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RESUMO

Objetivo: Validar a avaliacdo radiografica da degeneragao dis-
cal experimental em coelhos. Métodos: Os discos interverte-
brais lombares de coelhos New Zealand foram puncionados
trés vezes com uma agulha 18G com profundidade limitada
de 5mm, através de abordagem lateral. Foram realizadas ra-
diografias seriadas pré e pds-operatdrias imediatas, e depois
de quatro, oito e 12 semanas do procedimento, com posterior
analise da altura discal, formagdo de osteofito, esclerose da
placa vertebral e presenga de degeneracdo discal. A analise es-
tatistica dos dados foi validada pelo coeficiente de concordan-
cia Kappa, com intervalo de confianca (IC) de 95%. Resulta-
dos: Observou-se diminuigao significativa do espaco discal nas
radiografias em AP apo6s 12 semanas de pds-operatorio, com
Kappa = 0,489 para IC 95% (0,25-0,72) com p < 0,001. Os si-
nais radiograficos de degeneracao discal também apresentaram
valor de Kappa = 0,63 para IC 95% (0,39-0,86) com p < 0,001.
Os demais critérios avaliados tiveram resultados positivos, po-
rém, com menor valor de Kappa. Conclusao: O modelo de de-
generacdo discal em coelhos proposto neste estudo mostrou-se
factivel, com correlagdo radiologica positiva entre as imagens
pré e pos-operatorias, validando a possibilidade de inducao de
degeneragao discal nesse modelo animal para futuros estudos.

Descritores — Espondilose; Disco intervertebral; Radiologia;
Coclhos

ABSTRACT

Objective: To validate radiographic evaluation of a rabbit
model for disc degeneration. Methods: Lumbar intervertebral
discs of New Zealand rabbits were stabbed three times with
a 18G needle at a limited depth of 5mm, through lateral ap-
proach. Serial radiographic images were taken on the early
pre-and postoperative periods, and after four, eight and 12
weeks of the procedure, with subsequent analysis of disc height,
osteophyte formation, endplate sclerosis, and presence of disc
degeneration. The statistical analysis of data was validated
by the Kappa coefficient, with a confidence interval (Cl) of
95%. Results: A significant reduction of disc space was found
on AP X-ray images after 12 postoperative weeks, with Kappa
= 0.489 for CI 95% (0.25-0.72) with p < 0.001. X-ray signs
of disc degeneration also presented Kappa = 0.63 for Cl 95%
(0.39-0.86) with p < 0.001. The remaining assessed criteria
showed positive results, but with a lower Kappa value. Conclu-
sion: The disc degeneration model using rabbits as proposed
in this study was shown to be feasible, with positive X-ray
correlation between pre- and postoperative images, validating
the potential to induce disc degeneration in this animal model
for future studies.
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INTRODUCAO

A degeneragdo discal compreende a alteracdo das
caracteristicas estruturais, biologicas e bioquimicas
do disco intervertebral (DIV)\"), caracterizando-se por
importante perda da rede de proteoglicanos e dgua do
nucleo discal. Isso pode levar a evidéncia clinica de
degeneracdo — razdo do decréscimo da altura discal —
acarretando aumento de carga nas estruturas proximas
a coluna e, finalmente, alterando as suas relagdes me-
canicas®. Histologicamente, ocorre aumento da proli-
feracdo celular com formacao de agrupamentos e, para-
doxalmente, intensificacdo da morte de células — tanto
pelo processo de apoptose, quanto pela necrose teci-
dual®. Altera¢des moleculares também sdo encontra-
das, como a elevacdo na taxa de producdo de citocinas
e enzimas destruidoras de matriz (metaloproteinases
[MMPs])), interleucina-6, 6xido nitrico e prostaglandi-
na E2® além de decréscimo dos seus componentes in-
tracelulares (proteoglicanos), levando a perda gradual
de fluido intradiscal®. Todo esse processo fisiopato-
logico também ¢ caracteristico do envelhecimento hu-
mano normal, havendo relatos de redugdo gradual da
formagdo de cartilagem na placa de crescimento ja a
partir dos 16 anos de idade'®, caracterizando o inicio
da discopatia, entretanto, sem gerar quaisquer mani-
festacdes clinicas. Com sua evolucdo natural, devido
a degeneracao do disco intervertebral, verifica-se que
a coluna passa a apresentar instabilidade progressiva
da regido afetada, conduzindo a uma série de outros
eventos nos demais elementos da unidade funcional
segmentar'”, Destaca-se ainda que a presenca de sin-
tomas relacionados com a DDD (Doenga Degenerativa
Discal) depende da interagdo acumulativa de grande
grupo de fatores, ambientais e ligados aos habitos de
vida, tais como: micro ou macrotraumatismos, ocupa-
¢do profissional, tabagismo e aterosclerose, capazes de
modificar, em certo grau, a progressao natural da de-
generagdo — geneticamente determinada®'V.

No polo oposto, quando sintomatica, a doenca de-
generativa discal manifesta-se por dor lombar cronica,
sendo de extrema importancia epidemioldgica e geran-
do significativos impactos sociais negativos. Diversos
estudos evidenciam sua expressiva prevaléncia, sendo
a segunda maior causa de consulta médica nos Estados
Unidos'*'9. Em todo o mundo, cerca de 60 a 80% das
pessoas terdo dor lombar durante a vida, o que resulta
em até¢ 13 milhdes de consultas médicas pela queixa
citada ao ano, apenas nos Estados Unidos'”. Ainda,
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segundo dados norte-americanos, 20 bilhdes de dolares
ao ano sdo gastos em custos diretos para tratamento
da dor lombar cronica, os quais, somados as despesas
indiretas, geram um montante que ultrapassa os 100
bilhdes de dolares'.

A fim de amenizar esse quadro alarmante, diversos
modelos bioldgicos de tratamento tém sido propostos,
visando futuras aplicacdes de novas tecnologias terapéu-
ticas e/ou preventivas eficazes; contudo, persistem mui-
tas duvidas e falhas na abordagem da DDD, fazendo-se
necessario o desenvolvimento cientifico nessa area. Nes-
se contexto, ganha importancia a utilizagdo de modelos
animais, os quais, embora nao reflitam exatamente as
caracteristicas humanas, apresentam muitas alteragdes
bioquimicas e patoldgicas idénticas as ocorridas nos
humanos'”. Em contrapartida, modelos in vitro impe-
dem 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 tuteis apenas para
identificagdo de processos de curta duragio®?).

Ha a possibilidade da aplicacdo de diferentes mo-
delos animais; escolher qual utilizar depende do obje-
tivo a ser atingido. Cada um deles apresenta vantagens
e falhas proprias, cabendo ao pesquisador avalid-las e
considera-las",

O objetivo deste estudo consiste em, através da com-
binagdo entre as melhores metodologias disponiveis —
animal utilizado, maneira de indug¢do da degeneragao,
profundidade da lesdo, periodo e método de acompa-
nhamento evolutivo e tamanho da amostra — validar o
método de avaliagdo radiografica da degeneracao discal
experimental em coelhos, baseando-se na confiabilidade
interobservador da analise, até entdo ndo realizada em
estudos anteriores.

METODOS

Inducdo da degeneracéo discal

O projeto de pesquisa deste estudo foi avaliado e
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Pontificia Universidade Catolica do Parana sob o n°
252, parecer 180/07, sendo executado de acordo com
as normas da Declaracdo de Helsinque da Associagdo
Médica Mundial.

Para este estudo, foram selecionados 13 coelhos da
raca New Zealand, machos, brancos, pesando entre 3,5
e 4,5kg, com cerca de um ano de idade.
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Cada animal foi submetido a anestesia pré-operato-
ria com administragdo intramuscular de cloridrato de
cetamina a 5% (20-25mg/kg) — passando para via en-
dovenosa, 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.
Apo6s a anestesia, foi obtida uma radiografia pré-ope-
ratoria nas incidéncias ventridorsal e lateral®*%, para
determinar os valores-base para a altura do DIV.

Ap6s indugdo anestésica, os coelhos foram posicio-
nados em decubito lateral direito e submetidos a uma
abordagem lateral retroperitoneal esquerda (cerca de
10cm), expondo a superficie lateral de cinco DIVs lom-
bares consecutivos (L2-L3 a L6-L7). Como controle,
foram deixados o primeiro e o segundo DIVs (L1-L2
e L2-L3) intactos. Apos palpacdo, sob visdo direta do
espaco intervertebral para determinar o nivel dos discos,
as areas a serem puncionadas (1-2mm de diametro) fo-
ram cuidadosamente expostas (Figuras 1 e 2).

Figura 2 — Exposi¢éo dos discos intervertebrais

Os trés DIVs caudais foram puncionados trés vezes
por uma agulha tamanho 18G (Figura 3), com profun-
didade de exatamente 5Smm, controlada através da mol-
dagem em baioneta (Figura 4). A agulha era inserida na
altura central do disco através do anel fibroso dentro do
nucleo pulposo, permanecendo ali por cinco segundos.
O ferimento decorrente do procedimento cirirgico era
intensamente irrigado em toda sua extensao com solucao
salina estéril e fechado com sutura. Apds o término da
sutura, os coelhos eram submetidos a uma nova radio-
grafia da coluna lombar.

Figura 4 — Agulha 18G com moldagem em baioneta

Avaliacao radioldgica

Para avaliar a altura de cada disco, foram realizadas
radiografias de incidéncia ventridorsal (AP) e lateral
(perfil) da coluna lombar logo apoés a cirurgia, e quatro,
oito e 12 semanas depois da intervencdo (Figura 5).
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Foi tomado cuidado para manter um nivel consistente
de anestesia durante a radiografia de cada animal, a
fim obter-se um grau similar de relaxamento muscular
— 0 que poderia afetar a altura do disco no exame de
imagem. Consequentemente, a radiografia pré-operato-
ria e também a pds-operatdria (ambas em alto nivel de
relaxamento muscular) eram sempre usadas como base
de medida. Para diminuir o erro por rotagdo axial da
coluna e por divergéncia do raio, as radiografias foram
repetidas pelo menos duas vezes em cada animal, em
posicao de decubito lateral, com o raio centrado a 4cm
da crista iliaca do coelho.

Figura 5 — Radiografia em perfil no pés-operatoério imediato (POI)
sem alteragfes; apos quatro semanas (4 sem) com evidéncia de
reducdo do espaco discal; e com oito semanas (8 sem) mostran-
do formacéo de ostedfitos e esclerose da placa vertebral

Apbs 12 semanas da cirurgia, os coelhos foram euta-
nasiados com inje¢ao de dose excessiva de pentobarbital
(90mg/kg), tendo suas colunas espinhais coletadas para
realizagdo de andlise histoldgica e determinacdo do grau
de degeneracao.

Para a analise radioldgica das mudangas na altura
do disco, quatro pesquisadores envolvidos no estudo
avaliaram as seguintes variaveis: reducdo do espago
discal na radiografia em AP®%29; redu¢io do espago
discal na radiografia em perfil; formacao de ostedfi-
to anterior; esclerose da placa vertebral e degeneracao
discal. A altura dos discos em experimento foi com-
parada com as de controle e com as radiografias pré
e pos-operatorias, sendo entdo expressa como uma re-
lagdo. As medidas foram realizadas individualmente e
registradas de forma que os avaliadores ndo tivessem
acesso as demais analises.
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Andlise estatistica

Ap6s a analise individual das radiografias, foi rea-
lizada a validagdo estatistica dos resultados para ava-
liagdo e graduagdao de modelo de degeneracdo discal
em coelhos através do coeficiente Kappa ajustado pela
prevaléncia através da abordagem baseada no teste do
qui-quadrado para adequagdo do ajuste. O Kappa ¢
uma medida de concordancia interobservador e mede
o grau de concordancia além do que seria esperado
tdo-somente pelo acaso. Essa medida de concordancia
tem valores que variam de 0 a 1; O representa ndo ha-
ver concordancia além do puro acaso e 1 representa a
concordancia perfeita®”. A concordancia medida pelo
Kappa seguira a orientacdo de interpretagcdo publica-
da por Landis e Koch®®: 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 — substancia;l e 0,80 a 1,00
— concordancia quase perfeita.

RESULTADOS

Dos 13 coelhos selecionados para a pesquisa, 12
completaram todas as etapas do estudo; um foi a obito
durante o seguimento pos-operatorio, nao sendo consi-
derados seus resultados.

Apos o término do experimento e eutanasia dos ani-
mais, quatro pesquisadores do estudo analisaram indi-
vidualmente as variaveis: redu¢do do espaco discal na
radiografia em AP e perfil, formagdo de osteofito ante-
rior, eslerose da placa vertebral e presenca de degenera-
¢ao discal, através de respostas afirmativas ou negativas
(“sim” e “nao”) para cada categoria avaliada.

A analise estatistica dos dados foi validada pelo
coeficiente de concordancia Kappa, com intervalo de
confianga de 95% (IC 95%).

A reducdo do espaco discal na radiografia em AP
apresentou valor de Kappa = 0,489 para IC 95% (0,25-
0,72) com p < 0,001. A redugdo do espacgo discal na
radiografia em perfil apresentou valor de Kappa = 0,261
para IC 95% (0,03-0,49) com p < 0,027. A formacao de
osteofitos anterior apresentou valor de Kappa = 0,385
para IC 95% (0,15-0,61) com p < 0,001. A esclerose
da placa vertebral apresentou valor de Kappa = 0,329
para IC 95% (0,09-0,56) com p < 0,005. A degeneracao
discal apresentou valor de Kappa = 0,63 para IC 95%
(0,39-0,86) com p < 0,001.

Utilizando-se a interpretagdo de Landis e Koch®®
para os valores de Kappa, temos que a avalia¢ao radio-
grafica de degeneracdo discal pelos observadores do
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estudo apresentou concordancia substancial, ou seja,
tem correlagdo confiavel, com valor estatistico relevan-
te. A reducdo do espaco discal nas radiografias em AP
apresentou concordancia moderada, também se mos-
trando um bom pardmetro de avaliacao e validacao do
resultado. A reducdo do espaco discal nas radiografias
em perfil, assim como a formacgao de ostedfito anterior e
a esclerose da placa vertebral, apresentou concordancia
fraca; embora sejam resultados positivos apropriados,
apresentam menor intensidade de concordancia intero-
bservadores na validagdo do modelo de degeneracao
discal dos coelhos (Tabela 1).

Tabela 1 — Concordancia radiolégica para modelo de degene-
racéo discal em coelhos

Variaveis Kappa (IC 95%) Concordancia
Redugéo espago discal AP 0,489 (0,26-0,72) MODERADA
Redugéo espago discal P 0,261 (0,03-0,49) FRACA
Formagao ostedfito anterior 0,385 (0,15-0,61) FRACA
Esclerose placa vertebral 0,329 (0,09-0,56) FRACA
Degeneragéo discal 0,63 (0,39-0,86) SUBSTANCIAL

Fonte: Laboratério de Lesées Medulares e Trauma Experimental

DISCUSSAO

Mesmo ap6s intmeros trabalhos®?->% utilizando
modelos animais, ndo existe consenso entre os autores
quanto ao modelo animal ideal para o estudo da DDD,
bem como das formas de andlise necessarias para com-
provacdo da eficacia do modelo, o que permitiria o
inicio da extrapolag@o dos resultados para os seres hu-
manos. Rousseau et al® utilizaram DIVs lombares e
caudais de ratos, provocando a lesdo por incisdes feitas
com lamina n° 11 de bisturi e analisando quanto a his-
tologia, produgdo de citocinas, capacidade funcional e
propriedades biomecanicas. Kim et al®” compararam
diversos modos de indugdo de degeneracao em coelhos,
utilizando injegdes intradiscais de Camptothecin (agen-
te apoptdtico), aspiracdo do nucleo pulposo e pungdo
do anulo fibroso com agulhas n° 18 e 21, em diferen-
tes niveis lombares, analisando através de ressonancia
magnética (altura discal) e quanto ao contetdo liquido
final do nucleo. Masuda et al® formaram pequenos
grupos experimentais, comparando a degeneragdo ge-
rada a partir de pungdes com agulhas n° 16, 18 e 21,
além da pung¢do com lamina n° 11, avaliando os resul-
tados por meio de radiografias, ressonancia magnética
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e caracteristicas histologicas. Finalmente, Kroeber et
al® aplicaram um dispositivo intersomatico externo
gerador de carga na coluna lombar de coelhos, verifi-
cando os DIVs quanto a rigidez, altura, morfologia ¢
viabilidade celular. Ainda, outro importante ponto em
relagdo aos modelos animais de DDD fundamenta-se
na profundidade da lesdo gerada no DIV, o que alte-
raria significativamente os resultados, uma vez que se
correlaciona diretamente com a geracao de dor, de ma-
neira semelhante a patofisiologia humana. Aoki et al®”
compararam os efeitos de diferentes profundidades de
puncao, analisando-os imunoistologicamente e por res-
sonancia magnética.

Dessa forma, verifica-se que, mesmo com a existén-
cia de modelos animais de degeneragdo discal, ndo ha
consenso entre os estudos, havendo grandes variagoes
metodologicas e de resultados.

Trabalhos experimentais baseados em modelos
animais precisam considerar diversos fatores para que
seus resultados sejam confiaveis. Inicialmente, a esco-
lha do animal para composi¢do do modelo € crucial,
devendo-se, nesse caso, considerar pontos como: dis-
ponibilidade, custo de aquisi¢do, facilidade de manu-
seio, apresentacdo de DIV de facil acesso cirargico e
de tamanho adequado para o procedimento proposto,
além da presencga de caracteristicas metabdlicas pro-
prias que resultem em inicio rapido da degeneragdo
discal produzida e que permita analises posteriores
seguras®®. Dentro de nossa realidade, encaixaram-se
nessas condi¢gdes dois modelos animais: camundongo
e coelho. Confrontando-os, observou-se que coelhos
apresentam maiores vantagens por ter discos de di-
mensdes maiores, acesso cirurgico facilitado e maior
facilidade quanto a avaliacdo das lesdes; ainda, mes-
mo que camundongos tenham maior quantidade de
discos — caracteristica bastante importante nesse tipo
de estudo — a biomecéanica dos discos caudais impede
seu uso pela extrema diferenga em comparacdo com a
do homem®2. O modelo animal adotado para esta
pesquisa apresentou vantagens quando comparado
com a utilizacdo de animais de maior ou menor por-
te, tais como ovelhas ou ratos®’). Em contraste com
o estudo em ratos, o comportamento biomecanico da
coluna lombar do coelho ¢ mais semelhante ao do hu-
mano, em razao da presenga de articulagdes facetarias
e musculatura paravertebral®. Além disso, as placas
de crescimento dos corpos vertebrais de coelhos ma-
duros da raga New Zealand estdo fechadas, ao contra-
rio dos ratos®®, havendo também maior dificuldade
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técnica de realizar radiografias confidveis nesse ani-
mal®. Quando comparado com espécies animais de
maior porte, o coelho também apresenta vantagens,
tais como sua facil obtencao, baixo custo de aquisi¢ao
e de manutengio®?.

Quanto ao método de inducdo de degeneragao discal,
a partir da comparagdo dos estudos, verificou-se a pro-
dugdo de modelos de degeneragdo lenta e de moderada
intensidade através da pungdo com agulha 18G®?%?%, Se-
guindo-se a condi¢do preestabelecida, somada a profun-
didade limitada de Smm, descrita como ideal por Aoki
et al®, verificou-se, nesse estudo, a geragdo de altera-
¢Oes evidentes nas radiografias de controle, compativeis
com as modificagdes observadas na degeneracao discal
intervertebral ocorrida em humanos®-3%-33),

Todos os aspectos radiograficos avaliados neste es-
tudo apresentaram correlagdo estatistica positiva para a
validagdo do modelo de degeneragdo discal em coelhos.
A redugdo do espaco discal na radiografia em AP foi a
alteracdo mais evidente nas imagens apos 12 semanas
da inducao da degeneragdo discal por agulha — resultado
semelhante ao de outros trabalhos da literatura®*3.

A analise radiografica em 12 semanas pos-operato-
rias mostrou alteragdes evidentes na estrutura do disco
intervertebral, tais como a diminui¢do do espago discal,
formacdo de osteofitos, presenca de esclerose da placa
vertebral e evidéncia de degeneracao discal, concordante
entre os observadores, com correlagdo estatistica vali-
dada. Kim et al®”, Masuda et al® e Sobajima et al®®
obtiveram resultados semelhantes da inducao de dege-
neracao discal em coelhos através de puncdo por agulha,
mostrando-se um método eficaz, de facil realizagdo ¢
menor taxa de complicagdes quando comparado com
outras técnicas descritas®*3+39),

A aplicacdo de um método seriado de acompanha-
mento evolutivo destaca-se na literatura. Uma vez que
a DDD apresenta caracteristicas proprias de acordo com
0 estagio em que se encontra, ha grande necessidade de
avaliagdes periodicas. Verifica-se, em outros estudos, a
aplicacdo da ressonincia magnética nesse processo>3%,
Entretanto, a partir da analise radiografica, permitiu-se
a diferenciagdo estatisticamente confidvel entre a pre-
senc¢a/auséncia de degeneragao discal, utilizando-se uma
tecnologia de maior acessibilidade, menos dispendio-
sa e que requer menor infraestrutura. De semelhante
modo, o periodo uniforme de avaliagdo seriada permitiu
a verificagdo final de resultados significativos quanto a
presenca de degeneragdo.
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Esse tipo de estudo apresenta caracteristica especial
devido ao tamanho da amostra, estando baseada no nu-
mero absoluto de discos e ndo na quantidade de animais
utilizados, sendo cada disco uma variavel independente
quanto ao critério absoluto de presenca ou auséncia de
degeneragao. Muitos resultados apresentados nos mode-
los animais para DDD baseiam-se em pequenas amos-
tras, algumas vezes subdivididas em grupos de acordo
com diferentes métodos de indug@o de degeneragao dis-
cal aplicados em cada segmento. Kim et al®? utilizaram,
ao total, nove DIVs para cada metodologia experimental
empregada; Kroeber et al*® desenvolveram seu modelo
com 33 animais; entretanto, cinco compuseram o grupo
controle e os 28 restantes foram divididos em grupos,
sofrendo eutanasia seriada, restando apenas sete exem-
plares com o periodo evolutivo completo de dois me-
ses, diminuindo a expressividade da analise evolutiva;
Rousseau et al®, mesmo tendo empregado um niimero
expressivo de animais experimentais (ratos), também
tiveram sua amostra dividida por eutanasia seriada, sen-
do o tempo maximo de 28 dias. Diferentemente, esse
estudo realizou a analise de 60 DIVs, todos submetidos
a um procedimento uniforme de indugdo de degenera-
¢do discal e tendo sido acompanhados seriadamente sob
condicdes idénticas, gerando um niimero expressivo em
relagdo ao apresentado na literatura.

Sendo assim, os resultados apresentados possibilitam
a realizacdo de estudos futuros visando a estratégias
terapéuticas para a DDD, com destaque a sua potencial
aplicacdo direta no estudo de terapias celulares.

CONCLUSAO

O modelo de degeneragao discal em coelhos pro-
posto neste estudo mostrou-se factivel, com correlagao
radioldgica positiva entre as imagens pré e pos-opera-
torias, validando a possibilidade de indugao de degene-
racdo discal neste modelo animal para futuros estudos
e comprovando o papel da radiografia na identifica¢dao
da degeneragao discal.
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