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RESUMO

EFEITOS DA ACUPUNTURA, ELETROACUPUNTURA E METFORMINA SOBRE O ESTRESSE
OXIDATIVO, INFLAMACAO E GLICEMIA EM RATAS SADIAS SUBMETIDAS A ESTIMULO
ESTROGENICO. ELBA LUCIA WANDERLEY DOS SANTOS. Disserta¢do de Mestrado. Programa de
P6s-Graduacdo (Stricto Sensu) em Cirurgia. Universidade Federal Ceara. Professor: Dr.Sérgio
Botelho Guimaraes.

O desempenho fisiolégico da atividade celular requer um equilibrio entre a producao de espécies de
radicais livres e a sua desativacdo por agentes reguladores e protetores. Quando esse equilibrio é
quebrado, surge o estresse oxidativo. Diversos estudos experimentais utilizando estrégenos para a
inducdo de distlrbios ovarianos e metabdlicos, com destaque para a Sindrome dos Ovarios
Policisticos (SOP), estdo disponiveis na literatura cientifica. A Metformina (MTF) é um anti-
hiperglicemiante, frequentemente utilizado para tratamento da SOP, permitindo a restauragdo da
ciclicidade menstrual, inducdo da ovulacdo e o aumento da ocorréncia de gestacdo. Na Medicina
Tradicional Chinesa, a Acupuntura (Ac) e a Eletroacupuntura (EAc) sdo utilizadas na promocao do
equilibrio organico, mediante estimulo de vias nervosas produtoras de neurotransmissores
especificos, resultando em uma resposta anti-inflamatéria, analgésica e reguladora autonémica.
Neste estudo, objetivou-se avaliar os efeitos da MTF, da Ac e da EAc aplicadas nos acupontos
Zusanli (E36) e Sanyjiao (BP6), sobre o estresse oxidativo sistémico e local, inflamacéo e glicemia em
ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico. No experimento, 42 ratas foram distribuidas
aleatoriamente em sete grupos. Em 30 ratas (grupos G1C+, G2M, G3Ac, G4EAc2, G5EAc100)
administrou-se estrogénio (valerato de estradiol, 4mg, dose Unica). Os dois grupos restantes serviram
como controles negativos (G6M, G7) e ndo receberam estimulo estrogénico. Apos 60 dias, iniciou-se
a segunda fase do estudo, compreendendo um periodo de dez dias. A Ac e EAc (2/100Hz), foram
aplicadas, sob anestesia, em dias alternados, por 20 minutos, durante nove dias nos grupos G3Ac,
G4EAc2, G5EAc100; MTF foi administrada diariamente, por gavagem, durante nove dias aos grupos
G2M e G6M. No 10° dia desta fase, todas as ratas foram submetidas ao teste de tolerancia oral a
glicose,e avaliadas em trés ocasifes: antes do inicio do teste e apdés 60/120 minutos; seguiu-se a
laparotomia, sob anestesia, para coleta de sangue na artéria aorta abdominal e exérese do Utero e
ovarios para exames a seguir: dosagem de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS),
da Glutationa (GSH) reduzida, da Mieloperoxidase (MPO) e da histopatologia ovariana. Os resultados
mostraram um aumento significativo das concentragbes plasmaticas de GSH nos grupos G3Ac,
G4EAc2 e G5HEAc100 comparados ao G1 (24,50+1,59 vs 20,30+0,43, p<0,05; 30,80+3,22 e
40,30+3,48 vs 20,30+0,43, p<0,0001), respectivamente. Houve aumento significante das
concentracbes de GSH no tecido ovariano das ratas tratadas com EAc2/100 (47,00+17,60 vs
25,70+2,33, p<0,05 e 63,00+12,40 vs 25,70+2,33, p<0,0001). A EAc2/100 promoveu aumento
significante nas concentragbes plasméaticas de TBARS (0,231+ 0,09 vs 0,054+0,07, p<0,05 e
0,296+0,09 vs 0,054+0,07, p<0,001). Houve reducdo significante na atividade da MPO ovariana nos
grupos G4EAc2 e G5EAc100 (0,59+0,21 vs 1,76+0,31, p<0,05 e 0,65+0,05 vs 1,76+0,31, p<0,0001).
A administracdo de MTF ndo promoveu alteragdes nos marcadores oxidativos ou inflamatdrios. Nao
mostrou alteracdo da glicemia em nenhum dos grupos estudados. No estudo do nimero de foliculos,
corpos luteos e cistos foliculares nao houve diferenga significativa entre todos os grupos estudados,
ao exame histopatoldgico. Conclui-se que a aplicacdo de EAc2/100Hz promove protecdo local e
sistémica sobre 0 estresse oxidativo por aumento das concentracdes de GSH, além de reduzir o
estado inflamat6rio no ovério de ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico.

Palavras chaves: estrogénio; estresse oxidativo; inflamagé&o; acupuntura; eletroacupuntura.



ABSTRACT

EFFECTS OF ACUPUNCTURE, ELETROACUPUNCTURE AND METFORMIN ON OXIDATIVE
STRESS, INFLAMMATION AND BLOOD GLUCOSE IN HEALTHY RATS SUBMITTED TO
ESTROGENIC STIMULATION.ELBA LUCIA WANDERLEY DOS SANTOS. Master's degree.Post-
graduation Program (StrictoSensu) in Surgery.Federal University of Ceara. Professor: Dr.Sérgio

Botelho Guimaraes.

The physiological performance of cellular activity requires a balance between the production of free
radicals and their deactivation by regulators and surge protectors. When this balance is broken, the
oxidative stress takes place. Several experimental studies using estrogens to induction of ovarian and
metabolic disorders, with emphasis on the polycystic ovary syndrome (PCOS), are available in the
scientific literature.The Metformin (MTF) is a medication used for diabetic patients, and is often used
for treatment of Polycystic Ovary Syndrome (PCOS), allowing restoration of cyclicality, induction of
ovulation and menstruation. Acupuncture (Ac) and Electroacupuncture (EAc) are used in Traditional
Chinese Medicine for the promotion of organic equilibrium, through stimulation of nerve pathways
producing specific neurotransmitters, resulting in an antinflammatory, analgesic and autonomic
regulatory response.This study aimed at evaluating the effects of MTF and Ac and EAc, applied on
Zusanli (E36) and Sanyjiao (BP6) acupoints on the local and systemic oxidative stress, inflammation
and blood glucose levels in healthy rats submitted to estrogenic stimulation. In the experiment, 42 rats
were distributed randomly assigned into seven groups. In the experiment, 42 rats were randomly
assigned into seven groups. Thirty rats (groups G1C , G2M, G3Ac, G4EAc2, G5EAc100) were
administered estrogen (estradiol valerate, 4mg, single dose). The two remaining groups served as
negative controls (G6M, G7) and received no estrogenic stimulation. After 60 days, began the second
phase of the study, comprising a ten-day period. Ac and EAc (2/100Hz), were applied for 20 minutes,
under anesthesia, in alternated days during nine days, to groups G3Ac, G4EAc2, and G5EAc100.
MTF was given daily during nine days by gavage to G2M and G6M groups. On the 10th day, all rats
were subjected to the oral glucose tolerance test, and evaluated on three occasions: before the
beginning of the test and after 60/120 minutes. Next, followed laparotomy, under anesthesia, for
collection of blood from the abdominal aorta artery and harvesting of uterus and ovary for examination.
Parameters analysed included the Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS), reduced
Glutathione (GSH), Myeloperoxidase (MPO), and ovarian histopathology. At the end of the experiment
plasma concentrations of GSH increased significantly in G3Ac, G4EAc2 and G5EAc100 groups
compared to G1 (24.50£1.59 vs 20.30+0.43, p<0.05; 30.80+3.22 and 40.30+3.48 vs 20.30+0.43,
p<0.0001) respectively. There has been a significant increase in concentrations of GSH in ovarian
tissue of rats treated with EAc2/100 (47.00+17.60 vs 25.70%£2.33, p<.005 and 63.00+12,40 vs
25,70£2.33, p<0.0001). There was a significant reduction in ovarian MPO activity in groups G4EAc2
and G5EAc100 (0.59+0.21 vs 1.76+0.31, p<0.05 and 0.65+0.05 vs 1.76+0.31p<0.001). MTF did not
promote changes in oxidative or inflammatory markers. There was no change in blood glucose levels
in any of the groups studied. Corpus luteum and follicular cysts number were not different in all
groups. It is concluded that EAc2/100Hz treatments promote systemic and local protection on
oxidative stress by increasing GSH concentrations and by reducing the inflammatory status in the
ovary of healthy rats submitted to estrogenic stimulation.

Keywords: estrogen; oxidative stress; inflammation; acupuncture; eletroacupuncture.
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1 INTRODUCAO

Os esteroides sexuais desempenham papel muito importante tanto no sistema
reprodutor feminino como no masculino, por meio de seu efeito regulador nas
diversas fung¢bes enddcrinas, reprodutivas e sexuais. Desses horménios esteroides,
particularmente, os estrogénios séo importantes para o desenvolvimento do fendtipo
sexual, para morfologia do trato reprodutivo e diferenciacdo sexual do sistema
nervoso central. Em mamiferos, desempenham papel fundamental na regulacdo do
eixo hipotalamo-hipdéfise-ovariano, na foliculogénese ovariana, ovulagdo e na
implantacdo embrionaria (SHIRWALKAR et al, 2007).

Fisiologicamente, a acdo celular dos estrégenos é exercida de forma
gendmica ou ndo. A gendmica é mediada através de trés receptores intracelulares
estrogénicos: Receptores Estrogénicos (RE) alfa, beta e gama (REa, RE( e REYy), os
quais séo fatores de transcricdo (GIGUERE et al,1988; MATHEWS, 2003). Esses
receptores apresentam diferentes expressdes, dependentemente do tipo de tecido
alvo, da espécie envolvida e com a fase da vida do individuo. Por exemplo, o
receptor de estrogénio alfa € expresso no utero, no figado (KUIPER et al, 1997), nos
rins (BRUNETTE e LECLERC, 2002), no sistema cardiovascular, nas glandulas
mamarias (SHEARMAN et al, 2003). Esse hormdnio atravessa a membrana celular
e, no citoplasma das células alvos, interage com seus receptores intracelulares
especificos, formando complexos hormonio-receptores especificos. Deslocam-se e
penetram no nucleo, por meios de poros, para atuarem como cofatores de
transcricéo, através de ligacdo a regides especificas do Acido Desoxirribonucléico
(DNA), chamados de elementos responsivos ao estrogénio, e, por fim, promoverem
a regulacdo da expressdo de genes-alvo tecido dependentes (SILBERGER e
MAGLEBY,1999; NORMAN A. W. et al, 2004).

A observacdo de modelos animais, com auséncia genética para os receptores
estrogénicos (Knockouts para REa e REB), compromete a funcdo reprodutiva, tais
como: na foliculogénese, falha na ovulacdo e na formacdo do corpo luteo (COUSE
et al, 2003). Enfatiza-se assim a importancia dos receptores estrogénicos na

fisiopatologia ovariana (COUSE et al, 2005).

Interferéncias multifatoriais, iniciadas na vida intrauterina, de carater genético,

hereditario e ambiental (exposicdo a compostos estrogénicos clinicamente, dieta,
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exercicios) (CARMINA et al, 2006), determinam alteracdes desse controle, levando a
modificacdes fisiopatolégicas complexas e desencadeando endocrinopatias
metabdlicas e reprodutivas, em pacientes jovens. Uma das mais estudadas, no
intuito de esclarecer a sua etipatogenia, € a Sindrome dos Ovarios Policisticos
(SOP), que tem a prevaléncia de 5% a 10% (KNOCHENHAUER et al, 1998) na
populacdo em geral. Porém em adolescentes, na faixa de 15 anos, em fase de
maturacdo do eixo neuroendocrino (FRANKS, 1995) essa prevaléncia chega a 26%.
Dessa maneira, estima-se o acometimento de 105 milhdes de mulheres no mundo,
gerando um custo anual, para a politica de saude, de 4,36 bilhbes de dolares,
relacionado as complicacbes futuras dessa endocrinopatia presentes nessas
pacientes, segundo avaliacdo realizada nos Estados Unidos (AZZIZ et al, 2005).
Essa disfuncéo é responsavel por aproximadamente 75% de infertilidade e 80% de
hisurtismo nas mulheres (FRANKS, 1995). O hiperandrogenismo apresenta-se como
um aspecto fundamental e de grande frequéncia, associando-se a infertilidade por
anovulacdo, resisténcia insulinica, sindrome metabdlica (glicemia alterada,
dislipidemia, hipertensdo e obesidade central) e a Diabetes Mellitus tipo2 (DM2)
(COVIELLO et al, 2006), tendo como consequentes complicacbes as
cardiovasculares, a maior incidéncia de cancer de endométrio, aumento do indice de
abortamentos e complicacdes da gravidez (BOULMAN et al, 2004; GLUECK et al,
2001, 2002).

A partir dessa realidade, ensaios experimentais e clinicos estdo sendo cada
vez mais realizados. As evidéncias mostram que a exposicdo de animais
experimentais na fase adulta e, mais recentemente, em fases criticas do
desenvolvimento intrauterino (pré-natal) ou neonatal, com doses baixas, tanto do
estrogénio propriamente dito como dos androgénios, esse, possivelmente por via da
aromatizacdo, provoca disfuncdes e anomalias do desenvolvimento do sistema
reprodutor. Resultando, assim, em um imprinting nessas fases cruciais, com
repercussao a longo prazo, incluindo hipoesteroidogénese, anovulacao e supressao
das gonadotrofinas e desenvolvimento de cisticos foliculares na idade adulta
(PINILLA et al, 1993; DESHPANDE et al, 2000; JEFFERSON et al, 2002). Esses

efeitos de estrogenizacdo neonatal sdo irreversiveis no ovario.

by

Possivelmente, essas consequéncias a exposicdo hormonal no individuo

adulto ou em fases precoces do desenvolvimento ndo sao iguais, devido a diferenca
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da dinamica reguladora do eixo enddécrino nesses dois periodos (SHIRWALKAR et
al, 2007). Enquanto, na fase neonatal, o estimulo estrogénico leva a anovulacao na
idade adulta, com baixos niveis de estradiol e gonadotrofina (PINILLA et al, 1993;
DESHPANDE et al, 2000), a exposi¢cado na vida adulta mostra luteinizacéo precoce
dos foliculos, reducdo do numero de corpos lateos, desenvolvimento de cistos
foliculares juntamente com deplec&do nos niumeros de foliculo (BRAWER et al, 1986)
e, ainda, degeneracdo do nucleo arqueado hipotalamico e do eixo hipotalamo-
hipofisario (BRAWER et al,1978). No entanto, existem informacgdes limitadas sobre a
ontogénese da patologia ovariana e das caracteristicas dos cistos foliculares que

ocorrem como resultado da estrogenizacdo em animais adultos.

Varios modelos em ratas adultas, submetidas a estimulo de uma Unica dose
estrogénica, de Valerato de Estradiol (VE), foram estudados por varios
pesquisadores (STENER-VICTORIN et al, 2000, 2003, 2004, 2006; MANNI et al,
2005) para o esclarecimento da etiopatogenia, como também do tratamento dessa
doenca complexa com base anovulatéria e na cistogénese ovariana. Mostrou-se o
envolvimento da hiperatividade autonémica simpatica, na manutencdo dos ovarios
policisticos, por niveis aumentados de endotelina-1 ovariana, potente vasoconstrictor
envolvido na funcdo ovariana, como também de alto nivel de Fator de Crescimento
Neural (NGF), da expressdo do NGF RNAm ovariano e da suprarrenal e Fator de
Liberacdo da Corticotrofina (CRF) na eminéncia média hipotalamica. Esses fatores
estdo envolvidos na formacdo de cistos, anovulacdo e complicacbes
cardiovasculares da SOP, demonstradas, também, em ensaios clinicos em humanos
(LARA et al, 2000).

A homeostase € uma condi¢do orgéanica, sinbnimo de equilibrio e saude. O
limite entre essa condicdo e o adoecimento sempre foi motivo de especulacdes
cientificas na intencdo de se conhecer os subsidios necessarios para manté-la e
prevenir enfermidades, proporcionando, consequentemente, uma melhora na
qualidade de vida do individuo. Esses estudos tiveram seu inicio no século XIX, por
Fenton (BARBUSINSKI, 2009), com a descoberta de substancias produzidas pelo
metabolismo celular, as quais influenciavam decisivamente nesse processo
homeostéatico, denominadas de radicais livres. Em 1960, com a descoberta de
agentes reguladores desses produtos do metabolismo celular, por Mc Cord e

Fridovich, presentes, na sua maioria, em tecido organico, ficou claro que a profilaxia
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de morbidades e comorbidades dependia do desempenho fisiolégico em manter um
balanceamento entre a producao desses radicais livres e sua desativacdo por esses
agentes reguladores e protetores. E notério que o oxigénio é essencial na
manutencdo do processo natural do desenvolvimento, envelhecimento e condicbes
patolégicas dos seres vivos, por meio da producdo desses radicais livres no
metabolismo e respiracéo celular (HERMES e ZENTEROI, 2002).

Todos os sistemas organicos executam suas acoes fisioldgicas, as custas do
gasto e producéo de energia celular, fornecida pelo Trifosfato de Adenosina (ATP)
mitocondrial, para alcancar seus objetivos modulatérios dentro da integracdo dos
varios sistemas. Assim, o sistema reprodutivo, na sua funcao principal ovulatoria,
recebe influéncia em nivel da sinalizagdo molecular hormonal por parte destas
reacdes oxidativas, as quais poderdo manter uma regularidade funcional ou serem

responsaveis por danos teciduais e possiveis doencas, como as disfuncdes
ovulatérias e hormonais (AGARWAL et al, 2008), bem demonstrada na SOP, ja

citada anteriormente.

Para um melhor esclarecimento sobre essas reagfes do metabolismo
oxidativo celular, é importante definir que qualquer atomo, molécula ou ion possuidor
de um ou mais elétrons livres, em sua Orbita externa, resultante desse processo
oxidativo, é denominado de radical livre. Essas particulas tém uma instabilidade
elétrica muito grande, com meia vida muito curta, e apresentam grande capacidade
reativa, ligando-se a qualquer composto préximo, captando um elétron para sua
estabilizacdo, independentemente de ser uma molécula, uma célula, ou tecido do
organismo; por isso séo referidos como substancias oxidantes (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1989, p. 502).

A formacéao de radicais livres tem origem no metabolismo celular aerdbico, na
producdo de ATP. Normalmente, aproximadamente, de 95% a 98% do oxigénio
absorvido é reduzido, formando agua na cadeia respiratoria por meio do transporte
de elétrons na mitocondria, bem como no reticulo endoplasmatico. O sistema
enzimatico citocromo, no processo de fosforilagdo oxidativa, procede, entdo, a
reducdo tetravalente do O, pelo sistema citocromo oxidase, fornecendo,
simultaneamente, quatro elétrons para o oxigénio, que se reduz diretamente a agua:
O, + 4H™ + 4e- — 2H,0. As fontes que cedem os cations de hidrogénio e os elétrons

para a reacao sao, basicamente, o NADH, o FADH e a ubiquinona ou coenzima Q.
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Porém, 2% a 5% do O; é reduzido univalentemente, recebendo apenas hum elétron,
que ocupa a Orbita externa, ao mesmo tempo em que o outro continua ndo pareado,
produzindo compostos altamente reativos, denominados Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs), e que, algumas vezes, constituem os radicais livres. Forma-se,
entdo, a primeira espécie toxica reativa de oxigénio, o superoxido, conforme
esquema: O, + e- —» O,e-. Além da superoxido, sdo exemplos de EROs: radical
hidroxila (OHe), considerado esse um dos mais deletérios de todos, Radical Alcoxil
(RO-), Radical Peroxil (ROO-), Peréxido de Hidrogénio (H,0,), Oxido Nitrico (NO),
entre outros (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989, p. 502).

O estado de Estresse Oxidativo (EO) ocorre quando € quebrado o equilibrio
entre o nivel de EROs e os agentes antioxidantes, culminando com dano e/ou
apoptose celular, implicando na patogénese de muitas enfermidades,
dependentemente da resposta individual de cada individuo, de habitos alimentares e
de estilo de vida (AGARWAL et al, 2005; LEE et al, 2010; VICTOR et al, 2009).

Os agentes antioxidantes ajudam a criar um equilibrio entre a geracdo de
oxidantes benéficos, que, frequentemente, agem como moléculas de sinalizacao
celular, e os prejudiciais, os quais levam ao EO. Existem duas categorias de
antioxidantes: enziméticos e ndo enzimaticos. Antioxidantes enzimaticos incluem: a
Superéxido Desmutase (SOD), catalase, Glutationa Peroxidase (GPx) e as proteinas
ligadas aos metais. Ndo enziméticas incluem: Glutationa (GSH), a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno, licopeno, ascorbato (vitamina C), coenzima Q10, acido
arico, etc. (AGARWAL et al, 2005)

A GSH é um tripeptidio, ndo enzimatico, principal componente sulfidril em
células de mamiferos. Desempenha um papel fundamental na neutralizacdo de
peréxidos e na protecdo celular contra o estresse oxidativo. E um marcador da
saude celular, e sua queda € indicativa de lesdo oxidante. Mudancas no nivel sérico
desse antioxidante e no fluido peritoneal tém desempenhado um papel importante
na avaliacdo da integridade funcional do sistema reprodutivo e na patogénese da
infertilidade idiopatica (LEE et al, 2010). Esta presente no odcito, no fluido tubario, e
participa dos processos de maturacdo oocitaria, descondensacdo espermaética,
ativacdo oocitaria, aléem de desempenhar importante funcdo permissiva para o
desenvolvimento embrionario pré-implantacdo (AGARWAL et al, 2005) .

A Lipoperoxidagéo (LPO) ou peroxidacao lipidica pode ser definida como uma

deterioragdo oxidativa de &cidos graxos poliinsaturados, detentores de ligacbes
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duplas carbono-carbono, presentes em grande quantidade nas membranas e nas
organelas intracelulares (mitocondrias e peroxissomas) por acdo desses radicais
oxidativos (LLESUY, 2002). As EROs agridem os acidos graxos polinsaturados dos
fosfolipideos das membranas de células e organelas, desintegrando-as e permitindo,
dessa forma, a entrada dessas espécies nas estruturas intracelulares. Formado
esses hidroperoxidos lipidicos, desencadeiam, além da ruptura das membranas
celulares, mutacdes do DNA, formacgéo de residuo quimico, como o malondialdeido,
comprometimento dos componentes da matriz extracelular, proteoglicanos, colageno
e elastina (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989). Eles possuem poder de agdo maior

do que as outras espécies toxicas primarias de OZ(OZ._, H,0,, OH+, O,), atingindo

facilmente alvos mais distantes.

A formacdo de hidroperoxidos lipidicos e os aldeidos, tais como o
malondialdeido, 4-hidroxinonenal e isoprostanos, que podem ser detectados em
amostras bioldgicas, sao utilizados para se avaliar LPO no estresse oxidativo (LIMA,
S. E. e ABDALLA, 2001). Assim como na formagdo das EROs, nem sempre 0s
processos de lipoperoxidacédo séo prejudiciais, pois seus produtos sédo importantes
na reacdo em cascata a partir do acido aracdénico (formacéo de prostaglandinas) e,
portanto, na resposta inflamatéria (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990). Todavia, o
excesso de tais produtos pode ser lesivo.

A Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima liberada, a partir de granulos
citoplasmaticos de neutréfilos e mondcitos, por um processo de degranulacao.
Reage com o H,0,, produzido pela cadeia respiratéria, para formar um complexo
gue pode oxidar uma grande variedade de substancias. Entre esses, esta o cloreto,
que é oxidado a &cido hipocloroso, inicialmente, com a subsequente formacao de
cloro e cloraminas. Estes produtos do sistema de cloreto de H,O,-MPO sé&o
oxidantes poderosos que podem ter profundos efeitos bioldgicos. A principal funcéo
dos neutrofilos é a fagocitose, destruicdo de microorganismos, e a liberacdo de MPO
e H,O, no fagossomo que contenha o micro-organismo ingerido, levando,
geralmente, a um rapido efeito microbicida. MPO e H,O, também podem ser
liberados para o exterior da célula, nesse local, uma reacdo com cloreto pode induzir
danos aos tecidos adjacentes e, assim, contribuir para a patogénese de doengas. A
MPO séo libertadas mediante estimulo de imunocomplexos formados pelas

catecolaminas ou durante a morte celular. Tem sido sugerido que a lesao pulmonar,
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dano glomerular renal, e o inicio das lesdes ateroscleréticas, isquémicas possam ser
causados pelo sistema de MPO (KLEBANOFF, 1999).

Estudos controlados mais recentes sugerem que a mieloperoxidase pode ser
um bom marcador da atividade inflamatdria, como no caso da cirrose hepatica e em
outras doencas pro-inflamatoérias (PEDRO et al, 2003)

As EROs tém um papel fisiolégico e patolégico no trato reprodutor feminino.
Numerosos estudos em seres humanos e animais tém demonstrado a presenca
desses radicais em varias estruturas do sistema genital feminino, ovarios, trompas
uterinas e, também, em embrides. Elas estdo envolvidas na modulagéo de todos os
espectros fisiolégicos reprodutivos, fungbes como: maturacdo oocitaria,
esteroidogénese ovariana, ovulacédo, formacéo e funcao do corpo lateo e lutedlise.
Em consequéncia, exercem um importante papel na etiopatogénese dos disturbios
ginecoldgicos, ligados principalmente a infertilidade (AGARWAL et al, 2005).

Sabe-se que existe uma intima relacdo entre o EO e condi¢bes pro-
inflamatorias. Dentro desse contexto, enfatiza-se o conhecimento amplamente aceito
de que as mulheres, independentemente da idade, apresentam de maneira
signicativa menor incidéncia de infeccdo e, em consequéncia, menor mortalidade do
que os homens. Essa diferenca significativa no aumento da resposta inflamatoria
das mulheres, em comparacdo com a dos homens, é vantajosa na defesa contra a
infeccdo e a sepse, mas é desfavoravel, quando se torna excessiva, revertendo
contra seus proprios sistemas, conduzindo a uma maior taxa de doencas
autoimunes em relacdo ao género masculino (OLSEN et al,1996). Evidéncias
epidemioldgicas e imunolégicas sugerem que os hormoénios sexuais femininos
desempenham um papel na etiologia e curso de doencas cronicas inflamatérias,
porque o ciclo menstrual, gravidez e a presenca da menopausa Sa0 importantes
fatores que influenciam nas respostas a esses processos (SCHRODER et al, 1998).

Esse controle das células ovarianas do estroma e a funcédo das células
germinativas nao estdo bem esclarecidos. Todavia o estresse oxidativo pode ser um
dos moduladores da fisiologia ovariana agindo nesse compartimento estromal e
germinativo, juntamente com os esteroides e gonadotrofinas. Uma série de fatores
autocrinos e paracrinos afeta essa modulacdo esteroidogénica (AGARWAL et al,
2005). E importante saber que as citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas
secretadas no compartimento extracelular pelos leucécitos (TSAFRIRI e REICH,

1999). Estudos propuseram que a ovulagdo em mamiferos ou ruptura folicular é o
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resultado das alteragfes vasculares e da cascata proteolitica dessa lesao tecidual. A
comunicacdo cruzada entre esses dois processos é mediada por citocinas, entre
elas, o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) e EROs (ambos radicais
reativos do nitrogénio e oxigénio) (BEDAIWY et al, 2003). As evidéncias mostram
que o estresse oxidativo e as citocinas séo interligadas e atuam como mensageiros
intercelulares e intracelulares no ovario (VAN VOORHIS et al, 1994).

O superoxido (O»-), peroxido de hidrogénio (H.0,), e peroxidos lipidicos sao
gerados no tecido luteal natural em ratos, ou expostos a acdo hormonal. Espécies
reativas de oxigénio desacoplam o receptor do hormonio luteinizante da adenilato
ciclase e inibe a esteroidogénese por meio da interrup¢ao do transporte de colesterol
transmitocondrial. A origem celular de radicais de oxigénio em regressao de corpo
luiteo € predominantemente dos leucdcitos neutréfilos, existentes e infiltrados.
Também sao produzidos dentro do foliculo na ovulacédo e, no corpo luteo, onde os
leucécitos sao a principal fonte desses produtos. Apesar de radicais de oxigénio
poderem exercer importantes papéis fisiolégicos dentro do ovario, a producao ciclica
desses agentes nocivos ao longo dos anos pode levar, nesse caso, a um aumento
do risco cumulativo de doencas, que, provavelmente, seria agravada em condi¢des
de estado antioxidante reduzido (BEHRMAN et al, 2001).

Existe uma correlacdo observada entre o0s niveis de malondialdeido,
marcador da peroxidacdo lipidica, e o nivel do 17-beta estradiol no plasma,
expressando, assim, o EO. Sabe-se que a deprivacdo de estrogénio e progesterona
leva a estimulacdo da prostaglandina F2a induzida por EROs (peroxidos lipidicos),
decorrente da ativacdo do Fator Nuclear Kappa B (NFkB) e produgdo do TNFa,
dessa forma, ficando claro, ser esse fator nuclear uma peca-chave para o
mecanismo fisioldgico da menstruacdo (SUGINO et al, 2004).

Na SOP, o tecido adiposo visceral é responsavel pela secrecdo de citocinas
pro-inflamatérias, tais como: Interleucina 6 (IL-6), a leptina e o Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a), que participam na génese da resisténcia a insulina, e,
consequentemente, leva a hiperglicemia, DM2. O TNF-a determina hiperfosforilacao
pos-transcripcional dos residuos de serina, tanto do substrato do receptor insulinico
(IRS-1) como da enzima esteroidogénica P450cl7, relacionada com o
hiperandrogenismo (FERNANDEZ-REAL e RICART, 2003).

Além disso, 0 aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs)

por células mononucleares, presentes no compartimento estromal vascular do tecido
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adiposo visceral dessas pacientes, em resposta a hiperglicemia fisiolégica pos-
prandial, pode desempenhar, também, um papel importante no desenvolvimento do
hiperandrogenismo e da resisténcia a insulina, por meio da ativacdo do NF-kB,
aumentando a sua transcricdo e a producdo do TNF-a, caracterizando a SOP como
um estado pro-inflamatério (GONZALEZ et al, 2005, 2006). Esse processo leva a
producdo de marcadores plasmaticos, como o Inibidor da Ativagcdo do
Plasminogéniol (PAI1l) e da Proteina C Reativa (PCR), entre outros, 0s quais
aumentam ou predizem o risco de aterosclerose e trombose vascular nessas
pacientes, independentemente da obesidade (GONZALEZ, 2009).

Victor et al (2009) reforcaram esse estado pro-inflamatério, em estudo
controlado nos leucdcitos de mulheres com SOP, pelo achado da diminuicdo na
funcdo mitocondrial, com aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs), PCR e
TNFa e diminuigdo da glutationa (GSH), enzima antioxidante.

Na resisténcia insulinica e hiperinsulinemia, os niveis altos de acidos graxos
levam ao aumento da formacdo de EROs e implicam uma possivel diminuicdo de
antioxidantes e aumento de hidroperéxido lipidico, demonstrados pela correlacéo
negativa dos niveis de Melondialdeido (MDA), marcador indireto do EO, e a
diminuicao da glutationa (LEE et al, 2010).

A abordagem terapéutica da SOP compreende desde a orientacdo dietética,
associada a atividade fisica, como o0 uso de terapéuticas farmacoldgicas especificas
de agentes sensibilizadores da atividade insulinica e, também, ndo farmacoldgicas,
entre elas a acupuntura (PALOMBA et al, 2008).

Na SOP, a associacdo dessas medidas apresentou um nivel maior de
eficacia, em relacdo as suas praticas isoladas, melhorando a obesidade central,
diminuindo os niveis de insulina e hiperandrogenemia e conduzindo a melhores
indices de ovulacdo, gravidez e regularizacdo dos ciclos menstruais,

consequentemente, com diminuigdo do EO (PASQUALI et al, 2000).

A Acupuntura (Ac) é uma modalidade terapéutica, originada na China, vindo
hd muitos séculos, juntamente com outras vertentes da Medicina Tradicional
Chinesa, destacando-se na manutencdo da saude e prevencao das doencas de uma
das maiores popula¢cdes do mundo, levando, assim, a especula¢gbes cientificas do

seu papel sobre esse equilibrio oxidativo.
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Sua propagacado no ocidente, em meados do século XVII, se deve a sua
divulgacao no continente Europeu, por padres jesuitas. Posteriormente, na América,
principalmente na comunidade médica cientifica, teve seu marco em 1912 , atraves
da publicacéo de um livro intitulado: The Principles and Practice of Medicine, escrito
por um médico e professor da Universidade de Oxford, William Osler (BALDRY,
2008, p. 33), despertando, desse modo, grande interesse no esclarecimento do seu
mecanismo de acéo, por meio de estudos e pesquisas no campo da neurociéncia.
Essas pesquisas tiveram grande impulso, com importantes estudos no
esclarecimento da analgesia, dependéncia e tolerancia aos opioides. Destacou-se,
entdo, a revelacdo de Hughes et al (1975), por meio do isolamento de uma
substancia no cérebro de porcos, com acéao igual a morfina e com grande afinidade
por receptores opioides, tendo sido denominada de encefalina. Essa descoberta foi
um marco para a compreensdo e estudos das respostas induzidas por essa
terapéutica, que tem como alicerce a homeostase do doente, e ndo apenas a cura

da doenca.

No Brasil, foi reconhecida como especialidade médica pelo Conselho Federal
de Medicina, em 1995, resolucdo n°® 1.455/95 (Anexo A), acontecimento que
alavancou sua pratica médica em nivel publico e privado, bem como incrementou as

pesquisas em importantes Universidades do pais.

Na teoria classica chinesa, 0 mecanismo de a¢do da acupuntura se alicerca
em dois pilares basicos: 1) os meridianos, canais onde circula o Qi, (traduzido como
energia, ou, na visdo contemporanea, trifosfato de adenosina). Nao havendo, no
entanto, evidéncias cientificas dessas estruturas, acredita-se que falavam do
sistema nervoso periférico, canais esses ndo conhecidos em tempos remotos; 2) 0s
pontos de acupuntura, localizados nesses canais, segundo estudos baseados em
evidéncias, tém se revelado bastante consistentes. Mostrou-se que um estimulo,
através da pele, em pontos especificos de acupuntura, evoca uma reposta com a
liberacdo de substancias neuroquimicas, com efeitos analgésicos e/ou anti-
inflamatorios, miorelaxantes e reguladores de varias funcdes organicas. Desses
efeitos, o alivio da dor e a atenuacdo do processo inflamatorio de diversas
enfermidades sdo os mais conhecidos e estudados (STUX e HAMMERSCHLAG,
2005, p. 5).
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Esses pontos de acupuntura sdo areas onde histologicamente existem
maiores quantidades de receptores nervosos, como: terminacdes livres, fusos
musculares, 6rgdo tendinoso de Golgi, mastocitos e capilares, quando comparadas
com areas circunjacentes (DORNETTE, 1975). Gunn et al (1976), descreveu-os, de
acordo com suas relacbes com o sistema nervoso periférico, anatdmico e
funcionalmente, como: pontos motores musculares, grupos nociceptores em
diferentes tecidos e nervos, ou nervos nos planos sagitais e nervos ou plexos
superficiais. Por intermédio do bloqueio no suprimento nervoso com anestesia local,
o efeito da acupuntura foi ineficaz, mostrando-se, assim, ser conduzido por fibras
nervosas (CHIANG et al, 1973).

Os neurotransmissores envolvidos na sua a¢do analgésica sdo os peptidios
opioides. O uso de antagonista desses peptidios, a noloxana e a injecdo
Intracerebroventricular de Colecistoquinina Octapeptidio (CCK-8) blogueia ou reverte
esse efeito (CHENG, R. e POMERANZ, 1980; HAN et al, 1986). Os opioides mais
importantes envolvidos s&o: as encefalinas, B-endorfina e dinorfina (CLEMENTS-
JONES et al, 1980), além de substancias ndo opioides, como as monoaminas: a
serotonina e a noradrenalina (CHENG, R. e POMERANZ, 1981).

Em nivel periférico, o estimulo da agulha ao penetrar na pele e masculo ativa
receptores aferentes (mecanoreceptores lll), desencadeando a despolarizacdo da
membrana celular de fibras finas A delta (Ad) (KAWAKITA e FUNAKOSHI, 1982) e,
em menor proporc¢éo, as fibras C (mecanoreceptor 1V), deflagrando um potencial de
acao e provocando a liberacdo de varias substancias pro-inflamatorias. Entre elas,
as mais estudadas sdo: o Peptidio Geneticamente Relacionado a Calcitonina
(CGRP), substancia P, bradicinina, interleucinas, TNFa e, mais recentemente, o
oxido nitrico, (TSUCHIYA et al, 2007), que desencadeiam vasodilatacdo local,

objetivando reparar o dano tecidual.

Essas citocinas, em particular o TNFa, sao reguladas por vias anti-
inflamatorias colinérgicas, por meio de redes cerebrais, mediadas por receptores
muscarinicos tipol, via ndo opioide, promovendo uma diminuicdo de sua produgéo,
e conduzindo ao equilibrio do processo inflamatorio local e, possivelmente, oxidativo
(TRACEY, 2007). Recentemente, esse mecanismo local anti-inflamatério tem sido

muito estudado e denominado reflexo neural anti-inflamatério da acupuntura. Esse
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estimulo periférico da agulha € percebido clinicamente como uma sensacdo de
ferroada, distensdo e peso, chamada DeQi pela medicina chinesa (WANG et
al,1985) (figura 1)

Figura 1 - Mecanismo periférico da acupuntura (WHITE et al, 2008, p24)

Com a propagacéo desse potencial de acdo ao longo da ibra Ad, alcanga-se o
corno posterior medular (lamina | de Rexed) (KUMAZAWA e PERL, 1978), no qual,
em nivel da substancia gelatinosa (lamina Il de Rexed), ocorre a inibicdo da
passagem do estimulo nociceptivo da fibra C, pela acdo de interneurdnios, com a
liberacdo de neurotransmissores inibitérios, a encefalina (HASHIMOTO e AIKAMA,
1993), conhecido como o efeito segmentar da acupuntura. Nessa regido, funciona o
portdo da dor, descoberto por Melzack e Wall (1965), que muito contribuiu para

esclarecimento inicial da modulacédo da dor (figura 2)

Figura 2 - Mecanismo segmentar da acupuntura

a- Fibra A delta; b- Fibra C; c- SG substancia gelatinosa, I- interneurdnio,
T- neurdnios transmissores; d- Vias ascendentes (WHITE et al, 2008, p28)
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Essas vias somaéticas-sensoriais ascendem, via tronco cerebral, talamo,
hipotalamo, hipdéfise e cortex cerebral. No hipotdlamo e hipofise, ocorre a liberacédo
da B-endorfina e do Hormonio Adrenocorticotrofico (ACTH), os quais se originam do
mesmo precursor molecular (CLEMENT-JONES et al, 1980). Esses neuro-
hormbnios séo liberados no liquor céfalo-raquidiano e sangue, para proporcionar
acdo sistémica analgésica e anti-inflamatoria sobre vérios tecidos alvos. No tronco
encefalico, esse neurotransmissor desinibe o sistema descendente inibidor da dor.
Assim, a substancia cinzenta periaquedutal, desinibida, libera neurotensina, que
desencadeia um estimulo descendente a regido do bulbo rostro ventral, provocando
a liberacdo da serotonina (HAN, C. S. et al, 1979; GUNN et al, 1984) pelo nucleo
magno da rafe, e da noradrenalina, pelo locus ceruleus, reforcando, em nivel
medular, na substancia gelatinosa, a acao inibitéria dos interneurdnios sobre o
estimulo doloroso propagado pela a fibora C (TAKESHIGE, 1992 ).

Sabe-se, também, que ocorre um forte efeito desses neurotransmissores em
varias estruturas do sistema limbico, envolvidos no aspecto emocional da dor e de

muitos outros processos moérbidos cronicos (figura 3).

Sensory
cortex

S Anterior cingulate
E gyrus
: = Prefrontal
f‘ \. coriex

Hypothalamus

7/  Brainstem

|

Figura 3 - Mecanismo suprassegmentar da acupuntura (WHITE et al, 2008, p29)

Evidéncias atuais mostram a interagdo anatomofuncional do sistema nervoso
somatico e autbnomo, bem ilustrada através da interrelacdo dos derméatomos,
miotdmos, esclerétomos e viscerotomos (FILSHIER et al, 2002, p.130). Essa
integragcdo segmentar somatico-visceral se faz por arco reflexo em nivel do corno
medular lateral, por sinapses entre as fibras dos receptores somaticos envolvidos na

acdo da acupuntura e interneurdnios, conectados aos neurdnios autonémicos pré-
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ganglionares, entre os segmentos Tl e L2, e por intermédio de fibras poés-
ganglionares, alcangam as visceras internas e vasos sanguineos. A influéncia no
sentido inverso do estimulo é percebido na manifestacdo da dor referida de origem
visceral, em um determinado dermatomo (YAMAMURA e TABOSA, 1995).

O arco reflexo somato-visceral € um dos meios através do qual a acupuntura
regula as varias funcbes autondmicas, e resulta em acdes nao analgésicas (SATO,
1997). O primeiro relato que envolve o sistema simpatico com o efeito da
acupuntura, por Matsumoto e Hayes em 1973, foi demonstrado pela queda da
pressdo arterial e vasodilatacdo intestinal em coelhos, apds estimulo com
acupuntura. Estudos em ratos anestesiados mostraram que os efeitos da
estimulacdo aferente somatica sdo dependentes dos oOrgdos particulares e dos
segmentos aferentes da coluna vertebral. Algumas fungdes como fluxo sanguineo
cortical cerebral, funcdo hormonal da medula adrenal e esplénicas tém acao geral;
outras, porém, como contratibilidade vesical e motilidade gastrica, sdo fortemente
segmentares. Se a resposta obtida for eferente simpética ou parassimpética, ficara
na dependéncia do 6rgdo estimulado (SATO, 1997) (figura 4)

Figura 4- Mecanismo segmentar somato-visceral da acupuntura (WHITE et al, 2008, p34)

Zhou, W. et al (2007) estudando a modulacdo da EAc sobre o nervo mediano
no reflexo simpatico-visceral cardiovascular, observaram a atenuacédo da resposta
excitatoria, induzida pela bradicinina, por inibicio mediada por opioides sobre a acéo
do glutamato, dos neurdnios ventrais latero-medial rostrais,para onde convergem as

fibras soméaticas e viscerais aferentes.



31

A EAc foi introduzida com a intencdo de substituir a técnica de manipulagéo
das agulhas, feita com o objetivo de potencializar a resposta terapéutica e
analgésica. As pesquisas em gerais utilizam esse tipo de estimulacdo, haja vista o
melhor controle dos estimulos gerados por modernos aparelhos digitais da
atualidade. A agulha de acupuntura, inserida em pontos especificos do corpo, &
conectada a uma corrente elétrica com intensidades que variam entre 0,5 e 50 mA,
voltagem até 20V, suficiente para vencer a resisténcia da agulha de acupuntura e
despolarizar a fibra nervosa; a amplitude de pulso fica entre 0,05-0,5ms. Nao séo
usados valores maiores do que 0,5ms, pois serdo recrutadas as fibras C e néo as
fiboras Ad (WOOLF, 1983). As ondas sédo sempre quadradas bifasicas, propiciando
uma menor intensidade de corrente, uma vez que atingem mais rapidamente o limiar
de disparo do receptor. S&o bifasicas para evitar eletrélise e necrose tecidual. As
frequéncias usadas podem ser: baixa, alta ou combinadas, com interferéncia na
resposta obtida (FILSHIER e WHITE, 2002, p. 189).

O mecanismo de acao da eletroacupuntura se processa pelas mesmas vias
nervosas da acupuntura classica (referida também como manual), diferenciando-se,
no entanto, em relacdo a liberacdo de tipos diferentes de neurotransmissores,
dependentes da frequéncia de corrente elétrica transmitida ao ponto de Ac (CHEN e
HAN, 1992). Pesquisas em ratos, com administragcdo de doses suficientes de
noloxana para bloguear os receptores opioides, seguida por aplicacdo de estimulo
com EAc de 2Hz, baixa intensidade, na fibra Ad - mostraram reversibilidade do efeito
analgésico. O mesmo nao aconteceu, quando aplicado esse estimulo com
frequéncia de 100Hz, alta intensidade. Sabendo-se que essa droga tem grande
afinidade pelos receptores mu e delta opioides, e fracamente pelos receptores
kappa, chegou-se a conclusdo de que a baixa frequéncia medeia a liberacdo de
encefalinas e B-endorfina, as quais tém afinidade pelos receptores mu e delta, no
nivel cerebral. Enquanto isso, estimulos de alta frequéncia medeiam a liberacéo de
dinorfina, que tem afinidade pelo receptores kappa no nivel medular (HAN, J. S. et al
1984; CHEN e HAN 1992).

Atualmente, a partir desses e de outras importantes evidéncias, ficou aceito
como baixa frequéncia o estimulo de até 10Hz, e alta frequéncia a partir de 100Hz.
Com o uso alternado das duas frequéncias, com duracdo de trés segundos cada,

obtém-se o estimulo dos trés receptores opioides p (mu), & (delta) e k (Kappa),
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simultaneamente, propiciando a liberagdo desses trés neurotransmissores e
potencializando o efeito analgésico (CHEN e HAN, 1992).

Na EAc, é visivel, no local de aplicacdo, uma contracdo muscular dependente
da intensidade do estimulo transmitido, caracterizando clinicamente uma resposta
reflexa somato-soméatica (HIGASHIMURA et al, 2009)

Andersson, (1993) j& tracava um paralelismo entre a EAc e o exercicio
muscular vigoroso. Ambos liberam (3-endorfina, produzem analgesia com melhora do
humor e tém efeito acumulativo, com aplicacdo de estimulos sucessivos. Resultados
de estudos recentes mostram a forte ligacdo entre sensibilidade a insulina e
exercicios. As contracfes musculares que ocorrem durante a eletroacupuntura
funcionam como um tipo de exercicio e estimulam a liberacdo de peptideos opioides
enddgenos, melhorando provavelmente essa resisténcia insulinica (CHANG et al,
1999; LIN, J. G. et al, 2002).

Stener-Victorin et al (2003) evidenciavam, em ratas anestesiadas, a
modulacdo neuroenddcrina ovariana pela EAc (2Hz), por meio do estimulo de
pontos nos musculos que correspondiam a inervacdo ovariana (T10-T12), sendo
eles: os musculos eretores da coluna vertebral e o os musculos quadriceps femural,
semelhante & modulacdo exercida pela inervacdo autonémica simpatica, sendo essa
inervacdo, possivelmente, responsavel pela manutencdo da SOP induzida. Com
esse tratamento, houve a diminuicdo do nivel alto de endotelina-1 ovariana, potente
vasoconstrictor envolvido na funcdo ovariana, como também do alto nivel de NGF,
da expressdo do NGF RNAm ovariano e da suprarrenal e CRF na eminéncia média
hipotalamica.

A influéncia de diferentes frequéncias e diferentes intensidades do estimulo
com EAc, na resposta obtida, ficou clara, em um experimento com modelos animais,
por inducdo estrogénica, em que foi detectado um aumento do fluxo sanguineo
ovariano e alteracédo do ciclo estral, com uso de frequéncia de 2Hz e intensidades
de 1,5 e 3mA. Porém, 6mA de intensidade e com frequéncia de 80Hz, houve
reducdo desse fluxo. O mesmo aconteceu apds a lesdo da inervacdo simpatica
ovariana, reforcando ser o fluxo sanguineo ovariano dependente desse estimulo
simpatico, por meio do qual, possivelmente, com baixa frequéncia e baixa
intensidade, atua a EAc (STENER-VICTORIN et al, 2004, 2006). Tudo indica que
essa agao se da através da modulacado nos receptores a1l e B2 adrenérgicos e no
p75NTR (Receptor neurotrofico) (MANNI et al, 2005).
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Ainda em modelos experimentais de SOP, agora induzidos por estimulo da
Dehidrotestosterona (DHT), foi observada a hiperatividade do pulso de GnRH, com a
descoberta de maior expressao no nimero de receptores androgénicos, no nivel das
células hipotalamicas, como também consequente alteracdo da ciclicidade do estro.
Estimulo frequente de EAc, com frequéncia de 2Hz, normalizou a ciclicidade do
estro e restaurou a expressao de receptores androgénicos e do GnRH (FENG et al,
2009) .

Todos esses achados conduzem ao papel que a EAc desempenha na
regulacdo da ovulagdo dentro do contexto profilatico e terapéutico das disfunc¢des
anovulatérias, tanto em modelos experimentais, como em humanos, muito citados,
também, na literatura cientifica .

Pontos classicos da medicina tradicional chinesa, com indicacdo ampla em
modular funcdes organicas especificas, tornaram-se muito estudados na regulacéo
metabdlica da glicose. Os pontos E36 (Zusanli), RM12 (Zonghwan) e BP6 (Sanyjiao)
sdo 0s mais investigados para o tratamento e prevencao da resisténcia insulinica e
hiperglicemia, como também de outras disfuncfes ginecoldgicas .

Foi mostrado em experimentos com ratos e camundongos que a hiperglicemia
nesses animais saudaveis, induzida por drogas anestésicas, como anestésicos
volateis e a mistura cetamina-xilazina, quando submetidos a EAc por 30 e 60 min,
com baixa (10Hz) e alta frequéncia (100Hz), nos pontos Zusanli (E36) e Zonghwan
(RM12), apresentava uma queda significante em seus niveis plasmaticos, por
possivel predominancia do metabolismo aerdébico celular (FIGUEREDO, 2009).

Lin, J. G. et al (2002) jA demonstravam o envolvimento do efeito
hipoglicemiante da EAc, no ponto RM12 (Zonghwan), com 0s receptores p opioides,
pelo aumento da liberagdo de B-endorfinas na glandula adrenal e bloqueio desse
efeito, com administracdo da noloxana. Porém, nos grupos dos animais
adrenalectomizados, esse efeito era abolido, atribuindo-se, portanto, a adrenal a
responsabilidade por esse mecanismo opioidérgico.

Chang et al (2005) investigando o mecanismo pelo qual a EAc desencadearia
um efeito hipoglicemiante, ndo soé reforgou a descoberta do envolvimento e aumento
da liberacdo de B-endorfinas pela glandula adrenal, bem como mostrou a
participagcédo da serotonina nesse processo, em ratos normais.

Em ratas wistar pré-pubere, expostas a estimulo da Dehidrotestosterona

(DHT), foi observado que estimulos de baixa frequéncia (2Hz) de EAc, com
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intensidade de 0,5 a 1mA, em um total de 20 aplicagBes por cinco dias consecutivos
na semana, nos musculos retos abdominais, soleus e gastrocnémio;
correspondendo aos dermatomos de T10 - L2 e nervos sacrais, restauraram a
sensibilidade a insulina normal, aumentaram a expressédo de proteinas de GLUT4
nos varios compartimentos das células do musculo esquelético soleus, melhorando
o perfil lipidico. Assim, o tratamento de EAc de baixa frequéncia tem efeitos
sistémicos e locais, envolvendo caminhos na sinalizacdo intracelular em musculos,
gue podem ser responsaveis pela melhora da sensibilidade insulinica (JOHANSSON
et al, 2010).

Os ensaios clinicos realizados na investigacdo do estresse oxidativo sobre o
sistema reprodutor feminino, por meio da Ac e EAc, estdo em fase inicial, haja vista
o caminho ainda a percorrer no esclarecimento do aspecto inflamatério da fisiologia
e fisiopatologia na fungéo ovariana.

A avaliagdo do estresse oxidativo em ratas sadias, no plasma e tecido
hepatico e renal, com uma Unica aplicacdo de Ac e EAc (10 e 100Hz) no E36 e
RM12, mostrou um aumento no MDA e peroxidacao lipidica, principalmente com a
EAc. Contudo, houve um efeito protetor do estresse oxidativo com o aumento da
GSH (SILVA et al, 2011).

Niveis séricos de TNFa e a expressdao do seu RNAmM sdo aumentados,
significativamente, em ratos com reto colite ulcerativa induzida em correlacdo com a
gravidade da doenca. Esse fato retrata que o TNF-a esta intimamente envolvido nas
alteracdes imunoldgicas e com as respostas inflamatérias na retocolite ulcerativa,
parecendo, assim, estar implicado na sua patogénese. O tratamento com EAc
aplicada no ponto E36 teve efeito terapéutico, por downregulating, nos niveis de
TNF-a sérico e em tecido do célon, bem como na expressao de seu RNAm (TIAN et
al, 2003).

Dai et al (2008) estudaram os efeitos da acupuntura em ratas jovens e
menopausadas cirurgicamente, nas quais foram encontradas baixas concentracdes
séricas de Superoxido Dismutase (SOD) e alta de MDA. ApOs a aplicacdo da
acupuntura nos acupontos E-36, B-23 (Shenshu) localizado na depresséao lateral da
segunda veértebra lombar e BP6, houve aumento das concentragcbes de SOD e
reducao significante das concentragdes de MDA.

Modelos de camundongos com doenca de Parkinson, MPTP (toxina

neuroquimica 1-meil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), tratados com EAc na
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frequéncia de 100Hz, nos pontos E36 e BP6, evidenciaram protecdo do sistema
Nigro-estrial, por varios mecanismos, incluindo o efeito antioxidante, com diminuicédo
da peroxidacado lipidica e do MDA, como também aumento da concentracdo da
glutationa e da atividade total da superdxido dismutase e do efeito antiapoptose
(WANG, H. et al, 2011).

A recuperacéo isquémica e inflamatoria apos trauma cirargico, em modelos
experimentais de retalhos cutaneos, foram avaliadas por meio das concentracdes de
biomarcadores oxidativos (TBARS/MDA), inflamatorio (MPO) e pelo tripeptidio
antioxidante (GSH). Apds aplicacdo de Ac e EAc em pontos especificos, circulando
os retalhos, houve uma atenuacdo da resposta inflamatéria mostrada pela
diminuicdo da MPO nesses retalhos ,e, também, reducdo do estresse oxidativo
sistémico e local, detectada pela promocdo do aumento das concentracdes
plasméticas e teciduais de GSH. Por outro lado, a EAc exerceu efeito pro-
peroxidativo evidenciado pelo aumento no plasma e nos retalhos cutaneos de
TBARS desses ratos sadios, submetidos ao estresse cirargico (LIMA, P. L., 2011)

A MTF tem efeito anti-hiperglicemiante, administrado por via oral. E uma
biguanida, usada inicialmente para tratar DM2. Atualmente, € um dos agentes mais
prescritos no tratamento da SOP. Seu mecanismo, em nivel molecular, ainda, ndo
esta completamente esclarecido. Sua acdo fundamental, porém, decorre da reducao
da producado hepética de glicose, mediante a diminui¢cdo da gliconeogénese e, em
menor grau, pelo aumento de sua captacao na célula muscular (MATA et al, 2008;
ZHOU, G. et al, 2001). Essa substancia leva ao incremento da sensibilidade
hepatica da insulina e facilita o transporte da glicose. Estudos in vitro e in vivo tém
demonstrado que sua acéo parece ser no proprio receptor da insulina, regulando os
processos de sinalizacdo pos-receptor (KUMAR e DEY, 2002). Uma proteina cinase
dependente da 5 Adenosina Monofosfato - Proteina Cinase (AMPK) é um possivel
alvo intracelular da metformina. A AMPK, & o maior regulador celular do metabolismo
da glicose e lipidios, por meio da fosforilagdo de proteinas chaves, controlando,
assim, a energia celular.

A ativacdo da AMPK, pela metformina ou um analogo da adenosina, suprime
a expressdo de SREBP-1, um fator de transcricdo chave lipogénico. Em ratos
tratados com metformina, a expressdo hepatica de SREBP-1 RNAm ¢é reduzida
(ZHOU, G. et al, 2001).
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Observou-se que tratamento com MTF foi capaz de melhorar a estrutura e
funcdo do endotélio de pacientes com SOP jovens e ndo obesas, sugerindo que
esse agente poderia ser eficaz para reduzir o risco cardiovascular a longo prazo
(ORIO et al, 2005). A MTF pode restaurar a ciclicidade menstrual e é altamente
eficaz na inducao da ovulacéo e no aumento da ocorréncia de gestacdo (NORMAN,
R. J., 2004). Glueck et al (2002), mostraram uma reducdo em 30% de diabetes
gestacional, em pacientes gravidas com SOP, usando MTF, versus 3% do grupo
controle. Ela, também, influencia diretamente a esteroidogénese ovariana in vitro,
em cultura de células de tumores tecais, por inibicdo do gen CYP17, com diminuicéo
da expressdo de seu RNA mensageiro. Atenua, por sua vez, a producao
androgénica decorrente, predominantemente, da menor concentracdo de insulina
plasmatica secundaria a inibicdo da gliconeogénese hepatica (ATTIA et al, 2001).

Na tentativa de esclarecer a anovulacao e a cistogénese ovariana presentes
em varias disfuncdes ginecoldgicas, bem como as diversas alteracbes orgéanicas
consequentes a esses processos, varios modelos experimentais foram criados para
melhor retratar essa realidade. Nenhum, porém, contempla esse objetivo
(SZUKIEWICZ, 1998). Pesquisas tém fornecido grandes subsidios cientificos no seu
tratamento, mesmo assim, ainda, sdo escassos os trabalhos que investigam o efeito
da Ac e EAc, no aspecto inflamatério e oxidativo dessas disfun¢des. Essa lacuna
nos motivou a realizar esta pesquisa, em ratas submetidas ao estimulo estrogénico,
na intencdo de agregar mais informacgdes no efeito da Ac e EAc sobre a anovulagao
e a glicemia, e, possivelmente, prosseguir com as iniciais investigacbes de sua
influéncia no processo oxidativo e inflamatério. Ressalte-se, também, o ineditismo da
investigacdo da acdo da metformina sobre o estresse oxidativo e inflamatdrio nesse

tipo de experimento.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Glueck%20CJ%22%5BAuthor%5D
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2 OBJETIVO

Geral:

Avaliar os efeitos da acupuntura, eletroacupuntura e metformina no estresse

oxidativo, no processo inflamatorio e na glicemia em ratas sadias submetidas a

estimulo estrogénico.

Especificos:

1-

Avaliar os efeitos da Ac e EAc, com frequéncias de 2 e 100Hz, sobre as
concentragbes de GSH e TBARS no plasma e tecido ovariano em ratas
sadias submetidas a estimulo estrogénico.

Avaliar os efeitos da Ac e EAc, 2/100 Hz, sobre as concentracdes da MPO
no tecido ovariano em ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico.
Avaliar os efeitos da Ac e EAc, 2/100 Hz, sobre a glicemia apds teste de
tolerancia oral a glicose, em ratas sadias submetidas a estimulo
estrogénico.

Avaliar os efeitos da MTF sobre a concentracdo de GSH,TBARS no plasma
e tecido ovariano em ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico.
Avaliar os efeitos da MTF sobre a concentracdo da MPO no tecido ovariano
em ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico.

Avaliar o efeito da MTF sobre a glicemia apés teste de tolerancia oral a

glicose em ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico.
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3 METODO

3.1 Aspectos éticos

O estudo foi previamente submetido e aprovado pela Comissao do Comité de
Etica e Pesquisa (CEPA), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara (UFC) para uso de animais experimentais, em
dezembro de 2009, n® do protocolo 107/09 (Anexo B), estando de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), Normas Internacionais para a Pesquisa
Biomédica em Animais (1990) e de acordo com a Lei Federal n® 6.638, de 08 de
maio de 1979.

3.2 A amostra e distribuicéo
3.2.1 Amostra

Foram utilizados 42 ratos, com idade de oito semanas, fémeas (Rattus
norvegicus: variedade albinus, Rodentia, Mammalia), com peso variando de 150 a
220g (Apéndice B) da linhagem Wistar, saudaveis e bem nutridas, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara — Faculdade de Medicina, criadas
e mantidas sob condigcbes ambientais e alimentares semelhantes.

Os animais ficaram hospedados em gaiolas de polipropileno, providas de
tampa com grade metalica de aco inoxidavel e forradas com maravalhas, alojadas
em dependéncias refrigeradas (24+2°C). Observou-se a alternancia dos ciclos
claro/escuro a cada 12 horas. Agua potavel e racdo comercial para ratos (Guabi
Nutrilabor®, Mogiana Alimentos, S&o Paulo) foram ofertadas ad libitum até 12 horas
antes do experimento. A higienizacdo das gaiolas e 0 exame dos animais foram
realizados diariamente pelo técnico responsavel

As ratas foram previamente aclimatadas por um periodo de sete dias antes da
realizagdo do experimento para minimizar o estresse. Os procedimentos cirlrgicos
foram realizados em ambiente refrigerado, no Laboratério de Cirurgia Experimental

do Departamento de Cirurgia da Universidade Federal do Ceara.
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3.2.2 Distribui¢cdo da amostra

As ratas foram distribuidas aleatoriamente em sete grupos (G), a saber:

G1C+: Grupo Controle Positivo (Valerato de Estradiol- VE)
G2M: Grupo Metformina- VE + metformina
G3Ac: Grupo acupuntura - VE + acupuntura

G4EAc2: Grupo eletroacupuntura - VE + eletroacuputura com frequéncia 2Hz
G5EACc100: Grupo eletroacupuntura - VE + eletroacupuntura com frequéncia 100Hz
G6M: Grupo Metiformina Controle negativo - sem VE

G7C: Grupo Controle Negativo - sem VE

AMOSTRA
42 ratas

GIC+ G3Ac G4EAc2 G5EACc100 GEM G7C
6 ratas 6 ratas Gratas 6 ratas 6 ratas 6 ratas
SUBMETIDAS AD ESTROGENIO NAO SUBMETIDAS AQ ESTROGENIO

(30 RATAS) (12 RATAS)

3.3 Procedimento anestésico

A anestesia foi obtida pela aplicacdo, por via Intraperitonial (IP) de uma
solucdo anestésica, contendo hidrato de cloral a 10% (AUDAZ Reagentes
Tecnoldgicos), na dose de 0,1mL da solugdo, para cada 30g de peso do animal,
produzido pelo laboratério Apds cinco minutos, tempo necessario para se obter o
nivel anestésico adequado, o animal foi colocado na mesa operatoria, em decubito
dorsal. A profundidade anestésica foi avaliada por parametros clinicos, como: a
frequéncia respiratéria e cardiaca, reflexo da cérnea e palpebral, movimentos das
narinas e ou de outros grupos musculares. De acordo com esses parametros,13

animais necessitaram de mais anestésico para iniciar os tratamentos com Ac e EAc,



40

e, também, alguns para a realizacdo adequada da intervenc¢do cirtgica no final do
experimento, sendo aplicada metade da dose inicial (Apéndice A).

3.4 Delineamento do estudo

42 ratas sadias, com oito semanas de idade (adultas), foram distribuidas
aleatoriamente em sete grupos, numericamente idénticos (n=6). Cinco grupos,
foram submetidos a estimulo estrogénico, com valerato de estradiol, enquanto dois
grupos controles, ndo foram expostos a este estimulo, durante um periodo de 60
dias, que foi denominado de primeira fase do estudo. Transcorrido este tempo,
realizou-se dez dias de procedimentos, que foi denominado segunda fase do estudo,

como descriminado a seguir:

Grupo controle positivo (G1C+): submeteu-se no 10° dia do experimento,
ao o teste de toleréncia oral a glicose (TTOG). Em seguida, realizada a
inducdo anestésica com hidrato de cloral a 10%, conforme descrito
anteriormente, para a realizacdo da laparotomia com coleta dos ovarios, Utero
e 3,0mL de sangue arterial, por puncéo da aorta abdominal. Logo depois, 0s
animais foram mortos, ainda sob os efeitos da anestesia, por dessangramento

e deslocamento cervical;

Grupo metformina (G2M): recebeu metformina, diariamente, por nove dias
do experimento. No 10° dia, foi realizada a TTOG, seguida de inducdo
anestésica, para realizacdo da laparotomia, com coleta dos ovarios, utero e
de 3,0mL de sangue arterial, por puncéo da aorta abdominal. Logo depois, 0s
animais foram mortos, ainda sob os efeitos da anestesia, por dessangramento

e deslocamento cervical;

Grupo acupuntura (G3Ac): as ratas desse grupo foram anestesiadas nos
dias 1, 3, 5, 7 e 9 do experimento com hidrato de cloral a 10%, conforme
descrito. ApOs inducdo da anestesia, as agulhas de acupuntura foram
inseridas, bilateralmente, nos pontos BP6 (SANYINJIAO) e no ponto E36
(ZUSANLI), numa profundidade suficiente para atingir o tecido muscular.
Mantidas por 20 minutos, posteriormente removidas. No 10° dia, foi realizada

a TTOG, seguida de indugéo anestésica, para realizagdo da laparotomia, com
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coleta dos ovarios, Utero e de 3,0mL de sangue arterial, por puncdo da aorta
abdominal. Logo depois, os animais foram mortos, ainda sob os efeitos da

anestesia, por dessangramento e deslocamento cervical,

Grupo eletroacupuntura 2Hz (G4EAc?2): as ratas foram anestesiadas nos
dias 1, 3, 5, 7 e 9 do experimento com hidrato de cloral a 10%, conforme
descrito. Apds a inducdo anestésica, agulhas de acupuntura foram inseridas
nos pontos, BP6 e E36, bilateralmente. Eletrodos foram conectados as
agulhas de acupuntura, aplicando-se uma corrente elétrica com frequéncia de
2Hz, durante 20 minutos, e entdo removidas. No 10° dia, foi realizada a
TTOG, seguida de inducdo anestésica para realizacdo da laparotomia, com
coleta dos ovarios, Utero e de 3,0mL de sangue arterial, por puncdo da aorta
abdominal. Logo depois, os animais foram mortos, ainda sob os efeitos da

anestesia, por dessangramento e deslocamento cervical,

Grupo eletroacupuntura 100Hz (G5EAc100): as ratas foram anestesiadas
nos dias 1, 3, 5, 7 e 9 do experimento com hidrato de cloral a 10%, conforme
descrito. Ap6s inducdo da anestesia, as agulhas de acupuntura foram
inseridas nos pontos BP6 e E36. Eletrodos foram acoplados as agulhas de
acupuntura, aplicando-se uma corrente elétrica com 100Hz de frequéncia, por
20 minutos, e entdo removidas. No 10° dia, foi realizada a TTOG, seguida de
inducdo anestésica, para realizacdo da laparotomia, com coleta dos ovarios,
do utero e de 3,0mL de sangue arterial, por puncéo da aorta abdominal. Logo
depois, os animais foram mortos, ainda sob os efeitos da anestesia, por

dessangramento e deslocamento cervical;

Grupo controle metformina (G6M): as ratas receberam metformina, 2mL por
gavagem, diariamente, durante os nove dias do experimento. No 10° dia, foi
realizada a TTOG, seguida de inducdo anestésica, para realizacdo da
laparotomia, com coleta dos ovarios, do utero e de 3,0mL de sangue arterial,
por puncao da aorta abdominal. Logo depois, os animais foram mortos, ainda

sob os efeitos da anestesia, por dessangramento e deslocamento cervical,

Grupo controle negativo (G7): apenas no 10° dia, foram as ratas
submetidas a TTOG, seguida de inducdo anestésica, para realizacdo da

laparotomia, com coleta dos ovarios, utero e de 3,0mL de sangue arterial, por
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puncéo da aorta abdominal. Logo depois, os animais foram mortos, ainda sob
os efeitos da anestesia, por dessangramento e deslocamento cervical.

3.5 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, controlado e comparativo entre diferentes
grupos de ratas Wistar, submetidas a estimulo estrogénico para avaliacdo dos
efeitos da metformina, acupuntura e eletroacupuntura, utilizando-se diferentes

frequéncias (2 e 100Hz), na glicemia, processos oxidativos e inflamatorios.

3.6 Estudo

Na primeira fase do experimento, apds sete dias de aclimatacédo, nas ratas
dos grupos: G1C+, G2M, G3Ac, G4EAc2 e G5EAc100, foi administrada uma Unica
aplicacéo intramuscular, de Valerato de Estradiol (4,0mg), laboratorio Sigma-Aldrich
Brasil Ltda., dissolvido em 0,2mL de 6leo de oliva, no musculo quadriceps. Essa
dose induz estro persistente, com auséncia de corpos luteos recentes, regressao
dos corpos ldteos antigos e foliculos atrésicos (BRAWER et al, 1986; STENER-
VICTORIN et al, 2000). Para se evitar variacdes circadianas, as injecoes
intramusculares foram todas administradas as 08:00 horas, independentemente do
ciclo estral. Porém, nas ratas dos grupos controles: GM6 e G7C, ndo foi

administrada a dose hormonal.

Apoés 60 dias, ao iniciar-se a segunda fase do experimento com duracdo de
dez dias, todas as ratas foram pesadas individualmente para o calculo das seguintes
doses a serem administradas: dose anestésica, de metformina e de glicose, usadas
neste periodo (Apéndice A). A anestesia foi aplicada para realizagdo do tratamento
com acupuntura e eletroacupuntura, como, também, para todos 0sS grupos no
momento da laparotomia, objetivando a coleta de sangue na artéria aorta abdominal

e exéreses das pecas para o estudo.

Os animais receberam agua e racao ad libitum, durante as duas fases do

experimento.

Tendo em vista a uniformidade do procedimento nesse segundo momento, foi
aplicado um protocolo relacionando as varias etapas do experimento, conforme

descrigcéo detalhada que se segue:
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e Inducdo anestésica e colocacdo do animal em decubito dorsal, ndo sendo
necessaria a fixacdo das patas, devido a constatacdo prévia, do
aprofundamento anestésico, conforme ja4 descrito. Esse procedimento foi
repetido em dias alternados, para cada aplicacédo da Ac e EAc, assim como
no fim do experimento, para a realizacao das laparotomias;

e A Ac foi realizada no grupo G3Ac, inserindo-se agulhas metalicas de aco
inoxidavel, descartaveis, de 0,25mm de diametro/15mm de comprimento
(modelo Hansol. distribuidas no Brasil por Xu Li Comércio, Importacdo e
Exportagdo Ltda, S&o Caetano do Sul — SP), bilateralmente, no ponto E-36,
localizado a 5mm da depressao patelar, anterior a prega do tornozelo.
Também, no ponto BP6, localizado a 5mm acima do maléolo medial, sobre
uma linha imaginaria que liga esse ponto a um outro ponto situado na
depressao inferior ao condilo medial da tibia (ponto BP9) (YIN et al, 2008).
Assim, cada agulha foi introduzida aproximadamente 8mm na massa
muscular do tibial anterior e 5mm no musculo flexor profundo dos dedos, onde
estdo localizados os pontos escolhidos, respectivamente. As agulhas
permaneceram por um periodo de 20 minutos, sendo posteriormente
retiradas. Esse procedimento foi repetido em dias alternados, no periodo da
manhd, perfazendo-se um total de cinco aplicacdes, realizadas nos dias 1, 3,

5, 7, 9 do experimento (figuras 5, 6 e 7);

Figura 5 - Agulhamento do ponto E36 Figura 6 - Agulhamento do ponto BP6
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Figura 7 - Rata anestesiada submetendo-se a
acupuntura nos pontos E36 e BP6

e Nos grupos de EAc (G4EAc2 e G5EACc100), eletrodos com garras de jacaré
foram conectados as agulhas de acupuntura, inseridas no ponto E36 com o
BP6 do lado direito e nos mesmos pontos do lado esquerdo. No grupo EAc2,
foi aplicada uma corrente elétrica com 2Hz de frequéncia, intensidade de
1,0mA, pulsos quadrados com duracédo de 2 segundos, ondas tipo Burst, com
intervalo (repouso) de 2 segundos. O estimulo elétrico foi mantido por 20
minutos, utilizando o eletroestimulador modelo 608, portatil (NKL Produtos
Eletrénicos, Brusque, Santa Catarina, Brasil) enquanto no grupo EAc100, a
corrente elétrica aplicada, aos pontos ja citados, os parametros foram
idénticos, alterando apenas a sua frequéncia, passando para 100Hz .
Transcorrido os 20 minutos de estimulo, foram retiradas as agulhas e
eletrodos. Este procedimento foi repetido em ambos os grupos, no

mesmo horario, em dias alternados, perfazendo um total de cinco aplicagdes,

realizadas nos dias 1, 3, 5, 7 e 9 do experimento (figuras 8 e 9).

Figura 8 - Rata anestesiada submeten- Figura 9 - Rata anestesiada
do-se a  eletroacupuntura  nos subemetendo-se a eletroacupuntura
pontos E36 e BP6 conectada ao parelho NKL portétil
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Antes de ser utilizado, o aparelho de EAc foi programado conforme
frequéncias e poténcias supracitadas, sob confirmacdo anterior no

Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara (figura 10);

Figura 10 - Aparelho NKL 608 portatil

e A MTF (cloridrato de metformina, laboratorio Neo Quimica), administrado
2mL as ratas dos grupos G2M e GM6, na concentracao de 5mg/mL, 50mg/Kg
de peso, diariamente até o nono dia, por gavagem no periodo da tarde (figura
11).

Figura 11 - Administrando a metformina por
gavagem

e No 10° dia, apés 12 horas de jejum, em todos os grupos, foi dosada a
glicemia, denominada glicemia tempo zero (TO), seguindo-se a administracao
de 2,0mL de solucédo de glicose, 0,2g/mL (D-(+)-glucose, laboratério Sigma-
Aldrich Brasil Ltda.), 2g/Kg de peso, por gavagem. A glicemia foi avaliada
apos intervalo de 60 minutos, denominada glicemia tempo 1 (T1), como
também apds intervalo 120 minutos, denominada glicemia tempo 2 (T2), para
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verificacdo da tolerancia oral a glicose (LICY et al, 2011) e construcdo de
curva glicémica. A amostra de sangue foi coletada, por corte minimo, com
lamina de bisturi sobre a extremidade distal da cauda de todas as ratas, com

posterior registro da glicemia, na gota obtida, por meio de glicosimetro marca

ACCU-CHEK® Performa Laboratério ROCHE, nos tempos ja citados (figuras
12 e 13);

Figura 12 - Coletando sangue no segmento Figura 13 - Dosando a glicemia com o
distal da cauda glicosimetro ACCU-CHEK®

e Logo apods a ultima dosagem da glicemia (T2), no 10° dia, todas as ratas
foram anestesiadas. Realizou-se, entdo, a laparotomia, para puncao da
artéria aorta abdominal e obtencdo de 3,0mL de sangue destinados a
dosagens bioquimicas; em seguida, procedeu-se a exérese dos ovarios e

hemilteros direito (o Utero de rato é bicorno) (figura 14).

Figura 14 - Puncionando a aorta abdominal para
coleta de sangue e dosagem bioquimica
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O ovério esquerdo foi encaminhado para dosagem bioguimica, enquanto o
direito foi pesado em balanca analitica (Eletrébnic Balance, FA 2104N
Bioprecisa) e preparado para estudo histopatoldégico. Porém, o hemicorno
direito foi apenas pesado (peso umido) em balanca analitica, para avaliacao
do estimulo estrogénico ( figura 15, Apéndice B);

Figura 15 - Pecas coletadas: ovario direito, hemidtero direito e ovario esquerdo

e ApOs as coletas, ainda sob efeito anestésico adequado, os animais foram

sacrificados por dessangramento ou deslocamento cervical.

3.7 Coleta de sangue e material

A laparotomia foi realizada sob efeito anestésico, no Ultimo dia do
experimento, com bisturi de lamina 15, respeitando-se a técnica asséptica. Em
seguida, procedeu-se a pungdo da artéria aorta abdominal com seringas de 3mL e
agulhas 25x8, previamente heparinizadas. Esses sangues arteriais heparinizados
foram colocados em centrifuga refrigerada (Beckman Coulter, modelo Allegra X-12R
centrifuge) e centrifugados a 4.000r.p.m. durante dez minutos, mantendo-se a
temperatura interna em 10°C. O plasma obtido foi dividido em aliquotas e

imediatamente armazenado a -70°C, para posteriores dosagens bioquimicas.

A coleta de tecidos foi realizada imediatamente ap6s a coleta de sangue de
cada animal. Foram excisados os ovarios e os dois cornos uterinos. O ovario
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esquerdo foi lavado com soro fisiolégico gelado (4°C) para remoc&o dos resquicios
de sangue e imediatamente mergulhado em nitrogénio liquido a cerca de -90°C.
ApoOs o congelamento, procedeu-se a fragmentacdo do material utilizando-se grau e
pistilo de porcelana. Os fragmentos, em nuamero variavel (4 a 6), foram colocados em
tubos de ensaio e armazenados a -70°C até sua utilizagdo para dosagens

bioguimicas.

Quanto ao ovario direito, apos excisao, foi limpo do tecido conjutivo aderente,
pesado e fixado em formaldeido tamponado a 4%, e encaminhado para estudo

histolégico.
3.8 Técnica e Analise laboratorial

Os efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura sobre o estresse oxidativo em
ratas submetidas a estimulo do valerato de estradiol, foram avaliados através das
dosagens de concentracdes teciduais no ovario esquerdo, TBARS, GSH e MPO,
(PEDRO et al., 2003) como também através de dosagem séricas para TBARS e
GSH .

3.8.1 Determinacao de substancias reagentes ao acido tiobarbitarico

O teste com o acido tiobarbiturico (TBARS) (umol MDA/g de tecido) foi
introduzido por Kwon e Watts (1964). E um dos métodos mais utilizados para

medida da peroxidacao lipidica.

A técnica tem por objetivo quantificar o MDA formado na peroxidacao lipidica.
O MDA ¢é capaz de reagir, sob aquecimento em meio acido, com o &cido
tiobarbitlrico (TBA) originando composto de cor rosa. Esse composto, quando
extraido da solucdo por um solvente organico (n-butanol), tem sua concentracao
determinada e expressa como substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).
Esta técnica € de facil execucdo, baixo custo e pode ser empregada para
determinacao das TBARS para posterior dosagem de MDA em diferentes materiais

biolégicos, especialmente em tecidos, utilizado para estimar a peroxidagéo lipidica.

A amostra de tecido (ovario esquerdo) foi homogeneizada (Homogeneizador
Virtis Company, modelo Virtis 23, teflon) em 2mL de tampéao fosfato, pH 7,0 e,
posteriormente, centrifugados por cinco minutos a 1000rpm (Centrifuga refrigerada
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Beckman Coulter, modelo Allegra X-12R centrifuge). Colheram-se 200uL do
sobrenadante do homogenato centrifugado e a ele foram adicionados: 1mL de acido
tricloroacético 20% e 400uL de acido tiobarbiturico a 1,6%, sendo essa mistura
incubada por 30 minutos a 95 graus Celsius. Os lipides foram extraidos através da
mistura com n-butanol (1,6mL), de vigorosa agitacéo, e nova centrifugacao por 10
minutos a 3000rpm. A absorbancia de camada organica foi medida em
espectrofotometro (530nm) (Espectofotdmetro Pharmacia Biotech Ultrospec 3000,
UV/Visible Spectophotometer). Os niveis de malondialdeido foram expressos em
valores de absorbancia em pmol MDA/g de tecido fresco (BUEGE e AUST, 1978;
MIHARA e UCHIYAMA, 1978; OKHAWA, 1979) (Apéndice C).

As diferengas entre os valores obtidos nas duas leituras foram utilizadas para
calcular a concentracdo de TBARS, usando-se a regresséo linear a partir de uma

curva padrao, preparada (Apéndice D).
3.8.2 Determinacao de grupos sulfidrilicos ndo proteicos (glutationa-GSH)

A determinacado dos grupos sulfidrilicos foi realizada pelo método de Sedlak e
Lindasay (1968). Todos os calculos foram baseados em diferentes densidades
Opticas, medidas a 412nm em espectofotdbmetro (Beckman Du-640, Fullerton,
Califérnia). Comparando a diferenca de absorvancia das amostras antes e depois
que as reacdes bioquimicas ocorressem, as concentracfes de glutationa foram
calculadas como pmol/g de tecido.

As drogas reagentes foram etilenodiaminotetracético (EDTA), acido
tricloacético (ATC, 50%), tampao TRIS 0,4M pH 8,9; 5,5- ditiobis (2-acido
nitrobenzoico (DTNB), 0,5M, metanol, glutationa (GSH, 1mg/mL). A reacéo [2GSH+
H,0, = GSSG + 2H,0, 2GSH + Acido Graxo - OOH= GSSG + Acido Graxo - OH +
H,0].

O procedimento deu-se através da pesagem e homogeneizacdo em 5mL de
EDTA 0,002M gelado. Em seguida, mistura-se o homogenato com 3,2mL de agua
destilada e 0,8mL de &cido tricloacético 50%. O tubo é centrifugado a 3000g por 15
minutos, misturado com 4mL de TRIS 0,4 M (pH 8,9) e 0,21mL de DTNB 0,01mol/mL.
Subsequentemente, agita-se para ser homogeneizado e serem lidas as
absorvancias no espectofotdmetro, a 412nm, dentro de cinco minutos apos a adi¢cao

do DTNB. A concentracédo final de GSH foi obtida comparando-se o valor da
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absorvancia com uma tabela padrdo de GSH, previamente estipulada. As
concentracdes de GSH foram expressas em pmol /g de tecido (Apéndices C e D).

3.8.3 Mensuracéo da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Publicacdes realizadas por Bradley et al (1995), descreveram o uso de uma
enzima especifica encontrada nos granulos intracelulares dos MPO. Essa enzima
pode ser utilizada, portanto, como marcador para o conteudo de neutréfilos dos
tecidos.

O acumulo de neutrdéfilos no tecido foi medido pelo método de dosagem de
mieloperoxidase. Apds coleta, a amostra foi acondicionada em eppendorf com buffer
gelado (NaCl 0,1M, NaPO,4 0,02 M, Na EDTA 0,015 M, pH 4,7). O tecido ovariano foi
pesado e em seguida homogeneizado em Polytron® PT 3100 a 13000rpm. No pellet
foi feito lise hipotdnica com solugcdo de NaCl 0,2% e apds 30 segundos adicdo de
NaCl 1,6% com glicose 5%. Apo6s centrifugacdo, o pellet, foi ressuspendido em
buffer NaPO4 0,05 M (pH 5,4) contendo 0,5% hexadecyltrimethylammonium bromide
e rehomegeneizado.

Apo6s centrifugacdo a 13000r.p.m., 5mL do sobrenadante foram utilizados
para a dosagem em placas de 96 wells diluidos em 45WL de NaPO, 0,08M. A
atividade da mieloperoxidase; no sobrenadante, foi dosada usando-se
tetramethylbenzidine (TMB) 1,6mM e H,O, (0,5mM) e lida no leitor de placas de 96
wells a 450nm. Obteve-se a concentracdo final de MPO comparando-se o valor da
absorbancia com uma tabela padrdo de MPO, preparada previamente. As
concentracbes de MPO foram expressas em unidade/mg de tecido (Apéndices C e
D).

3.8.4 Avaliacdo de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG)

A avaliacdo do metabolismo da glicose neste experimento, foi mensurada
através do teste de tolerancia oral a glicose, curva glicémica, construida com os
resultados obtidos a intervalos de 60 e 120 minutos, apés glicemia de jejum,
respeitando as 12h sem ingestdo de alimentos, conforme descrito anteriormente.
Matsuda e De Fronzo (1999), apés estudos comparativos com outros métodos para
avaliacdo da sensibilidade insulinica, mostraram ser o TTOG, uma modalidade
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simples e eficaz para retratar a homeostase glicémica, dependente da atividade
insulinica normal (Apéndice E).

3.9 Andlise histolégica

Os ovarios direitos fixados em formaldeido tamponado a 4%, foram
parcialmente seccionados, em cortes longitudinais de 4um de espessura, montados
em laminas de vidro, corados com hematoxilina e eosina. Encaminhados para
estudo histolégico, um patologista experiente, cego para 0S grupos, observou o
namero de foliculos em desenvolvimento, corpos lateos e cistos foliculares sob
microscopio 6tico. Os cistos foliculares seguiram a descri¢cdo prévia de Brawer et al
(1986); Stener-Victorin et al (2000); Lara et al (2000), caracterizados como foliculos
que ndo tinham odcitos e exibindo uma grande cavidade antral, que, mais

frequentemente contendo uma monocamada de células da granulosa.

3.10 Analise estatistica

Para todas as variaveis, realizou-se uma analise descritiva dos dados. Entéo,
foram determinadas as curvas de normalidade aplicando-se o teste de Kolmorogov-
Smirnov e calculados a média amostral e o Desvio Padréao (DP).

As comparacgOes entre os grupos foram realizadas utilizando-se o t-teste bi-
caudal, Mann-Whittney e o teste de Dunnett (ANOVA).

Para os calculos estatisticos, utilizou-se o programa de andlise estatistica
GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego,
Califérnia, U.S.A., www.graphpad.com. Os graficos também foram gerados com o
mesmo programa estatistico.

Os resultados foram apresentados sob forma de tabelas e graficos. A
significAncia estatistica foi fixada em 0,05% (p<0,05), assinalando-se com o0s

simbolos [*], [**] e [***] os valores significantes nas comparacdes intergrupais.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura sobre o estresse oxidativo em
ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico

4.1.1- Efeitos sobre as concentracdes de GSH no tecido ovariano

A eletroacupuntura (2 e 100Hz) promoveu aumento significante
nas concentracoes de GSH no tecido ovariano das ratas sadias submetidas a
estimulo estrogénico (grupos G4-G5), comparados ao controle positivo G1. A
acupuntura ndo alterou significativamente as concentragcdes de GSH no grupo G3
comparado ao G1 (tabela 1, figuras 16).

Tabela 1 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) sobre as
concentracbes de GSH no tecido ovariano (umol/g tecido) em ratas sadias
submetidas a estimulo estrogénico (Grupos G3-G5) comparadas ao grupo
controle positivo (G1) no 10° dia do estudo.

GRUPOS (n=6)

G1 - Controle (+) G3 - Acupuntura G4 - EAc 2 Hz G5 - EAc 100Hz
25,70 £ 2,33 38,80 £ 10,20 47,00 £ 17,60* 63, 00 + 12,40%*
Teste: Dunnett (ANOVA) Valores expressos como Média + DP

*p<0,05 - comparado ao controle (G1) ***p<0,0001 - comparado ao controle (G1)

. p<0,0001 :
80+ p<0,05
—_— C Controle (+)
2 Acupuntura
8 607 EAC 2 Hz
O —
jo EAc 100 Hz
o 404
S
£ ==
2. 20-
0 . .
G1 G3 G4 G5

Grupos

Figura 16 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) sobre as concentracdes de
GSH tecidual em ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico (Média + DP). Teste: Dunnett
(ANOVA)*p<0,05 - comparado ao controle (G1) **p<0,0001 - comparado ao controle (G1)
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4.1.2 — Efeitos sobre as concentra¢gdes de GSH no plasma

A acupuntura e a eletroacupuntura promoveram aumento
significante das concentracdes de GSH no plasma das sadias submetidas a

estimulo estrogénico (grupos G3-G5), comparadas ao controle positivo G1 (tabela
2, figura 17)

Tabela 2 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) sobre as
concentragbes de GSH no plasma (umol/mL) em ratas sadias submetidas a

estimulo estrogénico (Grupos G3-G5) comparadas ao grupo controle positivo (G1)
no 102 dia do estudo.

GRUPOS
G1 - Controle (+) G3 - Acupuntura G4 - EAc 2Hz G5 - EAc 100Hz
20,30+ 0,43 24,50 £ 1,59* 30,80 % 3,22%** 40,30 * 3,48***
Teste: Dunnett (ANOVA) Valores expressos como MédiatDP

*p<0,05 - comparado ao controle (G1) ***p<0,0001 - comparado ao controle (G1)

p<0,0001
500 | |
0<0,0001 C Controle (+)
404 @ Acupuntura
_ p<0,05 EAcC 2 Hz
£ 30
= 30 x EAc 100 Hz
<) —1=
£ 204
3
10-
0 . .
G1 G3 G4 G5

Grupos

Figura 17 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) sobre as concentracdes de
GSH plasmético em ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico (Média + DP). Teste: Dunnett
(ANOVA)*p<0,05 - comparado ao controle (G1) **p<0,0001 - comparado ao controle (G1)
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4.1.3- Efeitos sobre as concentracdes de TBARS no tecido ovariano

A eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) promoveu aumento significante
nas concentracdes de TBARS no tecido ovariano das sadias submetidas a estimulo
estrogénico (grupos G3-G5), comparados ao controle positivo G1. A acupuntura nao
alterou significativamente as concentracdes de TBARS no grupo G3 comparado ao
G1 (tabela 3, figura 18)

Tabela 3 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) sobre as
concentracGes de TBARS no tecido ovariano (umol MDA/g tecido) em ratas sadias
submetidas a estimulo estrogénico (Grupos G3-G5) comparadas ao grupo
controle positivo (G1) no 10° dia do estudo.

GRUPOS (n=6)

G1 - Controle (+) G3 - Acupuntura G4 - EAc 2Hz G5 - EAc 100Hz
0,073 0,07 0,179+0,11 0,255 + 0,03** 0,338 £ 0,11***
Teste: Dunnett (ANOVA) Valores expressos como Média + DP

**p<0,001 - comparado ao controle (G1) ***p<0,0001 - comparado ao controle (G1)

. p<0,0001 .
057 '
* [ Controle (+)
o 0.4- Pe0.00 B3 Acupuntura
g ' B EAc2Hz
(@2}
E‘ 0.3 —_ EAc 100 Hz
= p2-
o
S _
< 0.1
0.0 .
G1 G3 G4 G5

Grupos

Figura 18 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) sobre as concentracdes de
TBARS no tecido ovariano em ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico(Média + DP). Teste:
Dunnett (ANOVA)**p<0,001 - comparado ao controle (G1) ***p<0,0001 - comparado ao controle (G1)
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4.1.4- Efeitos sobre as concentracdes de TBARS no plasma

A eletro-acupuntura (2Hz e 100Hz) promoveu aumento
significante nas concentracdes de TBARS no plasma das ratas sadias submetidas a
estimulo estrogénico (grupos G3-G5), comparados ao controle positivo G1. A

acupuntura nao alterou significativamente as concentracées de TBARS no grupo G3
comparado ao G1 (tabela 4, figura 19)

Tabela 4 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) sobre as
concentragbes de TBARS no plasma (umol MDA/ml) em ratas sadias submetidas

a estimulo estrogénico (Grupos G3-G5) comparadas ao grupo controle positivo
(G1) no 10° dia do estudo.

GRUPOS (n=6)

G1 - Controle (+) G3 - Acupuntura G4 - EAc 2Hz G5 - EAc 100Hz
0,054 + 0,07 0,146 + 0,17 0,231 + 0,09* 0,296 + 0,09**
Teste: Dunnett (ANOVA) Valores expressos como MédiatDP

*p<0,05 - comparado ao controle (G1) **p<0,001 - comparado ao controle (G1)

0<0,001 ) Controle (+)
059 | / = Acupuntura
oa 20,05 : + @l EAc2Hz
- B EAc 100 Hz
§0.3- T
&
S 0.2
° —_
S 0.11
3
oot L1
G1 G3 G4 G5
-0.1- Grupos

Figura 19 -Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) sobre as concentracdes de
TBARS plasmético em ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico (Média + DP). Teste: Dunnett
(ANOVA) *p<0,05 - comparado ao controle (G1) **p<0,001 - comparado ao controle (G1)
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4.1.5 — Efeitos sobre as concentra¢cbes de MPO no tecido ovariano

A eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) diminuiu significativamente a
atividade da MPO no tecido ovariano das ratas sadias submetidas a estimulo
estrogénico (grupos G3-G5), comparados ao controle positivo G1. A acupuntura nao

alterou significativamente a atividade da MPO no grupo G3 comparado ao Gl
(tabela 5, figura 20)

Tabela 5 - Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) sobre
a atividade da MPO no tecido ovariano (umol/g tecido) em ratas sadias
submetidas a estimulo estrogénico (Grupos G3-G5) comparadas ao grupo
controle positivo (G1) no 10° dia do estudo.

GRUPOS (n=6)

G1 - Controle (+) G3 - Acupuntura G4b - EAc 2Hz G5 - Eac 100Hz
1,76 £ 0,31 1,21 £ 0,59 0,59 £ 0,21* 0,65 = 0,05
Teste: Dunnett (ANOVA) Valores expressos como MédiatDP

*p<0,05 - comparado ao controle (G1) ***p<0,0001 - comparado ao controle (G1)

p<0,0001
0 l i
27 p<0,0001
I i C3 Controle (+)
204 T 2 Acupuntura
S T @ EAcC2Hz
s 154 | =
o . @ EAC 100 Hz
2 1.04 KKk
)
0.5- —
0.0 r T
G1 G3 G4 G5

Grupos

Figura 20 -Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) sobre a atividade da MPO

em ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico(Média +DP). Teste: Dunnett (ANOVA) p<0,05 -
comparado ao controle (G1) ***p<0,0001 - comparado ao controle (G1)
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4.2 Efeitos da metformina sobre o estresse oxidativo e a inflamacédo em ratas
sadias submetidas a estimulo estrogénico

A administragdo de metformina as ratas submetidas a estimulo estrogénico

(G2) nado alterou significativamente as concentracdes de GSH, TBARS e MPO,
comparadas ao controle positivo G1 (tabela 6, figuras 21, 22, 23, 24 e 25).

Tabela 6 - Efeitos da metformina sobre o estresse oxidativo e a inflamacéo em
ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico (Média + Desvio padréo)

Variavel Grupos (n=6) Teste
Gl- G2 - Valor de p
Controle (+) Metformina
GSH-plasma 20,30 + 0,43 20,50+2,93  Tteste—ns
GSH —tecido 25,70 + 2,33 27,00 + 5,98 Mann-Whitney — ns
TBARS - plasma 0,054 + 0,07 0,060 £ 0,02 T teste — ns
TBARS —-tecido 0,073 + 0,07 0,093 + 0,06 T teste — ns
MPO 1,760 + 0,31 1,830 + 0,22 T teste — ns

ns = ndo significante

4.2.1 Efeitos sobre as concentracdes de GSH plasmatico

254

20
159 C—J Controle (+)

104 Metformina

p mol /ml

Grupos

Figura 21 - Efeitos da metformina sobre as concentra¢des de GSH plasmatico em ratas sadias
submetidas a estimulo estrogénico (Média + DP). T teste para amostras ndo pareadas
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4.2.2 Efeitos sobre as concentracdes de GSH no tecido ovariano

40~
S 30
'S B —
S 2 R C—3 cControle (+)
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S 104
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0 T
Gl
Grupos

Figura 22 - Efeitos da metformina sobre as concentra¢des de GSH tecidual em ratas sadias
submetidas a estimulo estrogénico (Média + DP). Teste Mann-Whitney

4.2.3 Efeitos sobre as concentracdes de TBARS plasmatico

25+

20
159 3 Controle (+)

104 Metformina

p mol /mi

0 T
Gl

Grupos

Figura 23 - Efeitos da metformina sobre as concentracdes de TBARS plasmatico em ratas sadias
submetidas a estimulo estrogénico (Média + DP). T teste para amostras ndo pareadas
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4.2 .4 Efeitos sobre as concentracdes de TBARS no tecido ovariano
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Figura 24 - Efeitos da metformina sobre as concentracdes de TBARS tecidual em ratas sadias
submetidas a estimulo estrogénico (Média + DP). T teste para amostras ndo pareadas

4.2.5 Efeitos sobre as concentracdes de MPO no tecido ovariano

2.5

2.0

159 — C—1J Controle (+)

1.04 Metformina

U/g tecido

0.5

0.0 .

Grupos

Figura 25 - Efeitos da metformina sobre a atividade da MPO no ovario de ratas sadias submetidas a
estimulo estrogénico (Média + DP). T teste para amostras ndo pareadas

4.3 Efeitos da metformina, da acupuntura e da eletroacupuntura sobre a
glicemia em ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico

N&o foram encontradas difierencas significantes na glicemia, comparando-se
todos os grupos estudados (tabela 7, figura 26)
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Tabela 7 — Valores da glicemia nos diversos tempos estudados, nas ratas
submetidas a estimulo estrogénico e tratadas com metformina, acupuntura,
eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) e nos grupos controle

Grupos T-0 T-1 T-2 Média +DP

G-1 62,00 95,00 72,00 76,33+16,92
G-2 81,00 109,00 99,00 96,33+14,19
G-3 64,00 112,00 77,00 84,33+24,83
G-4 58,00 95,00 87,00 80,00+1947
G-5 55,00 97,00 70,00 74,34+21,28
G-6 81,00 95,00 83,00 89,67+ 7.57
G-7 65,00 113,00 82,00 86,67+24,34

Auséncia de diferencas significantes, comparando todos 0s grupos. Teste:
Dunnett (ANOVA)

3 Controle positivo

1501 B Metformina
1 Acupuntura
EA2 Hz
E T J_ B J_ [ EA 100 Hz
5 L :
E= Controle metformina
504
= Controle negativo
O T T T

Grupos

Figura 26 — Valores da glicemia nos diversos tempos estudados, nas ratas submetidas a estimulo
estrogénico e tratadas com metformina, acupuntura, eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) e nos grupos
controle

4.4 Efeitos da metformina, da acupuntura e da eletroacupuntura sobre a
histologia do tecido ovariano em ratas sadias submetidas a estimulo

estrogénico

N&o foram encontradas diferencas significantes no nimero de corpos |Gteos,
foliculos cisticos e foliculos em desenvolvimento, no tecido ovariano de ratas sadias

submetidas a estimulo estrogénico, comparando-se todos 0s grupos ao grupo
valores basais (G7- controle negativo) (tabela 8, figuras 27, 28 e 29).
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Tabela 8 — Numero de corpos liteos, Foliculos cisticos e foliculos em
desenvolvimento no ovario de ratas submetidas a estimulo estrogénico e tratadas com
metformina, acupuntura, eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) e nos grupos controle

Grupos Corpos luteos Foliculos cisticos Foliculos em
desenvolvimento
G-1 2,67+1,03 0,67%0,82 3,83+2,32
G-2 5,40+2,41 0,600,889 2,33+2,25
G-3 5,00+200 1,50+1,87 4,50+1,05
G-4 3,00+3,35 1,33+1,21 6,67+5,28
G-5 3,80+1,92 2,00+1,41 5,17+4,62
G-6 4,67+1,21 0,50+0,84 3,17+1,47
G-7 4,17+0,41 1,1741,17 3,83+1,33

Auséncia de diferencas significantes, comparando todos 0s grupos. Teste: Dunnett
(ANOVA)

4.4.1 — Efeitos sobre o niumero de corpos luteos

= Controle negativo

[ Controle positivo
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81 = Acupuntura
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Figura 27 — Numero de corpos liteos no ovéario de ratas submetidas a estimulo estrogénico e
tratadas com metformina, acupuntura, eletroacupuntura (2 e 100 Hz) e nos grupos controle. Auséncia
de diferencas significantes, comparando todos os grupos. Teste: Dunnett (ANOVA)



4.4.2 — Efeitos sobre o nUmero de foliculos cisticos

N° foliculos cisticos
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Figura 28 — Numero de foliculos cisticos no ovéario de ratas submetidas a estimulo estrogénico e
tratadas com metformina, acupuntura, eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) e nos grupos controle.
Auséncia de diferencas significantes, comparando todos os grupos. Teste: Dunnett (ANOVA)

4 .4.3 — Efeitos sobre o nUmero de foliculos em desenvolvimento

N° foliculos em desenvolvimento
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Figura 29 — Numero de foliculos em desenvolvimento no ovério de ratas submetidas a estimulo
estrogénico e tratadas com metformina, acupuntura, eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) e nos grupos
controle. Auséncia de diferencas significantes, comparando todos os grupos. Teste: Dunnett

(ANOVA)
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4.5 Resultado histopatolégico do ovario D de ratas sadias submetidas a estimulo
estrogénico (figuras 30 e 31).

Figura 30 — Corte de ovario do grupo controle
negativo G7, corado com Hematoxilina-Eosina,
aumento 40x, mostrando aspecto normal.

Figura 31 — Corte de ovario do grupo controle
positivo G1, corado com Hematoxilina-Eosina,
aumento 40x, mostrando aspecto normal .
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4.6 Efeitos do estimulo estrogénico sobre o peso do hemiutero e ovario em
ratas sadias

N&o foram encontradas diferencas significantes nos pesos do Utero e ovario
direitos de ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico, comparando-se todos
0S grupos ao grupo valores basais (G7 - controle negativo).

Tabela 9 — Pesos Umidos do Utero e ovarios direitos de ratas submetidas a estimulo
estrogénico e tratadas com metformina, acupuntura, eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) e nos
grupos controle positivo e negativo

Grupos Peso do utero D Peso do ovario D
G-1 2,67+1,03 0,67+0,82
G-2 5,40+2,41 0,60+0,89
G-3 5,00£200 1,50%1,87
G-4 3,00£3,35 1,33%#1,21
G-5 3,80+1,92 2,00+1,41
G-7 4,17+0,41 1,17+1,17

Auséncia de diferencas significantes, comparando todos 0s grupos. Teste: Dunnett (ANOVA) Valores
expressos em miligramas (mg)

4.6.1 — Efeitos sobre os pesos Umidos do hemiutero direito

Controle negativo
3 Controle positivo

250~ B Metformina
= 200 1 Acupuntura
e
E T T Bl EAc2Hz
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Figura 32 — Pesos do hemiltero direito de ratas submetidas a estimulo estrogénico e tratadas com
metformina, acupuntura, eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) e nos grupos controle positivo e
negativoTeste: Dunnett (ANOVA)
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4.6.2 — Efeitos sobre os pesos umidos do ovarios direito
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Figura 33 — Pesos do ovario direito de ratas submetidas a estimulo estrogénico e tratadas com
metformina, acupuntura, eletroacupuntura (2Hz e 100Hz) e nos grupos controle positivo e
negativoTeste: Dunnett (ANOVA)
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5 DISCUSSAO

Estimulos hormonais, utilizando-se diferentes tipos de esteroides, com a
finalidade de promover a citogénese ovariana, apresentam resultados caracteristicos
individuais. Porém, a promocdo da anovulacdo € um objetivo comum desses
experimentos, que é caracterizada pelos ovarios policisticos, por meio de caminhos
fisiopatolégicos diferentes, avaliados pelas alteragdes morfolégicas gonadais ou por
niveis hormonais séricos. O animal geralmente submetido a esses experimentos € o
rato ou camundongo, porgue seu curto ciclo reprodutivo, composto de quatro a cinco
dias, é representado por quatro fases: proestro (ovulatoria), estro (pds-ovulatéria),
metaestro (ou diestro | /pré-ovulatoria) e diestro (ou dietro Il /pré-ovulatoria), torna-se
mais rapido e facil estudar as alteracdes nesses ciclos, ressaltando-se, ainda, o
baixo custo desse animal (SINGH, 2008).

Ensaios experimentais com animais submetidos a exposicdo de luz artificial
constante, promovem alteracao do ciclo circadiano, como, também, a administracao
de estrogénios, androgénios, anti-progestagénicos, inibidores da aromatase, lesées
eletroliticas no sistema limbico, e até a exposicdo constante a ruido ambiental,
podem causar disfuncdes ovulatorias. O estresse auditivo, por um periodo de hum
més, pode conduzir a estro persistente em ratos, semelhante ao estresse luminoso
constante (SINGH, 2008, 1970). Essas pesquisas tém como finalidade o
esclarecimento das sindromes anovulatérias em humanos, que fornecem
informacdes Uuteis sobre os distdrbios morfolégicos e hormonais envolvidos na

patogénese dessas enfermidades.

Eisner et al (2000), realizando estudo em macacos Rhesus fémeas, com
exposicao durante a gestacdo, independentemente da idade gestacional, a um
estimulo de excesso androgénico, observaram uma diminuicdo da sensibilidade
insulinica e, do seu clearence, em nivel pancreatico. E provavel que isso tenha
ocorrido por disfungdo das células B pancreaticas, onde ja4 se percebia uma
correlacdo entre o hiperandrogenismo e sensibilidade insulinica, quando submetido
a esse tipo de esteroide. Recentemente, modelos experimentais, com o objetivo de
esclarecimento da fenotipia metabdlica da sindrome em humanos, foram estudados
em ratas pré-puberes, com 21 dias de idade, expostas a doses diferentes de

testosterona, como o propianato de testoterona injetavel ou a dehidrotestosterona
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(implantes subcutaneos). Submetidas a sua acao, por mais de 35 dias (em média
90 dias), induziu-se a sindrome dos ovarios policistico, com anovulacao, disfuncées
morfolégicas ovarianas (cistos antrais e sem corpo IUteo) e resisténcia insulinica
(MANNERAS et al, 2008; JOHANSSON et al, 2010).

Neste trabalho, os animais foram submetidos a estimulacdo estrogénica, de
acordo com a investigacdo de Stener-Victorin et al (2000), em que a dose de
valerato de estradiol foi o dobro da preconizada por Brawer, (1986), de 4mg para
animais com o peso médio de 200g, como também um maior tempo de exposi¢cao ao
estimulo, por 60 dias para iniciar o experimento. Segundo a pesquisadora, essa
dose administrada e esse tempo de exposicdo apresentavam maior efetividade
anovulatéria, com a morfologia ovariana mostrando uma maior predominancia
cistica. Foi considerado, também, o fato de ser esse esteroide o mais estudado
nessa modalidade de pesquisa, apesar de se saber das suas limitacbes quanto a

modificacdo da glicemia, consequente a resisténcia insulinica.

Para demonstracdo da acdo estrogénica no trato reprodutor feminino,
utiizaram-se os pesos dos Uuteros, ovarios e histologia ovariana.
Surpreendentemente, ndo houve a anovulacdo, sem a formacdo do numero de
cistos ovarianos e corpos lateos esperados (figuras 27, 28, 29, 30 e 31; tabela 8),
nao provocando, consequentemente, o aumento de peso do ovario e do peso do
hemiltero direito, pela falta ou por fraca estrogenizacdo, que se caracteriza, no
atero, pelo aumento do edema celular endometrial, na fase proliferativa do ciclo
estral (figuras 32 e 33; tabela 9). Nao foi possivel a correlagédo satisfatoria de algum
fator determinante, envolvido na falta de resposta ovariana a dose suprafisiolégica
de estrogénio administrada. Talvez, uma técnica de avaliagdo mais sensivel
quantitativamente, para mensuracdo e contagem dos cistos e foliculos, com a
utilizacdo de métodos mais sofisticados, morfohistométricos, mostrasse algum

resultado significativo quanto a esse aspecto

7

A geracdo de espécies reativas de oxigénio é um fator pré-inflamatorio,
importante evolutivamente, na superacdo de infeccdo, como também, na sua
producéo, dependendo da situacéao avaliada. Varios estudos com diferentes tipos de
células ou espécies constataram que os niveis baixos de estrogénio em individuos

ovariectomizados aumentaram a produgdo de EROSs, enquanto a exposi¢cao ao
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estrogénio em nivel gravidico diminuiu essas espécies reativas de O, (AYRES et al,
1998; WANG, X. et al, 2006). Evidéncias mostram que esses niveis altos
compativeis com estado gravidico influenciam na diminuicdo da expressado da
NADPH oxidase, melhorando, consequentemente, o EO (WAGNER et al, 2001).

Outro fator importante na geracdo de radicais de oxigénio é a
mieloperoxidase, em que 0 estrogénio em niveis altos bloqueia sua expressao
(BEKESI et al, 2001)

A maioria dos estudos demonstra que o estrogénio em proestro para niveis de
gravidez inibe a formagcdo de EROs. Essa atividade inibidora, contudo, pode ser
revertida, conforme o tipo de célula e do microambiente, os quais levam a sua
producdo (CHEN, Z. H. et al, 2005).

As EROs exercem um papel de balanceamento entre o estado fisioldgico e
patoldgico no trato reprodutor feminino. Numerosos estudos em seres humanos e
animais tém demonstrado a presenca desses radicais em varias estruturas do
sistema genital feminino, como: ovarios, trompas uterinas e embrides. Elas estao
envolvidas na modulacédo de todo o espectro fisioldgico reprodutivo. Fungdes como
maturacdo oocitaria, esteroidogénese ovariana, ovulacdo, formacdo e funcdo do
corpo luteo e lutedlise, consequentemente, exercem um importante papel na

etiopatogénese dos disturbios ginecoldgicos, ligados principalmente a infertilidade
(AGARWAL et al, 2005).

A expressdo dos biomarcadores do estresse oxidativo, como a superoxido
dismutase, superoxido dismutase ligada ao cobre e magnésio, glutationa peroxidase,
perdxidos lipidicos e mieloperoxidase, tém sido investigados por imuno-histoquimica,
localizacdo, expressdo do &cido ribonucleico mensageiro (RNAmM) e método de
avaliacdo indireta, de substancias reagentes ao acido tiobarbitirico (SUGINO et al,
2000) com o objetivo de avaliar as influéncias desses radicais sobre os ciclos
ovarianos em animais e humanos (BEHRMAN et al, 2001; SUZUKI et al, 1999).

Nesta pesquisa desenvolvida, foi observado e comparado o efeito da
metformina, acupuntura e eletroacupuntura, no estresse oxidativo ovariano e
sistémico, por meios indiretos de niveis plasmaticos e teciduais de TARBS/MDA e

dosagem de antioxidantes, GSH; no processo inflamatério ovariano, através de
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biomarcadores inflamatorios diretos a MPO, e a glicemia, pelo teste de tolerancia
oral a glicose.

Nas ratas normais submetidas a estrogenizacdo (G1), com dose alta de
valerato de VE, ndo foram observadas alteracdes consideraveis dos biomarcadores
oxidativo-inflamatorios (MDA/MPQO), como também do antioxidante a glutationa em
comparagao com o grupo controle ndo estimulado (G7) (figuras 34, 35, 36, 37 e 38,
Apéndice F). Possivelmente, as condigbes microambientais ovarianas né&o
apresentaram um estado patologico, e, sim, uma condi¢cdo fisiolégica normal,
havendo um possivel equilibrio entre EROs, citocinas e antioxidantes.
Considerando-se, todavia, a condicdo de alto nivel de estradiol, seria esperada a
ocorréncia na diminuicdo desses marcadores oxidativos e inflamatorios (CHEN, Z. H.
et al, 2005), ressaltando-se estar a funcdo ovulatoria, possivelmente, preservada
nesses animais. Teoricamente, talvez, um estrogénio esterificado como o VE
desencadeie diferentes reacfes oxidativas na funcdo gonadal, comparada com o
horm&nio natural, o 178 estradiol. Por outro lado, estimulo em ratas, realizado com
letrozole oral por 28 dias (um inibidor da enzima aromatase, que é responsavel pela
transformacdo de androgénio em estrogénios), mostra estado pro-inflamatoério, com
aumento desses marcadores, por indu¢cdo de modelo anovulatério (SOP) em ratas.
(SASIKALA et al, 2010)

7

O hidrato de cloral, administrado para realizacdo do experimento, € um
agente sedativo-hipnético, frequentemente usado em pesquisas experimentais e
intervencdes de pouca complexidade em criancas, no ambiente hospitalar. Seu
efeito aparece de 15 a 60 minutos, com pico maximo em 30 minutos. Seus principais
metabdlitos ativos sdo o tricloroetanol e o tricloroacético, produzidos nas células
hepéticas e eritrocitos, em que 98% sdo compostos pelo tricloroetanol responsavel

por seu efeito sedativo.

Como transtornos adversos, varios experimentos em ratos mostram que
doses altas (100mg/Kg) e repetidas, por um longo tempo (cinco vezes/sem, por 105
semanas), comprometem a funcdo de conjugacdo hepatica, efeitos gastricos e
genotoxidade. Essa ultima é atribuida a seus metabdlitos finais, principalmente ao
tricloroetanol, podendo causar a producdo de tumores hepaticos por meio de

aneuploidia cromossdmica em células soméaticas. Parece que esses metabdlitos
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geram radicais livres em nivel leucocitario e, assim, induzem a peroxidacao lipidica,
que leva a danos genéticos e celulares (MARTINBIANCHO, 2008).

Neste experimento, esse anestésico foi administrado em doses de 300 mg/kg
de peso, de acordo com varios experimentos realizados, por um periodo curto de
dez dias, em cinco aplicacfes, com o objetivo de sedacéao leve para evitar o estresse
nos animais submetidos ao tratamento com acupuntura, como, também, para a
realizacdo das laparotomias. No momento desse ultimo procedimento, a dose usada

foi um pouco mais alta, para melhor aprofundamento anestésico em todas as ratas.

De acordo com os estudos anteriormente citados, questiona-se uma possivel
influéncia do hidrato de cloral no estresse oxidativo desses animais, considerando-
se: a repeticdo necessaria das doses para sua realizacdo e a sua maior
concentracdo sanguinea diaria, porém atenuados por um menor tempo de
exposicao. Contudo, o grupo de acupuntura (G3Ac) submetido a doses repetidas
desse anestésico, ndo apresentou aumento da peroxidacdo lipidica (TBARS
aumentado) plasmatica ou ovariana, comparado com o grupo controle positivo G1
(G3Ac 0,146 £ 0,17 vs G1 0,073 £ 0,07 plasmatico e G3Ac 0,179 £ 0,11 vs G1
0,073 £ 0,07 tecidual). Diferentemente, os grupos de eletroacupuntura G4EAc2 e
G5EACc100 comparados a G1 (G4EAc2 0,231 = 0,09 vs G1 0,073 + 0,07 p<0,05;
G5EACc100 0,296 + 0,09 vs G1 0,073 £ 0,07 p<0,001 plasmético e G4EAc2 0,255 +
0,03 vs G1 0,073 + 0,07 p<0,05; G5EAc100 0,338 + 0,11 vs G1 0,073 £ 0,07
p<0,0001 tecidual) (figuras 18 e 19; tabelas 3 e 4) mostraram, nitidamente, o
aumento dos TBARS, comprovando a nao interferéncia do hidrato de cloral no
estado oxidativo plasmatico e do tecido ovariano. Mesmo assim, existe necessidade

de mais subsidios futuros na investigacdo quanto a essa real influéncia.

Para a realizacdo das aplicacdes da Ac e EAc os pontos selecionados foram
o E36 (Zusanli) e o BP6 (Sanyinjao), devido a sua vasta e constante aplicacdo na
Medicina tradicional Chinesa, para disfuncbes digestivas ou metabdlicas, e
ovarianas respectivamente. Assim como, serem esses amplamente estudados
quanto ao esclarecimento de sua agao hipoglicemiante e reguladora da ovulagao,
em modelos experimentais e em humanos (MANNERAS et al, 2008; STENER-
VICTORIN et al, 2000, 2004, 2006). Sabe-se que o estimulo com acupuntura ou EAc

nesses pontos, ao serem penetrados através da pele, tecido subcutaneo e musculo,
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ird provocar uma resposta, por meio das vias nervosas somaticas-sensoriais e
autonbmicas viscerais, um reflexo somatico-somatico e somatico-visceral (SATO,
1997; ZHOU, W. et al, 2007), que desencadeara varios efeitos, como: analgésico,
anti-inflamatério e regulador autonémico. O ponto Zusanli e o Sanyinjiao sao
localizados sobre o musculo quadriceps femural (no ventre do musculo tibial
anterior) e musculo flexor profundo dos dedos, respectivamente, inervados por
ramos das raizes nervosas emergentes de L4 a S1, estando relacionados aos
segmentos somaticos e autondmicos da inervacdo pélvica, responsaveis pela a

regulacado de suas diversas fungdes sensitivas e nuroendocrinas (MARTINS, 2003).

Al-HUI LI et al ( 2005) ao mapearem os territorios das fibras C dos nervos
peroneal superficial, tibial, sural e safeno de ratos de ambos os sexos, utilizando um
método especial de coloracdo com Azul de Evans, verificaram que as patas traseiras
de ratos sdo anatomicamente idénticas aos membros inferiores de seres humanos,
justificando, assim, a identificacdo dos pontos de acupuntura no roedor, que

ocupariam posicao e acdo semelhante aos pontos em humanos.

As frequéncias usadas para o estimulo com a EAc, foram de baixa frequéncia
2Hz e alta frequéncia 100Hz, com intensidade de 1mA. A acao hipoglicemiante,
provocada pelo estimulo do ponto E36 (Zusanli) com baixas frequéncias 2Hz, e
também com altas frequéncias 15hZ ou 100Hz intensidade delOmA ou
recentemente 0,5 a 1mA, tanto em ratos normais (CHANG et al 2005, 2006;
FIGUEIREDO, 2009) como, também, em modelos experimentais para diabetes e
para modelos de SOP (JOHANSSON, et al, 2010), séo vastamente demonstradas
na literatura cientifica. Por outro lado, o efeito desses pontos sobre o estresse
oxidativo, em ratos sadios ou em modelos de enfermidades pré-inflamatérias, séo
escassos. Todos os trabalhos, entretanto, concordam em afirmar a promoc¢ao de
uma agdo protetora da EAc no processo inflamatorio e oxadativo, mesmo quando
aplicada com diferentes frequéncias e intensidades. (TIAN et al., 2003; DAI et al,
2008; SILVA et al, 2011; WANG, H. et al, 2011; LIMA, P. L., 2011).

Nesta pesquisa, de acordo com os resultados encontrados por meio dos
testes de tolerancia oral a glicose, para observacédo quanto ao efeito hipoglicemiante
e comparacao entre a metformina, acupuntura e EAc, ndo foram encontradas

diferencas significativas entre todos os grupo estudados (figura 26; tabela 7).
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Verifica-se, assim, que a hiperestimulacéo estrogénica ndo desenvolveu, nas
condicdes deste estudo, alteracdo no metabolismo da glicose. Esse resultado esti
em concordancia e reforca a conclusdo da pesquisa realizada por Stener-Victorin
(2005). A autora concluiu que ratas estimuladas com valerato de estradiol
desenvolvem hipertensdo e aumento da atividade simpatica e do eixo HPA, sem
alteracdo, porém, da sensibilidade a insulina, obesidade ou hiperandrogenismo.

Curiosamente, modelos experimentais para ovarios policisticos,
desenvolvidos pela inducdo com Dehidrotestosterona (DHT) em ratas pré-puberes,
conduzem a um estado de hiperinsulinemia por resisténcia insulinica. E provavel que
esse fato esteja relacionado ao hiperandrogenismo (MANNERAS et al, 2008), o qual
é fundamental nessa situacdo e esta presente em 80% das pacientes com SOP
(FRANKS, 1995; COVIELLO et al, 2006).

Johansson, et al, (2010), também em modelos de SOP, por inducédo
androgénica, ao usar a EAc com estimulo de baixa intensidade 0,5 a 1mA,
associado a baixa frequéncia de 2Hz, aplicados nos musculos retos abdominais,
gastrocnémio e solear, que correspondem a inervacdo do segmento de T12-L2,
nervos sacrais e inervagcdo autondmica interligadas, restauraram a sensibilidade
normal a insulina, aumentaram a expressdo de proteinas de GLUT4 nos varios
compartimentos das células do musculo esquelético solear, melhorando, também, o

perfil lipidico nesses ratos.

Tudo indica que esse efeito hipoglicemiante, com baixas frequéncias e
intensidades variando até 10mA, processa-se por meio de vias opioidérgicas pela
liberacdo de B endorfinas na glandula suprarrenal (CHANG et al 2005), agindo nos
receptores p1 opioides, localizados, também, em tecidos periféricos. Isso
proporciona, consequentemente, uma melhora da expressdo do gene GLUT-4 e
uma atenuacao da expressao de gene da fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK)
hepatica. (CHENG, J. T. et al, 2006; CHANG et al, 2006; LIN, J. G. et al, 2002).

Outra possivel via seria por uma upregulation da sinalizacdo das proteinas
IRS1 e AKT2 (via fosfatidilinusitol 3 cinase), por estimulos dos nervos colinérgicos,
pois 0 uso de atropina bloqueia esse efeito (LEE, C. Y. et al, 2011). Trabalhos mais
recentes relatam, também, o envolvimento da enzima 6xido nitrico sintetase, nesse

mecanismo colinérgico (LIN, R. T. etal, 2011), ressaltando, que ndo sé a contracao
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muscular desencadeada pelo reflexo somatico provocado pelo estimulo da EAc,
caracteriza um exercicio muscular (HIGASHIMURA et al, 2009; LIN, J. G. et al,
2002), mas, também, o exercicio fisico propriamente dito, proporcionam a liberacéo
de B endorfina, que segue os caminhos moleculares citados anteriormente , e assim
contribuem, também, para seu efeito hipoglicemiante (SU et al, 2005; MANNERAS
et al, 2008).

Quanto ao estresse oxidativo e inflamatorio, a administracdo da metformina
ndo alterou significativamente as concentragfes plasmatica e teciduais de GSH,
TBARS e tecidual da MPO, comparadas ao grupo controle positivo (G1) (figuras 21,
22, 23, 24 e 25; tabela 6). E sugerido, dessa forma, que a metformina ndo exerceu
acao sobre o controle das EROs produzidas na peroxidacao lipidica (MDA) (LIMA, S.
E. et al, 2001) ou no complexo MPO, indicador de processo inflamatério tecidual
(KLEBANOFF, 1999; PEDRO et al, 2003), independentemente da etiologia do

desequilibrio oxidativo, metabdlico ou traumatico, nesses animais.

Ficou claro, também, através dos artigos citados, que a acao estrogénica nao
caracteriza a fenotipia metabdlica da anovulacédo ovariana (SOP) e ,dessa maneira,
ndo ocorre diminuicdo da sensibilidade insulinica. Sabendo-se que existe uma
relacdo entre as vias moleculares de sinalizacdo da insulina com as ocitocinas pro-
inflamatdrias (FERNANDEZ-REAL et al, 2003), e, também, que esse farmaco age,
possivelmente, propiciando o incremento dessa sensibilidade hepatica e facilitando o
transporte da glicose, por meio da regulacdo dos processos de sinalizacdo pos-
receptor (KUMAR et al, 2002), e na regulacéo a producéo androgénica tecal (ATTIA,
2001), dessa maneira, talvez, o modelo hiperandrogénico pudesse fornecer
melhores resultados e esclarecimentos. N&o foi, contudo, encontrado em bancos de
dados ensaios clinicos experimentais na investigacdo da acdo da metformina no
estresse oxidativo e inflamatério nesses modelos androgénicos, para melhor

comparacao e compreensao dos mecanismos envolvidos.

No presente trabalho, a aplicagcdo de acupuntura e eletroacupuntura (2 e
100Hz), usando baixa intensidade 1mA por 20 minutos, apresentou efeito
antioxidante sistémico e ovariano. Esses efeitos foram evidenciados pelo aumento
significativo no nivel de GSH plasmatico (figura 17, tabela 2), ressaltando-se ser

esse tripeptidio um marcador da saude celular, e sua queda é indicativa de lesao
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oxidante. Mudancas no nivel sérico desse antioxidante e no fluido peritoneal tém
desempenhado um papel importante na avaliacdo da integridade funcional do
sistema reprodutivo e na patogénese da infertilidade idiopéatica (LEE, Y. J. et al,
2010).

Em uma observagdo direcionada, especificamente, aos resultados com a
eletroacupuntura sobre o nivel da GSH, no plasma e em tecido ovariano, ela
desencadeou um aumento significativo nas suas concentragdes, promovendo uma
potencializacdo dos efeitos antioxidante, principalmente com a alta frequéncia, tanto
em nivel plasmatico (G4EA2 30,80 + 3,22 vs G1 20,30 + 0,43 p<0,0001 e G5EA100
40,30 + 3,48 vs G1 20,30 + 0,43 p<0,0001) (figura 17; tabela 2), como tecidual
(G4EA2 47,00 + 17,60 vs G1 25,70 + 2,33 p<0,05 e G5EAc100 63,00 +12,40 vs G1
25,70 = 2,33 p<0,0001) (figura 16; tabela 1)

Esses resultados, quanto a essa acdo da EAc, sdo concordantes com 0s
descritos por Lima, P. L. et al (2011) na investigagdo em modelos experimentais de
retalhos cutdneos para avalicdo da recuperacdo isquémica e inflamatoéria, apos
trauma cirdrgico, utilizando a aplicacdo de EAc de baixa e alta frequéncias (3 e
100Hz) na intensidade de 10mA por 30 minutos, em outros pontos especificos,
circulando os retalhos. O mesmo ocorre, com os resultados de Silva et al (2011), em
investigagdo realizada em ratos machos normais submetidos também a EAc de alta
e baixa frequéncia (10 e 100Hz), nos pontos E36 (Sunzali) e Renl1l2 (Zonghwan),

intensidade 10mA, em apenas uma unica aplicacao.

Ainda em nivel tecidual, modelo de camundongos com doenca de Parkinson,
MPTP (toxina neuroquimica 1-meil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), tratados com
EAc, apenas na frequéncia de 100Hz, com intensidade (1,2 a 1,5mA) nos mesmos
pontos E36 e BP6 (Sanyinjao), semelhantemente, mostrou um aumento da
concentracdo da glutationa na substancia nigra mesencefalica, como também na
atividade total da superéxido dismutase e do efeito antiapoptotico (WANG, H. et al,
2011), reforgando e estando de acordo com esta pesquisa. Esses resultados levam-
nos a reflexdo de que esses efeitos, potencializados com frequéncias diferentes,
parecem depender de tipos diferentes de neurotransmissores, possivelmente,
opioidérgicos envolvido. Lembre-se que baixas e altas frequéncias estimulam
diferentes tipos de neurotransmissores opioides (HAN, J. S. et al, 1984; CHEN e
HAN 1992).
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A acdo anti-inflamatéria da acupuntura sistémica acontece por Vvia
opioidérgica por liberagcao simultanea de B endorfina e ACTH (CLEMENT-JONES et
al, 1980), assim como por controle de novos mecanismos periféricos colinérgicos,
envolvendo o NO (TSUCHIYA et al, 2007; TRACEY, 2007), que tem relacdo com a
func@o ovulatéria pela inibicdo da esteroidogénese no corpo luteo. Essa agdo é
mediada por aumento de prostaglandinas luteoliticas e por apoptose, devido a
geracdo de EROs, resultante da interacdo do NO com radicais superoxido
(BEDAIWY et al, 2004).

Na avaliacdo do efeito da acupuntura sem estimulo elétrico nos niveis de
GSH, com a exposicdo do estimulo por 20 minutos, demonstrou-se, também, um
efeito antioxidante sistémico (G3Ac 24,50 + 1,59 vs G1 20,30 £ 0,43 p<0,05) (figura
17, tabela 2), mas sem efeito local no tecido ovariano, onde néo foi evidenciado
existir uma alteracdo significativa nas concentracfes desse antioxidante (G3Ac
38,80+10,20 vs G1 25,70+2,33 ) (figura 16, tabela 1).

Esse estudo é semelhante ao realizado em modelos experimentais de ratas
menopausadas, em que foi objetivado uma investigacdo apenas em nivel sérico, por
Dai et al (2008) usando os mesmos pontos estimulados nessa pesquisa, com
acréscimo do ponto B23 (Shenshu, localizado na depresséo lateral da segunda
vértebra lombar) (YIN et al., 2008), com a mesma duracdo do estimulo. Mostrou-se,
entdo, um aumento no nivel de uma enzima antioxidante, a superoxido dismutase
(SOD), sabendo-se que, na menopausa, hd um acréscimo natural do estado
oxidativo, devido a diminuicdo estrogénica, assim como reduzida expressao de
genes antioxidantes (KITAGAWA et al, 2004), provocando diminuigdo intracelular

dos niveis de ATP e dano mitocondrial em nivel ovariano.

Silva et al (2011) em investigag&o do estresse oxidativo, realizada em tecido
hepatico e renal de ratos machos normais, submetidos a acupuntura sem o estimulo
elétrico, por 30 minutos, nos pontos E36 e Renl2, obteve elevacdo da GSH, tanto

em tecido hepdtico e renal, como plasmaético.

Uma avaliacao objetiva desses resultados, comparados sobre a concentracao
de glutationa, sugere que a acupuntura sem estimulo elétrico apresenta, também,
um efeito protetor local. Curiosamente, talvez, exija-se um maior tempo de estimulo,

mais do que 20 minutos, onde 10 minutos possam fazer diferenca na resposta local
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tecidual obtida nos ensaios experimentais comparados. S80 necessarios mais
experimentos, quanto a duracdo do estimulo sobre a fibra nervosa, para melhor
esclarecimento do efeito antioxidante da acupuntura em tecido ovariano submetido
ao estresse oxidativo. Lembre-se, ainda, que o tecido estudado influencia na
resposta obtida sobre o efeito da acupuntura, haja vista as diferentes capacidades
oxidantes dos tecidos organicos. Modelos experimentais, utilizando ratos,
comprovaram que o figado € o 6rgdo dotado de maior capacidade antioxidante,

seguido pelo sangue, coracdo e musculo (DI MEO et al, 1996).

Os marcadores inflamatorios e oxidativos estudado, a MPO (PEDRO et al,
2003) e o0 MDA (LIMA, S. E. e ABDALLA, 2001), este ultimo avaliado indiretamente
por meio dos TBARS, apresentaram resultados opostos em relacdo a EAc (2 e
100Hz), enquanto houve decréscimo da MPO (G4 0,59 + 0,21 vs G1 1,76 + 0,31
p<0,05; G5 0,65 = 0,05 vs G1 1,76 + 0,31 p<0,0001) (figura 20, tabela 5), a
TBARS/MDA ascendeu (G4 0,231 + 0,09 vs G1 0,054 + 0,07 p<0,05 e G5 0,296 *
0,09 vs G1 0,054 £+ 0,07 p<0,001) (figura 18, tabela 3). Na acupuntura sem estimulo
elétrico, porém, ndo ocorreu alteracdo nos resultados desses dois marcadores, tanto
em nivel tecidual, para ambos, como também em nivel plasmatico, em relacdo ao
MDA (TBARS).

Os resultados encontrados, no entanto, foram divergentes em relacdo a
algumas pesquisas anteriormente citadas, utilizando-se tecidos e doengas
experimentais diferentes, como na doenca desgenerativa de Parkinson submetida a
EAc (WANG, H. et al, 2011) e em ratas menopausadas por castracdo (DAI et al,
2008) submetidas a acupuntura sem estimulo. Foi referida por esses autores, uma
diminuicdo, e, ndo, um aumento no nivel de TBARS/MDA, diminuicdo essa que
implica em uma menor peroxidacao lipidica celular, e, consequentemente, em um
menor estresse oxidativo, mesmo quando submetidos a acupuntura sem estimulo
elétrico. Por outro lado, Silva et al (2011) e Lima, P. L. (2011) obtiveram resultados
concordantes com os dessa pesquisa, um aumento no nivel de MDA/TBARS, em
ratos normais e em retalhos cuténeos, respectivamente, submetidos a Ac e EAc,
com intensidade do estimulo dez vezes maior, poréem com frequéncias e alguns
pontos semelhantes ao deste estudo.

Lima, P. L. (2011), no mesmo experimento avaliou, também, a enzima MPO
biomarcador inflamatorio, nos retalhos cutaneos, mostrando seu decréscimo nao
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apenas com EAc, dado semelhante ao resultado desta pesquisa, mas, também, na
aplicacao de acupuntura sem estimulo elétrico.

Através dessas observacdes, pode-se deduzir que acupuntura promove uma
protecdo ao estresse oxidativo e a estados inflamatérios nas diversas situacdes de
agressdo a homeostase do individuo, seja isquémica, por trauma cirlrgico,
metabdlica e/ou anovulatéria, e, principalmente, quando potencializada por estimulo
elétrico, mesmo com corrente de pequena intensidade (1mA). Existem, no entanto,
algumas divergéncias quanto a regulacdo da peroxidacéo lipidica. Certamente, mais
investigagcfes, quanto ao aspecto oxidativo-inflamatorio em animais experimentais,
precisam ser realizadas para melhores esclarecimentos dos mecanismos envolvidos,
principalmente, sob estimulo dos esteroides, os quais podem apresentar acdes
opostas, protetoras ou pro-inflamatérias, dependendo da espécie e do

microambiente considerado.

Pesquisas com maior amostragem, mais idénticas quanto ao tipo de modelo
selecionado, de 6rgao estudado, da duracéo da aplicacédo do estimulo, dos numeros
de aplicagbes, dos pontos escolhidos, da intensidade e da frequéncia do estimulo
elétrico aplicado, podem levar ao esclarecimento dessa divergéncia encontrada no
efeito da Ac e EAc sobre a peroxidacdo celular, enfatizando ndo apenas a
complexidade desse processo, na manutencdo do equilibrio organico, mas também
0S passos iniciais nesse campo de pesquisa.
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6 CONCLUSAO

A acupuntura e eletroacupuntura com frequéncia de 2hz e 100hz promovem
uma agio protetora contra 0 estresse oxidativo sistémico em ratas sadias

submetidas a estimulo estrogénico;

O estimulo de eletroacupuntura com frequéncia de 2 e 100Hz promove,
também, uma acéo protetora contra o estresse oxidativo local, em tecido ovariano

de ratas sadias submetidas a estimulo estrogénico;

O estado inflamatério dos ovarios de ratas sadias, submetidas a estimulo
estrogénico, diminui com a aplicacdo de eletroacupuntura com frequéncia de 2 e
100Hz;

A eletroacupuntura induz uma resposta pré-peroxidativa lipidica, em nivel

sistémico e ovariano em ratas estimuladas com estrogénio;

A metformina ndo apresenta influéncia no estresse oxidativo sistémico e local;
tampouco no processo inflamatério ovariano de ratas sadias submetidas a estimulo

estrogénico;

A acupuntura, eletroacupuntura e metformina ndo apresentam efeito na

glicemia em ratas submetidas ao estimulo estrogénico.
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APENDICE A

Inicio do estudo

APENDICES

PESO DAS RATAS (g)

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
215 190 225* 180** 180**** 178 186
170 205 170* 170 175* 191 195
175 196 180* 160** 185 192 189
165 195 195 185** 190 178 194
190 175 175* 170* 145* 196 187
155 190 180 176** 175* 221 190

*Re-anestesias com metade da dose, antes de iniciar os tratamentos com Ac

e EAc
Término do estudo
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
223 186 200 200 200 200 200
179 197 165 165 199 199 199
186 183 202 202 213 213 213
162 188 189 189 206 206 206
193 167 194 194 164 164 164
167 182 209 209 195 195 195
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Término do estudo (Média)

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
219,0 188,0 212,5 190,0 190,0 189,0 193,0
174,5 201,0 167,5 167,5 187,0 195,0 197,0
180,5 189,5 191,0 181,0 199,0 202,5 201,0
163,5 191,5 192,0 187,0 198,0 192,0 200,0
191,5 171,0 184,5 182,0 154,5 180,0 175,5
161,0 186,0 194,5 192,5 185,0 208,0 192,5
APENDICE B
PESO DOS OVARIOS E HEMIUTERO DIREITO DAS RATAS
Ovario Direito
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
4,22 4,18 4,06 5,04 5,17 3,12 3,64
2,26 4,57 5,54 7,99 2,48 3,51 4,56
3,72 6,82 6,02 5,14 4,40 5,54 3,56
3,93 4,32 3,76 10,68 5,27 3,87 2,73
5,12 4,28 4,91 3,05 3,05 5,13 4,15
2,23 4,60 8,16 5,01 4,10 3,09 4,76
Ovario Esquerdo
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
4,10 5,08 3,84 9,71 5,27 3,04 2,89
1,81 4,50 4,22 6,10 2,70 3,45 4,44
4,77 7,69 8,11 2,65 3,80 2,45 4,52
3,54 5,24 5,13 7,02 4,34 3,23 3,72
4,96 4,88 5,37 5,46 4,15 2,08 3,89
2,87 5,08 8,39 6,80 4,85 4,19 3,52
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Ovarios (Direito + Esquerdo) - Média

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
4,16 4,63 3,95 7,38 5,22 3,08 3,27
2,04 4,54 4,88 7,05 2,59 3,48 4,50
4,25 7,26 7,07 3,90 4,10 4,00 4,04
3,74 4,78 4,45 8,85 4,81 3,55 3,23
5,04 4,58 5,14 4,26 3,60 3,61 4,02
2,55 4,84 8,28 5,91 4,48 3,64 4,14
PESO DOS UTEROS DAS RATAS
Utero Direito
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
1,44 1,43 1,03 2,18 1,41 0,81 0,97
1,32 2,17 2,63 2,11 2,58 1,99 1,89
1,86 2,31 1,59 2,29 1,68 1,52 2,27
1,16 1,56 1,46 2,20 1,03 1,81 1,04
1,93 1,39 1,47 1,13 3,02 1,07 1,32
2,10 2,89 1,27 1,37 1,26 1,49 1,76
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APENDICE C
CURVAS PADROES

Curva padréao para calculo da atividade da enzima de mieloperoxidase (MPO),

em tecido

MPO

0.30+
0.254
0.204
0.154
0.104 .

0.054

A absorbancia 470nm

0.00-

I I I I I I I I I I |}
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Unidades/0.1mL



Curva padrédo para célculo da atividade da enzima de mieloperoxidase (MPO)

Best-fit values

Slope 0.01138 £ 0.0001684
Y-intercept when X=0.0 0.01246 + 0.008693
X-intercept when Y=0.0 -1,095

1/slope 87,88

95% Confidence Intervals

Slope 0.01084 to 0.01192
Y-intercept when X=0.0 -0.01520 to0 0.04012
X-intercept when Y=0.0 -3.658t0 1.291

Goodness of Fit
r? 0,9993
Sy.x 0,01284

Is slope significantly non-zero?

F 4564

DFn, DFd 1.000, 3.000
P value <0.0001
Deviation from zero? Significant
Data

Number of X values 5
Maximum number of Y replicates 1

Total number of values 5

Number of missing values 0

Runs test

Points above line 3

Points below line 2

Number of runs 4

P value (runs test) 0,9000

Deviation from linearity Not Significant




Curva padréao para calculo da concentracao de glutationa (GSH) no plasma

~

ABSORBANCIA

GSH plasma
1.5-
1.0-
0.54
0.0 . . .
0 50 100 150
CONCENTRACAO

Curva padréao para célculo da concentracao de glutationa (GSH) no tecido

ovariano

~

ABSORBANCIA

GSHtecido
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0.0 r T s
0 50 100 150
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APENDICE D

Dados brutos de GSH, MDA e MPO no tecido ovariano

TECIDO

DADOS BRUTOS

CONCENTRACOES DE GLUTATIONA (GSH)

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
21,541 22,127 30,914 31,207 63,427 44,095 13,632
24,470 25,056 58,155 40,580 66,942 18,905 31,793
26,520 24,763 30,621 31,500 38,237 13,339 41,459
26,813 26,813 39,994 40,873 71,043 15,975 15,097
27,985 24,470 38,237 67,528 68,114 48,196 13,632
26,813 38,823 34,722 70,457 70,164 55,811 40,580

CONCENTRACOES DE MALONALDEIDO(MDA)

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
0,013 0,075 0,181 0,249 0,225 0,179 0,195
0,100 0,127 0,272 0,254 0,249 0,097 0,077
0,005 0,134 0,016 0,244 0,522 0,098 0,104
0,114 0,043 0,315 0,241 0,273 0,085 0,152
0,175 0,171 0,152 0,233 0,378 0,086 0,108
0,033 0,006 0,136 0,311 0,383 0,072 0,108
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CONCENTRACOES DE MIELOPEROXIDASE(MPO)

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
1,378 1,836 1,311 1,217 0,657 1,355 1,519
1,864 1,515 0,678 0,392 0,670 1,979 1,409
1,426 1,664 1,034 0,344 0,601 1,391 1,376
1,778 1,853 2,056 0,624 0,723 0,506 1,419
2,175 2,150 1,659 0,437 0,610 0,405 1,620
1,941 1,934 0,497 0,528 0,629 0,542 0,781

Dados brutos de GSH e MDA no plasma
PLASMA
CONCENTRACOES DE GLUTATIONA (GSH)

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
19,783 17,967 22,302 29,127 38,823 15,975 17,733
20,281 20,047 23,533 29,069 35,893 20,633 15,038
19,725 26,227 23,620 26,608 42,630 12,109 15,682
20,691 19,402 25,876 31,793 38,823 32,671 16,268
20,340 20,047 25,583 32,086 45,852 6,016 6,016
20,721 19,051 26,227 35,893 39,701 3,966 32,378
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CONCENTRACOES DE MALONALDEIDO(MDA)

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
0,036 0,030 0,472 0,294 0,261 0,196 0,091
0,012 0,063 0,064 0,188 0,206 0,081 0,204
0,176 0,080 0,054 0,151 0,250 0,082 0,004
0,083 0,033 0,093 0,120 0,389 0,123 0,092
0,007 0,060 0,028 0,282 0,425 0,023 0,108
0,011 0,091 0,167 0,350 0,246 0,090 0,108
APENDICE E
Dados Brutos da glicemia
GLICEMIA
G-1 G-2 G-3 G-4
TO T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2
71| 114 72 84| 115| 195 90 | 112 | 107 74| 124 99
75| 114 86 87| 175| 136 74 | 137 99 67| 159 | 101
67 | 117 84 93| 110 99| 109 | 121 | 102 66 | 123 | 111
62 95 79 81| 157 | 141 72| 112 77 71 94 87
62| 155 80 81| 109 | 140 64 | 115 83 71| 109 93
70| 122 103 87| 130 153 66| 125 108 58 | 122 99
GLICEMIA
G-5 G-6 G-7
TO T1 T2 TO T1 T2 TO T1 T2
92 133 112 87 95 119 65 122 109
75 117 70 81 133 123 114 121 100
83 100 86 85 117 102 80 142 100
75 126 92 98 140 93 74 118 82
55 108 85 96 145 135 131 118 92
87 97 94 102 142 131 70 113 83
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APENDICE F

Efeitos da administracdo de valerato de estradiol a ratas sadias

A administracéo de valerato de estradiol a ratas sadias (G1 - controle positivo)nao
alterou significativamente as concentracdes de GSH, TBARS e MPO, comparadas

ao controle negativo (G7 - valores basais) (Figuras x1-x5)

e Efeitos sobre as concentracfes de GSH plasmatico

30+

©
E —
3
Q 204 r—E—
£ C—J Controle (+)
g Controle (-)
a2 107 —1
I
(9p}
© 0

G1 G7

Grupos

Figura 34- Efeitos da estimulag&o estrogénica sobre as concentracdes de GSH plasmatico em ratas
sadias (Média £DP). T teste para amostras nao pareadas
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e Efeitos sobre as concentrac6es de GSH no tecido ovariano

50+

40

30 — 3 Controle (+)

Controle (-)

20+

104

GSH (u mol g/tecido)

Gl
Grupos

Figura 35 - Efeitos da estimulag&o estrogénica sobre as concentracbes de GSH tecidual em ratas
sadias (Média +DP). T teste para amostras ndo pareadas

e Efeitos sobre as concentragdes no TBARS plasmatico

S 0.20-
8
2 0.15-
E _—
é 0.10 3 Controle (+)
g 0.054 Controle (-)
=
2 0.00 ——
G1
é -0.05- Grupos

Figura 36 - Efeitos da estimulagcéo estrogénica sobre as concentracdes de MDA plasmatico em ratas
sadias (Média +DP). T teste para amostras ndo pareadas
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e Efeitos sobre as concentracbes de TBARS no tecido ovariano

_ 0.20-
O

g
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S 0.15- .

a

= 3 Controle (+)
S 0.10-
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0 4

9 005

<

m

= 000 —
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Figura 37 - Efeitos da estimulagdo estrogénica sobre as concentragdes de MDA tecidual em ratas
sadias (Média +DP). T teste para amostras ndo pareadas

e Efeitos sobre as concentrac6es de MPO no tecido ovariano

2.5-
S 2.0- -1
©
3
— 15- ———
= 3 Controle (+)
% 1.0- Controle ()
o
S 05

0.0 ;

Gl
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Figura 38 - Efeitos da estimulagéo estrogénica sobre a atividade da MPO no tecido ovariano de em
ratas sadias (Média +DP). T teste para amos
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ANEXOS

Anexo A

5 - CONSELHO FEDERAL DE MEDIGINA

RESOLUGAO CFM N° 1.455/95

O Conselho Faederal de Medicing, no uso da alribuigko que ihe
confere a Loi n® 3.268, de 30 de setombro de 1857, regulamentada pelo Decreto
n® 44.043, de 19 de julho de 1958, @

CONSIDERANDO ameriores  parscerss do CFM, mas
agpecigmente o Pareser N® 22/92, de 14 c2 agesto de 1952, dus entende sor g

Acupuriura ato médico;

CONSIDERANDO = nscessidads da-avango académice ca
Acupuntea clusive com sua insergac NOs CUrsos de gracuagac e pis.
gradeagau das escolas médicas;

CONSIDEﬁANDO a necessidace co dagnostico clinico e
especthico do pregnastico, de mstiluizo terapéutica peculiar,

CONSIDERANDO o fato o2 nac encentra” paraleo entre scte ato
médico o ouras =apscizlidades madicas. .

CONSIDERANDD o parecer CFM n® 026885, aprovade em 11 de
agosto de 1995;

CONSIDERANDOQ, finalments, a decisac acalada pelo Plonaric
deste Conselho Federal de Mecicing, em Sessao realzaca no diz 11 de agosto
do 1985, rezcive:

RECONHECER a Acupuniura como especiabdade médica.
o Foas
, Il’1 ) Brasia-OF, 11 de'pgosta do 1995,
4T -

_ A '.. Xﬁ;:‘i" X 1
(i'/ALDIR ANA MESQUITA ANTONIO Heulg}é_ue PEDRPSA NETC
] /Sccrma'riu-Gcra

LERCVARD EM ST3847 prewdog | o 0 v
1L ' Of re=8g - %] CONSFLND fFrren-
o S | i : Puklivain o

g‘m‘nuu-n { 2 ey, .
_ \ | D¢ /X | 09 /.98 dissoARdisie,
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Anexo B

Universidade Federsl do Crard
Combsnto de Eiicn om Penguise Anbmsl - CEPA
Wonn: Cormmel Nunes de Meko, 1177 Rodalfe Toddile.
CEP: 6000970 Fortabers£X
Tek: (R5) A066S001 Fax (55) J364-8000

DECLARACAO

para ser avaliado pelo a Comissdo de txca em Pcsqmsa Ammal (CEP ). no
Departamento de Fisiologia ¢ Farmacologia, recebendo o protocolo n® po dia
227 12 1 2a0q.

Fonnm./ de (‘

fbicg Bervads
oana Barbosa Carvalho
// Secretdria

/1(1.«. {/L{‘ Vice
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Anexo C

Figura 39 - Integrantes da equipe de pesquisa



