 2% e
completar volume até 10mL com agua destilada, preparado no dia da utilizacao.
REAGENTE DE GRIESS:
1 volume de &cido fosférico 5%
1 volume de sulfonilamida 1% em ac. fosférico 5%
1 volume de NEED 0,1% (C1o0H14N2-2HCL)

1 volume de agua destilada.

Preparacao da Curva-Padrao

Foi pesado 6,9 mg de NaNO:2 e dissolvido em 10 mL de agua bidestilada
(estoque-10mM). Em seguida foram feitas as diluicbes em série (10 e 20x). Para o
calculo das concentracdes do teste utilizou-se uma equacédo da reta (GREEN et al.,
1981). De modo resumido, para a confeccdo da curva padrdo utilizou-se uma

solucéo de nitrito de sddio em crescentes diluicdes, conforme descrito abaixo:
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DILUICOES PARA A CURVA PADRAO:

- Ponto 1 (ImM): Retirar 100uL da solugcdo méae (10mM) + 900 pL do tampéo
utilizado para fazer o homogenato;

- Ponto 2 (100mM): Retirar 100 pL da solucéo anterior (ImM) +900 pL do tampéao
utilizado para fazer o homogenato;

- Ponto 3 (50 mM): Retirar 500 pL da solucdo anterior (100mM) +500 pL do tampéo
utilizado para fazer o homogenato;

- Ponto 4 (25mM): Retirar 500 pL da solucdo anterior (50mM) +500 pL do tampéo
utilizado para fazer o homogenato;

- Ponto 5 (12,5mM): Retirar 500 pL da solucdo anterior (25mM) +500 pL do tampéo
utilizado para fazer o homogenato;

- Ponto 6 (6,25mM): Retirar 500 pL da solucdo anterior (12,5mM) +500 pL do
tampdo utilizado para fazer o homogenato;

- Ponto 7 (3,12mM): Retirar 500 pL da solucdo anterior (6,25mM) +500 pL do

tampao utilizado para fazer o homogenato;

Amostras:
Para homogenato (amostras turvas): descongelar e centrifugar (15 min,
11000g, 4°C). O sobrenadante é utilizado para dosagem de nitrito.

Procedimento Experimental

Adicionou-se 100uL do reagente de Griess a amostra ou tampéo (branco) nos
pocos de uma placa de ELISA de 96 pocos (Beckman Coulter DTX Multimode
Detector, USA). Apés incubacdo de 10 minutos ao abrigo da luz foi realizada a
leitura a 540nm no espectrofotdmetro. Os valores obtidos foram expressos emyM/g

de tecido.

3.9.5 Determinacao da concentracdo de GSH no tecido hepatico e no plasma

A determinacédo da concentracdo da GSH baseia-se na reacédo do reagente
de Ellman (1959). Para realizagdo da analise foi preparado um homogenato com
tecido a 10% em EDTA 0,02M,; retirou-se 400 uL desse homogenato e adicionou-se
320 pL de agua destilada e 80 uL de acido tricloroacético a 50% (no eppendorff). A
seguir o material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 min. Finalmente, foi
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recolhido 400uL do sobrenadante e acrescido 800 pL de tampéo Tris-HCI 0,4 M, pH
8,9 e mais 20 pyL de 5,5°- ditiobis acido 2-nitrobenzoéico (DTNB) 0,01 M (ordem de
adicdo: tampdo — sobrenadante — DTNB). Ap6s um minuto € feita a leitura no
aparelho e os valores obtidos foram expressos em ng de GSH/g de tecido.

Para a determinacédo dos grupamentos sulfidrila (GSH) totais utilizou-se uma
aliquota de 50 pl do plasma misturada em 1 ml de tampéao Tris-EDTA (1 mM), sendo
feita uma primeira leitura a 412 (leitura Al). Apos essa leitura foi adicionado 20 pl de
5,5~ ditiobis acido 2-nitrobenzéico (DTNB) 10 mM, diluido em metanol. Esperou-se
15 minutos a temperatura ambiente e fez-se nova leitura (leitura A2). O branco (B)
continha somente DTNB e tampéao Tris-EDTA. A diferenca entre os valores obtidos
nas duas leituras foi utilizada para calcular a concentracdo de GSH, usando a
regressao linear a partir de uma curva padrdo. Os valores obtidos foram expressos

em uM GSH/ml plasma.

3.9.6 Determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no
tecido hepéatico e no plasma

A determinacado de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) é um
ensaio amplamente utilizado para medir a oxidacdo lipidica e a atividade
antioxidante em alimentos e sistemas fisiolégicos. (GHANI et al., 2017).

O método, segundo Draper e Hadely (1990) é baseado na medida
espectrofotométrica da cor roxa gerada pela reacdo do malondialdeido (MDA) com o
acido tiobarbitarico (TBARS).

Procedimento (tecido hepatico):

A determinacéo dos niveis de MDA no tecido hepético foi realizada segundo o
método de Mihara e Uchiyama (1978). De modo resumido, o procedimento tem inicio
com a colocagao de 250uL do homogenato a 10% nos eppendorf, seguindo-se um
banho a 37° C durante uma hora. A seguir o material € precipitado com 400uL de
acido perclérico 35% e centrifugado (14.000 rpm) durante 15 minutos, na
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf; Adicionou-
se 200uL de &cido tiobarbiturico 1,2% e colocou-se o appendorf em banho de 95-
100° C durante 30 minutos. Deixou-se esfriar até o material ficar turvo e apos nova

centrifugacédo foi feita a leitura do sobrenadante a 535 nm. Os valores foram
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expressos em pmol MDA/g de tecido.

Procedimento (plasma):

Os niveis de TBARS foram estimados de acordo com o método
espectrofotométrico descrito por Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979). Em resumo, foram
acrescentados a cada tubo de ensaio 0,5 ml de plasma, 0,5 ml de solucdo salina
normal, 1,0 ml de &cido tricloroacético a 20% (TCA) e 0,25 ml de reagente TBA (200
mg de &acido tiobacbitarico em 30 ml de agua destilada e 30 ml de acido acético). Os
tubos foram mantidos em fervura de 95° durante uma hora. A seguir foi adicionado a
cada tubo de ensaio, 3,0ml de n-butanol, seguindo-se centrifugacdo (3000 rpm)
durante 10 minutos. A camada de butanol separada foi coletada e lida em um
espectrofotometro contra reagente em branco a 535 nm. A concentracdo de
substancias reagentes ao acido tiobarbitarico foi expressa em de nmol de

malondialdeido por mililitro de plasma (nmol MDA/mI de plasma)

3.9.7 Determinacédo da atividade da mieloperoxidase no tecido hepatico

Segundo Kettle e Winterbourn (1997) os neutréfilos constituem uma das
principais fontes de superédxido do corpo. Embora o superéxido seja absolutamente
necessario para o processo de eliminagdo de microorganismos , sua presenca pode
ocasionar dano tecidual, em decorréncia do estresse oxidativo.

A mieloperoxidase € a proteina mais abundante nos neutrofilos,
representando até 5% do seu peso seco, e € armazenada em seus granulos
azurofilicos (AGNER, 1941; SCHULTZ, KARNINKER, 1962). E um tetrdmero
formado por dois dimeros unidos por uma ponte dissulfeto (NAUSEEF; MALECH,
1966).

A atividade bactericida da MPO resulta da geracdo de HOCI (o principal
componente ativo do alvejante domeéstico bem como de outras espécies oxidantes
(KLEBANOFF et al., 2013) O HOCI é altamente toxico e pode induzir sinalizagéo
aberrante e dano e disfuncdo celular por inUmeras vias de relevancia para o
desenvolvimento de doencga inflamatoria (RAYNER, LOVE, HAWKINS, 2014).

A avaliacdo da atividade da MPO possibilita demonstrar de forma quantitativa
a intensidade do recrutamento de neutréfilos no processo inflamatério (CRUZ,;
CAMPA, 2009).
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Procedimento:

Amostras de tecido hepético foram mantidas no gelo durante todo o tempo do
ensaio. A amostra (50 mg) foi colocada em tampédo potéssio-fosfato pH = 6,0
contendo 0,5% do tampdo HTAB (1,0 ml de tampéo para cada 50 mg de tecido),
pulverizada em nitrogénio liquido e congelada trés vezes a -70° C. ApOs cada ciclo
de congelamento o material foi sonicado e a seguir centrifugado por 15 minutos a
3.000 rpm, 4° C. Adicionou-se 30uL do sobrenadante da amostra e 200uL de o-
dianisidina em cada cubeta de ensaio. A atividade da enzima por medida da
absorbancia nos tempos 0, 1 e 3 minutos, no comprimento de onda 460nm. O
branco das amostras € o tampado fosfato com o-dinisidina. Os resultados foram
expressos como puMol/g de tecido.

3. 10 Anéalise Estatistica

Os dados obtidos no estudo foram submetidos a analise estatistica,
avaliando-se a sua normalidade com o teste de Kolmorogov-Smirnov e
posteriormente calculando-se a média amostral e o desvio padrédo (DP). Para os
testes comparativos entre os grupos-controle (G1 e G2) e os grupos de intervencéo
aplicou-se o teste ANOVA/Dunnett. Os resultados foram expressos em forma de
tabelas e gréficos. A significancia estatistica foi fixada em 0,05% (p<0,05). Os dados
do estudo foram analisados utilizando-se o software Graphpad Prism versdo 5.0

para Windows, GraphPad Software, San Diego, Califérnia, U.S.A.
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4 RESULTADOS
4.1 Peso dos ratos

Os pesos médios dos ratos, aferidos no inicio e no fim do experimento, estao
discriminados na Tabela 1. Observou-se uma variacao de peso inicial dos animais
entre 110,9 e 179,7 (peso médio: 156,8) no dia 1 e 247,0 e 275,0 (peso médio:
253,3) no dia 19 do experimento.

Tabela 1 — Peso médio dos ratos utilizados no estudo

Peso Médio
Grupos n | Dia1l | Dia 19 | % aumento
G1 - Controle Salino 8 110,9 248.,0 447
G2 — Controle CMC_Na 8 134,0 264,0 50,7
G3 — Curcuma 100 8 168,5 247,0 68,2
G4 - Cuarcuma 200 7* 165,1 239,0 69,0
G5 - Eletroacupuntura 10 Hz 8 166,1 247,0 67,2
G6 - Carcuma 100+EAc 100 Hz 8 179,7 253,0 71,0
G7 — Curcuma200+EAc 100 Hz 8 173,8 275,0 63,2
(*) Ocorreu um 6bito no terceiro dia do experimento (G4, rato 8), causa indeterminada. n=

namero de ratos em cada grupo

Dia 1 — peso do animal no primeiro dia do experimento, antes do inicio da inducao da
hepatotoxicidade

Dia 19 — peso do animal quarenta e oito horas apés a concluséo dos tratamentos.
Fonte: Elaborada pelo autor

Gréfico 1 — Peso inicial (I) e final (F) dos ratos usados no estudo
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G1 - Controle Salina G2 Controle CMC_Na G3 - Carcuma 100 G4 -Carcuma 200
G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Curcuma 100+EAc G7 - Carcuma 200+EAc

P<0,001 comparado a G1 #p<0,05## p<001comparado a G2
Teste ANOVA / TUKEY Fonte: elaborado pelo autor (2022)
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4.2 Peso do lobo esquerdo do figado dos ratos utilizados no estudo ao término
do experimento (19° dia)

N&o foram observadas diferencgas significantes no peso do lobo esquerdo do
figado dos ratos utilizados no estudo, ao fim do experimento (19° dia)

Tabela 2 — Peso do lobo esquerdo do figado no 19° dia do experimento

| Grupo | Peso (lobo Esquerdo) |
G-1 - Salina 4,05 + 0,26
G-2 - Diluente (CMC_Na) 4,46 * 9,56
G-3-CCM 100 mg 3,85+ 9,37
G-4 - CCM 200 mg 4,00+0,12
G-5 - EAc 100 Hz 3,90+£0,48
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 4,15+ 0,75
G-7 -CCM 200mg+EACc 100 Hz 3,63+0,81

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Clrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Gréfico 2 - Variacao de peso do lobo esquerdo do figado no 19° dia do experimento
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G1 - Controle Salina G2 Controle CMC_Na G3 - Curcuma 100 G4 -Curcuma 200
G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Curcuma 100+EAc G7 - Curcuma 200+EAc
Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2022)
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4.3 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracdes
de ALT no plasma

Houve reducdo significante das concentracdes de ALT plasmatico nos
animais dos grupos G2 (p<0,01) e G3, G4, G5, G7 (p<0,001), comparados ao
controle G1. Houve reducao significante dos niveis de ALT plasmético nos animais
dos grupos G3 (p<0,01) e G4, G5 e G7 (p<0,001), comparados ao G2. Nao se
observaram diferencas significantes nas concentracdes de ALT plasmatico do grupo

G6, comparados aos controles G1/G2.

Tabela 3- Concentracfes de ALT no plasma (U/L)

| Grupo | ALT (U/L)
G-1 - Salina 90,50 £ 41,07
G-2 - Diluente (CMC_Na) 48,00 £ 20,17
G-3 - CCM 100 mg 18,00 + 14,50
G-4 — CCM 200 mg 7,00 + 2,89
G-5—-EAc 100 Hz 9,50 =+ 7,98
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 58,38 + 31,61
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 18,38 £ 6,97

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Cldrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Circuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Grafico 3 — Concentracdes de ALT (U/L) no plasma
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G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Curcuma 100+EAc G7 - Clrcuma 200+EAc

** p<0,01, ** p<0.001 comparado ao G1 =+ p<0,01, === p<0.001 comparado ao G2
Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2021)
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4.4 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracdes
de AST no plasma

Houve aumento significante das concentragdes de AST nos ratos do grupo G7

comparado ao controle G2 (p<0,01).

Tabela 4 - Concentracdes de AST no plasma (U/L)

| Grupo | AST (U/L)
G-1 - Salina 36,0+ 15,9
G-2 - Diluente (CMC_Na) 23,0+9,74
G-3-CCM 100 mg 30,3+ 14,2
G-4 — CCM 200 mg 25,7 £ 10,0
G-5—-EAc 100 Hz 26,4 + 25,2
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 248+ 12,7
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 53,4+19,4

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Circuma 100 G4 - Cldrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Curcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Gréfico 4 — Concentracdes de AST (U\L) no plasma
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G1 - Controle Salina G2 Controle CMC_Na G3 - Curcuma 100 G4 -Curcuma 200
G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Curcuma 100+EAc G7 - Curcuma 200+EAc
** p<0,01 comparado ao G2
Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2021)
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4.5 Efeitos do tratamento com curcuma e eletroacupuntura narazdo AST:ALT
A razdo AST:ALT foi > 1, nos grupos G3 (1,68), G4(3,67), G5 (2,78) e G7 (2,91).

Tabela 5 - Razdao AST:ALT

| Grupo | AST (U/L) | AST (UIL) | AST:ALT |
G-1 - Salina 36,0 90,0 0,40
G-2 - Diluente (CMC_Na) 23,0 48,0 0,48
G-3-CCM 100 mg 30,3 18,0 1,68
G-4 — CCM 200 mg 25,7 7,0 3,67
G-5—-EAc 100 Hz 26,4 8,50 2,78
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 24,6 69,63 0,36
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 53,4 18,38 2,91

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Carcuma 100 G4 - Curcuma 200 G5 —
Eletro-Acupuntura G6 — Curcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7 - Carcuma 200 +
Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

4.6 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracées
de GGT no plasma

Houve aumento significante das concentracdes de GGT nos animais do grupo
G4.

Tabela 6 - Concentracdes de GGT (U/L) no plasma

| Grupo | GGT (U/L)
G-1 - Salina 0,750 £ 0,707
G-2 - Diluente (CMC_Na) 0,500 £ 0,534
G-3-CCM 100 mg 1,250 + 0,707
G-4 — CCM 200 mg 2,143 + 1,464
G-5—-EAc 100 Hz 1,375 £ 0,517
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 0,375+ 0,517
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 0,875+ 0,834

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Circuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Cudrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Gréfico 5 — Concentracdes de GGT (U/L) no plasma
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G1 - Controle Salina G2 Controle CMC_Na G3 - Curcuma 100 G4 -Curcuma 200
G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Curcuma 100+EAc G7 - Curcuma 200+EAc
** p<0,01 comparado ao G1/G2
Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2021)

4.7 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracées
de glicose no plasma

A concentracdo de glicose aumentou significativamente nos ratos dos grupos G6

(p<0,05) e G7 (p<0,01), quando comparados ao grupo G2.

Tabela 7 - Concentracdes de Glicose no plasma (mg/dL)

| Grupo | Glicose (mg/dL) |
G-1 - Salina 253,5 + 102,90
G-2 - Diluente (CMC_Na) 178,0 + 45,00
G-3 - CCM 100 mg 208,5 + 96,79
G-4 — CCM 200 mg 145,0 + 57,03
G-5 — EAC 100 Hz 175,0 + 70,97
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 295,4 £ 92,36
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 307,7 + 82,82

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Circuma 100 G4 - Cldrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Curcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Gréfico 6— Concentracdes de Glicose no plasma (mg/dL)
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G1 - Controle Salina G2 Controle CMC_Na G3 - Curcuma 100 G4 -Clrcuma 200
G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Clrcuma 100+EAc G7 - Curcuma 200+EAc
* p<0,05, ** p<0,01 comparado ao G2
Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2021)

4.8 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracdes

de NO2zno figado
Houve aumento significativo das concentracbes de NO:2 no tecido hepatico

nos grupos G3 (p<0,05) e G4, G5, G6, G7 (p<0,001), comparados aos controles G1

e G2. Nao houve diferencas significativas entre os grupos controle G1 e G2.

Tabela 8 - Concentracbes de NO, no figado (UM)

| Grupo | NO; (figado) uM
G-1 - Salina 10,00 + 1,41
G-2 - Diluente (CMC_Na) 9,86 £+ 0,86
G-3 - CCM 100 mg 13,60 £ 2,24
G-4 — CCM 200 mg 18,20 + 0,96
G-5-EAc 100 Hz 15,40 £ 2,82
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 16,40 + 3,10
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 14,70 £ 3,04

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Circuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Cdrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Grafico 7 — Concentracdes de NO:2 no tecido hepatico (mg/dL)
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G1 - Controle Salina G2 Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 -Clrcuma 200
G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Curcuma 100+EAc G7 - Carcuma 200+EAc
* p<0,05 *** p<0,001 comparados aos contorles G1/ G2
Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2022)

4.9 Efeitos do tratamento com cdrcuma e eletroacupuntura nas concentracées
de GSH no figado

Houve aumento significativo das concentracdes de GSH no tecido hepéatico
dos grupos G4, G5, G6 e G7 comparados aos controles G1 e G2. . Nao houve

diferencas significativas entre os grupos controle G1 e G2.

Tabela 9 - Concentracdes de GSH no figado (uMol/g)

| Grupo | GSH (uMol GSH/g)
G-1 - Salina 96,70 + 18,50
G-2 - Diluente (CMC_Na) 94,70 £11,30
G-3 - CCM 100 mg 143,00 £ 29,50
G-4 — CCM 200 mg 204,00 £ 12,60
G-5-EAc 100 Hz 167,00 £ 37,10
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 184,00 £ 44,70
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 210,00 £100,00

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Clrcuma 100 G4 - Cldrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Cudrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Gréfico 8 — Concentracdes de GSH no tecido hepatico (uM/g)
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G1 - Controle Salina G2 Controle CMC_Na G3 - Cudrcuma 100 G4 -Clrcuma 200
G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Curcuma 100+EAc G7 - Curcuma 200+EAc
* p<0,05 ** p<0,01 ** p<0,001 comparados aos controles G1/ G2
Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2022)

4.10 Efeitos do tratamento com curcuma e eletroacupuntura nas

concentracdes plasméaticas de GSH

Houve aumento significante nas concentracdes plasmaticas de GSH nos
grupos G3 (p<0,05) e G6, G7 (p<0,001) comparados ao G1 e G2.

Tabela 10 - Concentracdes de GSH no plasma (uMol GSH/mL)

| Grupo | GSH (uMol GSH/mL)
G-1 - Salina 96,3+ 72,4
G-2 - Diluente (CMC_Na) 86,8 + 19,3
G-3 - CCM 100 mg 162,0 £ 44,4
G-4 — CCM 200 mg 125,0 £ 20,7
G-5—-EAc 100 Hz 125,0 £ 20,7
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 183,0 + 32,7
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 206,0 £ 55,5

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Circuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 - Eletro-Acupuntura G6 — Cdrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Gréfico 9 — Concentracdes de GSH no plasma (uM/ml)
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G1 - Controle Salina G2 Controle CMC_Na G3 - Curcuma 100 G4 -Carcuma 200
G5 - Eletroacupuntura (EAc) G6 - Curcuma 100+EAc G7 - Curcuma 200+EAc
* p<0,05 ** p<0,001 comparados aos controles G1/ G2
Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2022)

4.11 Efeitos do tratamento com cuUrcuma e eletroacupuntura nas

concentracdes plasmaticas de TBARS
Houve diminuicdo significante das concentracdes plasmaticas de TBARS nos grupos

G3 e G4 (p<0,04), G5 (p<0,01) e G6, G7 (p<0,001) comparados ao controle G1 e

nos grupos G6, G7 (p<0,01) comparados ao controle G2.

Tabela 11 - Concentracdes de TBARS no plasma (uMol MDA/mL)

| Grupo | TBARS (uMol MDA/mL) |
G-1 - Salina 0,31+£0,10
G-2 - Diluente (CMC_Na) 0,25+ 0,18
G-3-CCM 100 mg 0,16 £ 0,13
G-4 — CCM 200 mg 0,14+0,12
G-5-EAc 100 Hz 0,11 £0,95
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 0,051+ 0,06
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 0,039+ 0,02

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Circuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Cdrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Gréfico 10 - Concentracdes de TBARS no plasma
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* p<0,05 ** p<0,01** p<0,001 comparados ao controle G1 #= p<0,01 comparado ao controle G2
Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2022)

4.12 Efeitos do tratamento com cuUrcuma e eletroacupuntura nas
concentracdes hepaticas de TBARS

Houve diminuicdo significante das concentraces hepéticas de TBARS nos grupos
G5, G6 (p<0,01) e G7 (p<0,001) comparados aos controles G1 e G2.

Tabela 12 - Concentracfes de TBARS no figado (uMol MDA/g)

| Grupo | TBARS (uMol MDA/g)
G-1 - Salina 0,712+0,14
G-2 - Diluente (CMC_Na) 0,709 + 0,21
G-3-CCM 100 mg 0,581 +0,24
G-4 — CCM 200 mg 0,494 £ 0,17
G-5—-EAc 100 Hz 0,413+0,21
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 0,407 + 0,12
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 0,344 +0,13

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Circuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Cdrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Gréfico 11 - Concentracdes de TBARS no figado (uMol MDA/g tecido)
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** p<0,01** p<0,001 comparados aos controles G1 e G2
Teste ANOVA / DUNNETT Fonte: elaborado pelo autor (2022)

4.13 Efeitos do tratamento com clUrcuma e eletroacupuntura nos niveis de

atividade da MPO no figado
Houve reducao significante da atividade da MPO no figado dos ratos dos
grupos G3 (p<0,05), G4, G5, G6, G7(p<0,001) comparados ao controle G1 e nos

grupos G4, G5, G6 (p<0,05) e G7(p<0,001), comparados ao controle G2.

Tabela 13- Atividade de MPO no figado (uMol MPO/qg)

| Grupo | MPO (uMol MPO/g)
G-1 - Salina 29,1+12,7
G-2 - Diluente (CMC_Na) 23,3+8,28
G-3-CCM 100 mg 17,9+ 10,5
G-4 — CCM 200 mg 11,7 £ 5,28
G-5 - EAc 100 Hz 12,2 + 6,25
G-6 -CCM 100mg+EAc 100 Hz 10,3 £ 4,94
G-7 -CCM 200mg+EAc 100 Hz 494 + 214

G1 - Controle Salina G2 - Controle CMC_Na G3 - Circuma 100 G4 - Cdrcuma
200 G5 — Eletro-Acupuntura G6 — Cdrcuma 100 + Eletroacupuntura 100 Hz G7
- Clrcuma 200 + Eletroacupuntura 100 Hz.

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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5 DISCUSSAO

Este estudo avaliou os possiveis efeitos protetores da curcumina administrada
por via oral em doses crescentes (100 e 200 mg/Kg), isoladamente, ou combinada
com a aplicagdo da EAc de alta frequéncia (100 Hz) nos acupontos E-36 e VB-34,
usados na MTC para tratamento de disturbios hepaticos.

O rato foi o animal selecionado para a realizacdo do experimento. Animais
aparentemente sadios foram tratados com altas doses de GM, um aminoglicosideo
capaz de produzir efeitos tdéxicos em varios 6rgdos, notadamente, no figado, no rim,
no testiculo e no ouvido e ainda hoje usado no tratamento de infec¢des por bactérias
gram-negativas. Um dos animais (Grupo 3) teve morte subita ao ser selecionado
para receber a terceira dose de gentamicina. O antibiotico ndo foi aplicado. Acredita-
se que possa ter sido decorrente do nivel de estresse.

Durante o estudo os animais ndo exibiram sinais visiveis de intoxicacdo, mas
dois ratos apresentaram diarreia passageira apos a terceira dose de GM.

Ali, Abdel Gayoum e Bashir (1992) examinaram o efeito do tratamento de
ratos com doses graduadas de GM sobre o peso corporal de ratos tratados com
doses crescentes de GM (20, 40 e 80 mg/kg/dia por 6 dias) e constataram que
houve reducédo do peso de maneira dose-dependente. As reducdes de peso foram
mais acentuadas nos dias 4, 5 e 6 do tratamento. Os pesos corporais se
recuperaram gradualmente com a retirada da droga e, no dia 14, ndo eram
significativamente diferentes dos controles.

Neste estudo, o peso médio dos ratos aumentou ao longo do experimento
variando de 156,8 (dia 1) a 253,3 (dia 19). A anélise dos valores obtidos na pesagem
dos animais mostrou diferencas significantes (p<0,001) entre 0s grupos tratamento e
0 G1 e nos grupos G6 e G7 quando comparados ao grupo controle G2. Ao final do
experimento ndo foram verificadas diferencas significantes entre os pesos médios de
cada grupo, denotando uniformidade da amostra.

O figado, por ser o 6rgéo central de desintoxicagdo no processo de remocéo
de toxinas e residuos metabolicos, é extremante sensivel ao estresse oxidativo e a
inflamagéo produzidos por essas substancias (LI et al., 2015). O estresse oxidativo
promove alteracdes das moléculas bioldgicas (DNA, proteinas e lipidios) modulando
vias bioldgicas associadas a transcricdo de genes, expressdo de proteinas,

apoptose celular e ativacdo de ceélulas estreladas hepaticas (LI et al., 2015). O
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processo inflamatério, por sua vez, € um componente essencial da resposta imune e
se manifesta pela infiltracdo de células inflamatorias no figado. Por outro lado,
quando esses estimulos sdo persistentes instala-se a lesdo celular e acimulo de
lipidios, resultando em doencas hepaticas graves (ANDRADE et al.,2015; ECKERT
et al., 2015; SEKI; SCHWABE, 2015)

Estudos experimentais, utilizando a GM tém sido usados para investigar seus
efeitos hepatoxicos. A GM e outros aminoglicosideos sdo altamente polares, nédo
sdo absorvidos no trato intestinal, mas sao rapidamente absorvidos apds injecao
intramuscular ou subcutanea. No presente estudo usou-se a via intraperitoneal. Essa
via ja foi utilizada por outros pesquisadores (NARAYANA, 2008; ALY, 2019).

A GM ndo atravessa a placenta nem a barreira hematoencefalica. Sua meia-
vida é de 2-3 horas. Ndo ha metabdlitos conhecidos da GM (ALI, 1995) e a sua
eliminacao ocorre por filtracdo glomerular no rim (BENNETT, 1989).

Muitas plantas utilizadas como alimento e na medicina tradicional s&o
capazes de produzir antioxidantes e compostos farmacologicamente ativos
(BISWAS et al.,, 2005; SUNDARAM; MITRA, 2007; VENKATANARAYANA et al.,
2012).

Palmatina é um alcaldide isoquinolina da classe das protoberberinas, muito
utilizado na medicina tradicional da Asia no tratamento de ictericia e doencas
relacionadas ao figado, hipertenséo, inflamacéo e disenteria (TARABASZ; KUKULA-
KOCH, 2020).

Khaksari et al. (2021) investigaram os efeitos protetores da palmitina
administrada a ratos intoxicados com GM e observaram reducdo da
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade pela inibicdo do estresse oxidativo e da apoptose
nos animais tratados com a palmatina.

A timoquinona, o ingrediente ativo da Nigella sativa, é um potente
antinflamatério (HOUGHTON et al., 1995) e antioxidante (NAGI; MANSOUR, 2000).
Outro estudo demonstrou seu efeito protetor na hepatotoxicidade induzida por
tetracloreto de carbono em camundongos (NAGI; MANSOUR, 2000).

Samuhasaneeto et al. (2009) estudaram o0s efeitos protetores da
administragcdo de curcumina em altas doses (400 ou 1.200 mg/kg) a ratos com
hepatite alcodlica e verificaram que houve diminuigcdo significativa do estresse
oxidativo (reducao dos niveis de MDA) e inibicdo da ativacao de NF-kappa B.

Hegazy et al. (2018) estudaram os efeitos protetores do alecrim (Rosmarinus
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officinalis) e do tomilho (Thymus vulgaris) em ratos intoxicados com GM aplicada por
via intraperitoneal durante 10 dias, Os pesquisadores concluiram que o extrato
agquoso desses vegetais produziu efeitos hepatoprotetores, com normalizagcédo das
enzimas hepaticas plasmaticas (AST e ALT), nivel de bilirrubina e concentragéo de
proteina total em comparagdo ao grupo que recebeu apenas GM (HEGAZY et al.,
2018).

A curcumina € o principal pigmento amarelo encontrado no rizoma da
Curcuma longa Linn., muito utilizado como um tempero e corante em VAarios
alimentos, tais como curry e mostarda e batata frita bem como em cosméticos e
medicamentos (AMMON; WAHL, 1991; JOE; VIJAYKUMAR; LOKESH, 2004). Entre
seus efeitos farmacolégicos destacam-se o anti-inflamatério (AGGARWAL,;
HARIKUMAR, 2009) e o antioxidante (OKADA et al., 2001; MARCHIANI et al., 2014).
Diferentes mecanismos séo ativados para que o efeito antioxidante ocorra. Segundo
Menon e Sudheer (2007) a CCM pode eliminar radicais livres (espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio), enquanto modula a atividade das enzimas antioxidantes
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superoxidodismutase (SOD) na
neutralizacdo de radicais livres (LIN et al., 2007; MARCHIANI et al., 2014). Enzimas
geradoras de radicais livres, tais como a lipoxigenase/ciclooxigenase e a xantina
hidrogenase/oxidase séo inibidas pela CCM (LIN, 2007). O efeito antiinflamatério da
curcumina é obtido, provavelmente, pela inibicdo da atividade da ciclooxigenase-2
(COX-2), da lipoxigenase (LOX) e a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), enzimas
gue medeiam os processos inflamatérios (MENON; SUDHEER, 2007). Finalmente,
por ser um composto lipofilico, a CCM é um eficiente limpador de radicais peroxila
(PRIYADARSINI et al., 2003).

Serairi-Beji et al. (2018) investigaram os efeitos protetores da raiz de Curcuma
longa em pd na hepatotoxicidade induzida por CCL4 em ratos. Ratos intoxicados
foram tratados com pé da raiz de C. longa duas vezes por semana, durante 4
semanas, administradas por gavagem. Houve reducdo do estresse oxidativo e das
lesbes celulares com diminuicéo da fibrose hepética.

Vérios estudos mostraram que a EAc produz resultados mais consistentes e
reprodutiveis que a acupuntura em estudos clinicos e de pesquisa e é eficaz para o
controle da dor (BURNSTOCK, 2009), recuperacao funcional do tecido (DING et al.,
2009) e imunomodulagéo (LIU et al., 2013).

Segundo Sugai et al. (2004) a EAc pode ser utilizada no tratamento de
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inimeras doencas e para melhorar o funcionamento visceral autonémico. Baixas
frequéncias (2 Hz) promovem a liberacdo de meta-encefalina, altas frequéncias (100
Hz) liberam dinorfina e frequéncias intermediarias (15 Hz) liberam uma mistura
encefalinas e dinorfinas (ULETT; HAN, S.; HAN, J.S.,1998). Os efeitos produzidos
pela EAc de baixa frequéncia sdo mediados por neurbnios pos-ganglionares
simpaticos, enquanto que os efeitos modulados pela EAc de alta frequéncia
trafegam pelo eixo medular simpético-adrenal (KIM et al., 2008).

A necrose hepatocelular pode ser avaliada pelos niveis de AST e ALT.
Tanahashi et al. (2011) encontraram altos niveis de AST e ALT em ratos intoxicados
com CCLa4. Quando os animais foram tratados, apos intoxicagdo, com acupuntura no
acuponto VB34 ocorreu uma reducdo significativa dos niveis de AST e ALT,
comparados aos controles.

Goodarzi et al. (2019) realizaram uma metaandlise para avaliar a eficacia da
suplementacdo da curcumina na alimentacdo de pacientes portadores de doenca
hepética ndo alcodlica e concluiram que essa substancia tem efeitos protetores
sobre a les@o hepatica, com reducdo das concentracdes séricas de ALT e AST.

No presente estudo, houve reducdo das concentracdes plasmaticas de ALT
em todos os grupos tratados com curcuma isoladamente ou combinada com EAc,
exceto no G6, comparados aos controles G1 e G2, o que corrobora os resultados
obtidos por outros pesquisadores (TANAHASHI et al.,, 2011; GOODARZI et al.
(2019). Por outro lado, houve aumento significante das concentragdes de AST no
grupo G7 comparado ao controle G2 (53,40+£19,40 vs. 23,00£9,74) demonstrando a
presenca de lesdo hepatica. Nao foram observadas diferencas nos demais grupos. A
razdo AST:ALT foi > 1, nos grupos G3 (1,68), G4(3,67), G5 (2,78) e G7 (2,91),
demonstrando a presenca de lesdes hepatocelulares.

O dano da membrana do hepatocito decorrente da acéo tdéxica da GM com
aumento da permeabilidade provoca a liberacdo das enzimas hepaticas em grande
quantidade. Enzimas hepaticas podem ser encontradas no citoplasma; apos a leséao
hepética h& elevacdo dos niveis plasméticos de ALT e AST em decorréncia de
alteracdes da permeabilidade da membrana dos hepatocitos (GIANNINI; TESTA;
SAVARINO, 2005). Segundo Paknejad et al. (2006) e necrose da membrana néao é
condicdo necessaria para que ocorram alteragées nos niveis das enzimas hepaticas
sugerindo que pode haver uma baixa correlacdo entre a necrose e o nivel de

aminotransferases.
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O acuponto E-36 tem indicacdo terapéutica no tratamento das doencas
digestivas (SONG et al., 2014). Shi et al. (2008) estudaram os efeitos da EAc de
baixa e alta frequéncias sobre os niveis de ALT e AST em ratos com lesédo hepatica
provocada por endotoxina e verificaram que houve diminuicdo dos niveis das
enzimas nos animais tratados com 2 e 100 Hz. No presente estudo, o uso da EAc
combinada com a administracao de curcuma apos a inducéo da lesédo, foi incapaz de
reduzir os niveis de AST (53,40£19,40 vs. 23,00+9,74), comparado ao controle G2.
Com excecao do grupo G6, todos os demais apresentaram uma reducdo dos niveis
de ALT quando comparados aos controles, demonstrando uma acao
hepatoprotetora da circuma e da EAc.

Whitfield (2001) realizou uma extensa revisdo sobre o papel da enzima
Gamaglutamil transferase (GGT) como um marcador de disfuncdo hepética e de
consumo de alcool. Além disso, o pesquisador descreveu as consequéncias da
elevacdo dos niveis de GGT em associacdo com risco de doenca cardiaca
coronaria, diabetes tipo Il e acidente vascular cerebral. Niveis elevados de GGT
contribuem para a atividade pré-oxidante, particularmente na presenca de ferro ou
cobre (CORTI et al., 2009). Segundo Kornig e Seneff (2015) defesas antioxidantes
baixas (niveis reduzidos de GSH) estdo correlacionadas com GGT, niveis
particularmente reduzidos de glutationa. A presenca de GGT é necessaria para
metabolizar xenobidticos glutationilados no figado e varios outros tecidos e varios
outros tecidos, incluindo os pulmdes.

No presente estudo, os niveis de GGT permaneceram estaveis, exceto no
grupo G4, onde se constatou aumento significante, comparado aos controles G1 e
G2. Esta estabilidade, com controle do nivel de GGT na maior parte dos grupos,
sugere um efeito protetor da terapéutica utilizada (carcuma associada ou ndo com a
EAC).

Leung et al. (2016) trataram ratos naturalmente hipertensivos com
eletroacupuntura 2 Hz aplicada nos acupontos E-36 e LR-3 durante 5 dias por
semana, durante 6 semanas, e observaram reducdo da pressdo arterial e do
estresse oxidativo com aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico.

Villegas-Bastida et al. (2014) trataram ratos em modelo de sepse induzida por
ligatura e puncédo do ceco. A estimulagéo elétrica foi aplicada bilateralmente no
acuponto E36, utilizando uma corrente de 40 Ma e frequéncia de 30Hz e concluiram

que este procedimento reduz a inflamacao sistémica. Houve reducédo significante
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das concentracdes séricas de TNF, IL-6 e nitrito nos ratos tratados, quando a
integridade do nervo vago foi preservada. Esses resultados ndo foram observados
em ratos submetidos a vagotomia infradiafragmatica.

Costa (2019) tratou ratos intoxicados com altas doses de acetaminofeno e
posteriormente 0os submeteu ao tratamento com eletroacupuntura 100 Hz (agulhas
aplicadas nos acupontos VB-34, E-36, BP-6 e R-3) durante 8 dias, constatando
aumento significante das concentragcdes de NO2, comparado aos controles, efeito
gue nao foi observado nos ratos tratados com eletroacupuntura de baixa frequéncia
(2 Hz).

No presente estudo utilizou-se a EAc 100 Hz e os resultados foram
semelhantes aos encontrados por Costa (2019), com aumento significativo dos
niveis de NO2 nos ratos tratados com EAc (Grupos G5, G6 e G7). Embora a
curcuma tenha um poderoso efeito antioxidante, a dose de 100mg/kg nao foi capaz
de impedir o aumento do NO2.

O tratamento com curcuma (200mg/Kg) isoladamente ou combinado com EAc
100 Hz (Grupos G4 e G7) induziu aumento significante das concentragdes de GSH
no tecido hepatico e no plasma dos ratos intoxicados com GM. Em termos
percentuais o0 aumento da concentracéo tecidual do GSH variou de 73% (G-4) até
117% (G-7). O mesmo efeito foi observado nos animais tratados com menores
doses de curcuma (100mg/Kg) combinado com a EAc 100 Hz. Semelhante resultado
foi observado no plasma, com aumento dos niveis de GSH nos mesmos animais e
ainda no grupo G3, onde os animais foram tratados com curcuma 100mg/Kg,
ocorrendo um aumento dos niveis de GSH (68% em relacdo ao controle G-1),
comprovando o efeito protetor, antioxidante, da carcuma e da EAc. Observa-se que
o efeito protetor foi maior nos ratos que receberam maior dose de curcuma. O uso
da EAc ou da curcuma também promoveu acdo antioxidante, embora em menor
proporgao.

Resultado semelhante foi obtido por Lima et al. (2012) que estudaram o0s
efeitos da EAc em retalhos cutaneos de ratos submetidos a isquemia-reperfusdo. A
aplicacdo de estimulos elétricos (EAc) no dorso dos animais, em apenas duas
sessoOes, nos dias 3 e 7 do experimento, proporcionou reducao do estresse oxidativo
com aumento dos niveis de GSH e diminuicdo da atividade da MPO. Houve ainda
aumento dos niveis de MDA apenas no grupo 4, tratado com EAc 100 hz. Santos et

al. (2014) utilizaram estimulos elétricos de 2 e 100 Hz em ratas com estresse
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oxidativo e encontraram aumento do nivel de GSH no plasma dos animais.

No presente estudo, em relacdo aos niveis plasmaticos de TBARS, observou-
se diferenca significante nos grupos G3-G7 comparados ao controle G1 e nos
grupos G-6 e G-7 comparados ao controle G-2. Verificou-se que o tratamento com
curcuma isoladamente ou combinada com a EAc promoveu reducéo significante do
estresse oxidativo em percentuais variando de 48% (G-3) a 87% (G-7) no tecido
hepatico. Resultado ainda mais marcante foi observado no plasma onde os
percentuais de reducdo variaram de 23% (G-3) a 107% (G-7). A combinacao
curcuma 200mg+EAc foi a mais eficiente na reducéo do estresse oxidativo no tecido
hepatico e no plasma.

Estudo apresentado por Silva et al. (2011) onde os ratos foram eletro-
estimulados com 100 Hz, em sess&o Unica, durante 30 minutos, foi observado um
aumento significante da peroxidacao lipidica e do estresse oxidativo. A explicacéao
para esse resultado diametralmente oposto, parece ter relagdo com o tempo de
estimulacdo, vez que durou 30 minutos, o dobro do tempo de aplicacdo usado no
presente estudo. O acuponto E-36 é tradicionalmente utilizado para diminuir a
inflamacdo (XIA; GUAN; YANG, 2014). Varias pesquisas em modelos animais de
inflamacédo confirmam os efeitos anti-inflamatoérios da EAc aplicada no acuponto E-
36. Yim et al (2007) observou diminuicdo de TNF-a e niveis de interleucina-6 em
modelo de artrite induzida por coldgeno em camondongos. Gu et al. (2011)
demostraram que a aplicagcdo de EAC no acuponto E-36 teria efeito nefroprotetor
decorrente da diminuicdo os niveis de TNF-a e interleucina-1 em modelo de nefrite
acuda induzida por lipopolissacarideo diminuia a expressdo de citocinas
inflamatérias em modelo animal de inflamacé&o induzida por carragenina.

Niveis elevados de MPO no plasma e nos tecidos foram detectados em
muitos distlrbios inflamatérios. Segundo Rehring et al. (2021) evidéncias
emergentes indicam que a MPO pode modular diretamente a funcéo celular e as
respostas imunes, tornando-a um biomarcador de doencas atraente e um alvo
terapéutico. A inflamacéo pode ser também avaliada pelos niveis de citocinas. Shi et
al. (2008) usando EAc (2 e 100 Hz) em E-36 e Yu et al. (2014), usando frequiéncias
mais baixas (2Hz e 15Hz) reduziram o contetdo de TNF-a e IL-6 no tecido em seus
modelos de lesdo. Uma reducéo significante da atividade de MPO foi observada
usando EAc em E-36 e BP-6 em ratos (SILVA et al., 2011; SANTOS et al., 2014).

Costa (2019) estou os efeitos da intoxicagdo por altas doses de paracetamol em
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ratos tratados com acupuntura nos acupontos E-36, VB-34 e outros e constatou
diminuicao da inflamacéo no figado nos modelos de pre e pos-condicionamento.

Aktas e Yildiran (2020) estudaram os efeitos antioxidantes e antiinflamatorios
da curcumina em ratos sépticos. A curcumina foi administrada por gavagem 3 horas
antes da inducdo da sepse por puncao e ligadura do ceco. Apds 24 horas houve
reducao significante dos niveis de MDA e MPO nos ratos tratados com curcumina,
confirmando o efeito antioxidante. O efeito antinflamatorio foi verificado pela reducéo
do nivel de INOS no pulméao dos animais.

No presente estudo houve reducao significante dos niveis de MPO em todos

0s grupos estudados, confirmando o efeito anti-inflamatorio da carcuma e da EAc.
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6 CONCLUSAO

1. A administracdo de altas doses de gentamicina por via intraperitoneal durante
cinco dias promove alteracdes oxidativas e inflamatorias no figado de ratos
sadios.

2. A GM administrada durante 5 dias por via intraperitoneal promove alteracbes
oxidativas no plasma de ratos sadios.

3. A curcuma administrada por gavagem a ratos previamente sadios promove a
reducédo do estresse oxidativo e da inflamacao induzidos por gentamicina.

4. A EAc promove a reducgdo do estresse oxidativo e da inflamacao induzidos por
gentamicina no figado e plasma de ratos.

5. A associagdo da curcuma com EAc 100 Hz promove uma reducgdo do estresse
oxidativo e da inflamag&o no figado e no plasma de ratos Wistar submetidos ao

modelo de lesdo por gentamicina.
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PESO INICIAL DOS RATOS (dia 1 do experimento)

APENDICE A
DADOS BRUTOS

GRUPOS
Animais Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Rato 1 136,5 117,3 169,2 182,7 162,1 208,0 201,8
Rato 2 134,0 119,4 170,1 180,4 179,3 193,5 193,7
Rato 3 101,3 150,0 155,6 178,7 168,2 118,5 149,0
Rato 4 105,2 157,0 150,8 179,5 159,7 115,2 131,8
Rato 5 102,8 113,8 168,2 135,3 174,9 240,3 184,3
Rato 6 108,0 140,4 178,3 152,1 178,2 163,1 204,0
Rato 7 96,9 131,0 173,7 147,0 151,1 195,7 158,7
Rato 8 102,1 142,7 182,4 * 155,4 203,2 166,9

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCM200EE
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(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicacdo da terceira dose de Gentamicina

PESO FINAL DOS RATOS (dia 19 do experimento)

GRUPOS

Animais G1

Rato 1 260,0 242,8 227,0 252,0 227,0 267,7 280,4
Rato 2 261,0 239,5 254,0 257,0 254,0 243,4 271,5
Rato 3 2493 274,0 2490 246,0 249,0 247,0 285,5
Rato 4 247,0 313,7 241,0 260,0 241,0 230,7 262,5
Rato 5 233,8 227,4 266,0 217,0 266,0 238,6 328,3
Rato 6 266,0 281,4 276,0 231,0 276,0 260,0 276,2
Rato 7 214,0 216,7 222,0 210,0 222,0 295,6 256,1
Rato 8 250,0 316,7 238,0 * 238,0 2425 236,3

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCMZ200EE

(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicagdo da terceira dose de Gentamicina



PESO DOS ORGAOS (LOBO ESQUERDO DO FIGADO) DOS RATOS NO DIA 19
DO EXPERIMENTO

APENDICE B

GRUPOS
Animais Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Rato 1 4,2 4,5 4,5 4,1 3,3 4,9 2,9
Rato 2 4,2 3,9 3,5 4 3,7 4,9 3,9
Rato 3 4,2 4,4 4 3,9 4,2 3,6 3,7
Rato 4 3,5 5,2 4 4 3,8 3,5 2,8
Rato 5 4,1 4,9 3,6 3,8 4,6 3,5 5,3
Rato 6 4,3 4,2 3,3 4,1 4,5 5,3 3,9
Rato 7 3,9 3,6 3,9 4,1 3,6 3,7 3,5
Rato 8 4 5 4 *) 3,5 3,8 3

G1=Salina, G2=CMC_Na, G3=CCM100 G4=CC200 G5=EE100 G6=CCM100EE G7=CCMZ200EE
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(*) Morte subita, no terceiro dia do experimento, antes da aplicagéo da terceira dose de Gentamicina
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APENDICE C

Curva para célculo da concentracdo de GSH no plasma

GSH

]
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APENDICE D

Curva para calculo da concentracdo de GSH no tecido hepéatico

Data 1
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APENDICE E
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Curva para calculo da atividade da MPO no tecido hepatico

A absorb 470nm

0.30+
0.254
0.20+
0.154
0.10+
0.05+

0.00-

Data Table-1

I I I | I | | I | | |
000102030405060708091.0
Unidades/0.1mL

Legend
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ANEXO A — APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA

UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "POS-CONDICIONAMENTO COM CURCUMINA E ELETROACUPUNTURA: EFEITOS SISTEMICOS E
LOCAIS SOBRE A INFLAMAGAO E O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR GENTAMICINA EM RATOS WISTAR", protocolada sob o
CEUA n® 5060011220 (o ao1850), SOb a responsabilidade de Sérgio Botelho Guimaraes e equipe; Mariana Rodrigues de Souza ;
Isaac Bevilagua de Albuquerque Guimardes ; André Brito Bastos Guimardes ; PAULO ROBERTO LEITAO DE VASCONCELOS;
FRANCISCO DAS CHAGAS MEDEIROS - que envolve a producdo, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) na reuniao de 30/03/2021.

We certify that the proposal "POS-CONDITIONING WITH CURCUMIN AND ELECTROACUPUNCTURE: SYSTEMIC AND LOCAL EFFECTS
ON INFLAMMATION AND OXIDATIVE STRESS IN WISTAR RATS", utilizing 56 Heterogenics rats (56 males), protocol number CEUA
5060011220 (o oo1850), under the responsibility of Sérgio Botelho Guimardes and team; Mariana Rodrigues de Souza ; Isaac
Bevilaqua de Albuquerque Guimaraes ; André Brito Bastos Guimaraes ; PAULO ROBERTO LEITAO DE VASCONCELOS; FRANCISCO
DAS CHAGAS MEDEIROS - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Ceard (CEUA-
UFC) in the meeting of 03/30/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 03/2021 a 10/2021 Area: Departamento de Cirurgia
Origem: Biotério Prof. Eduardo Torres (setorial FAMED)

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 8 a 12 semanas N: 56
Linhagem: Wistar Peso: 150a200g

Local do experimento: Tendo em vista que o LABCEX - Laboratorio de cirurgia Experimental do Programa de Pos-graduacao em
Ciencias Médico-Cirlrgicas encontra-se blogueado para reformas os experimentos serdo realizados no laboratoriao setorial da
FAMED.

Fortaleza, 15 de agosto de 2021

S e %@VK

Profa. Dra. Camila Ferreira Roncari Profa. Dra. Karuza Maria Alves Pereira
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceard

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tedfilo - Fortaleza/CE - CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Hardrio de atendimento: Segunda a Sexta, das 07h s 11h30 e das 13h &s 16h : e-mail: ceva@ufc.br
CEUA N 5060011220
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ANEXO B
COMPOSICAO NUTRICIONAL DA RACAO NUVILAB CR-1 IRRADIADA (*)

COMPOSICAO BASICA DO PRODUTO: milho integral moido, farelo de soja, farelo
de trigo, carbonato de calcio, fosfato bicélcico, cloreto de sodio, 6leo vegetal,
vitamina a, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, vitamina
B6, vitamina B12, niacina, pantotenato de calcio, acido folico, biotina, cloreto de
colina, sulfato de ferro, monéxido de manganés, oxido de zinco, sulfato de cobre,
iodeto de calcio, selenito de sbdio, sulfato de cobalto, lisina, metionina, BHT.

NIVEIS DE GARANTIA POR QUILOGRAMA DO PRODUTO: umidade (max):
125g/kg proteina bruta (min): 220g/kg extrato etéreo (min): 50g/kg material mineral
(max): 90g/kg fibra bruta (méx): 70g/kg calcio (min-max): 10-14 g/kg fésforo; 6.000
mg/kg.

VITAMINAS: A (min) 13.000 ui/kg; vitamina D3 (min) 2.000 ui/kg, vitamina E (min) 34
ui/kg, vitamina K3 (min) 3mg/kg, vitamina B1 (min)5 mg/kg, vitamina B2 (min)
6mg/kg, vitamina B6 (min) 7 mg/kg, vitamina B12 (min) 22 mcg/kg, niacina (min) 60
mg/kg, pantoteno de cécio (min) 21 mg/kg, &cido félico (min) 1 mg/kg, biotina (min)
0,05 mg/kg, colina 1.900 mg/kg. minerais: sédio (min) 2700 mg/kg; ferro (min) 50
mg/kg; manganés (min) 60mg/kg; zinco (min) 60 mg/kg; cobre (min) 10 mg/kg; iodo
(min) 2mg/kg; selénio (min) 0,05 mg/kg; cobalto (min) 1,5 mg/kg, flior (méax) 60
mg/kg.

AMINOACIDOS: lisina (min) 12g/kg, metionina (min) 4.000 mg/kg, aditivos bht
100,00 mg/kg.

INDICACAO: racgéo irradiada para camundongos e ratos de laboratorio.
USO: Administracdo a vontade em comedouros suspensos.

CONSERVACAOQO: Conservar o produto em ambiente seco e arejado, sobre
estrados, evitando luz e calor excessivos.

ATENCAO: O produto deve ser armazenado afastado da parede e longe de focos
de contaminag&do. Manter uma higienizacédo eficiente do local, com métodos legais
de Controles de Pragas (empresas terceirizadas que sejam registradas no
Ministério). Evitar que o produto permaneca exposto ao ambiente, mantendo-o
sempre fechado. O empilhamento dos produtos ndo deve comprometer seu
manuseio.

(*) Informacgdes fornecidas pelo fabricante Quimtia (Curitiba, Parand).



