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RESUMO

INTRODUCAO: Degeneracio discal é a faléncia estrutural progressiva do disco
intervertebral, que pode levar a manifestacdes clinicas como dor lombar cronica.

Dentre as varias modalidades terapéuticas desenvolvidas para patologias da coluna
vertebral, o espacador interespinhoso € um dipositivo que tem sido indicado
indiscriminadamente para o tratamento da degeneracao discal, porém ainda nédo ha
estudos experimentais que justifijuem seu emprego nesta doenca. OBJETIVO:
Avaliar a influéncia do espacador interespinhoso na prevencdo ou retardo da
degeneracdo discal experimental em coelhos. METODOS: Vinte coelhos New
Zealand machos foram divididos em dois grupos: G1 — submetidos a inducdo de
degeneracgéao discal (8 coelhos); e G2 — submetidos a inducdo de degeneracéo discal
e insercdo de espacador interespinhoso (12 coelhos), sendo todos avaliados

radiograficamente. Cinco pesquisadores analisaram os critérios radiograficos:

reducdo do espaco discal em radiografia de frente; reducdo do espaco discal em
incidéncia radiografia lateral; presenca de esclerose da placa vertebral; formacgéo de

ostedfitos; e presenca de degeneracao discal. RESULTADOS: Tanto o G1 quanto o

G2 apresentaram critérios radiol6gicos de degeneracdo nos niveis submetidos ao
experimento, com concordancia interobservadores variando de Kappa = 0,255 a 1,0
para os critérios analisados. A comparacao individual entre o nivel com espacador
interespinhoso e os demais niveis experimentais apresentou valores de p = 0,18 a
0,56, ndo havendo diferenca siginificativa no desenvolvimento de degeneracao entre
discos puncionados. CONCLUSAO: O espacador interespinhoso ndo apresentou
influéncia estatisticamente significante na prevencdo ou retardo da degeneragéo

discal em coelhos.

PALAVRAS-CHAVE: Degeneracdo do Disco Intervertebral, Modelos Animais,

Coelhos, Implantes Experimentais.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Disc degeneration is the progressive structural failure of the

intervertebral disc, which can lead to clinical manifestations such as chronic low back
pain. Among the various therapeutic modalities developed for diseases of the spine,

the interspinous spacer is a device that has been indiscriminately indicated for the

treatment of disc degeneration, even though there are no experimental studies that
justify its use in this disease. OBJECTIVE: To evaluate the influence of the
interspinous spacer in the prevention or delay of experimental disc degeneration in
rabbits. METHODS: Twenty male New Zealand rabbits were divided into two groups:
G1 - submitted to disc degeneration induction (8 rabbits) and G2 - submitted to disc
degeneration induction and insertion of interspinous spacer (12 rabbits), all being
evaluated radiographically. After the experiment, the rabbits were evaluated
periodically by radiographs for eight weeks. Five investigators analyzed the

radiographic criteria: reduction of disc space in frontal radiography; reduction of disc

space in lateral radiography; presence of endplate sclerosis; osteophyte formation;
and presence of disc degeneration. RESULTS: Both G1 and G2 showed radiological
criteria of degeneration in the levels submitted to the experiment, with interobserver
agreement ranging from Kappa = 0.255 to 1.0 for the analyzed criteria. The individual

comparison between the level with interspinous spacer and the other experimental

levels showed values of p = 0.18 to 0.56, meaning no difference in the development
of degeneration among punctured discs. CONCLUSION: The interspinous spacer
showed no statistically significant influence in preventing or delaying the disc

degeneration in rabbits.

KEY-WORDS: Intervertebral Disc Degeneration, Animal Models, Rabbits,

Experimental Implants.
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1 INTRODUCAO

Os discos intervertebrais (DIV) s&o estruturas fibrocartilaginosas situadas

entre 0s corpos vertebrais, com a funcdo de suportar cargas compressivas e permitir
movimento (flexdo, extens&o, rotacdo) da coluna vertebral'.

Macroscopicamente, o DIV é constituido por trés por¢cdes anatbmicas distintas:
0 nucleo pulposo (NP) representando uma massa gelatinosa homogénea central; o
anulo fibroso (AF) consistindo em camadas organizadas de coladgeno que circundam
o NP; e as placas cartilaginosas vertebrais (PC), que separam o ndcleo e o anulo do

corpo vertebral adjacente? (Figura 1).

Figura 1 — Anatomia do disco intervertebral.

O nucleo pulposo é formado por uma rede fina de proteoglicanos, fibras de
elastina e gel. O proteoglicano mais abundante no nucleo é o agrecan, que possui
alta concentracdo de glicosaminoglicanos (sulfato de queratan e de condroitina).
Essas moléculas tém propriedades osmaticas especiais (possuem alta afinidade para
absorver 4gua) e proporcionam resisténcia a cargas compressivas do DIV3*,

O anulo fibroso, por sua vez, apresenta uma camada interna que € uma ampla

zona de transicdo entre a estrutura bem organizada de colageno das fibras do AF



11

externo e a regido hidratada central do nucleo pulposo. A camada externa € formada

por um grupo de laminas concéntricas de colageno, sendo mais espessa na regiao
anterior do disco, adelgacando-se progressivamente em direcdo a sua regiao
posterior”.

Por fim, a placa vertebral € uma capa delgada de cartilagem hialina com

espessura média de 0,6mm, sendo composta por moléculas hidratadas de
proteoglicanos e por uma rede de fibras de colageno. A cartilagem hialina é o maior

componente da PC e atua como uma membrana semipermeavel que facilita a

difusdo de solutos desde a vértebra até o DIV, além de prevenir que o nucleo
pulposo migre em direcdo ao centro do corpo vertebral. A regido central da placa
cartilaginosa € a rota predominante de transporte para o processo metabdlico do
disco®.

O sistema formado pelo disco intervertebral é bastante complexo. Fibras de

colageno partem do AF em direcdo aos tecidos adjacentes, unindo esta estrutura

fibrocartilaginosa a margem dos corpos vertebrais, aos ligamentos longitudinais
anterior e posterior, e a cartilagem hialina das placas vertebrais superior e inferior.
Qualguer alteracdo na integridade ou na relacdo dessas estruturas pode resultar em
comprometimento da funcdo do disco intervertebral®.

Durante toda a vida a coluna se submete a pressdo e cargas, chamados

ciclos. Calcula-se que os discos intervertebrais estejam sujeitos a 100 milhdes de

ciclos de flexdo e extensdo ao longo da vida de um individuo de 65 anos. Esses
ciclos, associados a idade do individuo, suas atividades, seu estado nutricional, seu
estado de saude e doenca, e a alguns fatores ainda desconhecidos do macro e
microambiente, estabelecem desgastes no DIV, que se acredita terem potencial de
gerar dor no ser humano”.

A degeneracéao discal (DD) é definida como uma resposta aberrante, mediada
por células, a uma faléncia estrutural progressiva do DIV, que compreende a perda
das caracteristicas estruturais, bioldgicas e bioquimicas do disco intervertebral

(DIV)®, caracterizando-se por uma importante perda da rede de proteoglicanos e
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agua do nucleo discal. Essas alteracdes acarretam um aumento de carga nas

estruturas préximas a coluna, alterando suas relacdes mecanicas®.

A causa base da degeneracdo discal € o enfraguecimento tecidual que ocorre

primariamente por heranca genética, envelhecimento e comprometimento
nutricional®. Outros fatores, tais como atividades fisicas intensas, obesidade ou
sobrecarga cronica da coluna em trabalhadores bracais, levam a um aumento de
estresse sobre o anulo fibroso, contribuindo para a progressdo da DD".

A degeneracdo discal pode ser identificada através de diversos recursos.
Histologicamente observa-se aumento da proliferacdo celular e, paradoxalmente,
intensificacdo da morte de células — tanto pelo processo de apoptose quanto pela
necrose tecidual®. Boos et al descreveram em detalhe as alteracdes histoldgicas
progressivas da DD. Essas mudancas incluem aumento no namero fissuras, ruptura
de fibras, presenca de material granular e neovascularizacéo de fora para dentro do
nacleo. Proliferacdo celular, formacdo de aglomerados celulares, acentuacdo da
morte celular, perda da demarcacgéo entre o anulo e o nucleo também ocorrem. Além

disso, observam-se desorganiza¢gOes estruturais da placa terminal, que incluem

fissuras, afilamento da cartilagem, alteracdo da densidade celular, microfraturas do
0sso subcondral adjacente e esclerose éssea®.

Alteracdes moleculares também sdo encontradas, como aumento na producao
de citocinas, enzimas destruidoras de matriz (metaloproteinases), interleucina-1,
interleucina-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), superdxido, oxido nitrico e
prostaglandina E,’, além de um decréscimo dos seus componentes intracelulares
(proteoglicanos), levando & perda gradual de fluido intradiscal®.

Radiograficamente sdo observadas alteracdes caracteristicas do processo de
degeneracgéo discal, como diminuicdo da altura discal, esclerose da placa vertebral e
formacdo de ostedfitos™ 3. Nos exames de Ressonancia Magnética (RM), a DD é
evidenciada por achados como diminuicdo da intensidade do sinal do DIV, redugéo

de altura e presenca de fissuras™.
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Em termos de epidemiologia e consequéncias sociais, um dos sintomas mais

importantes da degeneracao discal corresponde a dor lombar crbénica. A associacéo

de DD e lombalgia denomina-se doenca degenerativa discal (DDD). Esta é altamente
prevalente, sendo a segunda maior causa de consulta médica nos Estados Unidos™™

19 Apenas resfriado comum excede dor lombar em termos de frequéncia de

atendimento em centros médicos primarios®. Em todo o mundo, estima-se que cerca

de 60 a 80% das pessoas apresentardo episodio de dor lombar durante a vida, o que
resulta em até 13 milhdes de consultas médicas ao ano, apenas nos Estados

Unidos®*. A degeneracdo discal tem maior incidéncia na faixa etaria que vai da
terceira a quinta década de vida - parcela que representa a maior parte da populagéo
economicamente ativa, gerando graves consequéncias socioecondmicas. Segundo

dados americanos, 20 bilhdes de dolares ao ano sdo gastos em custos diretos para

tratamento da dor lombar crénica; somados as despesas indiretas, esse valor

ultrapassa os 100 bilhdes de délares®.

A fim de amenizar este quadro alarmante, diversas estratégias terapéuticas
tém sido abordadas, incluindo desde modalidades n&o invasivas - como medicacao

antiinflamatdria e fisioterapia - até procedimentos cirdrgicos, como fusédo, terapia

intradiscal eletrotérmica e substituigéo total do disco?.

Uma das opc¢des de tratamento que vem sendo indicada para o tratamento da
DDD é o implante de espacadores interespinhosos (EIE)?. Esses dispositivos foram
desenvolvidos para o tratamento de estenose vertebral lombar, com o intuito de
limitar a extensdo do segmento afetado, evitando ou diminuindo os sintomas
decorrentes do estreitamento do espaco do canal vertebral®?2,

Estudos biomecanicos demonstraram que os EIE atuam diminuindo a carga
axial nas facetas articulares e sobre a por¢ao posterior do anulo fibroso, agindo com
um amortecedor de impacto, dissipando as cargas mecanicas dorsalmente?*%%3°,
Utilizando-se da suposi¢do de que a redugdo da pressdo sobre o DIV através do
implante de um EIE poderia prevenir, em teoria, 0 processo degenerativo no nivel

estabilizado, a industria de materiais e implantes médicos tem estimulado o uso de
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espacadores interespinhosos em pacientes com quadro de lombalgia decorrente de

DDD, como técnica cirdrgica promissora, minimamente invasiva, e com a perspectiva
de bons resultados pés-operatérios.

Entretanto, ndo h& estudos publicados na literatura médica que avaliem a
influéncia do espacador interespinhoso na DDD in vivo e déem respaldo cientifico

para seu uso nesta patologia. Desta forma, a idéia de se realizar um estudo
experimental am animais com este objetivo é imperativa, a fim de se determinar se o

implante de um EIE pode prevenir o processo degenerativo do disco intervertebral.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é avaliar a influéncia do espacador interespinhoso na

prevencgao ou retardo da degeneracéo discal experimental em coelhos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Degeneracéo Discal

A questdo da degeneracdo do disco intervertebral tem sido amplamente

abordada desde a biologia molecular até o desenvolvimento de implantes cirdrgicos,
e a literatura cientifica é particularmente diversa a seu respeito. Talvez, por essa

razao, ainda ndo existe consenso sobre o que “degeneracédo discal” realmente é, ou

como deveria se distinguir de processos fisiologicos como crescimento,
envelhecimento e remodelacéo®.

Adams et al definiram degeneracdo discal como uma resposta aberrante,
mediada por células, a uma faléncia estrutural progressiva do DIV®. J4 Battié et al

afirmaram que, conceitualmente, degeneracao discal € o produto da degradacéo ao

longo da vida relacionada a mudancas nas cargas fisioldgicas e a resposta a lesdes
ocasionais do DIV,

A etiologia da degeneracao discal € o enfraquecimento tecidual que ocorre

primariamente por heranca genética, envelhecimento, comprometimento da nutricdo
e sobrecarga do disco intervertebral®.

Estudos em gémeos tém comprovado a predisposicdo genética para o
desenvolvimento da degeneracdo discal®*?. Certas alteracdes genéticas ja foram
identificadas em pacientes com DD, particularmente em genes responsaveis pela
transcricdo de moléculas relacionadas as propriedades da matriz extracelular. Além
disso, observa-se uma evidente correlacdo entre genética e fatores ambientais. Por
exemplo, pacientes que possuem o0 alelo Trp3 apresentam risco elevado de
desenvolvimento de degeneracéo discal se forem obesos™.

Outro fator que leva a alteracbes do DIV é o envelhecimento. O disco sofre
mudancas extensas com a idade, sendo mais evidentes entre a terceira e quinta
década de vida®*. Essas alteraces refletem uma falha na sintese da matriz

extracelular, levando a uma diminuicdo progressiva da concentracdo de células no
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DIV, especialmente no anulo fibroso®. As células do disco intervertebral sdo sujeitas
a senescéncia e perdem sua capacidade de proliferacdo. Essas células envelhecidas
podem induzir a degeneracdo através de anabolismo diminuido ou de catabolismo
aumentado®.

Em 1945, Coventry et al publicaram o mais completo estudo realizado até hoje
sobre as alteracdes do DIV relacionadas a idade. Os autores demonstraram que a
substituicdo do anulo fibroso por fibras de colageno ja iniciam na terceira década de
vida. Aumento da morte celular e invasdo de vasos sanguineos aparecem na quarta
década, e substituicdo progressiva do NP por tecido fibroso a partir da quinta década
de vida. Finalmente, a placa vertebral apresenta areas de necrose focal e é
substituida por fibrocartilagem durante a sexta e sétima década®*®,

Entretanto, algumas caracteristicas do disco degenerado ndo sao

relacionadas a idade. Estudos em cadaveres demonstraram que a diminuicdo do
espaco intervertebral e fissuras radiais no AF ndo ocorrem pelo envelhecimento®.

Isso indica que outras causas estariam envolvidas na degeneragéao discal.

O comprometimento da nutricdo do disco intervertebral € um importante fator
no desenvolvimento da DD. O DIV € a maior estrutura avascular do corpo humano.
Células no centro de um disco lombar adulto estdo aproximadamente 8 mm distantes
do suprimento sanguineo®’. O nucleo e as células da porcdo interna do AF
dependem da nutricdo de vasos sanguineos do corpo vertebral que penetram a placa

subcondral através de uma rede capilar. Os nutrientes sao difundidos por esses

capilares através da matriz densa até alcancarem todas as células*®®. Uma das
razBes que levam a degeneracéo discal é a redugéo no transporte de nutrientes para
o disco.

A rede capilar da jungéo entre a placa subcondral e o osso vertebral comeca a
diminuir apos a primeira década de vida, podendo progredir com calcificagdo da
cartilagem, que oclui os vasos sanguineos, atuando como uma barreira para o

transporte de nutrientes e oxigénio®>2.



18

Por fim, existe evidéncia cientifica de que fatores mecanicos estao

|7:31324142  ~ DIV tem como

relacionados com a etiologia da degeneracdo disca
funcd@o sustentar cargas compressivas, que servem de estimulo para a sintese da
matriz. Entretanto, sobrecargas continuas do disco podem levar a mudancas
deletérias ao reduzir a expressdo genética de todas as proteinas anabdlicas,
causando diminuic&o significante na formagéo do agrecan®.

O componente mais vulneravel do disco lombar é a placa vertebral. Quando
submetida a cargas compressivas excessivas, a placa sofre fraturas que a levam a
faléncia. Isso pode ocorrer por aplicacdo de uma forte carga axial subita, ou por
fadiga cronica®.

Clinicamente, a manifestacdo mais comum da degeneracdo discal € a dor

lombar, caracterizada por uma confluéncia de anormalidades no DIV como
inervacao, inflamacdo e hipermobilidade mecéanica. Para ocorrer dor discal,
pressupde-se que haja presenca de nervos. Em um disco saudavel observa-se
apenas inervacao periférica por mecanorreceptores que desempenham funcédo de
propriocepcao. Entretanto, em discos degenerados ocorre processo de neoinervagao
mediado pela producdo de fator de crescimento neural, principalmente na placa
vertebral. Essas fibras nervosas patolégicas no disco degenerado sdo fonte
nociceptiva, causando dor discogénica™.

Além disso, com a lesdo do DIV inicia-se a producdo de moléculas
inflamatorias. A presenca de fator de necrose tumoral e interleucinas no disco
degenerado coincide com o inicio de apoptose celular. Associadas a esse quadro
inflamatorio local, alteracbes na arquitetura e composicdo bioquimica alteram
invariavelmente as relagbes mecanicas do DIV. As fibras do &nulo tornam-se
desorganizadas e rotas, 0 nlcleo desidrata-se progressivamente e o contorno entre o
NP e o AF vai ficando menos distinto®*.

Histologicamente, a DD € caracterizada por mudangas no nivel celular. Por

exemplo, ocorre aumento da proliferacédo e da formacao de aglomerados celulares,
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assim como intensificacdo de morte celular (tanto por apoptose como necrose)’.
Ainda, observa-se aumento no numero de fissuras, ruptura de fibras, presenca de
material granular e neovascularizacdo de fora para dentro do nucleo. Na placa

vertebral ocorrem desorganizagdes estruturais, que incluem fissuras, afilamento da

cartilagem, alteracdo da densidade celular, microfraturas do o0sso subcondral
adjacente e esclerose 6ssea’.

Alteracbes moleculares também sao evidentes, como aumento da producao
de citocinas e enzimas destruidoras da matriz (metaloproteinases). Diferentes tipos
de moléculas podem ser produzidas, como colageno tipo I, lll, VI e X, elastina
fibronectina e amiléide, ou sua distribuicdo pode estar alterada. Glicosaminoglicanos
estdo reduzidos na DD, levando a perda gradual de fluido intradiscal®. Enquanto isso,
0 aumento da concentracdo de fatores de crescimento reflete a tentativa de
reparacéo da matriz degradada®?.

Segundo Schepper et al'?, a degeneracdo discal lombar é caracterizada
radiologicamente pela presenca de osteodfitos, esclerose da placa vertebral e
diminuicdo do espaco discal. Nesse estudo, foram avaliadas radiografias (RX) de
1204 homens e 1615 mulheres e correlacionados os sinais de DD com

sintomatologia dolorosa. A diminuicdo do espaco discal foi o achado radiografico

mais fortemente associado a dor lombar nos pacientes.

A diminuicdo do espaco discal é provavelmente o critério especifico mais
usado para indicar degeneracdo em exames radiograficos. Uma diminuicao
substancial do espaco intervertebral é um sinal claro de patologia do DIV”.

Em 2006 Wilke et al** validaram um sistema de graduacéo radiogréfica para
DD, que avaliava as seguintes variaveis: perda da altura discal, formacdo de
ostedfito e esclerose difusa. O grau de concordancia interobservador foi substancial
(Kappa = 0,714) para os trés critérios, validando o sistema de avaliacdo radiogréafica
para a degeneracéo discal.

Além dos critérios ja citados, outras caracteristicas radioldgicas podem ser

observadas em um disco degenerado como protruséo discal, herniagbes e nodulos
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de Schmorl. Reducdo da intensidade do sinal discal, fissuras e zonas de alta

intensidade também s&o observadas em estudos de Ressonancia Magnética'*>*,

3.2 Degeneragao Discal Experimental

Os estudos experimentais em animais desempenham papel fundamental no

estudo da etiologia, fisiopatologia e possibilidades terapéuticas da degeneracao
discal.

Modelos animais de DD sé&o importantes para estudar como a degeneracao se
desenvolve ao longo do tempo, tanto espontaneamente como induzida por lesdo no
DIV, e determinar como fatores de risco constitutivos, ambientais ou biomecénicos
podem iniciar, promover ou regular essas alteracdes. Ainda, modelos experimentais
in vivo sdo necessarios para demonstrar como estratégias terapéuticas podem
melhorar, resolver ou prevenir a degeneracao discal®.

O primeiro experimento em animais para inducao de DD relatado na literatura
foi realizado em cées por Key e Ford*®, em 1948. Desde entéo, diversos métodos de
inducdo da degeneracéo discal in vivo ja foram desenvolvidos'***">°, O mecanismo
de lesdo pode ser por compressao, instabilidade, lesdo fisica, lesdo quimica e
degeneracgéo espontanea.

A inducdo da DD por compressado € realizada por sobrecarga continua ou
ciclica em determinada regido da coluna. Os modelos de degeneracao discal em
rabo de roedores tornaram-se bastante populares, pois permitem aos pesquisadores
avaliar os efeitos metabdlicos da compressdo mecanica direta no disco. A
compressdo estatica no rabo de ratos e camundongos induz alteracdes que séo

similares & degeneracéo discal*®

. Vantagens do uso desses modelos incluem baixo
risco de lesdo das estruturas adjacentes e minima interferéncia com a funcgéo

fisiologica normal do animal. Porém, existem algumas limitagdes como diferencas
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anatdmicas (auséncia de elementos posteriores), na composi¢do e metabolismo da
matriz celular comparado aos seres humanos®’.

Os efeitos da instabilidade na inducdo da degeneracéo discal também foram
estudados, pela imposicdo de movimento excessivo in vivo através da lesdo cirargica

de estruturas estabilizadoras (articulacbes facetarias ou processos espinhosos),
estimulacao repetitiva da musculatura espinhal ou fusdo do nivel adjacente®.

Os modelos de leséo fisica do DIV séo atraentes pelo fato de que o momento
exato da perturbacéo pode ser precisamente controlado. Além disso, a leséo do AF é
considerada fundamental no desenvolvimento da degeneracéo discal em humanos®’.

Dois métodos de lesdo do disco sdo amplamente utilizados atualmente: puncéo por

51,54-57 52,53

agulha e perfuracdo com lamina de bisturi

A injecdo de agentes quimicos dentro do disco intervertebral € outra
possibilidade de inducéo da DD. Exemplos de susbstancias utilizadas para induzir a
degeneracdo discal sdo: 5-bromodeoxyuridine (BrdU)*®, Condroitinase ABC**° e
Camptotecina®’.

Modelos de degeneracao discal espontanea sdo muito Uteis na avaliacao dos
processos fisiopatolégicos naturais do DIV*’. De maneira similar aos seres humanos,
DD espontanea ou acelerada ocorre em diversas espécies. Ratos de areia
desenvolvem diabetes e degeneracdo discal avancada quando alimentados com
uma dieta padronizada em laboratério®®. Porém, o longo tempo de espera e as
manifestacdes clinicas inconsistentes da DD nesses modelos animais torna o
método espontaneo inviavel para estudos experimentais®’.

Outro fator importante na realizagcdo de um experimento in vivo da DDD é a
espécie animal a ser estudada. E sabido que diversos modelos animais apresentam
alteracdes celulares e contitucionais patognomonicas da degeneracdo discal em
humanos*. Outras caracteristicas como tamanho, metabolismo e anatomia também
deveriam assemelhar-se ao DIV humano. Com este raciocinio, a utilizacdo de um

animal bipede, como um primata, para estudar as patologias da coluna vertebral

seria ideal, ndo fosse por questdes éticas que impedem a sua realizacdo”’.
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Assim, dentre os animais disponiveis e viaveis para estudos experimentais,

tem-se: ratos, coelhos, caes, porcos, cabras e ovelhas. Animais de porte maior

tornam-se inviaveis pela dificuldade de alojamento e manutencdo. Da mesma forma,
animais de tamanho diminuto ndo sdo modelos adequados para a realizacdo de
estudos biomecanicos ou com uso implantes.

54
|

Fazzalari et al>” realizaram um estudo experiental em 48 ovelhas, que foram

submetidas a fissura radial no DIV por meio de lesdo do anulo fibroso induzida com
agulha 27G, observando alteragcdes mecanicas no DIV e espessamento lamelar ja no
primeiro més apdés o procedimento. Os autores citam que “a coluna vertebral de
ovelhas & biomecanicamente similar a coluna humana, e seus discos intevertebrais
sao estruturalmente e bioquimicamente muito similares aos do humano”.

1
| 3

Zhou et al™® desenvolveram um modelo de DD em ovelhas por meio de injecao

intradiscal perutanea de BrdU guiada por tomografia computadorizada em 12

animais. A escolha da espécie se deu pela semelhanca fisiologica, propriedades

biomecéanicas e anatomia similar da regido lombar de ovelhas e humanos. Ja Colloca

et al’?

optaram por induzir a degeneracao discal em 25 ovelhas pelo método de leséo
do AF com lamina de bisturi n.15. Em ambos os estudos observou-se a presenca de
sinais de DD entre 10 e 20 semanas ap6s 0 experimento, tanto radiologicamente™®
como histologicamente®2.

Hoogendoorn et al***® escolheram a cabra como modelo para estudo da

degeneracdo discal. Segundo os autores, “a coluna vertebral da cabra aparenta o

DIV humano na estrutura, geometria e mecanica”. Nesses dois estudos, a inducdo

da DD foi realizada por injecdo intradiscal de Condroitinase ABC, com evidéncia

radiologica, histoldgica e macroscopica de degeneracdo discal apos 12 semanas do
experimento.

Com o argumento de que a coluna de porcos tem anatomia proxima a do

humano e de que o tamanho dos DIV s&o similares entre as duas espécies, Omlor et
al®® desenvolveram um novo modelo de DD em suinos. Vinte e quatro porcos foram

submetidos a uma nucleotomia parcial por meio de uma canula de bidpsia 16G. Apds
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24 semanas do experimento, os discos puncionados apresentaram diminuicdo da
altura e esclerose da placa vertebral tanto no RX quanto na RM.

Animais menores também séo utilizados para inducdo da degeneracao discal
experimental. Rousseau et al®® realizaram estudo em ratos, que tiveram DIV
lombares e do rabo lesionados por lamina de bisturi n.11. Os animais apresentaram
sinais morfolégicos de degeneracao apos sete dias do experimento, com a vantagem

I°” induziram com

de baixo custo de realizacdo do estudo. Da mesma forma, Han et a
sucesso a DD em DIV do rabo de ratos por meio de pungdo com agulha 20G,
ressaltando o baixo valor do experimento e facilidade de manutengédo dos animais.

Porém, esses autores concluiram que “estes modelos ndo sao particularmente
vidveis para testes de novas modalidades terapéuticas pois exige-se muita

habilidade cirargica, instrumentos especificos e tempo em demasia para realizar
experimentos em espécies tao pequenas’.
Talvez um modelo animal de degeneracdo discal que apresente

caracteristicas vantajosas para estudos experimentais seja o coelho. Smith e

Walmsley publicaram o primeiro modelo de DD induzida em coelhos em 1951°%. Na

Ultima década, varios autores demonstraram viabilidade do uso dessa espécie para

estudo da degeneracao discal, além da facilidade de alojamento e baixo custo de
manutencdo dos animais*>47:°1°°°6:98.62

Em 2002 Kroeber et al*® publicaram um modelo de degeneracéo discal in vivo
induzido pela aplicacdo de carga axial mecanica controlada sobre o DIV de coelhos.
Todos os animais experimentais evoluiram com sinais de DD ap6s 28 dias de
compressédo. “Em contraste ao modelo de degeneracdo em ratos e camundongos, 0

comportamento biomecanico da coluna lombar de coelhos é mais semelhante a

coluna vertebral humana em raz&o da presenca de facetas articulares, musculatura
paravertebral e ligamentos espinhais. Além disso, as placas de crescimento dos
corpos vertebrais de coelhos adultos estdo fechadas da mesma forma que nos

humanos, diferentemente dos ratos e camundongos”.
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Sobajima et al*® também utilizaram coelhos para induzir degeneracéo discal,
realizada por meio de puncdo do DIV com agulha 16G em profundidade controlada
de 5 mm. Os autores concluiram que esse modelo é viavel para o estudo da
patogénese e fisiopatologia da DD, além de ser seguro e eficaz para novos testes
terapéuticos in vivo.

|55

Masuda et al®® afirmaram que “ha um grau de validagdo no uso de coelhos

como modelo experimental de DD, quando o custo para o desenvolvimento de
abodagens terapéuticas € considerado”. Nesse estudo, compararam os métodos de
puncdo com agulha e lesdo com lamina de bisturi para a inducdo da degeracédo
discal em coelhos. Os autores observaram que a abordagem do DIV por agulha
resultou em diminuicdo da altura discal e alteragBes histolégicas superiores a da
técnica por lamina de bisturi.

Corroborando a superioridade da lesdo por agulha para a inducdo de DD em
coelhos, Kim et al®* compararam quatro métodos de lesdo do DIV: injecdo intradiscal
de Camptotecina; aspiracdo do NP com agulha 21G; trés pung¢des do AF com agulha
21G; e uma puncédo do AF com agulha 18G. Apds 12 semanas, observaram que 0s
modelos de puncdo com agulha 21G e 18G produziram a degeneracao discal mais
consistente na coluna lombar dos coelhos.

No momento da escolha de um bom modelo animal para DD experimental,
alguns fatores sao importantes. O animal deve ser disponivel, com baixo custo de
obtencdo e manutencéao; o disco intervertebral deve apresentar acesso cirtrrgico facil
e ter tamanho adequado; e o inicio da degeneracédo discal produzida deve ocorrer de
maneira rapida e confiavel®’.

Dentro da nossa realidade encontram-se nessas condicbes dois modelos
animais: camundongo e coelho. Ao comparar as espécies, observa-se que coelhos
apresentam maiores vantagens por terem DIV de dimensdes maiores, acesso
cirurgico facilitado e melhor manuseio para a avaliacdo das lesdes discais®"®,

Por essa razdo, Vialle et al reproduziram no Laboratorio de Cirurgia

Experimental da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUC-PR) um modelo de
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degeneracéo discal experimental em coelhos. O modelo foi padronizado e adaptado
a nossa realidade, tornando viaveis estudos subsequentes de biomecanica,
fisiopatologia e novas terapias para a degeneracéo discal in vivo. O experimento foi

validado histologicamente e radiograficamente® com alto grau de confiabilidade e

concordancia interobservadores, demonstrando presenca de degeneracao discal
apos oito semanas do experimento. O método empregado para inducdo da
degeneracédo discal foi a puncdo do DIV com agulha 18G a uma profundidade
limitada de 5 mm por meio da moldagem da agulha em forma de baioneta.

Radiograficamente, os discos degenerados apresentaram 0s seguintes sinais:

diminuicdo dos espaco discal no RX ventro-dorsal e lateral, formacdo de osteofitos e

esclerose da placa vertebral (Figura 2).

Figura 2 - RX Lateral Direito com evolucdo da degeneracdo discal em modelo experimental. A —

Pés-op imediato, sem alterag6es. B - Apdés 4 semanas, com evidéncia de redugdo do espaco
discal (setas brancas). C — Com 8 semanas, apresentando formacdo de ostedfitos (setas

vermelhas) e esclerose da placa vertebral (setas amarelas).



26

Histologicamente, também foram observadas altera¢gfes idénticas as ocorridas

em DIV humanos degenerados, como ruptura do AF, estrusdo do NP e formacéo de

vasos sanguineos nos DIV degenerados (Figura 3).

Figura 3 — Laminas histoldgicas coradas com Hematoxicilina-Eosina (HE), magnificacdo de 200x. A —

DIV controle com AF intacto. B — DIV experimental com desorganizacdo lamelar e extrusédo do NP

(seta).

Por fim, é mister esclarecer a questado a respeito do uso de quadripedes em

experimentos biomecanicos da coluna vertebral. Frequentemente supfe-se que a

carga da coluna lombar é maior em humanos que em quadrupedes. Entretanto, esta

idéia ndo é correta, j& que a contragdo muscular e a tensdo passiva de estruturas

ligamentares também contribuem substancialmente com as cargas que atuam na
coluna*’. Em estudo biomecanico em quadripedes, Smit comenta que “nenhum
estudo tedrico ou experimental conseguiu demonstrar diferenga fundamental entre a
carga mecanica na coluna de bipedes e quadriupedes. Ao contrario, varios estudos
demonstraram semelhancas nitidas na geometria, indicando que a coluna bipede e
quadrupede devem receber carga da mesma maneira”®*,

Para se estabilizar uma coluna alinhada horizontalmente, necessita-se de

forcas musculares muito maiores do que em uma coluna alinhada verticalmente®’.
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Em geral, as forcas musculares que atuam na coluna sé&o maiores que as forcas
externas, em virtude do menor braco de momento dos musculos. A coativacdao de
musculos antagonistas é uma estratégia que aumenta a estabilidade do tronco,
porém as custas de incremento da carga na coluna®'. Portanto, o vetor de forca mais
importante que atua na coluna é a carga através do seu proprio eixo, independente
de a coluna ser vertical (bipede) ou horizontal (quadrupede). A forca gravitacional é

apenas mais um fator a ser levado em consideracdo no que tange a degeneracao

discal, porém néo tem papel tdo fundamental quanto o efeito da forca muscular que
atua ao longo do eixo da coluna. Assim, as forcas musculares sdo responsaveis pela
maior contribuicéio de carga axial da coluna vertebral®.

Dessa forma, Smit conclui em seu artigo que “o uso de quadrupedes como
modelo in vivo para experimentos da coluna é justificado, mesmo quando as
condi¢cdes de carga sédo analisadas. Seguindo o mesmo conceito, a curvatura da
coluna ndo influencia a maneira como o0 seguimento espinhal ou o disco

intervertebral sdo submetidos a forgas compressivas”®”.

3.3 Espacgador Interespinhoso

A ideia de criar um dispositivo que tenha propriedade de realizar distracao da
coluna vertebral ndo é nova. De acordo com Whitesides®, na década de 1950 Fred
Knowles comecou a implantar plugues metalicos entre os processos espinhosos de
pacientes com estenose vertebral. Recentemente, uma variedade de espacadores
interespinhosos foi desenvolvida pela industria de implantes médicos. Os desenhos e
materiais empregados na confecgdo desses dispositivos sdo bastante diversos

(Figura 4). O ponto comum entre eles é a intengdo de manter um grau constante de

distracdo entre os processos espinhosos?®* (Figura 5).
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Coflex® Wallis® Diam® X-Stop®

Figura 4. Exemplos de Espacadores Interespinhosos disponiveis no mercado.

Figura 5. Posi¢éo do implante na coluna.

Fonte: http://www.oakleafmedical.com

Ao realizar distracdo dos elementos posteriores da coluna, o EIE causa
relativa cifose do segmento instrumentado. Dessa forma, reverte-se a compressao

do ligamento amarelo dentro do canal vertebral, além de ampliar as dimensdes do
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forame neural®*. Com isso, € possivel aliviar os sintomas de claudicacdo neurogénica

de pacientes que apresentam estenose do canal vertebral?®°0:68:59,
No geral, esses dispositivos atuam limitando a extensao sem apresentar efeito
na flexdo, rotacdo axial ou inclinagao lateral da coluna. Estudos biomecanicos in vivo

demonstraram que os EIE ndo apresentam efeito na pressao intradiscal ou nas

cargas que atuam sobre as facetas articulares acima ou abaixo do nivel
implantado®2°*™. Porém, um estudo in vitro utilizando anélise de elementos finitos
demonstrou haver diminuicdo das cargas sobre as fibras do anulo de DIV em
segmentos implantados com EIE.

Utilizando-se da suposicdo de que a reducdo da pressao sobre o DIV através
do implante de um EIE poderia prevenir, em teoria, o processo degenerativo no nivel
estabilizado, a industria de materiais e implantes médicos tem estimulado o uso de

espacadores interespinhosos em pacientes com quadro de lombalgia decorrente de
DD.

A significancia clinica da distracdo que o EIE poderia realizar no disco
intervertebral ainda é incerta. Varios autores concordam que novos estudos in vivo
sdo necessarios para melhor definir as indicacdes desses dispositivos e, assim, se
D29’67’70’71.

obter conclusdes definitivas a respeito do papel dos espacgadores na DD

Portanto, a necessidade de se realizar um estudo in vivo com esse objetivo é

imperativa, a fim de se determinar se o implante de um EIE pode prevenir o processo
degenerativo do DIV. Eticamente, o implante do EIE em modelo animal € a proxima
etapa a ser realizada para entendimento do seu papel na degeneracao discal.

Ainda ndo h4, entretanto, modelo padronizado do dispositivo para insercao em
animais experimentais. Para tanto, € necessario que o espagador a ser desenvolvido
apresente caracteristicas biocompativeis e propriedades biomecanicas similares aos
EIE desenhados para implante em humanos.

O cimento de Poli-Metil-Metacrilato (PMMA) é um composto inorganico

utilizado em cirurgias ortopédicas pelo seu bom grau de compatibilidade com o tecido

humano, além de apresentar médulo ténsil entre o osso cortical e o esponjoso’?.
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Outra caracteristica vantajosa do PMMA é sua facilidade de modelagem durante a
cirurgia, permitindo que se confeccione o espagador de acordo com as medidas

anatbmicas individuais de cada animal, minimizando o risco de soltura ou ma-

adaptacao do EIE.
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4 METODOS

Este estudo foi realizado seguindo as normas e principios éticos do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), sendo aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da PUC-PR sob registro 377 — 22 revis&o, de julho de 2008.
Os métodos de anestesia, cirurgia, técnica de exames de imagem e analise

radiol6gica foram baseados em estudo prévio realizado pelo autor deste projeto®.

4.1 Amostra

Para este estudo foram selecionados coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca

New Zealand, machos, brancos, pesando entre 3,5 e 4,5kg, com cerca de 8 meses
de idade. A escolha do modelo foi baseada na facilidade de obtencéo e cuidado com

0S animais da pesquisa, no tamanho apropriado dos DIV e na quantidade de DIV que

possibilitam a experimentacdo, maximizando a quantidade de lesdes e minimizando

0 numero de animais utilizados.

4.2 Delineamento

Ao todo foram utilizados 20 coelhos, divididos em 2 grupos: G1 — Inducao de
Degeneracao Discal (8 coelhos); e G2 — Inducdo de Degeneracédo Discal e Insercao
de Espacador Interespinhoso (12 coelhos). Por guestdes éticas e de validacéo

estatistica, cada animal teve trés DIV lombares puncionados, a fim de aumentar o

namero de niveis experimentais, diminuindo o nimero total de animais utilizados no
estudo.

Todos os animais possuiam as mesmas caracteristicas e passaram pelo

mesmo procedimento cirdrgico de inducdo da degeneracdo discal, em condi¢oes

idénticas. A analise radiologica foi realizada da mesma forma para todos 0s animais.
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4.3 Procedimentos

4.3.1 Ambiente de Experimentacéo

Os coelhos foram alojados individualmente em gaiolas de dimensfes

padronizadas para a espécie, no Biotério Central da PUC-PR. O ciclo de luz foi
controlado (ciclo claro-escuro de 12 horas) a temperatura ambiente de 20 (+ 2)°C. Os

animais receberam agua e racdo especial para coelhos a vontade.

4.3.2 Anestesia

Cada animal foi submetido a anestesia pré-operatdria com administracdo
intramuscular (IM) de cloridrato de ketamina 5% (20-25mg/kg) — passando para via
endovenosa (EV), através de um acesso em veia auricular, caso houvesse

necessidade de manter a anestesia por mais de 40 minutos — e xilazina (0,15mg/kg)

intramuscular?®.

4.3.3 Inducéo Da Degeneracgéao Discal

ApoOs inducdo anestésica, os coelhos foram posicionados em decubito lateral
direito (Figura 6) e uma abordagem posterolateral retroperitoneal, através de uma
lombotomia localizada no ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca

(aproximadamente 5 cm), expbs a superficie anterior de 3 DIV lombares

consecutivos (L2-L3, L3-L4 e L4-L5) (Figura 7).
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Figura 6 — Coelho posicionado em decubito lateral direito sob anestesia

Figura 7 — Exposicao do disco intervertebral (seta)

ApGs identificacdo dos niveis discais corretos, as areas a serem puncionadas
eram cuidadosamente expostas, através do seguinte procedimento: acesso
paramediano esquerdo; identificacdo do muasculo reto abdominal; abertura da bainha
do reto paralela ao musculo; identificacdo do retroperitdnio e dissec¢cdo manual

desde o musculo psoas até a coluna vertebral. Finalmente, foram posicionados
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afastadores protegendo a aorta e a cava antes da puncdo do disco. Os 3 discos
experimentais foram puncionados com agulha 18G, em uma profundidade exata de
5mm, controlada através da moldagem da agulha em baioneta (Figura 8). A agulha
era inserida na altura central do disco, através do anulo fibroso, para dentro do

nucleo pulposo, permanecendo no interior do DIV por 5 segundos (Figura 9).

Figura 8 — Agulha 18G modelada em baioneta para limitagédo da insercao em 5 mm.

Figura 9 — Puncdes do DIV (seta).
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Finalizada toda a intervencéo, a sutura do animal era realizada por planos

(musculatura profunda; tecido celular subcutaneo e pele), seguida pela confeccéo de

curativo estéril.

4.3.4 Insercdo Do Espacador Interespinhoso

Apos a inducdo da degeneracdo discal, os coelhos do G2 seguiam com o

plano anestésico ja estabelecido, sendo entdo reposicionados em decubito ventral
(Figura 10).

Figura 10 — Posicionamento do coelho em decubito ventral.

Em seguida, realizava-se uma abordagem posterior a coluna, através de
acesso mediano entre o processo espinhoso de L4 e L5. Este espaco interespinhoso
era exposto, e em seguida implantava-se o EIE de cimento PMMA no local (Figuras
11, 12 e 13). O dispositivo foi confeccionado com modelagem padrédo em forma de
“H”, a partir de medidas anatébmicas da coluna vertebral do coelho. Os dois niveis
superiores (L2-L3 e L3-L4) foram deixados livres para efeito de comparacao posterior

do resultado.



Figura 11 — Espacador Interespinhoso de PMMA em forma de “H”.

Figura 12 — Exposi¢édo do espago interespinhoso de L4-L5 (setas).
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Figura 13 — Implante do espagador interespinhoso.

Os dois grupos de animais foram acompanhados por 8 semanas apos o0
procedimento de inducdo da degeneracdo discal, realizando-se a eutanasia no fim

deste periodo para subsequiente analise macroscopica e radioldgica.

4.4 Meios de Afericéo

4.4.1 Exames Radioldgicos

Com o objetivo de avaliar os aspectos radioldégicos da degeneracao do DIV,
foram realizadas radiografias da coluna lombar dos coelhos, sob anestesia (cloridrato
de ketamina IM [20-25 mg/kg]), nas incidéncias lateral direita (L) e ventro-dorsal (VD)
em diferentes momentos: anteriormente ao processo cirlrgico; pos-operatério
imediato; 4 e 8 semanas apoés a realizacdo da intervencdo. Caso fossem detectados
eventuais desvios rotacionais ou deformagdes relativas a técnica incorreta, repetia-se

0 exame. Todas as radiografias foram digitalizadas e armazenadas.
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4.5 Meios de Analise dos Resultados

4.5.1 Analise Radioldgica

As radiografias em incidéncia ventro-dorsal e perfil dos dois grupos foram

avaliadas em momentos diferentes por cinco ortopedistas cirurgides de coluna do
Hospital Universitario Cajuru. Os seguintes critérios qualitativos foram considerados

como marcadores patologicos de degeneracédo discal: (1) Reducéo do espaco discal
em incidéncia VD; (2) Reducao do espaco discal em incidéncia L; (3) Presenca de
esclerose da placa vertebral; (4) Formacdo de osteodfitos; e (5) Presenca de

degeneracdo discal (considerada positiva quando pelo menos um dos aspectos
anteriores era observado).

Os resultados foram comparados a fim de se obter concordancia inter-
observadores quanto a presenca dos marcadores patoldégicos de cada disco
vertebral submetido a degeneracao experimental, nas radiografias realizadas em pré-
operatorio, pés-operatorio (PO) imediato, 4 semanas de evolucdo e 8 semanas de

evolugdo. A presenca de apenas um critério radiografico foi considerada suficiente

para determinar o nivel como degenerado.

4.5.2 Andlise Estatistica

Apoés a analise individual das radiografias, realizou-se a validacdo estatistica

dos resultados através do coeficiente de Kappa com intervalo de confianga de 95%
(IC95%) e p<0,05.
Para comparacao dos grupos controle (G1) e experimental (G2), foi usado o

Teste t de Student para amostras ndo-pareadas. O valor de p<0,05 foi considerado

para indicar diferenca estatisticamente significante em todos os testes.
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5 RESULTADOS

Todos os animais completaram o estudo. Apos o término do experimento e

sacrificio dos animais, cinco pesquisadores analisaram individualmente a presenca
radiografica das variaveis: Reducdo do Espaco Discal na radiografia em VD e L,

Formacdo de Ostedfito anterior, Eslerose da Placa Vertebral e Presenca de
Degeneracédo Discal, através de respostas afirmativas ou negativas (“sim” e “nao”).
Cada categoria avaliada recebeu uma pontuacgao: “0” para auséncia ou “1” para sua

presenca no RX.

A andlise dos dados foi validada pelo teste de Kappa para a concordancia
inter-observador, com um intervalo de confianca de 95%. Os critérios radiogréaficos
de degeneracao discal apresentaram concordancia estatisticamente significativa em

ambos os grupos (Tabela 1).

Tabela 1

Concordancia Radiologica da Degeneracao Discal em Coelhos

Variaveis Grupo 1 Grupo 2
Degeneracao Discal 1,0 (0,781-1,0) 0,815 (0,636-0,994)
Esclerose da Placa Vertebral 0,654 (0,435-0,873) 0,757 (0,578-0,936)
Formacao de Ostedfito 0,345 (0,126-0,564) 0,255 (0,076-0,434)
Reducéo Espaco Discal - VD 0,543 (0,324-0,762) 0,639 (0,461-0,818)
Reducéo Espaco Discal - L 0,459 (0,24-0,679) 0,479 (0,3-0,658)

Valores Kappa (1C95%), p<0,05.

Apbés a validacdo da concordancia interobservadores, a soma da pontuacdo
de cada critério foi convertida para porcentagem, a fim de uniformizar os valores e
permitir comparacdo de grupos com amostras nao-pareadas (G1 = 8, G2 = 12

coelhos). Esses valores foram analisados estatisticamente pelo Teste t de Student,
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como mostram as Tabelas 2 a 7. Nao se observou presenca de qualquer critério de

DD nas radiografias pré-operatorias, tampouco nas pos-operatérias imediatas. Ja na
avaliacdo radiografica apés 4 semanas e 8 semanas PO, a degeneracao discal

ocorreu de forma semelhante nos dois grupos de animais.

Tabela 2 — Total da pontuacéo por critério e porcentagem correspondente.

Tabela 2

Presenca dos critérios radiograficos por nivel apos 4 semanas — L2-L3

Variaveis Grupo 1 Grupo 2
Degeneracao Discal 7/8 (87,5%) 11/12 (91,6%)
Esclerose da Placa Vertebral 6/8 (75,0%) 10/12 (83,3%)
Formacao de Ostedfito 8/8 (100,0%) 11/12 (91,6%)
Reducéo Espaco Discal - VD 7/8 (87,5%) 9/12 (75,0%)
Reducao Espaco Discal - L 4/8 (50,0%) 10/12 (83,3%)

Teste T de Student para avaliacdo da diferenca entre os grupos p = 0,60

Tabela 3 — Total da pontuacao por critério e porcentagem correspondente.

Tabela 3

Presenca dos critérios radiogréaficos por nivel apés 4 semanas — L3-L4

Variaveis Grupo 1 Grupo 2
Degeneracéao Discal 718 (87,5%) 10/12 (83,3%)
Esclerose da Placa Vertebral 718 (87,5%) 11/12 (91,6%)
Formacao de Ostedfito 4/8 (50,0%) 17/12 (58,3%)
Reducédo Espaco Discal - VD 6/8 (75,0%) 9/12 (75,0%)
Reducéo Espaco Discal - L 718 (87,5%) 10/12 (83,3%)

Teste T de Student para avaliacdo da diferencga entre os grupos p = 0,93



Tabela 4 — Total da pontuacao por critério e porcentagem correspondente.

Tabela 4

Presenca dos critérios radiogréaficos por nivel apés 4 semanas — L4-L5

Variaveis Grupo 1 Grupo 2
Degeneracao Discal 7/8 (87,5%) 10/12 (83,3%)
Esclerose da Placa Vertebral 718 (87,5%) 9/12 (75,0%)
Formacéao de Osteofito 5/8 (62,5%) 5/12 (41,6%)
Reducéo Espaco Discal - VD 6/8 (75,0%) 8/12 (66,6%)
Reducao Espaco Discal - L 6/8 (75,0%) 10/12 (83,3%)

Teste T de Student para avaliacdo da diferenca entre os grupos p = 0,43

Tabela 5 — Total da pontuacao por critério e porcentagem correspondente.

Tabela 5

Presenca dos critérios radiogréaficos por nivel apés 8 semanas — L2-L3

Variaveis Grupo 1 Grupo 2
Degeneracéao Discal 718 (87,5%) 11/12 (91,6%)
Esclerose da Placa Vertebral 7/8 (87,5%) 10/12 (83,3%)
Formacéao de Osteofito 8/8 (100,0%) 11/12 (91,6%)
Reducéo Espaco Discal - VD 718 (87,5%) 12/12 (100,0%)
Reducao Espaco Discal - L 7/8 (87,5%) 10/12 (83,3%)

Teste T de Student para diferenca entre os grupos p = 0,99
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Tabela 6 — Total da pontuacao por critério e porcentagem correspondente.

Tabela 6

Presenca dos critérios radiogréficos por nivel apés 8 semanas — L3-L4

Variaveis Grupo 1 Grupo 2
Degeneracao Discal 8/8 (100,0%) 11/12 (91,6%)
Esclerose da Placa Vertebral 7/8 (87,5%) 11/12 (91,6%)
Formacéao de Osteofito 6/8 (75,0%) 1012 (83,3%)
Reducéo Espaco Discal - VD 7/8 (87,5%) 12/12 (100,0%)
Reducéo Espaco Discal - L 7/8 (87,5%) 10/12 (83,3%)

Teste T de Student para diferenca entre os grupos p = 0,63

Tabela 7 — Total da pontuacao por critério e porcentagem correspondente.

Tabela 7

Presenca dos critérios radiogréaficos por nivel apés 8 semanas — L4-L5

Variaveis Grupo 1 Grupo 2
Degeneracéao Discal 7/8 (100,0%) 12/12 (100,0%)
Esclerose da Placa Vertebral 7/8 (100,0%) 12/12 (100,0%)
Formacéao de Osteofito 8/8 (87,5%) 12/12 (100,0%)
Reducéo Espaco Discal - VD 7/8 (100,0%) 11/12 (91,6%)
Reducao Espaco Discal - L 7/8 (100,0%) 10/12 (83,3%)

Teste T de Student para diferenca entre os grupos p = 0,56
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As radiografias de controle evidenciaram bom posicionamento do EIE, n&o

ocorrendo migracao, infeccéo, deiscéncia de sutura ou reacao osteolitica local. Apos

8 semanas de seguimento pdés-operatério, tanto o G1 quanto o G2 apresentaram

critérios radiolégicos de DD nos niveis submetidos ao experimento, sem haver

influéncia do espacador interespinhoso no retardo ou prevencédo da degeneracao

discal (Figuras 14, 15, 16 e 17).
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Figura 14 — Radiografias em incidéncia lateral. A - Coelho n°® 2 (G1) pré-op. B — Coelho n® 2 (G1) 8
semanas PO, com evidéncia de DD nos niveis puncionados: diminuicdo do espaco discal, formacéo
de ostedfitos e esclerose da placa (setas). C — Coelho n°® 11 (G2) pré-op. D — Coelho n° 11 (G2) 8
semanas PO, com evidéncia de DD nos niveis puncionados, incluindo nivel com EIE: diminui¢do do

espaco discal, formacado de ostedfitos e esclerose da placa (setas).

Figura 15 — RX Lateral Direito de coelho G2 na 82 semana PO com formacédo de Ostedfito em

nivel puncionado (seta).
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Figura 16 — RX Lateral Direito (A) e Ventro-Dorsal (B) de coelho G2 na 82 semana PO com

presenca de Esclerose das Placas Vertebrais em nivel puncionado (setas).

Figura 17 — RX Lateral Direito de coelho G1 na 82 semana PO com Diminuicdo do Espaco

Discal no nivel puncionado (seta).
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Ao se comparar isoladamente o DIV que recebeu o Espacador Interespinhoso
(G2 L4-L5) com os demais DIV submetidos a DD, ndo se observou diferenca

estatistica entre os grupos na avaliacao radiografica de 4 e 8 semanas PO (Tabela 8

e 9).

Tabela 8 — Comparacao entre o nivel L4-L5 do grupo experimental (com implante do EIE) em

relacdo aos demais niveis apenas submetidos a DD apds 4 semanas

Tabela 8

Comparacgédo da DD do DIV G2 L4-L5 com demais niveis — 4 semanas PO

Nivel Teste t de Student
G2 L4-L5xG1L2-L3 p =0,40
G2 L4-L5x G1 L3-L4 p=0,49
G2 L4-L5 x G1 L4-L5 p=0,43
G2 L4-L5x G2 L2-L.3 p=0,10
G2 L4-L5x G2 L3-L4 p =0,40

* p<0,05 definido como estatisticamente significante

Tabela 9 — Comparacéo entre o nivel L4-L5 do grupo experimental (com implante do EIE) em

relacdo aos demais niveis apenas submetidos a DD apds 8 semanas

Tabela 9

Comparacédo da DD do DIV G2 L4-L5 com demais niveis — 8 semanas PO

Nivel Teste t de Student
G2 L4-L5xG1 L2-L3 p=0,26
G2 L4-L5xG1 L3-L4 p=0,18
G2 L4-L5 x G1 L4-L5 p =0,56
G2 L4-L5x G2 L2-L.3 p=0,30
G2 L4-L5x G2 L3-L4 p =0,30

* p<0,05 definido como estatisticamente significante
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, desenvolvemos um modelo de Espacador Interespinhoso viavel
para implante em animais experimentais. O uso de cimento PMMA na sua confecgao
facilitou a modelagem e o implante em todos os coelhos, com adequada fixacao

local. Com isso, foi possivel analisar de forma inédita a influéncia do EIE na

degeneracéo discal induzida in vivo.
O experimento de inducdo da DD em coelhos pelo método de puncédo com

agulha foi bem sucedido, de facil realizacdo e alcancou resultados semelhantes a
outros estudos que ja padronizaram a mesma técnica®>>°%,

Os seguintes critérios radiograficos de degeneracdo discal: diminuicdo do
espaco discal nas radiografias de incidéncia ventro-dorsal e lateral, formacdo de
ostedfitos e esclerose da placa vertebral estiveram presentes em 75 a 100% dos DIV

dos animais ap6s 8 semanas da inducdo experimental da DD. Similarmente, os
mesmos achados radiograficos ocorrem em seres humanos que apresentam doenca
degenerativa discal’***2,

Todos 0s animais apresentaram ao menos um sinal radiografico de
degeneracdo discal nas radiografias de 4 e 8 semanas pds-operatérias, havendo
concordancia entre os observadores em todos os critérios analisados. Para validacdo

dos resultados, utilizou-se o teste Kappa, que € uma medida de consenso
interobservadores, e mede o grau de concordancia além do que seria esperado tdo
somente pelo acaso. Essa medida de concordéancia tem valores que variam de 0 a 1,
sendo que “0” representa ndo haver concordancia além do puro acaso, e “1”
representa a concordancia perfeita’.

De acordo com Landis e Koch’®, a concordancia medida pelo Kappa deve ser
interpretada como segue: Kappa <0 nula; de 0 a 0,19 discreta, de 0,20 a 0,39 fraca,
de 0,40 a 0,59 moderada; de 0,60 a 0,79 substancial, e 0,80 a 1,00 concordéancia

quase perfeita.
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Utilizando-se essa interpretacdo para analisar os resultados do estudo, nota-
se que os pesquisadores identificaram a presenca radiografica de Degeneragédo
Discal tanto no Grupo 1 quanto no Grupo 2, ambos com concordancia quase perfeita

interobservadores. Além disso, todos os demais critérios avaliados foram positivos

nos dois grupos, com concordancia interobservadores de moderada a substancial.
Portanto, a andlise radiogréfica da DD apresentou correlagdo confidvel, com valor
estatistico relevante para todos os critérios.

Neste estudo, os coelhos submetidos a cirurgia experimental aceitaram bem o
procedimento assim como o dispositivo implantado. Os animais ndo apresentaram
alteracdo do comportamento ao longo do seguimento pos-operatério. Os estudos in

vivo tém a principal vantagem de determinar como os fatores de risco constitutivos,

ambientais ou biomecéanicos podem iniciar, promover, ou ainda regular as alteracdes
discais™. Em contrapartida, modelos in vitro impedem a andlise do processo de

degeneracdo como um evento complexo, envolvendo diversas estruturas que atuam

de forma inter-relacionada e que exercem papéis fundamentais no resultado final,

sendo Uteis apenas para identificacdo de eventos de curta duracéo’®.

Segundo Lotz*®, animais s&o ferramentas poderosas para o estudo da

trajetéria das alteracbes degenerativas do disco intervertebral, além de revelarem as
relacbes de causa-e-efeito em uma estrutura tdo complexa. O uso do coelho como

modelo animal neste estudo ofereceu caracteristicas vantajosas como baixo custo de
obtencdo e manutencédo, facilidade de manipulacdo do animal em razdo do seu

pequeno porte, além de apresentar tamanho adequado dos DIV para andlise
radiogréfica.

Kroeber et al’’ e Guehring et al”® também escolheram o coelho como
modelo animal para experimentos biomecéanicos da degeneracao discal. No primeiro
estudo, os autores utilizaram um dispositivo de distracdo dinamica que era
implantado externamente na coluna de 32 coelhos previamente submetidos a DD.

Com a ideia de que, durante a aplicacdo do dispositivo, a compressao na coluna

vertebral seria reduzida, acreditava-se que as relagbes mecéanicas da coluna seriam
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alteradas, aumentando por fim a nutricdo do DIV. Esse estudo demonstrou que a

distracdo dinamica leva a um estado de descompressao cronica do AF, causando

metaplasia dos condrécitos, reducdo da morte celular e producdo concomitante de
fibro-cartilagem na substancia do anulo. Essas alteracbes resultaram em
espessamento do disco intervertebral apds 28 dias do experimento, sugerindo a
possibilidade de recuperacao tecidual com a descompresséo do DIV'’.

Ja no segundo estudo, o objetivo foi determinar os efeitos biomecanicos

e as alteracbes na RM da distracdo axial do DIV, e comparar os resultados com
discos submetidos a degeneracdo discal por meio de compressdo. Para o
experimento, utilizou-se o mesmo dispositivo de distracdo dinamica implantado

externamente na coluna de 18 coelhos. Ao final de 28 dias de descompressao do

DIV, observaram-se sinais de reidratacdo do nucleo pulposo nos exames de RM.
Porém, os autores ressalvam: “as conclusdes do nosso estudo ndo devem ser
transferidas em todos os aspectos para a situagcdo humana. Isso se deve

basicamente pelo fato de termos utilizado uma for¢ca de distracdo padronizada no

nosso estudo, enquanto que na pratica clinica a forca de distracdo deve ser
ajustuada individualmente”®.

Ao se compararem o0s experimentos de distracdo dindmica do DIV

degenerado com este estudo da influéncia do EIE na DD, deve-se ressaltar a
diferenca biomecéanica entre um espacador estatico e um distrator dindmico. Os
modelos de EIE disponiveis no mercado pra implante em humanos oferecem um

efeito de descompressao estatica, ou seja, impedem em teoria o colapso do espaco

I67, sem influenciar em movimentos

discal, limitando a extensdo do segmento vertebra
de flexdo, rotacéo axial ou inclinacéo lateral da coluna’.

No presente estudo, o Espacador Interespinhoso néo teve influéncia na
evolucdo da degeneracdo discal nos animais experimentais. Tanto os DIV do G1
guanto do G2 desenvolveram sinais radiograficos de DD, ja identificaveis apés 4
semanas, e ainda mais evidentes ao final das 8 semanas do estudo. Supostamente,

uma diferenca estatistica entre 0s grupos nas primeiras 4 semanas pés-operatorias
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poderia significar um efeito do EIE no retardo da degeneracao discal. Da mesma
forma, caso ocorresse diferenca significante entre os dois grupos na 82 semana do
estudo, ou até mesmo auséncia de sinais radiograficos de DD no segmento que
recebeu o espacador, poderia-se concluir que o dispositivo influenciou na prevencao
da degeneracéo discal.

Neste caso, a auséncia de efeito visivel do EIE na progresséo da DD se
deve, provavelmente, a influéncia de varios outros fatores relacionados a
degeneracdo discal além do fator mecanico. Alteracdes genéticas, bioldgicas,
bioguimicas e fisiolégicas também sdo de fundamental importancia no
desenvolvimento da doenca degenerativa discal, associando-se aos transtornos
biomecénicos na coluna.

Portanto, tentar eliminar isoladamento o fator mecanico por meio do
implante de um Espacador Interespinhoso ndo € suficiente para evitar ou prevenir a
progressdo de uma patologia tdo complexa como a degeneracdo do disco

intervertebral.
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7 CONCLUSAO

O Espacador Interespinhoso nao apresentou influéncia estatisticamente

significante na prevencgao ou retardo da degeneracao discal em coelhos.
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