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RESUMO

Objetivo: Avaliar a hiperalgesia e as alteragdes histoldgicas in-
duzidas pelo contato do ganglio da raiz dorsal com o ntcleo
pulposo. Métodos: Foram utilizados 20 ratos Wistar, divididos
em dois grupos experimentais. Em um dos grupos um fragmento
do NP autélogo retirado da regido sacrococcigea foi colocado so-
bre os ganglios da raiz dorsal de L5, e no outro grupo (controle)
um fragmento de tecido adiposo foi colocado sobre o ganglio da
raiz dorsal de LS. A hiperalgesia mecanica e térmica foi avaliada
no terceiro dia, na primeira, terceira, quinta ¢ sétima semanas
de pods-operatorio. O ganglio da raiz dorsal de L5 foi retirado
na primeira, terceira, quinta e sétima semanas de pos-operatorio
para estudo histoldgico por meio da coloragdo com HE e estudo
histoquimico (marcagao especifica para iNOS). Resultados: Foi
observada hiperalgesia térmica e mecanica de maior intensidade
no grupo de animais em que o NP foi colocado em contato com
o GRD, e nesse grupo o estudo histoldgico evidenciou altera-
¢oes dos tecidos do ganglio da raiz dorsal, caracterizadas por
processo inflamatério e degeneracdo axonal. As alteragdes his-
topatologicas dos tecidos do ganglio da raiz dorsal apresentaram
intensidade crescente com o aumento do periodo de observa-
¢do, apresentando correlagdo com a manutengdo da hiperalgesia
observada na avaliacdo comportamental. A imunohistoquimica
com marcacdo especifica para iNOS demonstrou, no grupo de
animais em que o nucleo pulposo foi colocado em contato com
o ganglio da raiz dorsal, aumento da expressdo dessa enzima
nos nucleos das células inflamatorias (células da glia) ao redor

ABSTRACT

Objective: To evaluate hyperalgesia and histological
changes of dorsal root ganglia induced by nucleus pul-
posus (NP) contact. Methods: Twenty Wistar rats were
used, divided into two experimental groups. In one of
the groups, a fragment of the autologous NP was re-
moved from the sacroccocigeal region and deposited
on the L5 dorsal root ganglia. In the control group,
the NP was removed from the sacrococcygeal region,
L5 dorsal root ganglia were exposed and covered by
a piece of adipous fat tissue. Hyperalgesia was evalu-
ated by the von Frey electronic test and Hargreaves
test, and histological changes of the dorsal root gan-
glia by HE staining and immunohistochemistry using
iNOS. The evaluation of hyperalgesia and histological
changes of the dorsal root ganglia were performed on
the third postoperative day and after 1, 3, 5, and 7
weeks. Results: NP induced higher intensity mechani-
cal and thermal hyperalgesia. Dorsal root ganglia in
contact with nucleus pulposus presented histological
changes and the intensity of these changes were propor-
tional to the length of time in contact. The expression of
iNOS was higher in the glial cells in contact with the
nucleus pulposus. Conclusion: The contact of nucleus
pulposus with dorsal root ganglia induced histologi-
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dos neurdnios. Conclusdo: O contato do nucleo pulposo com o
ganglio da raiz dorsal de L5 induziu a hiperalgesia mecanica
e térmica e provocou alteragdes histologicas dos componentes
do ganglio da raiz dorsal. As alteragdes foram caracterizadas
por processo inflamatdrio ¢ degenerativo das estruturas do gan-
glio da raiz dorsal e apresentaram aumento da intensidade nos
periodos mais longos de observagao.

Descritores — Coluna Vertebral; Disco Intervertebral; Dor Lom-
bar; Hiperalgesia; Deslocamento do Disco Intervertebral; Ratos
Wistar

cal changes and mechanical and thermal hyperalgesia.
These changes were more intense after longer period
of evaluation.

Keywords — Spine; Intervertebral Disk; Low Back Pain;
Hyperalgesia; Intervertebral Disk Displacement; Rats
Wistar

INTRODUCAO

A sintomatologia causada pela hérnia de disco esta
relacionada com a compressao mecanica das raizes ner-
vosas lombares!? e pelo processo inflamatério provo-
cado pelos componentes do nicleo pulposo. A compres-
sao das raizes nervosas ocorre pelo extravasamento do
conteudo do disco intervertebral lesado para o interior
do canal vertebral, que ¢ um espago rigido e limitado.
O processo inflamatorio relacionado com a hérnia de
disco lombar ¢ causado pelo contato dos componentes
bioquimicos do ntcleo pulposo em contato com o tecido
nervoso*”). O nicleo pulposo é uma estrutura gelatinosa
presente no interior do disco intervertebral e circundado
pelo anel fibroso, praticamente acelular, ndo vascula-
rizado, desprovido de vasos linfaticos e composto por
proteoglicanas e agua. Uma vez que ndo possui contato
com a circulagao sistémica ap6s a embriogénese, € reco-
nhecido como corpo estranho quando exposto ao sistema
imune, desencadeando resposta inflamatoria caracteriza-
da por infiltrado de neutrofilos, macrofagos e células T
e B, ao redor do disco intervertebral herniado®®. Cor-
roborando os estudos que evidenciaram o componente
inflamatdrio na fisiopatologia dos sintomas da hérnia
de disco, foi também demonstrada a presenca de cito-
cinas pro-inflamatorias como interleucina-1f (IL-1p),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e fator de
necrose tumoral-ot (TNFa), nos pacientes com hérnia
de disco lombar®!19.

Tem sido relatado que o nucleo pulposo possui a ca-
pacidade de provocar alteragdes na estrutura do ganglio
da raiz dorsal, caracterizadas por processo inflamatorio
e apoptose celular!>'?). O objetivo do estudo foi avaliar
experimentalmente a hiperalgesia mecanica e térmica,
e as alteragdes histologicas do ganglio da raiz dorsal
induzidas pelo contato com o ntcleo pulposo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 ratos Wistar, machos com peso
entre 220 e 250g, fornecidos pelo Biotério Central da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. Antes da
realizacdo do experimento, os animais permaneciam dois
dias no biotério local para a sua aclimatagdo em gaiolas
de 40 x 60 x 20cm, com 0 maximo de seis animais por
gaiola, sob condi¢des controladas de temperatura (22 a
25°C) e ciclo claro/escuro (12 x 12h) com livre acesso
a agua e comida. O projeto de pesquisa foi aprovado
pelo comité local de ética e experimentacdo em animais
e conduzido de acordo com as normas internacionais de
ética para a utilizacdo de animais de laboratorio.

Para a realizacdo do procedimento cirtirgico, os ani-
mais foram anestesiados por meio da injecao intraperito-
neal (i.p.), com solucdo de cetamina (Ketamina Agener®
a 10%), na dose de 0,1ml por 100g de peso corpdreo
dos ratos, xilazina (Anesedan® a 2%), na dose de 0,07ml
por 100g de peso e fentanil (Fentanest® a 5%) na dose
de 0,001ml por 100g de peso. Em todos os animais foi
administrada, no pré-operatdrio, dose tnica de Pentabio-
tico Veterinario (benzilpenicilina benzatina) 600.000UI,
benzilpenicilina procaina 300.000UI, benzilpenicilina
potassica 300.000UI, sulfato de dihidroestreptomicina
250mg e sulfato de estreptomicina 250mg (Pentabittico
Veterindrio Pequeno Porte®™) por via intramuscular, na
dose de 0,1ml para cada 100g de peso corporeo do rato.
Para o procedimento de retirada dos ganglios da raiz
dorsal para o estudo histoldgico foi utilizada anestesia
intraperitonial com solucdo de hidrato de cloral a 4%
na dose de 1ml por 100g de peso corporeo.

O modelo experimental de hérnia de disco foi utiliza-
do de acordo com o método descrito por Grava et al'¥,
que consiste na retirada de fragmento do nticleo pul-
poso da regido sacrococcigea, seguida da sua aposi¢ao
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sobre o ganglio da raiz dorsal da quinta raiz lombar
(Figura 1). A retirada do nucleo pulposo (NP) do dis-
co intervertebral foi realizada na regido sacrococcigea
(base da cauda do rato) por meio de incisdo na linha
média da regido de transicdo entre a quarta vértebra
sacral e a primeira vértebra coccigea. O disco interver-
tebral foi bilateralmente exposto e, por meio de incisao
transversal sobre o anel fibroso, o NP foi retirado. O
material gelatinoso do NP foi coletado, pesado em ba-
langa de precisdo (peso de 4 a Smg em média) e, em
seguida, depositado no local determinado para o estudo
(dura-mater, GRD ou raiz nervosa). Ap6s o procedimen-
to, a ferida cirurgica foi suturada em um unico plano,
abrangendo a fascia muscular e a pele. A cirurgia para a
colocacdo do conteudo do NP sobre os tecidos nervosos
foi realizada com o auxilio de lente 6tica, com magni-
ficagdo do campo de observagdo 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 conteudo do NP, depositado.

Nos animais do grupo-controle foi realizado o mes-
mo procedimento para a retirada do nucleo pulposo da
regido sacrococcigea e exposicao do ganglio da raiz
dorsal de L5, tendo sido colocado fragmento de tecido
adiposo sobre o ganglio da raiz dorsal de L5.

Foram formados dois grupos experimentais com 10
animais em cada grupo. Ambos os grupos foram subme-
tidos a cirurgia para a retirada do fragmento do nucleo
pulposo do disco intervertebral da regido sacrococcigea,
sendo o contetido do nucleo pulposo colocado sobre o
L5-GRD no grupo I, e no grupo II (controle) colocado
fragmento de tecido adiposo com tamanho semelhante
ao fragmento de nucleo pulposo utilizado no grupo I.

Ap6s a realizagdo do procedimento cirtirgico, os ani-
mais eram avaliados por meio de testes comportamen-
tais para a avalia¢do da hiperalgesia mecanica (teste de
von Frey eletronico)'¥ e térmica (teste de Hargraves)®
no terceiro dia, € na primeira, terceira, quinta e sétima
semanas apos a realiza¢ao do procedimento cirtrgico
para a inducdo dos sintomas inflamatorios da hérnia
de disco. A avaliagdo da hiperalgesia era realizada por

Figura 1 — Fotografias ilustrando o procedimento cirdrgico para a colocagao do fragmento do nucleo pulposo em contato com o
ganglio da raiz dorsal de L5. A) abordagem cirurgica da regiao sacrococcigea para a retirada do fragmento do nucleo pulposo. B,
C e D) Sequéncia cirurgica da exposicdo do ganglio da raiz dorsal de L5 e posterior colocagéo do nucleo pulposo sobre o tecido

nervoso.
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avaliador independente, que ndo participou das cirurgias
dos animais e ndo possuia informagdes relacionadas
com o0 grupo experimental ou procedimento realizado.

Teste de pressio crescente na pata de ratos
(von Frey eletronico)

A hiperalgesia mecanica foi avaliada por meio do
teste de pressdo crescente na pata de ratos, denomina-
do de teste von Frey eletronico (tenocicep¢do)!®. O
método consiste no uso de um anestesiometro eletroni-
co (modelo 1601C, Life Science Instruments®), o qual
possui um transdutor de for¢a conectado a um contador
digital de for¢a expressa em gramas (g). A precisao do
aparelho ¢ de 0,1g e 0o mesmo ¢ calibrado para registrar
forca maxima de 150g, mantendo a precisao de 0,1g até
a forca de 80g. O contato do transdutor de forca com a
pata ¢ realizado por meio de uma ponteira descartavel
de polipropileno com 0,5mm de diametro adaptada ao
transdutor. Os animais sdo colocados em caixas de acri-
lico, medindo 12 x 20 x 17cm, cujo assoalho consiste de
uma rede de malha igual a Smm?, constituida de arame
nao maleavel de Imm de espessura, durante 15 minu-
tos antes do experimento, para adaptagdo ao ambiente.
Espelhos posicionados 25cm abaixo das caixas de ex-
perimentagdo facilitam a visualizacdo das plantas das
patas dos animais. O experimentador aplica, por entre
as malhas da rede, forga linearmente crescente no centro
da planta da pata do rato até que o animal produza uma
resposta de retirada e “sacudida” da pata estimulada. Os
estimulos sdo repetidos até seis vezes, em geral até que o
animal apresente trés medidas similares com uma nitida
resposta de ”sacudida” ap6s a retirada da pata.

Teste de hiperalgesia térmica de Hargreaves
(plantar test)

A avaliago da hiperalgesia térmica foi realizada por
meio do teste plantar de Hargreaves et al''®. Esse teste con-
siste no aquecimento, por meio de fonte de luz infraver-
melha dirigida, da regido plantar da pata traseira do rato,
até que o animal apresente o comportamento da retirada
da pata ou 0 aquecimento da pata atinja o limite de tempo
predeterminado (tempo de corte de 12 segundos).

Os animais sao colocados em compartimentos de acri-
lico individual e posicionados sobre uma superficie de
vidro especial, que permite a passagem de forma homo-
génea da luz e do calor, durante cinco minutos, para adap-
tagdo ao ambiente. Apos esse periodo, uma fonte de luz
infravermelha, colocada sob cada uma das patas traseiras
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do animal, ¢ acionada juntamente com um crondmetro
eletronico, até que o animal retire a pata, quando, entdo,
a fonte de luz e o reldgio param automaticamente.

Sao realizadas trés medidas com intervalo de tempo
de 5 a 10min. As medidas de laténcia de retirada da pata
sd0 entdo expressas como avaliagcdes percentuais relati-
vas as patas-controle (contralaterais) em cada tempo de
observagao. Na situagdo em que o animal ndo apresenta
reagdo, ¢ estipulado um tempo limite maximo de corte
do experimento de 12 segundos para a preservacao da
sua integridade fisica.

Foram sacrificados dois animais de cada grupo ex-
perimental na primeira, terceira, quinta e sétima sema-
nas apos a realizacdo do procedimento ciriargico, com
a finalidade de retirar os ganglios da raiz dorsal de L5
para a realizag¢do do estudo histolédgico.

Os ganglios da raiz dorsal de L5 foram retirados
de ambos os lados. O ganglio do lado contralateral ao
operado foi utilizado como controle do estudo histolo-
gico. O material foi processado para estudo histologico
e realizada a coloragdo por meio do HE (microscopia
de luz) e Hoescht (imunohistoquimica e observagdao em
microscopio de fluorescéncia).

A comparagao dos resultados dos testes comportamen-
tais foi realizada por meio de estudo estatistico por meio da
andlise de variancia multivariada (MANOVA), seguida do
teste ¢ de Student com desigualdade de Bonferroni, tendo
sido estabelecido o nivel de significancia de p <0,05.

RESULTADOS

A avaliagdo da intensidade da hiperalgesia mecanica
e térmica nos diferentes periodos de avaliagdo esta re-
presentada na Figura 2, e ilustra a diferenga estatistica
observada durante todo o periodo de observagao entre os
dois grupos experimentais, evidenciando a influéncia do
contato do nucleo pulposo em contato com o ganglio da
raiz nervosa da quinta raiz lombar na indu¢@o da hipe-
ralgesia. No grupo de animais em que o nucleo pulposo
foi colocado em contato com o ganglio da raiz dorsal
de L5 foi observado pequena reducdo da intensidade da
hiperalgesia mecanica e térmica ao longo do periodo
de observagdo, enquanto que nos animais que tiveram
tecido adiposo depositado sobre o ganglio da raiz dorsal,
a reducdo da intensidade da hiperalgesia foi maior.

A avaliacdo histologica do ganglio da raiz dorsal de
L5 em contato com o fragmento do nucleo pulposo evi-
denciou a presenca de processo inflamatdrio, caracteriza-
do por proliferacdo das células de Schwann ao redor dos
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A Teste de von Frey eletronico
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Figura 2 — Intensidade de hiperalgesia mecéanica (teste de von
Frey eletronico) e térmica (testes de Hargreaves) nos grupos
experimentais. O asterisco (*) indica a diferenca estatistica
(teste t de Student para dados nao pareados — p < 0,05).

neurdnios, além de discretas alteragcdes degenerativas
dos corpos neuronais de alguns neurdnios do ganglio,
caracterizadas por nlcleos excéntricos e alargamento
citoplasmatico, diferente dos ganglios utilizados como
controle. Os ganglios controle apresentavam nucleo na
regido central, citoplasma homogéneo e poucas células
satélites. As alteracOes observadas indicam a ocorréncia
de processo degenerativo progressivo de alguns neurd-
nios, que evolui para processo inflamatorio de pequena
intensidade na primeira semana (Figura 3), passando
por um estagio intermedidrio na terceira e quinta se-
manas (Figura 4), em que se observa intenso processo
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inflamatorio, com maior proliferagdo das células da glia,
citoplasma de aspecto rendilhado e presenga de alguns
neurdnios apoptoticos.

A partir da quinta semana foi observado processo de-
generativo de maior intensidade, caracterizado por célu-
las com nucleos excéntricos ou picnoticos, intensa proli-
feragdo e adesdo de células aos neuronios (Figura 4).

Apos sete semanas, foi observado aspecto irrever-
sivel de degeneracdo, induzido pelo processo inflama-
torio, evidenciando nticleos apoptdticos de neuronios e
aumento do numero de células da glia (Figura 5). Foi
observada intensa coloracdo das ldminas no grupo em
que o nucleo pulposo ficou em contato com o ganglio
da raiz dorsal, destacando a presenga de muitos nticle-
os de células inflamatorias (células da glia) ao redor
dos neurdnios, muito diferente do observado no grupo
controle (Figura 5).

A imunohistoquimica com marcag¢ao especifica para
iINOS (Figura 5) demonstrou aumento da expressao des-
sa enzima nos nucleos das células inflamatoérias (células
da glia) ao redor dos neuronios, contrastando com as
observagoes do grupo controle.

Alteragdes histopatologicas dos tecidos do ganglio da
raiz dorsal, caracterizadas principalmente por processo
inflamatorio e degeneracdo axonal foram observadas,
tendo sido esse processo induzido pelo contato do nu-
cleo pulposo com o ganglio da raiz dorsal, e apresen-
tando crescente intensidade temporal e correlagdo com
a manuten¢do da hiperalgesia observada na avaliagdo
comportamental.

DISCUSSAO

Um novo campo de estudo e pesquisa surgiu apos a
observagdo de que a colocacdo do nucleo pulposo em
contato com os elementos nervosos € sem compres-
sdo mecanica das estruturas nervosas induzia altera-
¢Oes estruturais e funcionais das estruturas nervosas
em contato®. Embora o exato mecanismo envolvido
na génese da hiperalgesia produzida pelo contato do
nucleo pulposo com as estruturas nervosas nao seja to-
talmente conhecido, os resultados de diferentes estudos
evidenciam a sua propriedade de induzir alteracdes in-
flamatorias dos tecidos®!'®. Em estudo realizado para o
desenvolvimento de modelo experimental, observamos
que o contato do nucleo pulposo com a dura-mater, raiz
nervosa ou ganglio da raiz dorsal provocava o apareci-
mento de hiperalgesia mecanica e térmica'®. Foi ob-
servado ainda que a utilizacdo do ganglio da raiz dorsal
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Figura 3 — Fotomicrografia de corte histoldgico do ganglio da raiz dorsal de L5 (aumento de 40x, coloracdo com HE). A) Ganglio
em contato com o nucleo pulposo e coletado uma semana apds o procedimento cirdrgico. Observar a proliferagéo de células de
Schwann ao redor dos neurdnios que apresentam nucleos excéntricos e alargamento citoplasmatico. B) Ganglio de animal controle.

Observar o nucleo na regiao central, citoplasma homogéneo e presenca de poucas células satélites.

de L5 para a aposicao do fragmento do nticleo pulposo
produzia a maior intensidade de hiperalgesia mensurada
pelos métodos utilizados, tendo sido esse o motivo para
a escolha dessa estrutura para a realizagao do estudo.
Tém sido relatadas alteragdes da estrutura do DRG
apos o seu contato com o nucleo pulposo. As alteragdes
podem ser observadas logo apos trés horas do contato do
NP com o0 DRG, e sdo caracterizadas pela deformacao do
ntcleo celular, apoptose e processo inflamatorio!?),

" : . "~

Figura 4 — FotOt:nicrografia de ganglios da raiz dorsal de L5 coletados apds trs smanas (A) e cinco semanas (B). A) Observar o

As alteragdes observadas em nosso estudo corrobo-
ram os resultados descritos na literatura’'’-'?, e foram ca-
racterizadas pela presenca de processo inflamatorio com
proliferacdo de células de Schwann ao redor dos neu-
ronios, alteracdes degenerativas dos corpos neuronais,
tendo sido essas alteracdes progressivas com o decorrer
do tempo. No periodo mais tardio de avaliagdo, as alte-
racdes apresentavam caracteristicas de irreversibilidade
e degeneragdo induzida pelo processo inflamatorio.

- - ~3
. S,

intenso processo inflamatdrio com maior proliferacéo de células da glia, citoplasma de aspecto rendilhado e presenca de alguns neu-
ronios apoptoticos (aumento 40x, coloracéo HE). B) Processo degenerativo mais acentuado, caracterizado por células com nucleos
excéntricos ou picndticos. Intensa proliferacéo e adesao das células da glia ao redor dos neurénios (aumento 20x, coloragéo HE).

Rev Bras Ortop. 2010;45(5):460-7



466

Figura 5 — Fotomicrografia de ganglio da raiz dorsal de L5 coletado ap6s sete semanas da cirurgia. A) Observar o aspecto irrever-
sivel da degeneracgéo induzida pelo processo inflamatdrio do ganglio (aumento de 40x, coloragdo HE). B e C) Cortes histoldgicos
corados por Hoescht e examinados a microscopia de fluorescéncia, evidenciando a marcagéo para iNOS nos nucleos de neurdnios
e células da glia. Animal do grupo controle (B) e animal com ganglio da raiz dorsal em contato com o nucleo pulposo (B) apresen-
tando aumento do numero das células da glia.

O aumento da expressdo da enzima 6xido nitrico
sintase no nucleo das células inflamatorias ao redor dos
neuronios sugere o aumento da produgdo local do 6xido
nitrico no local da hérnia de disco. O 6xido nitrico (NO)
¢ formado a partir da oxidagdo do nitrogénio terminal
do aminoacido L-arginina pela acdo da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS). Existem pelo menos trés isofor-
mas bem definidas dessa enzima: NOS neural (descrita
inicialmente nos neurdnios); NOS induzida (presente
nos leucdcitos ativados) e NOS endotelial (primeira-
mente observada nas células endoteliais)®”. A atividade
da enzima induzida (iNOS) ¢ capaz de produzir NO
em concentracdo micromolecular, em comparagdo a
enzima constitutiva que produz esse mediador apenas
em concentracdo nanomolar. A sintese de NOS induzi-
da pode ativada por citocinas, como o TNF-a, IL-18,
interferon-a, B e vy, liberadas durante o processo infla-
matério ou infeccioso®!??. A origem do NO no processo
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