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Experimental model to study intervertebral disc herniation
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RESUMO

Objetivo: Apresentar um modelo experimental de
hérnia de disco e sua validacao para estudo da hi-
peralgesia mecanica e térmica produzidas pelo con-
tato do niicleo pulposo (NP) com as estruturas ner-
vosas envolvidas nessa afeccio. Métodos: Foram
utilizados ratos Wistar, sendo o NP autologo retira-
do da regido sacrococcigea e depositado sobre a
dura-mater, raiz nervosa ou ganglios das raizes dor-
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sais L4, L5 ou L6. Os experimentos foram divididos
em quatro etapas: 12) determinacao da estrutura
nervosa mais sensivel ao contato com o NP; 22) iden-
tificacdo do melhor nivel lombar para a inducao da
hiperalgesia; 32) determinacido da auséncia de le-
sao motora; e 42) determinacao da influéncia do
procedimento ciriirgico no desenvolvimento do pro-
cesso inflamatorio. A hiperalgesia foi avaliada nos
testes de von Frey eletronico e de Hargreaves e a
funcdo motora, pelo teste de rota-rod. Resultados:
O NP induziu hiperalgesia de maior intensidade na
pata quando em contato com o ganglio da raiz dor-
sal (GRD) do que em contato com a dura-mater ou
a raiz nervosa. Quando em contato com o GRD-LS5,
o NP induziu hiperalgesia ainda maior que a indu-
zida pelo contato com os GRDs L4 e L6. Nao foram
observadas lesio motora e influéncia do processo
inflamatorio cirirgico sobre a hiperalgesia. Con-
clusd@o: O GRD é a estrutura mais sensivel aos com-
ponentes do NP para a producao da hiperalgesia,
sendo o quinto nivel lombar o que apresentou maior
alteracao nas sensibilidades mecénica e térmica ava-
liadas na pata dos animais, de acordo com os méto-
dos utilizados.

Descritores — Coluna vertebral; Disco intervertebral; Dor
lombar; Hiperalgesia; Deslocamento do dis-
co intervertebral; Ratos Wistar

ABSTRACT

Objective: The purpose of this study is to present an
experimental model of disc herniation and to validate
such model to study mechanic and thermal
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hyperalgesia produced by the contact of the nucleus
pulposus (NP) with nerve structures involved in this
condition. Methods: The authors used Wistar rats, the
autologous NP  being  removed  from  the
sacrococcygeal region and deposited on the dura
mater, nerve root, or L4, L5, or L6 dorsal root ganglia.
The experiments were divided into four steps: 1)
determining the nerve structure that is the most
sensitive to the contact with NP; 2) identifying the best
lumbar level to induce hyperalgesia; 3) determining
absence of a motor lesion; and 4) determining the
impact of the surgical procedure upon the
inflammatory process. Hyperalgesia was evaluated
by the von Frey electronic test and the Hargreaves
test, and the motor function was evaluated by the
rota-rod test. Results: NP induced higher intensity
hyperalgesia in the paw when it was in contact with
the dorsal root ganglion (GRD) than when it was in
contact with the dura mater or the nerve root. Contact
with GRD-L5, led NP to induce even higher
hyperalgesia than that induced in the contact with L4
and L6 GRDs. No motor lesion and impact of the
surgical inflammatory process on hyperalgesia were
observed. Conclusion: GRD is the structure that is
most sensitive to NP components to produce
hyperalgesia, the fifth lumbar level being that showed
the greatest change in the mechanic and thermal
sensitivities evaluated in the paws of the animals,
under the methods used.

Keywords — Spine; Intervertebral disk; Low back pain;
Hyperalgesia; Intervertebral disk
displacement; Ratos Wistar

INTRODUCAO

O quadro clinico da hérnia do disco intervertebral
foi descrito por Mixter hd mais de 70 anos”. Entre-
tanto, os mecanismos fisiopatolégicos basicos partici-
pantes da génese dos sintomas relacionados com as
raizes nervosas envolvidas nessa doeng¢a ainda nao
estdo totalmente esclarecidos.

A manifestacdo clinica da hérnia de disco lombar
estd diretamente relacionada com as alteragdes fisio-
patolégicas dos nervos das regides lombar e sacral.

Sua expressao clinica pode ser dor e disfuncio da raiz
nervosa afetada, sendo as principais caracteristicas: a
dor irradiada no trajeto nervoso acometido, disfuncdo
nervosa, alteragdes motoras, sensitivas e dos reflexos
relacionados com a respectiva raiz4.

Os estudos realizados indicam que os sintomas da
hérnia de disco lombar estdo associados com o fator
mecanico da compressdo da raiz nervosa pelo frag-
mento do disco intervertebral herniado e pela ativida-
de biolédgica e bioquimica dos componentes do disco
intervertebral que entram em contato com o tecido
nervoso“®,

A participag@o desses componentes do disco inter-
vertebral na inducdo da dor da raiz nervosa tem sido
clinica e experimentalmente demonstrada, tendo sido
observado que a presenca do nucleo pulposo torna o
tecido nervoso sensivel a deformagdo mecanica®?. A
avaliacdo da dor nos modelos experimentais disponi-
veis € mais dificil e tem sido baseada na avaliacdo da
resposta comportamental a estimulos térmicos e me-
canicos de alta intensidade'?.

O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvi-
mento de um modelo experimental para estudo das al-
teracdes nervosas provocadas pelos componentes do
disco intervertebral, na auséncia de compressdo me-
cénica da raiz nervosa e com énfase no aumento da
sensibilidade a dor.

METODOS

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando en-
tre 220g e 250g, fornecidos pelo Biotério Central da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. Os pro-
cedimentos cirdrgicos e os testes comportamentais
foram realizados no periodo das 8:00h as 17:00h Os
experimentos foram realizados de acordo com as Nor-
mas Internacionais de Etica para a utiliza¢do de ani-
mais de laboratério.

Os animais foram anestesiados por meio da injecao
intraperitoneal (i.p.), com solu¢@o de cetamina (Keta-
mina Agener® a 10%), na dose de 0,1ml por 100g de
peso corpéreo dos ratos, xilazina (Anesedan® a 2%),
na dose de 0,07ml por 100g de peso e fentanil (Fenta-
nest® a 5%) na dose de 0,001 ml por 100g de peso. Em
todos os animais foi administrada no pré-operatdrio
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dose unica de Pentabiotico Veterindrio (benzilpenici-
lina benzatina) 600.000U1, benzilpenicilina procaina
300.000u1, benzilpenicilina potassica 300.000UI, sul-
fato de dihidroestreptomicina 250mg e sulfato de es-
treptomicina 250mg (Pentabidtico Veterindrio Peque-
no Porte®) por via intramuscular, na dose de 0,1ml
para cada 100g de peso corpdreo do rato.

O modelo experimental proposto no estudo consis-
tiu na retirada do nidcleo pulposo (NP) da cauda do
animal, colocag@o sobre diferentes estruturas na re-
gido lombar (dura-mater, ganglio da raiz dorsal e raiz
nervosa) e avaliacdo dos parametros indicativos de hi-
peralgesia mecanica e térmica. O estudo foi realizado
em quatro etapas: na 12, o NP foi colocado sobre o gan-
glio da raiz dorsal (GRD), sobre a dura-méter ou sobre
o nervo espinal, seguida da avaliacdo da intensidade
da hiperalgesia, com o objetivo de determinar qual es-
trutura € mais sensivel ao contato com os elementos
do NP; na 22, o NP foi colocado sobre 0 GRD em trés
diferentes niveis da coluna lombar (L4, L5, L6), para

verificar qual nervo seria mais suscetivel as alteracdes
induzidas pelo contato com o NP; na 3, a hiperalgesia
da pata traseira induzida pelo contato do NP foi com-
parada com a sensibilizag@o induzida pelo contato de
um tecido inerte (tecido gorduroso); e na 44, confir-
macdo da auséncia de comprometimento neurolégico
no modelo experimental e valida-lo.

A retirada do nucleo pulposo (NP) do disco interver-
tebral foi realizada na regido sacrococcigea (base da
cauda do rato) por meio de incis@o na linha média da
regido de transi¢do entre a quarta vértebra sacral e a
primeira vértebra coccigea. O disco intervertebral foi
bilateralmente exposto e, por meio de incisdo trans-
versal sobre o anel fibroso, o NP foi retirado. O mate-
rial gelatinoso do NP foi coletado, pesado em balanca
de precisdo (peso de 4 a Spug em média) e, em seguida,
depositado no local determinado para o estudo (dura-
madter, GRD ou raiz nervosa). Apds o procedimento, a
ferida cirdrgica foi suturada em um dnico plano, abran-
gendo a fascia muscular e a pele (figura 1).

Figura 1 - Exposig¢ao do corpo e discos intervertebrais da regido sacrococcigea (A) e remocao do
nucleo pulposo (NP) (B); exposicdo do GRD da regido lombar da coluna vertebral (C) e deposicao
do fragmento do NP sobre o GRD (D).
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A cirurgia para a colocacdo do contetido do NP so-
bre os tecidos nervosos foi realizada com o auxilio de
lente 6tica, com magnificagdo do campo de observa-
cdo de 10 vezes. Por meio de laminectomia parcial
hemilateral a direita e retirada do processo transverso
vertebral no nivel estabelecido, as estruturas (dura-
mater, GRD ou raiz nervosa) eram expostas e o conteu-
do do NP, depositado (figura 1).

Nos animais do grupo-controle (falso-operados), os
procedimentos de retirada do NP e reproducao de hér-
nia de disco foram realizados da mesma forma, porém
0 NP nio foi depositado sobre as estruturas nervosas.
Dessa maneira, as condigdes cirirgicas experimentais
entre os grupos foram mantidas.

A avaliac@o da hiperalgesia foi realizada por meio
da observagdo dos reflexos motores e sensitivos, sen-
do a avaliacdo motora feita pelo teste de “rota-rod” e,
a sensitiva, pelos testes de hiperalgesia mecanica (tes-
te de pressao crescente da pata — von Frey eletronico)
e térmica (teste plantar de Hargreaves). Os parame-
tros foram medidos por um avaliador independente que
ndo possuia conhecimento do tipo de procedimento
cirurgico realizado nos animais.

TESTE DE PRESSAO CRESCENTE NA PATA DE RATOS (VON
FRrREY ELETRONICO) — A hiperalgesia mecénica foi ava-
liada por meio do teste de pressdo crescente na pata de
ratos, denominado de teste von Frey eletronico (teno-
cicepgao)V. O método consiste no uso de um aneste-
sidmetro eletrénico (modelo 1601C, Life Science Ins-
truments®), o qual possui um transdutor de forga
conectado a um contador digital de for¢a expressa em
gramas (g). A precisdo do aparelho é de 0,1g e o0 mes-
mo ¢ calibrado para registrar forca mdxima de 150g,
mantendo a precisdo de 0,1g até a forca de 80g. O
contato do transdutor de for¢a com a pata € realizado
por meio de uma ponteira descartavel de polipropile-
no com 0,5mm de didmetro adaptada ao transdutor.
Os animais sdo colocados em caixas de acrilico, me-
dindo 12 x 20 x 17cm, cujo assoalho consiste de uma
rede de malha igual a Smm?, constituida de arame nao
maledvel de 1mm de espessura, durante 15 minutos
antes do experimento, para adaptacdo ao ambiente.
Espelhos posicionados 25cm abaixo das caixas de ex-

perimentac¢do facilitam a visualizacio das plantas das
patas dos animais. O experimentador aplica, por entre
as malhas da rede, for¢a linearmente crescente no cen-
tro da planta da pata do rato até que o animal produza
uma resposta de retirada e “sacudida” da pata estimu-
lada. Os estimulos s@o repetidos até seis vezes, em geral
até que o animal apresente tré€s medidas similares com
uma nitida resposta de “sacudida” apds a retirada da
pata. A intensidade da hiperalgesia é entdo quantifi-
cada como sendo a variagcdo na forca (A de reagdo
em gramas) obtida subtraindo-se a média dos trés
valores expressos em gramas (for¢a) observada antes
do procedimento experimental (zero hora ou estado
basal) da média de trés valores em gramas (forga)
ap6s a administracdo de estimulos hiperalgésicos ou,
no presente caso, a realiza¢do dos procedimentos ci-
rurgicos, nos tempos determinados pelos protocolos
definidos.

TESTE DE HIPERALGESIA TERMICA DE HARGREAVES (PLANTAR
TEST) — A avaliacdo da hiperalgesia térmica foi realiza-
da por meio do teste plantar de Hargreaves et al'”.
Esse teste consiste no aquecimento, por meio de fonte
de luz infravermelha dirigida, da regido plantar da pata
traseira do rato, até que o animal apresente o compor-
tamento da retirada da pata ou o aquecimento da pata
atinja o limite de tempo predeterminado (tempo de
corte de 12 segundos).

Os animais sdo colocados em compartimentos de
acrilico individual e posicionados sobre uma superfi-
cie de vidro especial, que permite a passagem de for-
ma homogénea da luz e do calor, durante cinco minu-
tos, para adaptacdo ao ambiente. Apds esse periodo,
uma fonte de luz infravermelha, colocada sob cada uma
das patas traseiras do animal, é acionada juntamente
com um crondmetro eletrdnico, até que o animal reti-
re a pata, quando, entdo, a fonte de luz e o relégio
param automaticamente.

Sao realizadas trés medidas com intervalo de tempo
de 5 a 10 min. As medidas de laténcia de retirada da
pata sdo entdo expressas como avaliagdes percentuais
relativas as patas-controle (contralaterais) em cada tem-
po de observacdo. Na situacdo em que o animal ndo
apresenta reacgdo, ¢ estipulado um tempo limite maxi-
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mo de corte do experimento de 12 segundos para a
preservagdo da sua integridade fisica.

TESTE DE ROTA-ROD — A avaliacao motora foi realiza-
da por meio do teste de rota-rod, metodologia descrita
por Kuribara et al'®. O aparelho de rota-rod consiste
basicamente de um cilindro distante 7cm da superfi-
cie da mesa, que gira a velocidade constante movido
por um motor e regulado para o modo de velocidade
constante de 18rpm. Para manter-se sobre cilindro gi-
ratdrio, o animal necessita locomover-se, de modo que
a capacidade locomotora pode ser entdo quantificada
cronometrando-se o tempo de permanéncia do rato
sobre o cilindro. Durante o estudo, os animais foram
avaliados no dia anterior ao das cirurgias, para que
ocorresse habituagdo e aprendizado, e em dias poste-
riores, para avaliagdo da funcdo motora.

ETAPAS EXPERIMENTATS — 12 etapa — Essa etapa foi rea-
lizada para estudar a reacdo das estruturas nervosas
(raiz nervosa, dura-méter e GRD) quando em contato
com o NP. Foram utilizados 20 animais divididos em
quatro grupos experimentais, sendo cada grupo expe-
rimental formado por cinco animais (N = 5). Todos os
grupos foram submetidos ao tratamento cirirgico, sen-
do o NP depositado em diferentes estruturas nervosas:
raiz nervosa, dura-mdter ou GRD. No grupo controle,
foi realizada apenas a abordagem ciridrgica, sem de-
posicdo do NP. Os animais foram avaliados pelos mé-
todos de von Frey eletronico e Hargreaves, trés, sete,
14,21, 28, 36, 42 e 49 dias ap6s o procedimento cirdr-
gico. 24 etapa — Esses experimentos foram realizados
para estabelecer qual raiz nervosa (L4, L5, L6) seria
mais sensivel aos métodos de avaliacao de hiperalge-
sia utilizados. Vinte animais foram divididos em qua-
tro grupos experimentais, sendo cada grupo formado
por cinco animais. Todos os grupos foram submetidos
ao tratamento cirtrgico; o conteido do NP foi coloca-
do sobre os GRDs em diferentes niveis da coluna lom-
bar do animal (L4, L5 e L6). No grupo controle foi rea-
lizada a abordagem cirdrgica das estruturas, porém sem
a deposi¢do do NP. Os animais foram avaliados pelos
métodos de von Frey eletronico e Hargreaves, trés, sete,
14,21, 28,36, 42 e 49 dias apds o procedimento cirdr-
gico. 32 etapa — Apds a determinacdo da estrutura ner-
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vosa que apresentava maior sensibilidade quando em
contato com o NP, foi realizado um experimento com-
plementar para avaliar se as mudancas no limiar hipe-
ralgésico eram resultado da reag@o inflamatoria cau-
sada pelo procedimento cirtrgico ou do contato com
os componentes do NP. Foram utilizados 20 animais,
divididos em dois grupos experimentais formados por
10 animais. Ambos os grupos foram submetidos ao
tratamento cirdrgico; em um dos grupos, foi deposita-
do o contetiido do NP sobre o GRD-L5 e, no outro gru-
po, foi realizado o procedimento cirtdrgico e deposita-
do tecido gorduroso sobre o GRD. Os animais foram
avaliados pelos métodos de von Frey eletronico e Har-
greaves trés, sete, 14, 21, 28, 36, 42 e 49 dias apds o
procedimento cirdrgico. 44 etapa — Esta etapa foi rea-
lizada para confirmar a auséncia de lesdo motora no
modelo cirurgico utilizado. Assim, apds os procedi-
mentos cirdrgicos, foi feita avaliacdo motora dos ani-
mais no teste de rota-rod. Foram utilizados 20 animais,
divididos em quatro grupos experimentais com cinco
animais em cada grupo. Os grupos foram formados de
acordo com o tipo de procedimento realizado: grupo I
— animais submetidos a cirurgia para reprodugdo da
hérnia de disco, com o contetido do NP sendo deposi-
tado sobre o GRD-LS5; grupo II — cirurgia para reprodu-
¢a0 da hérnia de disco, com lesdo mecanica por esma-
gamento do GRD-L5; grupo III — grupo controle,
animais normais e ndo operados; grupo IV — grupo
controle operado, submetido ao procedimento cirtr-
gico para reproducgdo da hérnia de disco, porém sem a
deposicao do conteido do NP. Os animais foram ava-
liados por meio do teste de avaliacio motora (rota-
rod) trés, sete e 14 dias apds o procedimento cirtrgi-
co.

ANALISE ESTATISTICA — Os resultados foram expres-
sos como média e erro padrao da média (EPM) de pelo
menos cinco animais por grupo (com excecao do ex-
perimento 4¢, no qual a resposta induzida pelo contato
com o nucleo pulposo foi comparada com a reagdo
induzida pelo tecido gorduroso. Nesse experimento
foram utilizados 10 animais). A andlise das curvas
obtidas foi feita por andlise de varidncia ANOVA one-
way, seguida por teste de Bonferroni para as compara-
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¢Oes multiplas, ou teste ¢ de Student, para dados nao-
pareados, tendo sido considerados como significati-
vos os valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados de acordo com as
etapas realizadas.

Os dados correspondentes a 12 etapa, realizada para
identificagdo da estrutura nervosa mais sensivel ao
contato com o NP, estao representados no grafico 1. Foi
verificado que tanto a hiperalgesia mecénica quanto a
térmica, provocadas pelo contato com o NP com 0 GRD,
apresentaram maior intensidade quando comparadas
com as induzidas pelo contato do NP com as demais
estruturas nervosas, em todos os periodos de observa-
cdo (gréfico 1).

Imediatamente apds os procedimentos cirdrgicos, um
periodo inicial de maior intensidade de sensibilidade
da pata dos animais foi observado nos dois métodos
comportamentais, periodo que foi declinando até o
ultimo dia de medida (49¢ dia). Entretanto, mesmo com
essa alteracdo na hiperalgesia da pata traseira, os ani-
mais que tiveram o NP colocado sobre o GRD foram os
que apresentaram maior sensibilizacdo, enquanto os
outros grupos ndo diferiram estatisticamente entre si.

A von Frey eletronico

50+
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10+

Intensidade de hiperalgesia
(A do limiar de estimulo mecénico em gramas)

T T T T T T T T

03 07 14 21 28 35 42 49
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Grupos experimentais: -~~~ NP sobre 0 GRD A

NP sobre a dura-mater

Com relacdo a 22 etapa, realizada para determinar
qual nivel lombar € mais sensivel aos métodos de ava-
liacdo de hiperalgesia utilizados, os dados obtidos es-
tao representados no grafico 2.

A intensidade da hiperalgesia térmica (grafico 2) no
grupo de animais em que o nivel L5 (GRD-L5) foi esti-
mulado apresentou comportamento distinto em relacao
aos demais grupos (GRD-L4, GRD-L6 e grupo controle)
ao longo do periodo de tempo de observacgdo. Além dis-
s0, a hiperalgesia térmica nos grupos GRD-L4, GRD-L6 €
controle parece nao ter diferido estatisticamente duran-
te o periodo de observacdo. Mais ainda, ndo foi verifi-
cada redu¢do acentuada da hiperalgesia térmica a partir
do 14¢ dia de avalia¢do no grupo GRD-L5.

Em relacdo a avaliacdo da sensibilidade a estimula-
¢do mecanica, a diferenca na hiperalgesia mecanica
(gréfico 2) apresentada pelos grupos GRD-L4 e GRD-L6
ndo foi significativa. Contudo, diferiu estatisticamen-
te do grupo controle e do grupo GRD-LS, o qual apre-
sentou hiperalgesia mais intensa.

Os resultados obtidos na 32 etapa estdo representados
no grafico 3. A avaliacdo da hiperalgesia por meio dos
dois diferentes métodos mostrou diferenca entre o gru-
po no qual o NP foi colocado sobre a raiz (grupo NP) e o
grupo no qual foi depositado tecido gorduroso. No gru-

B Hargreaves
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% do valor basal)
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+ Grupo controle
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Grafico 1 - Representacao da variacao na intensidade de hiperalgesia, avaliada pelos métodos de von Frey eletrénico (painel A) e
Hargreaves (painel B), durante sete semanas (49 dias) apds a deposigao do nucleo pulposo sobre o ganglio da raiz dorsal (GRD) (m),
sobre a dura-mater (A) ou sobre a raiz nervosa (V). Os resultados estao expressos como a média + EPM de cinco animais. * p < 0,05
quando comparados com o grupo-controle falso-operado (0) (ANOVA seguida do teste de Bonferroni).
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po NP, foi observada pequena reducio na intensidade da Os dados verificados na 42 etapa estdo representa-
hiperalgesia (tanto mecénica quanto térmica) ao longo  dos no gréfico 4, tendo sido observado que, ao contra-
do periodo, enquanto que no grupo de animais que tive-  rio do grupo de animais nos quais foi provocada lesdao
ram tecido gorduroso depositado sobre a raiz nervosa  mecanica do GRD-L5, houve auséncia de comprometi-

essa reducdo foi menos intensa (gréfico 3). mento motor causado pelos procedimentos cirdrgicos
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A von Frey eletrénico B Hargreaves

o1
o
]

60—

50

N
o
1

40-

w
S
1
i
H *
*
*

30

HH

N
o
1

20+

3
L
Intensidade de hipealgesia

(A do limiar de estimulo térmico -% do valor basal)

Intensidade de hiperalgesia
(A do limiar de estimulo mecénico em gramas)
(=)
L

r T T T T T T T

0 07 14 21 28 35 42 49 0 07 14 21 28 35 42 49
dias apés a cirurgia dias apos a cirurgia
Grupos experimentais: --7\-- Grupo NP —Mll— Grupo controle

Grafico 3 — Representacdo da comparacéao da intensidade de hiperalgesia induzida pela colocagdo do nucleo pulposo (grupo NP -A-)
ou de tecido gorduroso (grupo controle -B-) sobre o ganglio da raiz dorsal L5, avaliada pelos métodos de von Frey eletronico (painel
A) e Hargreaves (painel B), durante sete semanas (49 dias). Os resultados estao expressos como a média + EPM de 10 animais. * p <
0,05 quando comparados com o grupo controle (M) (teste t de Student para dados nao pareados).

Rev Bras Ortop. 2008;43(4):116-25



Modelo experimental para o estudo da hérnia do disco intervertebral 123

tempo de corte
<

200- 7
o
°
£
S 150~
ow
23
o <
o 3
n -
<8 100
c €
@ O
c
g 50~ * *
: .
0+ . .
0 7 14
dias ap6s a cirurgia
Grupos experimentais: -+ + /- -+ Falso-operados ---@---- NP colocado sobre o GRD-L5

---O - - Ratos ndo-operados —ll— Ratos com les&o neurolégica L5

Grafico 4 — Representacao da avaliacao da capacidade locomo-
tora dos animais submetidos a cirurgia de inducao de hérnia de
disco lombar no teste de rota-rod. Foram comparados animais
falso-operados (A), ratos que tiveram a hérnia induzida no GRD-
L5 (®), ratos normais (¢) e ratos com lesdo na medula espinal
(m). Os resultados estao expressos como a média + EPM de cin-
co animais por grupo. ¥ p < 0,05 quando comparados com os
grupos falso-operados (A), NP colocado sobre o GRD-L5 (®) e
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utilizados durante o estudo. Mais ainda, ndo foi obser-
vada diferenca no padrdo de atividade motora entre os
grupos nos quais a lesao do tecido nervoso nao foi rea-
lizada; esse padrdo permaneceu constante durante todo
o periodo de observagdo. Entretanto, o grupo cujo GRD
foi lesionado apresentou discreta piora no decorrer do
periodo (gréfico 4).

DISCUSSAO

A compressdo mecanica das raizes nervosas e as suas
alteracodes decorrentes da atividade bioldgica ou bio-
quimica dos componentes do nicleo pulposo (NP) do
disco intervertebral em contato com a raiz nervosa sao
0s mecanismos especificos da génese dos sintomas
radiculares®. A compressao mecanica da raiz nervosa
foi 0 mecanismo inicialmente reconhecido na época
da descri¢ao da doenca'”, enquanto que a atividade
biolégica do NP foi reconhecida muito tempo depois®.

A participacdo do NP na génese dos sintomas da hér-
nia de disco foi experimentalmente demonstrada por
Olmarker et al, em 1993®. A partir desses estudos, o
potencial lesivo dos componentes do nicleo pulposo

por meio da sua acdo bioldgica ficou estabelecido,
inaugurando, entdo, uma nova fase no ambito do tra-
tamento e da pesquisa desse tema. Inimeros estudos
experimentais tém sido realizados com o objetivo de
elucidar quais sdo os mecanismos bdasicos envolvidos
nesse fendmeno®'315. A incisdo cirdrgica do anulo
fibroso de cdes com a saida de pequena quantidade do
NP foi suficiente para produzir alteracdes da estrutura
e na fun¢do motora das raizes nervosas adjacentes”.
Além disso, foi observado que a aplicagdo epidural do
NP autélogo induziu edema intraneural e diminui¢ao
do fluxo sanguineo do nervo‘'®, além de alteragdes his-
tologicas e reducdo da conducgao nervosa. Quando lo-
calizado fora do espaco intervertebral, o NP induz rea-
¢ao tecidual e apresenta potencial inflamatério com
resposta leucotaxica®®,

Observagdes clinicas como a dor de maior intensi-
dade nas hérnias de disco ndo contidas e teste de ele-
vagdo do membro inferior mais intenso®!”, no com-
portamento relacionado a dor associada a quantidade
de NP no espacgo epidural“!?, e auséncia de dor duran-
te o toque dos nervos que nao estdo em contato com o
material herniado do NP confirmam as observacdes do
potencial bioldgico do NP na génese da dor na hérnia
de discoG+17,

A importincia do tema no dmbito de nossa drea de
atuacdo e a perspectiva da realizag¢do de estudos expe-
rimentais que poderdo contribuir para o aprimoramento
dos conhecimentos e tratamento da hérnia de disco
motivaram o desenvolvimento de um modelo experi-
mental.

Dessa forma, o modelo experimental proposto em
nosso trabalho esté relacionado com os fendmenos de
hiperalgesia induzidos pela hérnia de disco que sdao
ocasionados pelo contato do NP com a raiz nervosa,
porém, as alteracdes sensitivas e motoras ndo foram
consideradas no estudo.

O modelo desenvolvido confirmou as observacgdes
da produgdo das alteracdes na raiz nervosa pelo conta-
to com o NP relatadas em estudos prévios®-61413-19 ¢
foi possivel identificar o ganglio da raiz dorsal (GRD)
como sendo a estrutura que produziu as alteracdes mais
intensas na sensibilidade a estimulos nocivos. Dessa
maneira, nosso trabalho vem somar-se aos inimeros
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estudos que focalizam a importancia do GRD ndo ape-
nas como o centro metabdlico dos neurénios senso-
riais aferentes primdrios, mas também como local de
processamento de estimulos provenientes tanto dos
tecidos periféricos como centrais®2!. Mais ainda, sua
localizacgao entre os compartimentos central e periféri-
co, possibilitando receber estimulos provindos de di-
ferentes tecidos, sugere que pode ter importancia maior
ainda que a que antes era dada no que se refere a de-
teccdo de estimulos patoldgicos 02229,

Apesar de a hiperalgesia ter sido observada quando
o estimulo inflamatério (NP) era depositado em todos
os niveis estudados da coluna lombar, o quinto nivel
lombar (GRD-L5) apresentou maior sensibilidade du-
rante a avaliacdo da hiperalgesia, tanto mecanica quan-
to térmica. Esse fato corrobora os dados da literatura
que mostram maior participag¢do de fibras derivadas
do GRD de L5 na inervagdo sensorial da regido plantar
da pata traseira dos ratos®”, local no qual os estimulos
de avaliagcdo nociceptiva foram aplicados.

A realizag¢do do teste motor confirmou a auséncia
de lesdo motora da raiz nervosa em contato com o NP,
que poderia ter sido produzida durante a realizac@o do
procedimento cirtrgico e interferido nos resultados. A
auséncia da lesdo motora confirma e evidencia a natu-
reza bioldgica das alteracdes da raiz nervosa produzi-
das pelo contato com o NP.

As possiveis influéncias do processo inflamatério
decorrente da realizacdo do procedimento cirtrgico e
sua influéncia sobre a raiz nervosa foram também eli-
minadas na elabora¢dao do modelo experimental. A co-
locacdo do tecido gorduroso (material inerte) sobre a
raiz nervosa e a realiza¢do do procedimento cirtrgico
sem a colocacdo do NP sobre as estruturas nervosas
destacaram o papel do NP na alterag@o da sensibilida-
de a dor.

Dessa maneira, o modelo proposto apresentou as
vantagens econdmicas da manipulacdo de animais de
pequeno porte, permitiu a avaliacdo da hiperalgesia
produzida pelo contato do NP com as estruturas nervo-
sas por testes comportamentais bastante conhecidos
e, em adicdo, realizar essa avaliacdo durante um pe-
riodo de tempo prolongado, ja que a hiperalgesia se
manteve por varias semanas.
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Esse modelo experimental também permitiu a deter-
minag@o do GRD como a estrutura mais sensivel ao con-
tato com o NP, uma vez que a deposi¢do do estimulo
(NP) sobre esse tecido produziu a hiperalgesia de maior
intensidade. Ainda, o nivel lombar cuja deposi¢do do
NP possibilitou melhor deteccdo da hiperalgesia (quin-
to nivel da coluna lombar — GRD-L5) pelos métodos de
avaliacdo na pata utilizados (testes de hiperalgesia me-
canica e térmica) também pdde ser determinado.

Considerando que a dor é o sintoma mais dificil de
ser avaliado em estudos experimentais, quando com-
parada com as alteracdes motoras ou sensitivas, a as-
sociacdo do protocolo cirtrgico proposto com testes
validados de avaliacdo de sensibilidade nociceptiva
torna o método aqui apresentado bastante ttil no estu-
do de alteracdes sensitivas induzidas pelo extravasa-
mento do NP e seu contato com as raizes nervosas.
Cabe ainda comentar que o modelo possibilita o estu-
do de diferentes tipos de hiperalgesia induzidos pela
hérnia de disco lombar, enquanto o método de von Frey
eletronico, como descrito por Vivancos et al®®, avalia
a sensibilidade a estimulag@o de origem mecanica e o
método de Hargreaves et al'” focaliza a sensibilidade
a estimulos térmicos de alta intensidade. As diferen-
cas observadas entre as duas respostas nos sugerem
que as fibras nervosas que detectam os estimulos no-
civos se comportam de maneira diferente.

O modelo proposto e experimentalmente validado uti-
lizando animais de pequeno porte apresenta vantagens
econdmicas e de manuseio, e permitiu identificar a es-
trutura e o nivel da coluna espinhal mais sensivel ao con-
tato com o NP para o estudo da resposta hiperalgésica
induzida pela hérnia de disco, a partir da estimulagdo de
tecidos periféricos do animal estudado (pata), possibili-
tando sua utilizacdo em estudos futuros.

CONCLUSOES

1) A colocagdo do nicleo pulposo sobre a dura-maé-
ter, raiz nervosa ou ganglio da raiz dorsal da regido lom-
bar da coluna vertebral produz hiperalgesia na pata tra-
seira de animais, sem a producdo de alteragdes motoras.

2) Maior intensidade de hiperalgesia é produzida
pelo contato do nicleo pulposo com o géanglio da raiz
dorsal.



Modelo experimental para o estudo da hérnia do disco intervertebral 125

3) O nivel L5 apresenta maior sensibilidade para a
avaliacdo da hiperalgesia por meio dos métodos de von
Frey eletronico e Hargreaves.
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