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RESUMO
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PREDNISONA E MELOXICAM NO TRATAMENTO DE RATOS SUBMETIDOS AO
TRAUMA AGUDO DA MEDULA ESPINHAL

AUTORA: GRACIANE AIELLO
ORIENTADOR: ALEXANDRE MAZZANTI
Santa Maria, 29 de fevereiro de 2012.

Considerando a relevancia dos estudos destinados as lesdes traumaticas da medula
espinhal em humanos e animais, 0 objetivo deste estudo foi investigar o efeito da prednisona e
meloxicam na terapia de ratos submetidos ao modelo experimental de trauma agudo da medula
espinhal induzida pelo cateter de Fogarty 2Fr, mediante avaliacdo do perfil oxidativo, dos testes
neuroldgicos e exame histopatolégico da medula espinhal. Foram utilizados 90 ratos Wistar,
distribuidos em seis grupos denominados GCS ou salina (n=15), GCP ou controle prednisona
(n=15), GCM ou controle meloxicam (n=15), GTS ou trauma mais salina (n=15), GTP ou trauma
mais prednisona (n=15) e GTM ou trauma mais meloxicam (n=15). Cada grupo foi redistribuido
em trés subgrupos de acordo com o tempo de tratamento no pds-operatério de 24h, 72h e sete
dias. Todos os grupos foram submetidos a laminectomia e nos grupos GTS, GTM e GTP, apos a
exposi¢do da medula espinhal, foi realizado o trauma medular compressivo utilizando o cateter
Fogarty 2Fr. Os grupos GCS e GTS foram tratados com solugdo salina (0,5ml/rato/dia), os GSM
e GTM receberam meloxicam (2mg/kg/dia) e os grupos GSP e GTP receberam prednisona
(2mg/kg/dia). Foram realizados testes neurolégicos (BBB, plano inclinado e percepgdo a dor
profunda) 24 horas antes e ap0s o procedimento cirurgico e repetido a cada 48 horas até a

realizacdo da eutanasia, ou seja, 24h, 72h e sete dias. Foram avaliados os pardmetros do estresse



oxidativo através da enzima catalase, quantificado as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) e realizado exame histopatologico da medula espinhal. Os ratos dos grupos

GTM e GTP e nos diferentes tempos (24h, 72h e sete dias) tiveram pontuacdo zero na escala
BBB, ou seja, nenhum movimento observado no membro pélvico; no plano inclinado,
permaneceram com pontuacdo 3, ou seja, em um angulo dez graus menor que antes da cirurgia e
perda da percepcao da dor profunda Os grupos GTM e GTS apresentaram menor atividade da
catalase e niveis de TBARS quando comparado ao grupo GTS e foi mais evidente nas primeiras
72 horas de PO, indicando um possivel efeito antioxidante. No grupo GTS, houve persisténcia
desta acdo até o sétimo dia pos-trauma. No exame histopatoldgico da medula espinhal foi
constatada degeneracdo Waleriana e necrose da substancia cinzenta de intensidades variaveis,
nédo apresentando diferenga entre os grupos submetidos ao trauma. Conclui-se que o meloxicam e
a prednisona apresentam possivel efeito antioxidante e neuroprotetora, mas ndo impedem a
necrose e a degeneracdo Walleriana da medula espinhal de ratos submetidos a trauma medular

agudo utilizando o cateter de Fogarty 2Fr.

Palavras-chave: peroxidacéo lipidica, catalase, cateter de Fogarty 2Fr.
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Considering the relevance of study of traumatic spinal cord injury in humans and animals,
the aim of the study was investigated the use of the prednisone and meloxicam in treatment of
rats submitted the experimental model of acute spinal cord injury with 2Fr Fogarty catheter
with evaluation of oxidative stress, Neurological tests and histological exam. Ninety rats were
divided in six groups: GCS or saline (n=15), GCP or prednisone control (n=15), GCM or
meloxicam control, GTS or trauma saline (n=15), GTP or trauma meloxicam (n=15) and GTM
or trauma prednisone (n=15). Each group was divided into three subgroups according to
treatment time inthe postoperative period of 24h, 72h and seven days. All groups were
submitted laminectomy and in the groups GTS, GTM and GTP, after exposure of the spinal cord
was performed compressive spinal cord injury with 2Fr Fogarty catheter. The GCS and GTS
was treated with saline (0,5ml/rat/day), GSM and GTM with meloxicam (2mg/kg/day) and GSP
and GTP with prednisone (2mg/kg/dia). Neurological tests were performed (BBB, inclined plane
and deep pain) 24 hours before and after surgery and repeated every 48 hours until the day
of euthanasia. The parameters of oxidative stress were evaluated and
performed histopathological analysis of the spinal cord. The groups GTS, GTM and GTP in the

different times were no point in the BBB scale and three points in the inclined plane and absence



of deep pain. GTM and GTS groups had lower catalase activity and TBARS levels when
compared to the GTS and they were more evident to 72 hours postoperative period, indice
possible antioxidant effect. In the GTS group, there was persistence of this action untu uie
seventh day after trauma. In the histopathological exam were found Wallerian degeneration and
necrosis of gray matter of intensity variation, with no significant difference between undergone
to trauma. Meloxicam and prednisone can have neuroprotective and antioxidant effect, but the
necrosis and Wallerian degeneration were not stop in rats submitted the acute spinal cord injury
with 2Fr Fogarty catheter.

Key words: lipid peroxidation, catalase, 2Fr Fogarty catheter.
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1 INTRODUCAO

Os eventos que ocorrem na lesdo da medula espinhal sdo geralmente divididos entre
primarios e secundarios (OLBY, 2010). A lesdo traumatica priméria inicia minutos a dias apds o
trauma e desencadeia uma série de eventos secundarios. Estes incluem hemorragia e destruicdo
do leito microvascular, repentina mudanca na concentracdo intracelular do fon Ca®?
excitoxicidade, producdo de radicais livres e inflamagdo (SHORES, 1992; KORNEGAY, 1998;
LEE et al., 2005).

A formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNS) € caracterizada
como o evento mais importante na patogénese do trauma medular agudo. As espécies reativas
sdo implicadas como mediadores de danos axonais, pelos niveis locais de radicais livres que
aumentam consideravelmente em condicdes inflamatdrias e esgotam o potencial de defesa
antioxidante no interior das lesdes, gerado principalmente por macrdfagos ativados e microglia
(MEERTEREN et al., 2005; HORSSEN et al., 2011).

A lesdo medular pode resultar em incapacidade permanente do paciente e 0 Sseu
tratamento ainda permanece um desafio tanto para a medicina humana como veterinaria
(BLIGHT, 2000), ndo apresentando um consenso sobre o tratamento ideal (OLBY & JEFFERY,
2003). O conhecimento e a utilizacdo precoce de medicamentos, que preservem a integridade
estrutural do neurdpilo medular, podem fazer a diferenca na recuperacdo das deficiéncias
neuroldgicas (OLBY & JEFFERY, 2003).

As opgdes para efetivos farmacos neuroprotetores eficazes para serem administrados sdo
escassas. Atualmente ha poucos estudos sobre as abordagens farmacoldgicas e nao
farmacoldgicas para amenizar os efeitos secundarios ocorridos no trauma medular agudo. Os
antiinflamatdrios esteroidais sdo usados extensivamente desde 1960 no tratamento clinico do
trauma medular, com o intuito de reduzir os eventos secundarios (JEFFERY, 1995). Apesar do
uso amplo e empirico dos corticoides, os beneficios deste farmaco sdo limitados e estdo
relacionados a frequentes efeitos colaterais (MEINTJES; HOSGOOD; DANILOFF, 1996). Ja, os
antiinflamatérios ndo esterioidais, como por exemplo, o meloxicam, tém demostrado
caracteristicas neuroprotetoras relevantes ao reduzir o estresse oxidativo em ratos com trauma
medular agudo e esta associada a minimos efeitos colaterais (HAKAN et al., 2011).

Considerando a relevancia dos estudos destinados as lesbes traumaticas da medula

espinhal em humanos e animais, 0 objetivo deste estudo foi investigar o uso da prednisona e
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meloxicam na terapia de ratos submetidos ao modelo experimental de trauma agudo da medula

espinhal induzida pelo cateter de Fogarty 2Fr.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Trauma medular

O trauma medular agudo € um problema comum nas medicinas humana e veterinaria, que
pode ocasionar deficiéncias neuroldgicas motoras, sensoriais e autbnomas severas. Os danos a
medula espinhal variam consideravelmente dependendo da gravidade, velocidade e duracéo da
injaria (OLBY, 2010).

As lesBes ao sistema nervoso central (SNC) podem ser causadas por fatores extrinsecos
e/ou intrinsecos. Os fatores extrinsecos incluem atropelamentos, quedas, chutes, mordidas e
armas de fogo (BAGLEY et al., 2000). As causas intrinsecas compreendem protrusao do disco
intervertebral, malformacéo vertebral, fraturas patoldgicas devido a osteopenia, osteomielite, e
massas compressivas extramedulares como abscessos e neoplasias (HOERLEIN, 1971).

Os eventos que ocorrem na lesdo da medula espinhal sdo geralmente divididos entre
primarios e secundarios (OLBY, 2010). Os eventos primarios caracterizam por danos mecanicos
que causam contusdo, compresséo ou laceracdo (ROWLAND et al., 2008). A concussdo decorre
de um impacto agudo a medula espinhal, geralmente sem compressdo residual, afetando
inicialmente a substancia cinzenta da medula espinhal, propagando-se para a substancia branca e
podendo levar a destruicdo progressiva do tecido nervoso (KRAUS, 2000). A compressdo das
estruturas neuronais, devido a fragmentos de ossos fraturados, material do disco intervertebral,
lesbes dos ligamentos (MCDONALD; SADOWSKY, 2002) e hematoma epidural, causa
comprometimento da perfusdo sanguinea local e consequente lesdo a bainha de mielina e axonio.
A interrupcdo anatbmica do parénquima da medula espinhal é a laceracdo fisica do tecido
nervoso, cujos efeitos sdo considerados como ndo trataveis e irreversiveis (KRAUS, 2000).

Na maioria das vezes, as agressdes primarias ndo sao suficientes para causarem danos
permanentes, mas desencadeiam uma série de eventos secundarios progressivos que agravam
essas agressoes (RIVLIN & TATOR, 1979; BAGLEY, 2000; MALLEI et al., 2005). Os eventos
secundarios incluem hemorragia e destruicdo do leito microvascular, producao de radicais livres,
rapidas mudancas na concentracdo intracelular de fons Ca*? excitotoxicidade e inflamagdo. O
ponto final desta cascata destrutiva é muitas vezes a apoptose, que pode ocorrer por um longo

periodo de tempo apo6s a lesdo (OLBY, 2010).
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A lesdo da vascularizacdo local causa a formacdo de petéquias e tromboses
microvasculares, que associadas ao edema e ao vaso-espasmo no local da injuria, resulta em uma
acentuada hipoperfuséo e isquemia do parénquima medular (TATOR; FEHLINGS, 1991). Apo6s
este periodo pode ocorrer reperfusdo local, na qual pode aumentar a formagédo de radicais livres
que exacerba os eventos secundarios (OLBY, 2010).

As rapidas mudancas intracelulares nas concentracdes de ions apds a lesdo da membrana
celular estdo associadas a redugédo do fluxo sanguineo na medula espinhal. A concentracéo de L-
Glutamato, que é um neurotransmissor excitatério, € regulada por um mecanismo ativo e
eficiente efetuado por astrécitos. O dano mecanico aos neurdnios associado a falta de energia
local, leva ao aumento da liberacdo neural de glutamato e decréscimo da acdo do mecanismo dos
astrocitos sobre o mesmo, elevando a concentracdo deste neurotrasmissor a niveis toxicos. A
interacdo do L-glutamato com o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), um receptor para L-
glutamato nas membranas pds-sinapticas (JANSSENS,1991; JEFFEREY, 1995; OLBY, 1999),
abrem os canais de sodio, cloreto e principalmente calcio. JEFFEREY, 1995; OLBY; JEFERY,
2003).

O aumento da concentracdo do célcio intracelular ativa proteases como a calpaina e a
caspase, que destroem o citoesqueleto e 0 DNA cromossomal, iniciando a necrose e a apoptose e
ativacdo da fosfolipase A2 que inicia a resposta inflamatdria. A ativacdo da fosfolipase A2
desencadeia a producéo de leucotrienos, tromboxanos, histamina e prostaglandinas. O aumento
nos niveis de prostaglandinas causa o aumento da permeabilidade vascular e vasoconstri¢do ou
vasodilatacdo. Ocorre também alteracdo da funcdo plaquetéria, que pode causar obstrucdo de
vasos sanguineos e liberacdo de serotonina, na qual também ativa a permeabilidade vascular,
favorecendo a formacéo de edema (JANSSENS, 1991).

Os infiltrados inflamatdrios constituidos por polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos
produzem uma reagdo auto-imune no local da lesdo que inibe a regeneracdo axonal
(DELAMARTER et al., 1995). A quimiotaxia de leucdcitos, principalmente neutréfilos, ocorre
trés a seis horas apés a lesdo. Em trés dias, os macrofagos derivados dos mondcitos sanguineos
séo evidentes e diminuem por volta do quinto dia (SUMMERS et al., 1995). A fagocitose que se
inicia poucos dias ap6s a lesdo resulta na formacdo de cavitagbes no parénquima medular
(JANSSENS, 1991).
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Muitos estudos experimentais sugerem que a formacao de radicais livres desempenham
um importante papel na patogénese dos mecanismos de lesdo secundaria ao trauma medular
(KALAYCI et al., 2005). Estes sdo gerados por produtos normais ou atipicos de processos
metabolicos que utilizam moléculas de oxigénio. A reatividade destas moléculas é atribuida a um
elétron desemparelhado da orbita atbmica (BRAUGHLER; HALL, 1992). Sdo formados pela
isquemia, elevacdo intracelular concentracdes de célcio, cobre, ferro e pela reacdo inflamatoria
(BRAUND et al., 1990b).

As espécies reativas de nitrogénio e oxigénios sdo os principais produtos do metabolismo
celular normal e sua concentragdo é controlada por antioxidantes e sistemas varredores de
radicais livres. O desequilibrio ocorre no metabolismo celular devido a um trauma ou isquemia
que leva ao aumento de sua producdo, ultrapassando as defesas naturais. Os radicais livres
interagem com todos os componentes celulares, mas reagem principalmente com os acidos
graxos insaturados da membrana fosfolipidica (BRAUND et al., 1990b; COUGHLAN, 1993;
ARAUJO, 2005), alterando a integridade da membrana celular, a fluidez e a manutencéo dos
gradientes idnicos. A peroxidagdo acontece também como resultado final da interacdo da cascata
de &cido aracdbnico com as cicloxigenases e lipoxigenases resultando em produtos como o
potente vasoconstritor tromboxano e radicais livres de oxigénio que se acumulam e destréem
componentes da membrana celular (JANSSENS,1991; SHORES,1992).

Um estudo avaliou a duracdo da peroxidacdo lipidica no trauma medular agudo em ratos
e observou que a mesma persistiu por até 120 horas apds o trauma, sendo constatados dois picos
de atuacdo distintos, o primeiro de uma a seis horas e 0 segundo de 24 a 120 horas pds-trauma
(CHRISTIE et al., 2008).

A morte neuronal e de oligodendrécitos apds o trauma interfere com a conectibilidade e
induz degeneracdo da bainha de mielina. Nos proximos sete dias pds-trauma ocorre um aumento
progressivo da &rea de lesdo e as cavitagbes aumentam com mais morte neuronal e glial. Uma
segunda onda de apoptose, dessa vez de oligodendrdcitos, é detectada no sétimo dia e esta
associada com a degeneracdo axonal. Os oligodendrocitos tardiamente mortos reduzirdo a
possibilidade de remielinizacdo apos lesdo axonal. Essa distribuicdo da apoptose em neur6nios e
células da glia pode ser responsavel pela continua expansdo da lesdo e pela prolongada

desmielinizacdo de ax6nios em regides distantes do epicentro da lesdo (LU et al., 2000).
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A lesdo medular pode resultar em incapacidade permanente e seu tratamento ainda
permanece um desafio tanto para a medicina humana como veterinaria (BLIGHT, 2000), pois
além dos neurdnios no sistema nervoso central ndo regenerarem efetivamente (JEFFERY et al.,
2001), ndo ha consenso sobre o tratamento ideal (OLBY; JEFFERY, 2003). O conhecimento e a
utilizacdo precoce de farmacos e/ou procedimentos cirdrgicos especificos, que preservem a
integridade estrutural do neurdpilo medular, podem ser importantes na recuperacdo do paciente
(OLBY; JEFFERY, 2003).

2.2 Modelos experimentais de trauma medular agudo

O desenvolvimento de uma abordagem racional para o tratamento de trauma medular
requer um modelo experimental padronizado e reprodutivel, em que o estimulo traumatico pode
ser correlacionado com a recuperagdo funcional e morfolégica (KAKULAS, 1984; GEISLER et
al., 1991).

O primeiro modelo experimental de trauma medular foi descrito por Allen (1911), com a
técnica de compressdo por peso. Outros modelos foram sequencialmente desenvolvidos, como
transec¢do (BASSO et al., 1996), impacto pneumatico (ORO et al., 1999), lesdo eletromagnética
(BEHRMANN et al., 1992; STOKES et al., 1992; HIRUMA et al., 1999), clip compressivo
(RIVLIN; TATOR, 1978; WALLACE et al., 1987) e compressdo da medula espinhal por baldo
de silicone inflavel (TARLOV et al., 1953).

Em um estudo, Khan & Griebel (1983) compararam trés modelos experimentais para
compressdo da medula espinhal com o cateter de Forgaty 2Fr, clip compressivo e por peso. Foi
observado que o modelo, no qual utilizou o cateter apresentou maior similaridade as injurias

observadas na rotina clinica e foi a de mais facil execucdo dentre as demais.

2.2.1 Modelo experimental de trauma medular agudo por baldo

Tarlov et al. (1953) foram os primeiros a descrever a técnica de compressdo baseado na
utilizacdo de cateter com baldo inflavel em cées, posteriormente 0 mesmo foi aplicado em
macacos (TATOR; DEECKE, 1973), gatos (MARTIN; BLOEDEL, 1973), ferrGes
(EIDELBERG et al., 1976) e ratos (KHAN; GRIEBEL, 1983).
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Khan & Griebel (1983) foi o pioneiro a realizar uma laminectomia da coluna vertebral
para inserir o cateter com baldo, no qual foi posicionado na face dorsal da medula espinhal no
espaco subdural. Vanicky et al. (2001) modificaram a técnica de compressdo por baldo utilizando
o catéter de Fogarty 2Fr.

O cateter de Forgaty 2Fr é flexivel, constituido de poliuretano, descartavel, estéril, que
contém um baldo de latex na sua extremidade que pode ser inflado com ar ou solucdo salina. Na
medicina este é utilizado principalmente em cirurgias de embolectomias (VANICKY et al.,
2001).

O modelo experimental de trauma medular que utiliza o cateter de Forgaty 2Fr, tem sido
muito aplicado em estudos recentes. Este se baseia na realizacdo prévia de laminectomia da
coluna vertebral, seguido da introducdo do cateter de Forgaty 2Fr no espaco subdural,
posicionado na face dorsal da medula espinhal e conduzido cranialmente até o espago
intervertebral desejado (KHAN; GRIEBEL, 1983; VANICKY et al., 2001). Para inflar o baldo
este cateter € preenchido com 0,20ml de solucdo isoténica ou ar.

O tempo prolongado de compressdo medular é prejudicial devido a isquemia local
(RIVLIN; TATOR, 1978). Portanto, o intervalo de compressdo em modelo experimental de
trauma medular com duracdo de cinco minutos € utilizado devido este ser inferior ao limiar de
lesdo reversivel do tecido da medula espinhal (TAIRA; MARSALA, 1996).

2.3 Teste neuroldgicos

2.3.1 BBB

O BBB ¢é 0 nome dado pelas iniciais dos nomes dos autores desta técnica, Basso, Beatie
and Bresnahan. Este teste € 0 mais comumente usado para avaliar a fungdo locomotora em ratos
submetidos a trauma medular (BASSO et al., 1995). Os ratos séo colocados individualmente em
uma superficie anti-derrapante, no qual os examinadores analisam a marcha, a coordenacao, a
movimentacdo dos membros pélvicos, a posi¢ao do tronco e do abdome; a acomodacdo das patas
na superficie; a capacidade de limpar as patas; a posicdo predominante das patas traseiras; a
instabilidade do tronco e a posi¢éo da cauda (BASSO et al., 1995).
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As observacdes sdo anotadas em uma ficha com potuacdes, desenvolvida pelos autores
do teste, 0 que possibilita a interpretacdo dos achados. A pontuacdo varia de 0 (auséncia de
capacidade locomotora esponténea) a 21 pontos (movimentagdo normal). Os valores de 1 a 7
indicam o retorno de movimentos isolados das articulagcdes do joelho, quadril e tornozelo. A
pontuacdo de 8 a 13 refere-se ao retorno do reposicionamento do membro e movimentos
coordenados com 0s membros toracicos. E de 14 a 21 indicam o retorno da liberacdo dos dedos
durante o movimento do membro para frente, da estabilidade do tronco e do posicionamento da
cauda (BASSO et al., 1995).

A escala BBB tem sido muito utilizada em muitos trabalhos com ratos submetidos a
trauma da medula espinhal para avaliar a recuperacdo funcional aos diferentes tratamentos
realizados (RESNICK, 1998; SEDY et al., 2008; CARLTON et al., 2009).

2.3.2 Plano inclinado

O teste de plano inclinado foi desenvolvido por Rivlin e Tator (1977). Este teste avalia a
capacidade do rato em manter a posicdo do corpo em uma superficie que é gradualmente
aumentada em angulos crescentes. O animal é colocado sobre a superficie em diferentes
posicionamentos, como de cabeca para baixo, para cima, para a direita e para a esquerda
(RIVLIN; TATOR, 1977). Apos o animal ser posicionado o angulo de inclinacdo é gradualmente
aumentado em direcdo a posicdo vertical até o animal ndo conseguir manter a posicdo durante
cinco segundos (Rivlin e Tator, 1977). Este teste é utilizado para avaliacdo do trauma medular
em ratos, e tem como objetivo testar a forca do animal (VON EULER et al, 1997) e a integridade
do trato medular rubroespinhal e outros ndo piramidais apds a lesdo medular (FEHLINGS;
TATOR, 1995).

2.4 Radicais livres

Radical livre é qualquer espécie capaz de existir independentemente, que possua um ou
mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada eletronica. Essa configuracdo faz dos
radicais livres espécies altamente instaveis, de meia vida relativamente curta e quimicamente
muito reativa (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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As especies reativas de oxigénio (EROs) incluem radicais livres, como: superéxido (O,"),
hidroxil (OH), peroxil (RO,), hidroperoxil (HRO,"), assim como espécies ndo radicalares, que
apesar de ndo possuirem elétrons desemparelhados sdo muito instaveis, como por exemplo:
peroxido de hidrogénio (H,O,) e acido hidrocloroso (HOCL). As espécies reativas de nitrogénio
(ERNS) incluem radicais livres que incluem o oxido nitrico (ON) e dioxido de nitrogénio (NO;),
assim como espécies ndo radicalares, por exemplo: peroxinitrito (ONOQ), 6xido nitroso (HNO,)
e peroxinitrato (RONOO) (TURKO et al, 2001; EVANS et al., 2002).

No trauma medular hd uma extensa formacao de radicais livres de oxigénio primordial,
denominado de superdxido (O27). Este € formado em poucos minutos a horas apos a injuria
devido a cascata do acido aracddnico, respiragdo mitocondrial, atividade da xantina oxidase,
oxidacdo de hemoglobina extravasada, ativacdo da microglia e infiltracdo de neutréfilos e
macrdfagos (HALL, 2011).

O superoxido € o primeiro intermediario formado a partir da reducdo incompleta do
oxigénio molecular na formacdo de H,O (HARRIS, 1995) e a partir dele podem se formar outras
espécies reativas de oxigénio como o radical hidroxil e o peréxido de hidrogénio
(ESTERBAUER et al., 1993). Em condicdes fisioldgicas, o H,0O, é formado na mitocondria em
funcéo da atividade metabdlica (CHANCE et al., 1979). Este é formado a partir do superdxido
por meio de dismutacdo, sendo catalisada pela enzima superoxido desmutase (SOD)
(FRIDOVICK, 1978). O radical livre mais reativo € o OH", que pode ser gerado pelo H,0,
quando reage com ions cobre ou ferro. Esta reacdo é conhecida de reacdo de Fenton
(HALLIWELL, 2003).

As ERNs séo formadas tanto no citosol como na mitocéndria. H& 20 anos, Beckman et al.
(1991) introduziram a teoria que o principal radical livre gerado nas desordens neurolédgicas sdo
as RNS peroxidonitrito. Este é formado pela interacdo do oxido nitrico (NO-) e o radical
superoxido. O No- € gerado a partir da arginina por acdo da enzima oxido nitrico sintase (NOS)
(RIOBO et al., 2002). O peroxidonitrito formado se difunde para 0s meios intra e extracelular e
promove a oxidacao de lipidios, proteinas e DNA (BECKMAN et al., 1991).

A toxicidade exercida pelas ERs ndo estd somente relacionada a danos biologicos ao
organismo, mas também podem exercer uma atividade benéfica, como eliminacdo de bactérias
fagocitadas através de neutréfilos (PACKER et al., 1996).
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2.5 Defesas Antioxidantes

Halliwell e Gutteridge (1990) definem como antioxidante qualquer substancia que,
quando presente em baixas concentragdes, comparadas a de um substrato oxidavel, retarda ou
inibe significativamente a oxidacdo deste substrato. Entre as principais enzimas responsaveis
pela defesa antioxidante do organismo destacam-se a superoxido dismutase (SOD, E.C.1.15.1.1),
a catalase (CAT, E.C.1.11.1.6), a glutationa peroxidase (GSH-Px, E.C.1.11.1.9) e a glutationa
redutase (GR, E.C.1.6.4.2). Os processos ndo-enziméticos incluem a glutationa tripeptideo
(GSH) e as vitaminas A, C e E (SIES, 1997). A auséncia ou falha na defesa antioxidante permite
uma acdo mais intensa da peroxidacdo lipidica, podendo acelerar suas reacfes prejudiciais a
célula (RAO et al., 2000).

Entre as principais enzimas responsaveis pela defesa antioxidante do organismo destaca-
se a catalase (CAT, E.C.1.11.1.6). A catalase constitui um importante sistema de defesa no
combate as EROs in vivo. Apesar de quase todos 0s organismos possuirem defesa antioxidante e
sistemas de reparo que sao designados a protegé-los dos danos oxidativos, esses sistemas, muitas
vezes, sdo insuficientes para prevenirem tais danos por si s@, necessitando de substancias que
forcem suas atividades (MADHAVI; SALUNKHE, 1995).

2.6 Estresse oxidativo

Halliwell e Gutteridge (1990) definiram o estresse oxidativo como o desequilibrio no
balango entre agentes pro-oxidantes e antioxidantes com a potencialidade de exercer efeitos
deletérios. Esse desequilibrio pode representar um mecanismo fundamental para as doencas. Os
danos induzidos por estes agentes podem afetar muitas moléculas bioldgicas, incluindo o DNA,
0 RNA, os lipidios, as proteinas e os carbohidratos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

2.7 Peroxidacdo lipidica

Os radicais livres podem lesionar todos os componentes celulares, mas reagem
principalmente com os &cidos graxos insaturados da membrana fosfolipidica (BRAUND et al.,
1990b; COUGHLAN, 1993; ARAUJO, 2005). A peroxidacio dessa camada causa
desalinhamento dos lipidios, alterando a integridade da membrana, a fluidez e a manutencéo dos

gradientes idnicos. Este é o efeito mais grave dos radicais livres, pois leva a destrui¢do rapida e
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muitas vezes irreversivel de tecidos apds lesdo ou isquemia (BROWN; HALL, 1992). Tem sido
implicado como a maior causa de degeneracdo do sistema nervoso central apds o trauma com
inicio precoce (BROWN; HALL, 1992; GERNDT et al., 1997). Essa peroxidacdo é acelerada
por alguns componentes sanguineos como cobre e ferro e por produtos da degradacdo de
hemacias, substancias essas que estdo aumentadas na lesdo medular (BRAUND et al., 1990b).

Os radicais livres também podem causar lesbes diretas ao tecido neuronal e contribuir
para as lesbes isquémicas através de danos a microvascularizagdo. A quebra da membrana
celular pelos radicais livres é uma fonte potencial de acido aracd6nico para ser metabolizado
pelas vias da lipoxigenase e cicloxigenase. Através da cicloxigenase hd formacdo de variantes
das prostaglandina, tromboxanos e prostaciclinas. As prostaglandinas induzem a vasodilatacdo e
a agregacdo plaquetéria e estimula a degranulacdo de mastocitos, com liberacdo de histamina.
Nessas condi¢cdes ocorre hiperemia, aumento da permeabilidade vascular e formagéo de edema.
Ao passo que, o tromboxano &€ um potente vasoconstritor. Através das lipoxigenases sao
produzidos os leucotrienos, liderando a quimiotaxia para polimorfonucleares (JANSSENS,
1991).

A presenca de leucdcitos polimorfunucleares fagociticos nas adjacéncias das paredes dos
vasos sanguineos e as areas de hemorragias sdo indicativos de reacdo inflamatdria aguda na
medula traumatizada. Essa reacdo determina a ativacdo de lipases induzida pelo trauma que
também podem hidrolisar os fosfolipidios da membrana e liberar o &cido aracdonico
potencializando a inflamacdo (BRAUND et al., 1990b). Portanto, em decorréncia da destruicao
celular ocorre liberacdo de radicais livres que reagem com diversos componentes celulares
causando peroxidacdo dos lipidios (JANSSENS, 1991). Essa peroxidacdo acontece também
como resultado final da interacdo da cascata de &cido aracdénico com as cicloxigenases e
lipoxigenases resultando em produtos como o potente vasoconstritor tromboxano e radicais
livres de oxigénio que se acumulam e destroem componentes da membrana celular
(JANSSENS,1991; SHORES,1992).

N&o existe uma doenca causada especificamente pelos radicais livres, mas eles podem
agravar varios distdrbios como no trauma da medula espinhal. O SNC é um tecido que consiste
substancialmente de membranas e acidos graxos, o que aumenta a vulnerabilidade dos
constituintes da membrana lipidica aos danos oxidativos e a acdo direta dos radicais livres
(ARAUJO, 2005).
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2.8 Radicias livres e o Sistema nervoso Central

Todos os tecidos aerdbicos podem sofrer dano oxidativo, porém o tecido nervoso é o
mais susceptivel em comparacdo aos demais tecidos. Uma das razdes € seu alto consumo de Oy,
ja que é responsavel por aproximadamente 20% do consumo basal de oxigénio corporal
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Além disso, este apresenta altos niveis de ferro e
ascorbato, que sdo cruciais para peroxidacao lipidica da membrana, através da Reacdo de Fenton;
niveis relativamente baixos de agentes protetores antioxidantes; capacidade da microglia
(macrofagos do SNC) de produzir ROS sob ativacdo e secretar citocinas inflamatérias; altas
concentracdes de neurotransmissores auto-oxidaveis (dopamina, noradrenalina) que reagem com
02 produzindo ROS; presenca de aminoacidos excitotoxicos (glutamato); presenca de enzimas
(monoamino oxidase, tirosina, etc) que produzem H,O, como produtos finais de suas atividades
e alto trafego de Ca*? através da membrana neuronal, interferindo com transporte de fons, pela
ruptura de metabolismo energético (PASSI et al., 2006; GAETA et al., 2005; SMITH et al.,
2007). O SNC também apresenta altas concentracfes de lipidios, que servem como substrato
para a peroxidacdo lipidica (WAGNER et al., 2004).

2.9 Tratamento do trauma agudo de medula espinhal
2.9.1 Prednisona

Os antiinflaamatorios esteroidais sdo usados extensivamente desde 1960 no tratamento
clinico do trauma medular, com o intuito de reduzir o edema, a inflamacéo e as lesdes vasculares
que ocorrem apds o trauma agudo a medula espinhal (JEFFERY, 1995).

Os corticoides inibem ambas as vias da inflamacdo, a da cicloxigenase e da lipoxigenase
(MCDONALD; LANGSTON, 1997; ANDRADE, 2002). A supressdo da inflamacdo acontece
através da inibicdo dos leucdcitos, incluindo quimiotaxia, fagocitose, sintese de mediadores
inflamatorios e liberacdo de enzimas lisossomais. Eles inibem a fosfolipase A2 impedindo a
liberagdo do acido aracdonico da membrana fosfolipidica e consequente formacdo de
eicosanoides e radicais livres (TAOKA; OKAJIMA, 1998).

Estudos experimentais mostraram que o corticoide exibe um potencial efeito

neuroprotetor através da inibigdo da peroxidacdo lipidica, do influxo de ions calcio e do efeito
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inflamatério (BRAUGHLER; HALL, 1992), como também aumentar o fluxo sanguineo espinhal
e a perfusdo da microcirculacdo melhorando clinicamente a recuperacdo neurologica (YOUNG;
FLAMM, 1982; TATOR; FEHLINGS, 1991).

Tem sido proposto um efeito antioxidante de altas doses de corticoides. Estes reduzem a
peroxidacdo de lipidios e protegem enzimas como a ATPase e neurofilamentos, revertem o
acumulo de &cido latico e recuperam o célcio extracelular. Mas a acdo mais expressiva parece ser
a prevencdo da quebra da membrana através da inibicdo da peroxidacgdo e hidrolise de lipidios.
Outro efeito da inibicdo da peroxidacdo de lipidios € a reducdo de produtos vasoativos
provenientes do metabolismo do acido aracdénico e consequente aumento do fluxo sangiiineo na
medula (FADEN et al., 1984; TAOKA; OKAJIMA, 1998).

A prednisona é um corticoide comumente utilizado no tratamento de cdes com lesdo de
medula espinhal (BONDY; COHN, 2002a). Esta é um corticoide sintético que precisa de
conversao hepatica para se transformar no composto ativo, a prednisolona. Entretanto as duas
drogas podem ser utilizadas de maneira similar em aplicaces sistémicas, pois a conversdo é
rapida e completa (BONDY; COHN, 2002b).

Os efeitos colaterais associados a administracdo de corticéide sdo frequentes, nos quais se
destacam as hemorragias, Ulceras e perfuragbes gastrointestinais, imunossupressdo, pancreatite
(DUCKER; HAMIT; 1969; COLTER; RUCKER, 1988; BRAUND et al., 1990a; BAGLEY et
al., 2000) e retardo na cicatrizagdo (GERNDT et al., 1997).

2.9.2 Meloxicam

O meloxicam é um antiinflamatdrio néo esteriodal que apresenta uma maior seletividade
de inibicdo da isoforma ciclooxigenase-2 (COX-2) do que contra a isoforma ciclooxigenase-1
(COX-1) (ENGELHARDT et al., 1996). A inibicdo da COX-1 esta associada com graves efeitos
colaterais, como agregacdo plaquetaria, lesdo renal e gastrointestinal. Este farmaco por ter
propriedade seletiva, apresenta uma maior seguranga no tratamento.

Estudos tém demonstrado que ambas as isoformas da ciclooxigenases (COX-1 E COX-
2), sdo expressivas na medula espinhal, conferindo aos antiinflamatérios ndo esteroidais atuagéo
na medula espinhal por inibir a sintese de protaglandinas (VANE et al., 1998). A inibi¢do da
sintese de protaglandinas causa diminui¢cdo da permeabilidade vascular e vasoconstricdo ou

vasodilatacdo. Evita também a alteracdo da funcéo plaquetéria, ndo causando obstrucdo de vasos
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sanguineos e liberacdo de serotonina, na qual também ndo altera a permeabilidade vascular,
evitando a formacdo de edema (JANSSENS, 1991) no trauma.

Farmacos que inibem a isoforma COX-2 sdo caracterizados como neuroprotetores devido
a redugdo da sintese de radicais livres ou pelo controle no metabolismo do acido aracdénico
atraves de um metabolismo alternativo (STRAUSS, 2002). Tem sido proposto que o meloxicam
pode modular o estado oxidante através do seu efeito sobre a peroxidacéo lipidica (AGHA et al.,
1999; ARAFA et al., 2007). Hakan et al. (2011) observaram que o meloxicam apresenta
caracteristicas neuroprotetoras ao determinar que 0 mesmo reduziu o estresse oxidativo em ratos
com trauma medular agudo através da inibicao da peroxidacdo lipidica, da deplecdo de glutationa

e fragmentacdo de DNA.
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3 CAPITULO 1

Prednisona e meloxicam no tratamento de ratos submetidos ao trauma agudo

da medula espinhal

Graciane Aiello e Alexandre Mazzanti

(Artigo a ser submetido para publicacdo — Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, UFMG)
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Prednisona e meloxicam no tratamento de ratos submetidos ao trauma agudo da medula
espinhal
[Prednisone and meloxicam in the treatment of rats submitted to acute compressive spinal cord

injury]

Graciane Aiello *!, Alexandre Mazzanti®

RESUMO

Considerando a relevancia dos estudos destinados as lesGes trauméticas da medula
espinhal em humanos e animais, 0 objetivo deste estudo foi investigar o efeito da prednisona e
meloxicam na terapia de ratos submetidos ao modelo experimental de trauma agudo da medula
espinhal induzida pelo cateter de Fogarty 2Fr mediante avaliacdo dos parametros de estresse
oxidativo no sangue, dos testes neurolégicos e do exame histopatolégico da medula espinhal.
Foram utilizados 90 ratos Wistar, distribuidos em seis grupos denominados GCS ou salina
(n=15), GCP ou controle prednisona (n=15), GCM ou controle meloxicam (n=15), GTS ou
trauma mais salina (n=15), GTP ou trauma mais prednisona (n=15) e GTM ou trauma mais
meloxicam (n=15). Cada grupo foi redistribuido em trés subgrupos de igual nimero de acordo
com o tempo de tratamento no poés-operatério de 24h, 72h e sete dias. Todos os grupos foram
submetidos a laminectomia e nos grupos GTS, GTM e GTP, apds a exposi¢cdo da medula
espinhal, foi realizado o trauma medular compressivo utilizando o cateter de Fogarty 2Fr. Os
grupos GCS e GTS foram tratados com solucdo salina (0,5ml/rato/dia), os GSM e GTM
receberam meloxicam (2mg/kg/dia) e os grupos GSP e GTP receberam prednisona (2mg/kg/dia),
sendo administrados pela via intraperitoneal (IP). Foram realizados testes neuroldgicos (BBB,
plano inclinado e percepcdo a dor profunda) 24 horas antes e ap6s o procedimento cirurgico e
repetido a cada 48 horas até a realizacdo da eutanésia, ou seja, 24h, 72h e sete dias. Os ratos dos
grupos GTS, GTM e GTP nos diferentes tempos (24h, 72h e sete dias), tiveram pontuagéo zero
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na escala BBB, ou seja, nenhum movimento observado no membro pélvico; no plano inclinado,
permaneceram com pontuacdo 3, ou seja, em um angulo dez graus menor que antes da cirurgia e
perda da percepcdo da dor profunda. Os grupos GTM e GTP apresentaram menor atividade da
catalase e de niveis de TBARS quando comparado ao grupo GTS e essa reducdo foi mais
evidente nas primeiras 72 horas de pds-operatoria, indicando um possivel efeito antioxidante
desses farmacos. No grupo GTS, houve persisténcia desta acdo até o sétimo dia pos-trauma. No
exame histopatoldgico da medula espinhal foi constatada degeneragdo Walleriana e necrose da
substancia cinzenta de intensidades variaveis, ndo apresentando diferenca entre 0s grupos
submetidos ao trauma. Conclui-se que o meloxicam e a prednisona apresentam efeito
antioxidante, mas ndo impedem a necrose e a degeneracdo Walleriana da medula espinhal de

ratos submetidos a trauma medular agudo utilizando o cateter de Fogarty 2Fr.

Palavras-chave: peroxidacao lipidica, catalase, cateter de Fogarty 2Fr.

ABSTRACT
Considering the relevance of study of traumatic spinal cord injury in humans and animals, the
aim of the study was investigated the use of the prednisone and meloxicam in treatment of rats
submitted the experimental model of acute spinal cord injury with 2Fr Fogarty catheter with
evaluation of oxidative stress, neurological tests and histological exam. Ninety rats were divided
in six groups: GCS or saline (n=5), GCP or prednisone control (n=5), GCM or meloxicam
control, GTS or trauma saline (n=5), GTP or trauma meloxicam (n=5) and GTM or trauma
prednisone (n=5). Each group was divided into three subgroups according to treatment
time inthe postoperative period of 24h, 72h and seven days. All groups submitted
laminectomy and in the groups GTS, GTM and GTP, after exposure of the spinal cord was
performed compressive spinal cord injury with 2Fr Fogarty catheter. The GCS and GTS were
treated with saline (0,5ml/rat/day), GSM and GTM with meloxicam (2mg/kg/day) and GSP and
GTP with prednisone (2mg/kg/dia). Neurological tests were performed (BBB, inclined plane and
deep pain) 24 hours before and after surgery and repeated every 48 hours until the day of
euthanasia. The parameters of oxidative stress was evaluated and performed histopathologica

analysis of the spinal cord. The groups GTS, GTM and GTP in the different times were zero
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point in the BBB scale and three points in the inclined plane and absence of deep pain. GTM and
GTS groups had lower catalase activity and TBARS levels when compared to the GTS and they
were more evident to 72 hours postoperative period, indicating a possible antioxidant effect. In
the GTS group, there was persistence of this action until the seventh day after trauma. In the
histopathological analysis were found Wallerian degeneration and necrosis of gray matter of
intensity variation, with no significant difference between undergone to trauma. Meloxicam and
prednisone can have neuroprotective and antioxidant effect, but the necrosis and Wallerian
degeneration were not stop in rats submitted the acute spinal cord injury with 2Fr Fogarty

catheter.

Key words: lipid peroxidation, catalase, 2Fr Fogarty catheter.

INTRODUCAO

O trauma medular agudo é um problema comum na medicina humana e veterinaria, que
pode ocasionar graves deficiéncias neuroldgicas motoras, sensoriais e autbnomas (Olby, 2010).
Os eventos que ocorrem na lesdo da medula espinhal sdo geralmente divididos em primarios e
secundarios (Olby, 2010). Os eventos primarios caracterizam por danos mecanicos que causam
contusdo, compresséo ou laceracdo (Rowland et al., 2008). Na maioria das vezes, as agressoes
primarias ndo sao suficientes para causarem danos permanentes, mas desencadeiam uma série de
eventos secundarios progressivos (Rivlin & Tator, 1979; Bagley, 2000; Mallei et al., 2005).

Os eventos secundarios incluem hemorragia e destruicdo do leito microvascular,
producdo de radicais livres, répidas mudancas na concentracdo intracelular de ions,
excitotoxicidade e inflamac&o. O ponto final desta cascata destrutiva é muitas vezes a apoptose,
que pode ocorrer por um longo periodo de tempo ap6s a lesdo (Olby, 2010).

A formacdo precoce de radicais livres tem sido implicada como a maior causa de
degeneracdo do sistema nervoso central ap6s o trauma (Brown & Hall, 1992; Gerndt et al., 1997).
Eles atacam todos os componentes celulares, mas reagem principalmente com os acidos graxos
insaturados da membrana fosfolipidica (Braund et al., 1990b; Araujo, 2005). A peroxidacao lipidica
causa desalinhamento dos lipidios, alterando a integridade da membrana, a fluidez e a manutencao

dos gradientes idnicos. Este é o efeito mais grave dos radicais livres, pois leva a destruicdo répida e
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muitas vezes irreversivel de tecidos apos lesdo ou isquemia (Brown & Hall, 1992). As substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) sdo um dos principais marcadores biolégicos desse tipo de
lesdo em membranas celulares (Draper & Hadley, 1990). Como prote¢do e reparacdo que podem
previnir o acumulo de radicais livres (Diploch, 1991; Goode & Webster, 1993), 0s organismos
desenvolvem sistemas de defesa antioxidantes e entre as principais enzimas responsaveis por essa
defesa destaca-se a catalase (CAT), a qual constitui a segunda defesa enddgena de neutralizacdo dos
radicais livres (Wendel, 1981).

Como o trauma primario ndo pode ser evitado e tampouco amenizado com tratamento
farmacoldgico, os mecanismos secundarios tém sido alvos de tais terapias. Cada agente terapéutico
atua sobre um ou mais mecanismos da lesdo secundaria, objetivando conferir neuroprotecdo e/ou
restauracao do tecido lesado (Hulsebosch, 2002; Fehlings & Baptiste, 2005).

Os antiinflamatorios  esteroidais, representados pelos glicocorticdides tém sido
exaustivamente pesquisados em trauma medular por suas diversas acdes moduladoras sobre 0s
mecanismos secundarios da lesdo, porém, seus efeitos colaterais sdo frequentes (Colter &
Rucker, 1988; Braund et al., 1990a; Gerndt et al., 1997; Bagley et al., 2000). Ja, os
antiinflamatérios ndo esterioidais, como por exemplo o meloxicam, tém demostrado
caracteristicas neuroprotetoras relevantes ao reduzir o estresse oxidativo em ratos com trauma
medular agudo e estdo associadas a minimos efeitos colaterais (Hakan et al., 2011). Estudos tém
demonstrado que o meloxicam foi capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica (Jollict et al.,
1997) e ter propriedades neuroprotetoras ao reduzir a geracdo de radicais livres (Villegas, 2000;
Nivsarkar et al., 2006; Hakan et al., 2011).

Considerando a relevancia dos estudos destinados as lesGes traumaticas da medula espinhal
em humanos e animais, 0 objetivo deste estudo foi investigar o efeito da prednisona e meloxicam
na terapia de ratos submetidos ao modelo experimental de trauma agudo da medula espinhal
induzida pelo cateter de Fogarty 2Fr, mediante avaliacdo dos parametros de estresse oxidativo

no sangue, dos testes neuroldgicos e do exame histopatoldgico da medula espinhal.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 90 ratos Wistar, machos, com peso corporal variando entre 290 e 360 g,
provenientes do Biotério Central da UFSM e distribuidos aleatoriamente em seis grupos de igual
numero (n=15) denominados de GCS ou controle salina, GCP ou controle prednisona, GCM ou

controle meloxicam, GTS ou trauma mais salina, GTP ou trauma mais prednisona e GTM ou
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trauma mais meloxicam. Cada grupo foi redistribuido em trés subgrupos (n=5) de acordo com os
tempos de avaliacGes pds-operatorio, ou seja, 24h, 72h e sete dias. Os ratos receberam ragédo
comercial para roedores e 4gua ad libitum e foram mantidos em temperatura ambiente controlada
(21°+2°C) e com ciclos de 12 horas com luz e 12 horas sem luz. Este trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria.

Para a realizacdo do procedimento cirdrgico, os animais foram submetidos a medicacao
pré-anestésica com cloridrato de tramadol®, na dose de 10mgkg™, por via subcutanea e inducéo e
manutengéo anestésica com isofluorano* administrado por meio de mascara em sistema semi-
aberto. Apoés a realizacdo da tricotomia e em plano anestésico, os ratos foram posicionados em
decubito ventral sobre a mesa cirdrgica seguido de anti-sepsia da pele com alcool-iodo-alcool.
Realizou-se incisdo cutanea e do tecido subcutaneo entre a primeira e quarta vértebras lombares.
Os musculos epaxiais sobre L3 foram incisados e rebatidos utilizando o elevador de peridsteo
para expor as laminas Gsseas dorsais e 0S processos espinhosos.

O acesso a medula espinhal foi realizado pela técnica de laminectomia, utilizando uma
perfuratriz elétrica de baixa rotagdo acoplado a uma broca sulcada de 2mm de didmetro
efetuando o desgaste das laminas externa e interna dorsais de L3. Simultaneamente ao desgaste,
foi realizada a irrigacdo com solucéo fisioldgica 0,9% com intuito de se evitar necrose térmica
0ssea.

Em seguida, nos ratos dos grupos GCS, GCM e GCP foi realizada a sintese da
musculatura epaxial com padrdo de sutura simples continuo e da pele com Wolff, ambos com fio
de mononailon 4-0°. Nos ratos dos grupos GTS, GTM e GTP, apds a exposicdo da medula
espinhal pela técnica cirurgica de laminectomia, foi realizado o trauma medular compressivo
utilizando o cateter de Fogarty 2Fr °. O cateter foi introduzido no espago subdural posicionado
na face dorsal da medula espinhal e conduzido cranialmente, conforme técnica descrita por Khan
& Griebel (1983) e Vanicky et al. (2001) até o espaco intervertebral T12 e T13. Em seguida, o
balonete do cateter foi inflado injetando-se 0,20ml de ar ambiente, com o auxilio de uma seringa,

permanecendo inflado durante cinco minutos. A sintese da musculatura epaxial e da pele foi

® Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Av. Paoletti 363, Itapira — SP.
* Biochimo, Rod. Presidente Dutra, Km 310, Itatiaia — RJ.

® Medsuture, Rod. SC 407, 4405, Sdo José — SC.

® Edwards Lifesciences, Rua Verbo Divino, 1549 - 1°andar, Sao Paulo — SP
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realizada utilizando o mesmo padréo de sutura e o tipo de fio anteriormente descrito para 0s
grupos GCS, GCP e GCM.

Apos o procedimento cirdrgico, os ratos foram acondicionados em uma gaiola aquecida
por uma luz incandescente de 100 watts de coloracdo vermelha, a uma distancia minima de
50cm, durante aproximadamente 15 minutos e recolocados nas gaiolas de origem. Os ratos de
todos 0s grupos receberam analgesia pés-operatéria com cloridrato de tramadol® (10mg/kg, via
subcutanea) a cada oito horas durante 24 horas. Os animais que foram submetidos ao trauma
medular experimental (GTS, GTP e GTP) apresentaram retencdo urinaria, sendo realizada
massagem vesical individualmente a cada oito horas.

Os animais dos grupos GCS e GTS foram tratados com solucéo salina a 0,9%* na dose de
0,5ml/rato, intraperitoneal, a cada 24 horas, GCP e GTP com prednisona’ na dose de 2mg/kg,
intraperitoneal, a cada 24 horas e GCM e GTM com meloxicam’ na dose de 2mg/kg,
intraperitoneal, a cada 24 horas. A administracdo dos farmacos iniciou 60 minutos apds o
término do procedimento cirtrgico nos ratos de todos os grupos. A duracdo do tratamento variou
de acordo com os subgrupos, sendo os de 24h de pos-operatério (PO) tratados com uma
aplicacdo das solucdes correspondentes (salina, meloxican ou prednisona) e submetidos a
eutanasia 24 horas da cirurgia; os de 72 horas de PO tratados com trés aplicacdes e realizada a
eutanasia apds 72 horas e, 0s subgrupos de sete dias de PO tratados com sete aplicacGes e feita a
eutanasia apos sete dias de PO.

Os testes neuroldgicos foram realizados em todos o0s animais através da escala de Basso,
Beattie e Bresnahan (BBB) (Basso et al., 1995), do plano inclinado quatro (Rivlin & Tator,
1977) (Anexo A e B) e da percepcdo a dor profunda (Olby et al., 2003). A escala BBB observa
0s movimentos da articulagdo do quadril, joelho, tornozelo, e posi¢cdo do tronco, cauda e patas
traseiras. A partir destas observacdes, foram atribuidos pontos de zero a 21, sendo zero o
correspondente & auséncia total de movimentos e 21 a presenca de movimentos normais. (Anexo
A).

No teste do plano inclinado os animais foram colocados individualmente em um plano
inclinado emborrachado ajustavel em diferentes angulos (10° até 90°). O angulo foi gradualmente

aumentado de zero até o angulo que o animal ndo conseguia mais se manter na posic¢do inicial

" Sigma —Aldrich, Co, 3050 Spruce Street, St Louis, MO - USA.
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por cinco segundos (Rivlin & Tator, 1977). Utilizou-se uma escala de 1 a 4, no qual 1 o animal
permaneceu em um de angulo 30° menor do que antes da cirurgia e 4 permaneceu no mesmo
angulo antes do procedimento cirdrgico (Anexo B).

A percep¢do a dor profunda (PDP) foi mensurada pela compressdo das falanges
(periosteo) e da cauda com o auxilio de uma pingca hemostatica. A PDP foi considerada ausente
quando os animais ndo reagiram ao estimulo doloroso com vocalizacdo e/ou olhar para o
membro.

Estas avaliacOes foram feitas 24 horas antes e depois ao procedimento cirdrgico, seguido
de intervalos de 48 horas. Os teste de avaliacdo de percepcdo a dor profunda foi realizado 24
horas apds ao procedimento cirlrgico apenas nos ratos dos grupos GTS, GTM e GTP. Os
resultados foram anotados em fichas individualizadas.

Para avaliar os parametros do estresse oxidativo os animais foram anestesiados em uma
camara com isofluorano e realizada a coleta de sangue por puncdo cardiaca (10ml) e, em
seguida, submetidos a eutanasia utilizando o mesmo agente anestesico. Foi quantificado o
contetido de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) através de amostras de soro
(Jentzsch et al., 1996) e pela atividade da catalase obtida do sangue total segundo o método
espectrofotométrico de Nelson & Kiesow (1972).

Para andlise histopatoldgica, os segmentos da medula espinhal de T11 a L1 foram fixados
em solugdo de formol tamponado a 10% por um periodo minimo de 72 horas e encaminhado
para processamento pela técnica de inclusdo em parafina. Foram cortados longitudinalmente e
sagitalmente e montados em laminas e posteriormente foram coradas pela técnica de
Hematoxilina de Harris e Eosina. A estrutura analisada foi o parénquima medular entre T12-T13.
As alteracOes observadas na medula espinhal foram a presenca de degeneracdo walleriana e da
necrose e classificadas em ausente, leve, moderada e acentuada.

Para analise estatitica da atividade da catalase e dos niveis de TBARS aplicou-se analise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguida de teste de compara¢bes multiplas de Duncan.
Todos os resultados foram indicados pela média = do Erro Padrdo da Média (EPM). As analises
histopatoldgicas foi feito teste de comparacdes multiplas de Tukey e Wilcoxon Score, com nivel

de significancia de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

O modelo experimental de trauma medular utilizando cateter Fogarty 2Fr foi escolhido
com base nos estudos de Tarlov et al. (1953), Khan e Griebel (1983) e Vanicky et al. (2001). O
método se mostrou eficiente e de facil execugdo e tem sido utilizado frequentemente em
diferentes espécies como macaco (Tator & Deecke, 1973), ferrets (Eidelberg et al., 1976), gato
(Martin & Bloedel, 1973), rato (Khan & Griebel, 1983, Ondrejcéak et al., 2004) e cdo (Jung et al.,
2009). Além disso, este modelo ocasiona lesbes medulares severas, uma situacdo que pode ser
evidenciada na rotina clinica de pequenos animais.

Em relacdo aos testes neuroldgicos (escala BBB, plano inclinado e percepcdo a dor
profunda), os ratos dos grupos GCS, GCM, GCP que foram submetidos a laminectomia sem a
realizacdo do trauma medular ndo apresentaram deficiéncias neuroldgicas nos diferentes tempos
de observacdo. Este resultado corrobora com o de Kaptanoglu et al. (2003) que também néo
observaram alteracdes. Por outro lado, todos os ratos submetidos ao modelo experimental de
trauma medular (GTS, GTM e GTP) e nos diferentes tempos (24h, 72h e sete dias) tiveram
pontuagdo zero na escala BBB, ou seja, nenhum movimento observado nos membros pélvicos,
no plano inclinado, permaneceram com pontuagéo 3, ou seja, em um angulo de dez graus menor
que o anterior a cirurgia e perderam a percepcao da dor profunda (Tabela 2). Segundo Bergman
et al. (2000a) este pode ser um sinal clinico cujo progndstico é desfavoravel em relacdo ao
retorno da deambulacdo. Quanto ao tempo de pds-operatério, a falta de retorno da deambulacéo
apo6s 24h, 72h e sete dias de PO corroboraram com os achados de Beatti et al. (2000) que
verificaram nas lesbes medulares experimentais severas o inicio da recuperacdo funcional
espontanea ocorre ap6s uma semana da inducao da leséo.

Um dos mecanismos moleculares mais investigados na fisiopatologia secundaria a lesao
aguda da medula espinhal s&o a formag&o de radicais livres e a peroxidacéao lipidica (Amar &
Levy, 1999; Hall, 2001). Para determinar os seus niveis utilizam-se as substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), considerado um dos principais marcadores bioldgicos desse tipo
de lesdo em membranas celulares (Draper & Hadley, 1990).

Neste contexto, foi verificado nesta pesquisa que o nivel de TBARS ndo apresentou
diferenca significativa nos grupos controles (GCS, GCM e GCP) decorridos 24h e 72h de PO
(Figura 1A). Ja, aos sete dias de PO, os ratos dos grupos controles (GCS, GCM e GCP)

apresentaram o nivel de TBARS maior quando comparado aos demais tempos de avaliagdo pds-
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operatoria, indicando que a peroxidacao lipidica foi maior, mesmo sem os estimulos provocados
pelo trauma. Ainda, neste mesmo periodo de avaliacdo, 0 GCS apresentou niveis de TBARS
inferior (p<0,05) aos grupos GCM e GCP (Figura 1C).

Nos grupos traumatizados, o nivel de TBARS ap6s 24 horas de PO nos grupos GTM e
GTP apresentaram niveis inferiores ao GTS (p<0,05) (Figura 1A). Isto demonstra que 0s ratos
submetidos ao trauma medular e tratados com os antiinflamatorios esteroidal e ndo esteroidal
comparados ao grupo tratado com o veiculo salina apresentaram menor peroxidacao lipidica e
formacédo de radicais livres. O grupo GTP também apresentou um nivel de TBARS inferior ao
grupo GTM (P<0,05), demonstrando que a prednisona mostrou-se um efeito antioxidante melhor
neste periodo ao ser comparado ao GTM. Decorridas 72 horas de PO, o grupo GTS também
apresentou nivel de TBARS maior que os demais grupos tratados (p<0,05), porém, ao contrario
do resultado observado nas primeiras 24 horas de PO, no grupo GTM o nivel de peroxidacéo
lipidica foi inferior ao grupo GTP (P<0,05) (Figura 1B), indicando a persisténcia da atividade
antioxidante e inibicdo da formacdo de radicais livres promovida pelo meloxicam. Aos sete dias
de PO, no entanto, os niveis de peroxidacao lipidica do GTS reduziram aos valores préximos aos
dos grupos GTM e GTP, ndo havendo diferenga significativa entre eles.

Quanto a atividade da catalase, ndo houve diferenca significativa nos grupos controles
(GCS, GCM e GCP) decorridos 24h e 72h e sete dias de pos-operatorio (PO). Este resultado
demonstra que a atividade desta enzima foi semelhante nos grupos que nédo tiveram trauma
medular e ndo receberam nenhum tipo de farmaco (Figuras 1D e 1E). J& nos grupos
traumatizados, ou seja, GTS, GTM e GTP, decorridos 24 e 72 horas de PO, verificou-se que 0s
grupos GTM e GTP apresentaram atividade da CAT inferior aos GTS (p<0,05) e semelhantes
aos grupos controles ndo traumatizados GCS, GCM e GCP, indicando que o meloxicam e a
prednisona apresentaram uma atividade antioxidante e impediram um aumento no estresse
oxidativo. Aos sete dias de PO, no entanto, verificou-se que o grupo GTM apresentou uma
atividade da catalase inferior aos grupos GTS e GTP (p<0,05) e se igualou aos controles ndo
traumatizados (Figura 1F), indicando que o meloxicam continuou por um tempo mais
prolongado sua atividade antioxidante e possivel acdo neuroprotetora, corroborando com 0s
achados de Strauss (2002). Hakan et al. (2011) também observaram em ratos submetidos a

trauma medular agudo que o tratamento com meloxicam na mesma dose administrada nesta
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pesquisa, apresentou caracteristicas neuroprotetoras ao determinar que o mesmo reduziu o
estresse oxidativo através da inibicdo da peroxidacdo lipidica e da fragmentacdo de DNA.

Nesta pesquisa, ndo foi observado no exame histopatologico do fragmento da medula
espinhal dos ratos dos grupos controles GCS, GCM e GCP lesfes na meninge e no parénquima
medular em nenhum dos tempos avaliados (Figuras 2A e 2C). Este dado é similar aos de
Kaptanoglu et al. (2003), no qual também ndo observaram alteracdes microscopicas em ratos
submetidos a laminectomia sem trauma medular, diferindo, porém, no periodo de avaliacdo que
foi até oito horas pos-trauma. J& nos ratos dos grupos submetidos ao trauma medular (GTS,
GTM e GTP) foram observadas lesbes de necrose da substancia cinzenta e degeneracdo
Walleriana de intensidades varidveis (Figuras 2B e 2D) e em todos os tempos de observacdes
(24h, 72h e sete dias). Estes resultados coincidem com os de Cemil et al. (2010) e Toklu et al.
(2010) que verificaram estas mesmas alteraces ap6s o trauma medular agudo e com inicio
geralmente apo6s 24h do trauma (Braund et al., 1990b).

A degeneracdo Walleriana é o termo empregado para degeneracdo de axbnios e suas
bainhas de mielina (substancia branca) e geralmente de origem traumatica (Carlton, 2005). Com
relacdo a este achado, foi verificado nos ratos do grupo GTS 33,33% de intensidade leve e
66,37% moderada e, no grupo GTM 100% de intensidade moderada e no GTP 100% de
intensidade acentuada ap6s 24h do trauma. Ap6s 72h de PO, foi observado no grupo GTS
66,37% de intensidade leve e 33,33% acentuada, no GTM 33,33% de intensidade moderada e
66,67% leve e, no GTP 33,33% de intensidade leve, 33,33% moderada e 33,3% auséncia de
degeneracdo Walleriana. Ja nos ratos de sete dias de PO, o grupo GTS apresentou 66,67% de
intensidade leve e 33,33% ausente, no GTM 33,33% moderada e 66,67% acentuada e, no GTS
66,67% de intensidade acentuada e 33,33% auséncia de degeneracdo Walleriana. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos nos tempos de observacdo PO, porém foi observada uma
reducdo na intensidade da lesdo decorrida 72 horas de PO nos grupos GTM e GTP quando
comparado ao grupo GTS que se manteve estavel (Figura 3A). Hakan et al. (2010) também
observaram que 0 grupo submetido ao trauma medular e tratado com meloxicam durante sete
dias apresentaram degeneragdo menos intensa comparado ao grupo tratado com solucao salina.
Ja Silva et al. (2008) em seu estudo ndo observaram diferengas histopatoldgicas entre 0s grupos

tratados com diferentes doses de prednisona ao grupo tratado com placebo.
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Em relacdo a necrose da medula espinhal foi verificado nos ratos do grupo GTS 33,33%
de intensidade leve e 66,37% moderada e, no grupo GTM 66,67% de intensidade leve e 33,33%
moderada e, no GTP, 100% de intensidade moderada ap6s 24 horas de PO. Decorridos 72h de
PO, foi observado no grupo GTS 66,37% de intensidade acentuada e 33,33% moderada, no GTM
33,33% de intensidade leve e 66,67% acentuada e, no GTP 66,67% de intensidade leve e 33,33%
moderada. J& nos ratos de sete dias de PO, o grupo GTS apresentou 100% de intensidade
acentuada, GTM 33,33% moderada e 66,67% acentuada e, no GTS 66,67% de intensidade
moderada e 33,33% acentuada (Figura 3B). A necrose aumentou em todos 0s grupos de acordo
com a evolucdo do PO. Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos GTS, GTM e
GTP entre os tempos de observacao, porém os grupos GTM e GTP apresentaram intensidade
inferior ao grupo GTS.

Com os resultados encontrados neste estudo pode-se sugerir que o meloxicam e a
prednisona apresentaram efeito antioxidante quando comparado ao grupo controle e foi mais
evidente nas primeiras 72h pds-trauma. O meloxicam possuiu uma ac¢do mais prolongada que a
prednisona principalmente na diminuicdo da atividade da catalase, porém, nenhum deles
apresentaram vantagens na indicacdo no tratamento de ratos submetidos a trauma agudo de
medula espinhal empregando o cateter de Fogarty 2Fr.

Com relacdo as lesBes microscopicas da medula espinhal, tanto o meloxicam como a
prednisona ndo impediram a necrose e a degeneracdo Walleriana, porém, a intensidade foi
discretamente menor nos ratos tratados com estes farmacos quando comparado ao grupo controle
(salina). Embora necessita-se de mais investigacoes a respeito, a relevancia clinica deste estudo
foi a possivel influéncia no prognostico, haja vista que a preservacdo de 5% dos tratos motores
poderda recuperar a deambulacdo em ratos (Blight & Decrescito, 1986; Basso et al., 1996). Novos
estudos com maior amostragem de ratos sdo indicados para avaliar o efeito destes farmacos por
um periodo prolongado de pds-operatorio, estudar outros marcadores na medula espinhal como
acetilcolinesterase, quantificar os tratos motores e sensoriais da medula espinhal e correlaciona-

los com os sinais neuroldgicos.
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CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos neste trabalho pode-se concluir que os ratos submetidos a
trauma medular agudo utilizando o cateter de Fogarty 2Fr e tratados com meloxicam e
prednisona apresentam severas deficiéncias neuroldgicas; ambos os farmacos apresentam
possivel acdo antioxidante e ndo impedem a necrose e a degeneracdo Walleriana na medula

espinhal.
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Figura 1. Valores dos niveis de TBARS (A, B, C) e atividade da catalase (D, E F) em ratos submetidos a trauma agudo da medula

espinhal e tratados com meloxicam e prednisona, decorridos 24h, 72h e sete dias de pos-operatério. GCS: Grupo controle salina; GCM:
Grupo controle meloxican; GCP: Grupo controle prednisona, GTS: Grupo tratado salina; GTM: Grupo tratado meloxicam; GTP:
Grupo tratado prednisona.



Flgura 2 Representagao microscépica da medula espinhal em ratos submetldos a trauma agudo de
medula espinhal com cateter de Fogarty 2Fr. Nota-se no grupo controle (A e C) auséncia de leses no
parénquima medular. No rato do grupo submetido ao trauma (B e D), verifica-se lesdo em parénquima
medular, com presenca de necrose (seta espessa) e degeneracdo Walleriana (seta fina).
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Figura 3. Intensidade da degeneracdo Walleriana (A) e necrose (B) da medula espinhal de ratos submetidos a trauma
agudo da medula espinhal e tratados com meloxicam e prednisona, decorridos 24h, 72h e sete dias de pds-operatorio.
GTS: Grupo tratado salina; GTM: Grupo tratado meloxicam; GTP: Grupo tratado prednisona.
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4 CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos neste trabalho pode-se concluir que os ratos submetidos a
trauma medular agudo utilizando o cateter de Fogarty 2Fr e tratados com meloxicam e
prednisona apresentam severas deficiéncias neurologicas; ambos os farmacos apresentam
possivel acdo antioxidante e ndo impedem a necrose e a degeneracdo Walleriana na medula

espinhal.
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6 ANEXOS

Anexo A - Exame neuroldgico através da escala BBB em ratos submetidos a
trauma agudo da medula espinhal.

PONTUACAO

0 Nenhum movimento observavel do membro posterior.

1 Movimento discreto (limitado) de uma das articulagdes,
geralmente, do quadril e/ou do joelho.

2 Movimento extenso de uma articulagdo ou movimento extenso
de uma articulacdo e discreto de uma outra.

3 Movimento extenso de duas articulacoes.

4 Movimento discreto de todas as trés articulagcbes do membro
posterior.

5 Movimento discreto de duas articulagbes e movimento extenso
da terceira.

6 Movimento extenso de duas articulagbes e movimento discreto
da terceira.

7 Movimento extenso das trés articulagbes do membro posterior.

8 Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar da pata sem
suporte de peso.

9 Apoio plantar da pata com suporte de peso somente em fase
de apoio (i.e., quando estatico) ou passada dorsal ocasional,
frequente ou consistente com suporte de peso e nenhuma
passada plantar.

10 Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma
coordenacao dos membros anterior e posterior.

11 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e
nenhuma coordenacdo dos membros anterior e posterior.

12 Passo plantar com suporte se peso frequente a consistente e
coordenacao ocasional dos membros anterior e posterior.

13 Passo plantar com suporte de peso freqiiente a consistente e
coordenacao freqiente dos membros anterior e posterior.

14 Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenacao
consistente dos membros anterior e posterior e posicao
predominante da pata rodada (interna ou externamente)
durante a locomocéo, no instante do contato inicial com a
superficie (piso) bem como, antes de liberar os dedos no final
da fase de apoio ou passada plantar frequente, coordenagao
consistente dos membros anterior e posterior e passada dorsal
ocasional.

15 Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos
membros anterior e posterior e nenhuma liberagéo dos dedos
ou liberagdo ocasional durante o movimento do membro para
frente, posicdo predominante da pata paralela ao corpo no
instante do contato inicial.

16 Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdo dos dedos
ocorre frequentemente durante o movimento do membro para
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frente, a posicdo predominante da pata € paralela ao corpo no
instante da liberacao.

17

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdo dos dedos
ocorre frequentemente durante o movimento do membro para
frente, a posicao predominante da pata é paralela ao corpo nos
instantes do contato inicial e da liberacdo dos dedos.

18

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberagdo dos dedos
ocorre consistentemente durante o movimento do membro
para frente, a posicdo predominante da pata & paralela ao
corpo no instante do contato inicial e rodada na liberacdo dos
dedos.

19

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberagdo dos dedos
ocorre consistentemente durante o movimento do membro
para frente; a posicdo predominante da pata € paralela ao
corpo nos instantes do contato e da liberacdo dos dedos e
apresenta a cauda para baixo parte do tempo ou por todo o

tempo.

20

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberagdo dos dedos
ocorre consistentemente durante o movimento do membro
para frente; a posicdo predominante da pata € paralela ao
corpo nos instantes do contato e da liberacdo dos dedos e
apresenta a cauda consistentemente elevada e instabilidade

do tronco.

21

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros
anterior e posterior durante a marcha e a liberacdo dos dedos
ocorrem consistentemente durante o movimento do membro
para frente; a posicdo predominante da pata é paralela ao
corpo nos instantes do contato e da liberacdo dos dedos e
apresenta a cauda consistentemente elevada.

DEFINICOES:

Discreta

b

Movimento parcial da articulagéo, inferior a metade da
amplitude de movimento da articulagéo.

Extensa

Movimento parcial da articulacdo, superior a metade da
amplitude de movimento da articulagéo.

Pedalada

Movimento ritmico do membro posterior no qual suas trés
articulacOes estdo estendidas, em seguida completamente
flexionadas e novamente estendidas, o animal geralmente
inclina-se lateralmente, a superficie plantar da pata pode
ou nédo tocar o solo, nenhum suporte de peso corpéreo é
evidente por toda a pata posterior.

Sem suporte
peso

de | Nenhuma contracdo dos musculos extensores do membro
posterior durante a pisada plantar da pata ou nenhuma
elevacdo da coxa.

Com suporte

de | Contracdo dos musculos extensores do membro posterior
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peso

durante a pisada plantar da pata ou elevacao da coxa.

Passada plantar

A pata estd em contato plantar com suporte de peso, em
seguida ocorre o movimento do membro para a frente até
ser restabelecido o contato plantar com suporte de peso.

Passada dorsal

O peso é suportado pela superficie dorsal da pata em
qgualquer ponto do ciclo do passo.

Coordenacédo dos
membros anterior

Para todo passo do membro anterior ocorre um passo do
membro posterior e 0s membros posteriores se alteram.

e posterior

Ocasional Menos do que ou igual a metade das vezes <50%.
Frequente Mais do que a metade, mas ndo sempre, 51-94%.
Consistente Quase sempre ou sempre, 95-100%.

Instabilidade  do | Lateralizacdo do peso que causa oscilacdo de um lado a
tronco outro ou colapso parcial do tronco.
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Anexo B - Exame neurologico através do plano inclinado em ratos
submetidos a trauma agudo da medula espinhal utilizando cateter Fogarty
2Fr.

Permanece em um angulo 30° menor do que antes da cirurgia

Permanece em um angulo 20° menor do que antes da cirurgia

1
2
3 Permanece em um angulo 10° menor do que antes da cirurgia
4

Permanece no mesmo angulo que antes da cirurgia
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Anexo C — Valores dos niveis de TBARS e atividade da catalase em ratos submetidos a
trauma agudo da medula espinhal e tratados com meloxicam e prednisona, decorridos 24h,
72h e sete dias de pos-operatorio.

24 horas de PO 72 horas de PO 7 dias de PO
Grupo | Catalase | TBARS | Grupo | Catalase | TBARS Grupo Catalase | TBARS
GCS1 | 12,40 17,95 GCS1 | 20,53 16,24 GCS1 13,41 27,71
GCS2 | 14,92 16,20 GCS2 | 15,24 14,96 GCS2 15,22 23,37
GCS3 | 1381 17,81 GCS3 | 17,04 14,96 GCS3 15,44 24,86
GCS4 | 18,76 13,82 GCS4 | 13,08 17,67 GCS4 13,11 24,11
GCS5 | 14,97 15,24 GCS5 | 19,32 15,95 GCS5 20,02 23,51
GCM1 | 14,90 21,23 GCM1 | 14,40 12,82 GCM1 14,91 30,78
GCM2 | 14,94 19,27 GCM2 | 19,38 12,54 GCM2 18,68 30,06
GCM3 | 16,06 21,94 GCM3 | 20,73 14,53 GCM3 24,54 26,22
GCM4 | 16,17 18,38 GCM4 | 19,51 16,24 GCM4 17,17 28,03
GCMS5 | 18,27 15,52 GCM5 | 23,53 15,53 GCMb5 18,11 29,02
GCP1 | 19,45 15,39 GCP1 | 21,03 16,95 GCP1 21,73 23,51
GCP2 | 17,95 15,96 GCP2 | 20,89 18,52 GCP2 23,35 34,48
GCP3 | 15,98 15,24 GCP3 | 17,78 16,53 GCP3 18,07 37,47
GCP4 | 19,24 17,09 GCP4 24,29 17,84 GCP4 16,30 27,03
GCP5 | 17,14 21,80 GCP5 | 20,98 19,38 GCP5 14,37 30,61
GTS1 | 41,94 17,24 GTS1 | 26,04 28,78 GTS1 30,95 19,23
GTS2 | 34,39 25,22 GTS2 | 23,95 26,57 GTS2 45,46 18,52
GTS3 | 30,02 20,94 GTS3 | 25,96 24,36 GTS3 33,19 19,80
GTS4 | 24,28 25.08 GTS4 | 28,62 27,77 GTS4 33,34 16,10
GTS5 | 29,33 16,24 GTS5 | 22,44 27,70 GTS5 23,77 18,41
GTM1 | 15,61 16,67 GTM1 | 19,09 12,68 GTM1 22,29 17,52
GTM2 | 23,83 12,11 GTM2 | 18,22 11,82 GTM?2 15,87 16,81
GTM3 | 20,45 17,67 GTM3 | 18,74 12,68 GTM3 17,36 15,67
GTM4 | 24,15 19,38 GTM4 | 19,02 11,11 GTM4 20,58 14,96
GTM5 | 18,21 17,52 GTM5 | 17,62 12,54 GTM5 21,54 13,39
GTP1 | 1294 13,39 GTP1 | 17,39 13,96 GTP1 36,32 16,81
GTP2 | 16,18 10,68 GTP2 |17/41 16,10 GTP2 31,40 13,39
GTP3 | 10,68 11,97 GTP3 | 19,86 18,38 GTP3 32,14 22,80
GTP4 | 21,09 12,54 GTP4 | 14,49 17,67 GTP4 33,26 18,95
GTP5 | 15,22 13,11 GTP5 | 21,73 16,52 GTP5 32,70 17,98

GCS: Grupo controle salina; GCM: Grupo controle meloxican; GCP: Grupo controle prednisona,

GTS: Grupo tratado salina; GTM: Grupo tratado meloxicam; GTP: Grupo tratado prednisona




