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RESUMO

Obijetivo: Validar um método para avaliagao histolégica da degeneragéo discal experimental em coelhos, baseando-se na confiabilidade
da anélise interobservador. Métodos: Treze coelhos da raga New Zealand foram submetidos a procedimento de inducéo da degeneragéo
discal através de puncéao direta de trés discos intervertebrais (DIV) consecutivos com agulha 18G sob anestesia. Ao fim de dois meses,
coletou-se a coluna vertebral completa de cada coelho e procedeu-se preparo das pegas para analise histologica dos discos intervertebrais
(Experimentais e Controle), sendo coradas pelo método hematoxilina-eosina. As laminas histolégicas foram avaliadas quanto a ocorréncia
de degeneragéo atraves da andlise dos seguintes critérios: presenca de vasos sanguineos; presenga de protruséo do nicleo pulposo
(NP) através do anulo fibroso (AF); e ruptura das fibras do AF. Resultados: Ao final dos processos de eutanasia, retirada da coluna e
preparo histologico, obteve-se 60 DIV vidveis para avaliagao de degeneragéo. Deste total, 25 pecas eram de DIV experimentais e 35 pegas
de DIV controle. A presenca de vaso sanguineo foi observada em 18 dos 25 DIV degenerados, com concordancia de Kappa = 0,95 entre
os observadores. A presenca da extrusdo do NP foi identificada em 19 dos 25 DIV experimentais, com concordancia de Kappa = 0,78
entre os observadores. Com relagdo a ruptura das fibras do AF, pode-se identificar a positividade em 24 dos 25 DIV degenerados, com
concordancia entre os observadores de Kappa = 0,65. Conclusdo: Este modelo de avaliagao histologica da degeneragao experimental
do DIV mostrou-se viavel, com alto grau de concordancia entre os observadores na identificagao da degeneragéo discal.

Descritores: Degeneracao do disco intervertebral; Histologia; Modelos animais; Coelhos; Reprodutibilidade dos testes.

ABSTRACT

Objective: To validate a method for histological evaluation of disc degeneration in rabbits based on the reliability of interobserver analysis.
Methods: Thirteen New Zealand white rabbits underwent a procedure to induce disc degeneration through direct puncture of three consecutive
intervertebral discs (IVD) with an 18G needle under anesthesia. After two months, the complete spine of each rabbit was collected, and
further prepared for histologic examination of the intervertebral discs (Experimental and Control), and stained with the hematoxylin-eosin
method. Histology slides were evaluated for the occurrence of degeneration by analyzing the following criteria: presence of blood vessel,
presence of protrusion of the nucleus pulposus (NP) through the annulus fibrosus (AF), and rupture of the fibers of the AF. Results: After the
euthanasia procedures, collection of the spine and histological preparation, 60 viable IVD were obtained for degeneration assessment. Of a
total of 60 pieces, 25 pieces were from Experimental IVD and 35 pieces were from Control IVD. The presence of blood vessel was observed in
18 of 25 degenerated IVD with agreement among observers of Kappa = 0.95. The presence of the extrusion of the NP was identified in 19 of
25 experimental IVD with interobserver agreement of Kappa = 0.78. The rupture of the fibers of AF could be identified in 24 of 25 degenerated
IVD, with interobserver agreement of Kappa = 0.65. Conclusion: This model of histological assessment of experimental IVD degeneration is
feasible, with a high degree of interobserver agreement in the identification of disc degeneration.

Keywords: Intervertebral disc degeneration; Histology; Animal models; Rabbits, Reproducibility of results.

RESUMEN

Obijetivo: Validar un método para evaluacion histoldgica de la degeneracion discal experimental en conejos, basandose en la confiabilidad
del andlisis interobservadores. Métodos: Trece conejos de la raza New Zealand fueron sometidos a procedimiento de induccién de la
degeneracion discal a través de puncion directa de tres discos intervertebrales (DIV) consecutivos con aguja 18G bajo anestesia. Al
fin de dos meses, se colect¢ la columna vertebral completa de cada conejo y se procedio a la preparacion de las piezas para anélisis
histolégico de los discos intervertebrales (Experimentales y Controles), siendo coloreadas por el método hematoxilina-eosina. Las laminas
histolégicas fueron evaluadas cuanto a ocurrencia de degeneracion a través del analisis de los siguientes criterios: presencia de vasos
sanguineos; presencia de protrusion del nicleo pulposo (NP) a través del anillo fibroso (AF); y rotura de las fibras del AF. Resultados:
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Al final de los procesos de eutanasia, remocion y preparacion histolégica de la columna, se obtuvieron 60 DIV viables para evaluacion
de degeneracion. De este total, 25 piezas eran de DIV experimentales y 35 piezas de DIV control. La presencia de vaso sanguineo fue
observada en 18 de los 25 DIV degenerados, con concordancia de Kappa = 0,95 entre los observadores. La presencia de la extrusion
del NP fue identificada en 19 de los 25 DIV experimentales, con concordancia de Kappa = 0,78 entre los observadores. Con relacion a la
rotura de las fibras del AF, se puede identificar la positividad en 24 de los 25 DIV degenerados, con concordancia entre los observadores
de Kappa = 0,65. Conclusion: Este modelo de evaluacion histoldgica de la degeneracion experimental del DIV se mostro viable, con alto
grado de concordancia entre los observadores en la identificacion de la degeneracién discal.

Descriptores: Degeneracion del disco intervertebral; Histologia; Modelos animales; Conejos; Reproductibilidad de los tests.

INTRODUCAO

A degeneracao discal € uma afecgao que compreende a
perda das caracteristicas estruturais, bioldgicas e bioquimicas
do disco intervertebral’, caracterizando-se por uma importante
perda da rede de proteoglicanos e dgua do nucleo discal’. Isso
pode levar a evidéncia clinica de degeneracéo — razdo do de-
créscimo da altura discal - acarretando em aumento de carga
nas estruturas proximas a coluna e, finalmente, alterando as suas
relagbes mecanicas®. Histologicamente ocorre aumento da proli-
feracao celular com formacao de aglomerados, €, paradoxalmen-
te, intensificacédo da morte de células — tanto pelo processo de
apoptose quanto pela necrose tecidual®. Além disso, observa-se
desorganizagao lamelar, fissuras e aumento da vascularizagao
local®. Alteragdes moleculares também s&o encontradas, como
um aumento na produgao de citocinas e enzimas destruidoras de
matriz (metaloproteinases), além de interleucina-6, éxido nitrico
e prostaglandina E2° e um decréscimo dos seus componen-
tes intracelulares (proteoglicanos), levando a perda gradual de
fluido intradiscal’.

Boos et al® descreveram em detalhe as alteragoes
progressivas na histologia do disco que ocorrem com a idade.
Estas mudangas incluem um aumento no nimero fissuras, ruptura
de fibras, presenca de material granular, e neovascularizagao de
fora para dentro do nucleo. Proliferagéo celular, formagéo de
aglomerados celulares, acentuacao da morte celular, perda da
demarcagao entre o anulo e o nicleo também aumentam com a
idade. Além disso, observam-se desorganizagdes estruturais da
placa terminal, que incluem fissuras, afilamento da cartilagem,
alteracao da densidade celular, microfraturas do osso subcondral
adjacente e esclerose 0ssea®.

Em termos de epidemiologia e consequéncias sociais,
um dos sintomas mais importantes da degeneracdo discal
corresponde a dor lombar crénica, chamada Degeneracao Discal
Sintomatica (DDS). Esta é a segunda maior causa de consulta
médica nos Estados Unidos®'", sendo gastos, segundo dados
americanos, 20 bilhdes de ddlares ao ano em custos diretos para
tratamento da dor lombar crénica que, somados as despesas
indiretas, corresponde a um valor que ultrapassa os 100 bilhdes
de ddlares™.

A fim de amenizar esse quadro alarmante, diversos modelos
biolégicos de tratamento tém sido propostos, para futuras apli-
cagoes de novas tecnologias. Ha uma evidente dificuldade de
se obter modelo similar ao humano, tanto por questdes éticas,
quanto por diferencas anatomicas, fisioldgicas e histolégicas
entre as variadas espécies que estdo ao alcance da pesquisa
experimental. Mesmo apds diversos estudos’®'® experimentais,
nao existe consenso entre os autores quanto ao melhor método
de analise da degeneragao discal em modelo animal.

Sendo assim, o objetivo deste estudo é validar um méto-
do para avaliagado histoldgica da degeneragao discal experi-
mental em coelhos, baseando-se na confiabilidade da analise
inter-observador.
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METODOS

Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
sob o nimero 252, parecer 180/07, sendo executado de acordo
com as normas da Declaragdo de Helsinki da Associagéo Mé-
dica Mundial.

Cirurgia para indugao de degeneracéo discal

Este estudo utilizou 13 coelhos da raga New Zealand, machos,
pesando entre 3,5 e 4,5kg, com idade média de um ano. Cada um
dos animais foi submetido a procedimento de inducdo da degene-
ragéo discal através de trés pungdesao diretas do disco com agulha
18G sob anestesia, anteriormente validado por estes autores'”.

Apb6s indugdo anestésica com administragcdo intramuscular
de cloridrato de ketamina 5% (256mg/kg) e xilazina (0,15mg/kg),
os coelhos foram posicionados em decubito lateral direito, tendo
as superficies laterais de trés DIV lombares — L2-L.3, L3-L4, L4-L5
(DIV Experimentais) expostas através de uma abordagem poste-
rolateral retroperitoneal. O local da puncao era cuidadosamente
identificado para, em seguida, ser puncionado por agulha 18G
moldada em forma de baioneta para padronizacao da profundi-
dade de perfuracao em 5 mm. Os demais DIV lombares que nao
foram submetidos a inducao da degeneracao foram discriminados
como DIV Controle.

Preparo histolégico

Ao fim de dois meses de acompanhamento da evolugao dos
animais, procedeu-se a eutanasia através de injecao de dose letal
de pentobarbital (90 mg/kg). Em seguida, coletou-se a coluna
vertebral completa, sendo mantida em solugao de formol 10% pelo
periodo de cinco dias. Apds, procedeu-se a limpeza manual das
pecas anatdbmicas, preservando-se apenas as estruturas 6sseas
e cartilaginosas, que foram colocadas em solugao descalcificante
(4cido etilenodiamino tetra-acético — EDTA) por cerca de dois me-
ses. Cada coluna foi divida em conjuntos compostos por um DIV
e suas placas vertebrais superior e inferior correspondentes, per-
manecendo durante mais uma semana em EDTA para finalizagao
do processo. Ao fim deste periodo, cada conjunto foi amostrado
através de cortes transversais manuais com lamina de micrétomo,
permitindo a observacéo histolégica de cada um dos DIV Experi-
mentais, DIV Controle, bem como de suas placas vertebrais. Apos
a amostragem, o material foi submetido a desidratagao, diafani-
zagao e impregnacéo em parafina com histotécnico Leica® mo-
delo EG1160, utilizando-se o inclusor Leica® EG1160. Os blocos
foram cortados com micrétomo (Leica® RM2145) na espessura de
5um, gerando um total de 120 cortes histolégicos (DIV e placas).
Finalizado o preparo, o material foi disposto em lamina de vidro
com albumina, sendo corados pelo método hematoxilina-eosina
(HE), conforme protocolo de preparo histoldgico empregado pelo
Laboratério de Patologia Experimental da Pontificia Universidade
Catélica do Parana. Para este estudo utilizamos apenas os cortes
corados com HE.
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Avaliacao histolégica

As laminas histolégicas de DIV obtidas foram avaliadas quanto
a ocorréncia de degeneracao através da andlise dos seguintes
critérios: presenca de vaso sanguineo; presencga de protrusdo do
nucleo pulposo (NP) através do anulo fibroso (AF); e ruptura das
fibras do anulo fibroso, através do registro de respostas diretas
positivas (“presente”) ou negativas (“ausente”).

O processo de avaliagao ocorreu pela analise em microsco-
pio 6ptico (Olympus® BX50) inicialmente com aumento de 200x,
observando-se os aspectos morfolégicos gerais do DIV, passan-
do-se para 400x e 1000x, permitindo a melhor avaliacao das fi-
bras do AF, suas relagbes com o NP e a eventual presenca de
vasos sanguineos.

Cada uma das laminas de DIV coradas pelo método HE foi
analisada quanto aos critérios pré-estabelecidos por dois pesquisa-
dores independentes — sem o conhecimento prévio da condi¢éo do
DIV (experimental ou controle). Caso n&o houvesse concordancia na
avaliagdo de alguma peca, um terceiro avaliador (médico patologis-
ta) revisava a lamina, prevalecendo a sua analise como definitiva.

Achados relevantes sugestivos de degeneracao e/ou carac-
teristicos de DIV anormais (exemplos: ossificagéo intradiscal,
presenca de células inflamatérias), mesmo ndo sendo contem-
plados como critérios de classificagdo, foram discriminados na
anélise histologica.

A presenca de um ou mais dos trés critérios histolégicos de
degeneracao classificava o DIV como “degenerado”. Na auséncia
dos trés critérios, o DIV era considerado “nao-degenerado”.

Apds as avaliagbes, os resultados foram compilados em ta-
belas, separando-se cada um dos critérios analisados e também
os classificando na condicao de degenerado ou ndo-degenerado.
Desta forma, possibilitou-se a determinagdo do nimero de dis-
cos degenerados e ndo-degenerados, além da determinacao dos
valores de concordancia de cada um dos critérios analisados
pelos avaliadores.

RESULTADOS

Ao fim da eutanésia, dos processos de retirada da coluna ver-
tebral, corte manual dos blocos, amostragem do material e corte
histologico, obteve-se, somados todos os animais, 60 DIV viaveis
para avaliacao histolégica de degeneracao. Deste total, 25 pecas
eram de discos intervertebrais submetidos a degeneracéao e 35
pecas de DIV controle (Figura 1).

Todos os critérios de degeneracéo foram identificados no
estudo histolégico dos discos submetidos ao processo de
degeneracdo experimental, com alto grau de concordancia
inter-observador.

A presenca de vaso sanguineo foi observada em 18 dos 25
DIV degenerados, com concordancia de Kappa = 0,95 (p<0,001)

Figura 1. Laminas coradas por HE, magnificagéo 200x. A) DIV Controle com
Anulo Fibroso intacto. B) DIV Experimental com desorganizagéo lamelar e
extrusado do Nucleo Pulposo.

Fonte: Laboratério de Anatomia Patologica — PUC-PR.

entre os observadores, apresentando Sensibilidade = 97% e Es-
pecificidade = 82%. Em apenas um disco ndo-degenerado (con-
trole) foi identificada presenca de vaso sanguineo, considerado
falso-positivo.

A presenca da extrusdo do nucleo pulposo foi identificada em
19 dos 25 DIV experimentais, com concordancia de Kappa = 0,78
(p<0,001) inter-observadores, apresentando Sensibilidade = 100%
e Especificidade = 85%. Nao houve identificacao de nucleo pulposo
através do anulo fibroso em nenhuma das 35 pecas de DIV controle.

Finalmente, com relagdo a ruptura das fibras do AF, pode-se
identificar a positividade em 24 dos 25 DIV degenerados, com
concordancia entre os observadores de Kappa = 0,65 (p<0,001),
Sensibilidade = 88% e Especificidade = 95%. Dos 35 DIV contro-
le, observou-se ruptura das fibras do AF em sete (11% de falso-
-positivos).

De acordo com a incidéncia do corte para amostragem do ma-
terial e para o preparo histolégico, em algumas laminas, foi possivel
verificar o ponto correspondente & pungao cirlrgica para indugao
de degeneracgao discal. Nesses locais, houve evidente extrusao do
NP, com grandes alteragbes concomitantes nas areas adjacentes,
tais como neoformagao de vasos sanguineos e significativa ruptura
das fibras do AF (Figura 2).

Figura 2. Ldminas coradas por HE, magnificagdo 200x. A e B evidenciando
extrusao do NP e ruptura das fibras do AF de DIV experimentais.
Fonte: Laboratério de Anatomia Patologica — PUC-PR.

Mesmo ndo sendo consideradas como critérios de degenera-
Gao, outras alteracdes foram encontradas em DIV degenerados. Em
algumas amostras, verificou-se grande desorganizacao estrutural
do NP, havendo alteragéo do aspecto limpido da matriz extracelular,
aparente diminuicdo da quantidade de cordécitos e presenga de
agrupamentos celulares anémalos. Ainda, puderam-se identificar
caracteristicas histologicas tipicas de reagéo inflamatéria cronica,
observando-se tecido necrotico intercalado a estrutura normal do
DIV, com alteragdo morfolégica das suas células e intensa neo-
vascularizacao inicial. Outro aspecto verificado correspondeu ao
processo de ossificagdo local, havendo tecido ésseo em formagéao
inicial — pequena quantidade de canais de Havers — em substituicao
ao tecido cartilaginoso caracteristico do DIV nao-degenerado.

Utilizando-se a interpretagédo de Landis'® para os valores de
Kappa, fica evidente que a avaliagdo histolégica de degeneragéo
discal através dos critérios adotados apresentou alto indice de
concordancia entre os observadores do estudo (Tabela 1).

Tabela 1. Concordancia histoldgica para modelo de degeneracgéo discal
em coelhos.

Critérios Teste Kappa Concordancia

Presenca de vaso sanguineo 0.95 Quase Perfeita
Extruséo do ntcleo pulposo 0.78 Substancial
Rupturas de fibras do &nulo fibroso 0.65 Substancial

Fonte: Laboratério de Lesées Medulares e Trauma Experimental, SOT HUC PUCPR.
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Todos os critérios apresentaram correlagdo confidvel para de-
terminacdo da presenca de degeneracao do disco intervertebral,
com valor estatistico relevante.

DISCUSSAO

O uso de estudos in vivo (modelos animais), tem a principal
vantagem de determinar como os fatores de risco constitutivos,
ambientais ou biomecanicos podem iniciar, promover, ou ainda
regular as alteragbes discais'®. Em contrapartida, modelos in vi-
tro impedem a andlise do processo de degeneragdo 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 duragéo®.

Neste estudo, a pungao dos discos intervertebrais de coelhos
com agulha 18G com profundidade limitada (5 mm) apresentou
alteracoes histoldgicas evidentes, compativeis com as alteracbes
observadas na degeneragao discal intervertebral ocorrida em
humanos*2'23,

Os trés critérios histoldgicos utilizados para determinar a pre-
senca de degeneragao discal neste estudo demonstraram alta
prevaléncia entre o grupo experimental e elevado indice de con-
cordancia entre os pesquisadores. O Teste Kappa é uma medida
de consenso entre observadores e mede o grau de concordancia
além do que seria esperado tdo somente pelo acaso. Esta medida
de concordancia tem valores que variam de 0 a 1, sendo que “0”
representa ndo haver concordancia além do puro acaso, e “1” re-
presenta a concordancia perfeita®.

A ruptura das fibras do anulo fibroso ja foi observada no estudo
de Boos et al®. Nesse artigo, os autores ainda analisaram aspectos
como presenga de proliferagdo celular, degeneracao mucosa, morte
celular, alteracoes granulosas, extrusao e fissuras em DIV de cada-
veres e de fragmentos cirurgicos, tendo encontrado concordancia
inter-observadores variando entre 80 e 96%, com Kappa = 0,707.
Jé no artigo de Hoogendoorn et al®, a ruptura de fibras do AF foi
um dos critérios analisados na degeneragdo experimental do DIV de
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cabras, apresentando concordéncia inter-observadores de Kappa
= 0,54. Ambos os estudos mostram resultados semelhantes ao ob-
servado neste trabalho (ruptura das fibras do AF com concordancia
inter-observador Kappa = 0,65), fortalecendo a relevancia deste
critério para a determinagao histolégica de degeneracao discal.

Com relagao a presenga de vaso sanguineo na DDD, Kauppila®
avaliou DIV de cadéaveres através de angiografia e identificou
vasos entre a vértebra e o disco, com correlagéo estatisticamente
positiva entre a 0 aumento da vascularizagao do anulo fibroso e a
degeneracao discal (p < 0.001).

Dos 35 DIV controle analisados neste estudo, sete apresentaram
resposta positiva para ruptura de fibras do AF. Os autores atribuem
este resultado a lesdo que ocorre no disco durante o preparo histo-
l6gico das pegas com o micrétomo, levando a artefatos de técnica
que podem gerar resultados falso-positivos. Por esta razéo, a Sen-
sibilidade deste critério (88%), embora ainda seja relevante, diferiu
do resultado obtido pela presenca de vaso sanguineo (97%) e ex-
trusdo do NP (100%), sendo refletida pelo menor dos trés indices de
Kappa (0,65) entre os observadores. Ainda assim, a concordancia
substancial do teste e a alta Especificidade da presencga de ruptura
do AF (95%) garantem a validade deste critério para determinagao
histologica da degeneragéo discal.

Baseando-se na anélise estatistica deste estudo e nos resulta-
dos semelhantes encontrados na literatura, todos os trés critérios
adotados tém papel importante na avaliacéo histolégica da dege-
neracgao discal em coelhos, podendo-se afirmar com alto grau de
relevancia estatistica que a positividade de apenas um dos critérios
ja é capaz de definir o disco experimental como degenerado.

CONCLUSAO
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