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RESUMO

DAIBERT, Ana Paula Faci, M.S., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2004.
“Quimionucledlise cervical associada a fenda ventral em cédes: avaliagdo clinico-
cirargica, radiografica e histolégica’. Orientador: Ricardo Junqueira Del Carlo.

Consdlheiros: Luiz Gonzaga Pompermayer e Jodo Carlos Pereirada Silva.

Foram avaliados os aspectos clinico-cirdrgicos, radiogréficos e histologicos de
discos intervertebrais cervicais apds quimionucledlise com quimiopapaina associada a
fenda ventral. Foram utilizados 24 cées separados, aleatoriamente, em seis grupos iguais e
de acordo com o tempo de observagdo pos-operatério. A fenda ventral foi realizada na
regido do disco intervertebral C2-C3 e as quimionucledlises nos demais discos cervicais.
Cada grupo de quatro animais foi eutanasiado por sobredose anestésica 24 horas, oito, 30,
60, 90 e 120 dias apds aplicacdo da enzima e foram obtidos cortes sagitais dos discos
intervertebrais tratados, associados a estruturas cartilaginosas e dsseas adjacentes, para
andlise histolégica. Os cées foram também avaliados, de acordo com o grupo, clinica e
radiograficamente por até 120 dias. Todos os cées toleraram bem o procedimento cirdrgico,
ndo apresentando déficit neurol6gico, alteracdo do estado de consciéncia e dor aparente na
regido cervical. Na avaliacdo radiogréfica, com 24 horas, observou-se marcada reducéo da
espessura dos espacos intervertebrais. Do oitavo ao 90° dia, foi verificada auséncia total de
espaco intervertebral na regido de todos os discos tratados. Aos 120 dias, entretanto, as
espessuras dos espacos intervertebrais correspondiam, em média, a 59,13% da espessura
anterior ao procedimento. Ainda, radiograficamente, verificou-se aos 30 dias, absorcéo das
porgoes dos corpos vertebrais adjacentes aos discos tratados, que progrediu para reparagéo,
inclusive com evidéncias de fusdo vertebral aos 120 dias. Na avaliac8o histologica, 24
horas ap6s a quimionucledlise, foi observada digest&o nuclear caracterizada por cavitagtes
e reducdo da intensidade de coloracéo pela safranina-O, indicando perda de proteoglicanos.
Aos oito dias, 0 contelido nuclear apresentou-se ainda vacuolizado, contudo mais fibrilar.
Aos 30 dias, foram observadas lesdes e &reas de hemorragia nas placas terminais

cartilaginosas. A partir do 60° dia, notou-se a presenca de material amorfo no espaco
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nuclear, que, aos 120 dias, tinha aparéncia de tecido fibrocartilaginoso. Aos 90 dias,
verificou-se presenca de microfraturas e osteonecrose, que estavam reparadas aos 120 dias.
A quimionucledlise com quimiopapaina concomitante a fenda ventral na coluna cervica de
caes determinou a lise dos discos intervertebrais, instabilidade cervical e lesbes nas
estruturas cartilaginosas e Osseas adjacentes, que tendem a reparagdo por tecido
fibrocartilaginoso ao longo do tempo.

Os trabalhos apresentados como parte integrante desta tese estdo seguindo as
normas de publicagdo do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade Federal de Minas Gerais, indexada ao ISl, AGRIS, BIOSIS, CAB, CAS,
MEDLARS e LILACS. ISSN 01020935.
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ABSTRACT

DAIBERT, Ana Paula Faci, M.S., Universidade Federal de Vigosa, August 2004.
“Quimionucledlise cervical associada a fenda ventral em cées. avaliagdo clinico-
cirargica, radiografica e histolégica’. Adviser: Ricardo Junqueira Del Carlo.

Committee members. Luiz Gonzaga Pompermayer e Jodo Carlos Pereirada Silva.

The present study has as objectives to evaluate the clinical-surgical, radiological and
histological aspects of canine cervical intervertebral disks after chemonucleolysis with
chymopapain associated to the ventral slot. For that, it was used 24 dogs randomly divided
into six equal groups. The ventral slot was accomplished in the area of the intervertebral
disk C2-C3 and chemonucleolysis in the other cervical disks. Each group of four animals
was submitted to euthanasia with an anesthetic overdose 24 hours, eight, 30, 60, 90 and 120
days after the enzyme injection and sagittal sections of the treated disks, associated to
adjacent cartilaginous endplates and bony structures were obtained for histological analysis.
The dogs were also monitored clinically and radiographically for up to 120 days, according
to the groups. In this study, al dogs tolerated the surgical procedure, without detectable
postoperative pain, neurological deficit or alteration of the conscience state. In the
radiographic evaluation, it was observed consistent disk space narrowing 24 hours after the
procedure and total absence of space from the eighth to the 90" day after chemonucleolysis
in the area of all treated disks. However, at 120 days of postoperative there was an increase
in disk height, corresponding, on average, to 59.13% of the preinjection value. Also, on the
30™ day of postoperative, it was noted absorption of the vertebral bodies adjacent to the
treated disks that progressed to healing, with evidences of vertebral fusion 120 days after
the treatment. In the histological evaluation, it was observed 24 hours after disk injection
nuclear digestion, characterized by cavitations and decrease of safranin-O staining
intensity, indicating loss of proteoglycans. At eight days, the nuclear content was till
vacuolated but more fibrillar. At 30 days, it was noted lesions and hemorrhage in the
cartilaginous endplates. An irregularly defined mass in the nuclear space was observed on

days 60" and 90™, but it seemed fibrocartilaginous tissue on day 120". It was also observed
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microfractures and bone necrosis on day 90", which were headed by day 120"
Chemonucleolysis with chymopapain associated to the ventral slot in the cervical column
of dogs determines lysis of intervertebral disks, cervical instability and lesions of
cartilaginous and bone adjacent structures that tend to repair with fibrocartilaginous tissue

along the time.



CAPITULO 1. QUIMIONUCLEOLISE CERVICAL ASSOCIADA A FENDA
VENTRAL EM CAES: AVALIACAO CLiINICO-CIRURGICA E RADIOGRAFICA.

RESUMO

Foram avaliados os aspectos clinico-cirirgicos e radiograficos dos discos
intervertebrais cervicais apds quimionucledlise com quimiopapaina associada a fenda
ventral, em 24 cées separados, aleatoriamente, em seis grupos de quatro animais. Em todos
foi realizada a fenda ventral na regido do disco intervertebral C2-C3 e quimionucledlises
nos demais discos cervicais. Os caes foram monitorados clinica e radiograficamente por até
120 dias. Todos toleraram bem o procedimento cirdrgico, ndo apresentando déficit
neurologico, ateracdo do estado de consciéncia e dor aparente na regido cervical. Na
avaliacdo radiogréfica, observou-se marcada reducdo da espessura dos espacos
intervertebrais 24 horas ap0s o tratamento. Do oitavo ao 90° dia apds aplicacdo da enzima,
foi verificada auséncia total de espaco intervertebral na regido dos discos tratados. Aos 120
dias, as espessuras dos espagos intervertebrais corresponderam, em média, a 59,13% da
espessura anterior ao procedimento. Aos 30 dias, também ocorreu reabsorcdo 0ssea dos
corpos vertebrais adjacentes aos discos tratados, que progrediu para cicatrizacéo, inclusive
com evidéncias de fusdo vertebrad aos 120 dias. A quimionucledlise dos discos
intervertebrais C3-C4 a C6-C7 concomitante a fenda ventral de C2-C3 determina, além da
lise dos discos intervertebrais tratados, instabilidade cervical, destruicdo das placas
terminais cartilaginosas e das por¢cdes dos corpos vertebrais adjacentes, que tendem a
reparacao ao longo do tempo.

Palavras-chave: quimionucledlise, quimiopapaina, coluna cervical, cao.

ABSTRACT

The present study has as objectives to evaluate the clinical-surgical and radiological
aspects of chemonucleolysis with chymopapain in canine cervical intervertebral disks
associated to the ventral slot. For that, it was used 24 dogs randomly divided into six

groups of four animals. The ventral slot was accomplished in the area of the intervertebral



disk C2-C3 and chemonucleolysis in the other cervical disks. The dogs were monitored
clinically and radiographically for up to 120 days. In this study, all dogs tolerated the
surgical procedure, without detectable postoperative pain, neurological deficit or alteration
of the conscience state. In the radiographic evaluation, it was observed consistent disk
space narrowing 24 hours after the procedure and total absence of space from the eighth to
the 90" day of postoperative in the area of al treated disks. However, 120 days of
postoperative there was an increase in disk height, corresponding, on average, to 59.13% of
the preinjection value. On the 30™ day of postoperative, it was noted bone absorption of the
vertebral bodies adjacent to the treated disks that progressed to healing, with evidences of
vertebral fusion 120 days after the treatment. It can be concluded that chemonucleolysis of
the intervertebral disks C3-C4 to C6-C7 concomitant to the ventral slot of C2-C3
determines lysis of the treated disks, cervical instability, and destruction of the cartilaginous
endplates and of portions of the adjacent vertebral bodies that tend to the repair along the
time.

Keywords: Chemonucleolysis, chymopapain, cervical column, dog.

INTRODUCAO

As herniacfes discais sdo mais freqlientemente observadas nas regifes cervical,
toracica caudal e lombar, mas podem ocorrer em qualquer disco intervertebral, sendo as
discopatias cervicais responsaveis por aproximadamente 15% de todas as doengas de disco
intervertebral canino (LeCouteur e Child, 1997). As lesdes de disco cervical ocorrem mais
comumente em C2-C3 e o envolvimento decresce progressivamente de C3-C4 a C7-T1
(Toombs e Bauer, 1998).

Russell e Griffths (1968) relataram a recorréncia dos sinais clinicos em 36% de 110
caes tratados com métodos conservadores. O tratamento cirdrgico esta indicado nos casos
de dor persistente ou déficits neurol6gicos moderados a severos (Coates, 2000). Dentre as
opcodes cirdrgicas, os procedimentos mais realizados na coluna cervical séo a fenda ventral
(descompressao ventral) e afenestracéo (Wheller e Sharp, 1999).

Atualmente, preconiza-se a associacdo de procedimentos profil&ticos e terapéuticos

nas discopatias cervicais em caes, sendo geralmente empregada a fenda ventral terapéutica



na regido do disco intervertebral herniado associada a fenestragcdo ventral profilética dos
discos intervertebrais adjacentes (Coates, 2000). Pois, segundo Jensen e Arnbjerg (2001),
guando um determinado disco intervertebral sofre herniacdo, todos os demais discos
daguela regido também estdo em processo degenerativo e poderdo sofrer herniagctes
futuramente.

A fenda ventral é considerada a técnica idea por permitir a remoc&o de material
discal do interior do canal vertebral, mas requer a identificacéo acurada do disco envolvido
e é de dificil realizagdo (Wheeler e Sharp, 1999; Coates, 2000). Além disso, esta associada
arisco de instabilidade e colapso vertebral (Fitch et al., 2000; Lemarie et a., 2000; Chen et
a., 2001). Segundo Coates (2000), a minima disseccdo muscular e a possibilidade de
execucdo da fenestracdo profilédtica dos discos intervertebrais cervicais adjacentes sdo
vantagens da fenda ventral.

A fenestragdo € um procedimento cirlrgico controverso. Apesar de alguns autores
reconhecerem sua utilidade no tratamento e profilaxia de discopatias (Harari e Marks,
1992; Nakama et al., 1993), outros relatam piora do quadro neurolégico apds seu uso
(Tomlinson, 1985; Macy et al., 1999). E unanime que a fenestraco ndo € capaz de remover
o material discal presente no cana vertebral, contudo, permite a remocéo do contelido do
nicleo pulposo degenerado, impedindo sua futura herniacdo (Harari e Marks, 1992;
Nakama et al., 1993). Segundo Bartels et al. (1983), existe risco de material proveniente do
disco intervertebral ser forcado para o interior do canal medular durante a fenestracdo e
causar compressdo medular. Além disso, a instabilidade resultante do procedimento néo
justifica qualquer beneficio advindo datécnica (Macy et a., 1999).

A guimionucledlise é técnica alternativa a cirurgia convencional e é definida como a
dissolucéo do nucleo pulposo de um disco intervertebral pela administragdo de composto
gue causa a sua decomposicao quimica (Bradford et al., 1983). O termo foi estabelecido por
Smith (1969) e sinbnimos incluem discdlise e nucledlise intradiscal (Fry e Jonhson, 1991).

A quimiopapaina é a principal enzima quimionucleolitica. Seu substrato sGo os
proteoglicanos, que juntamente com a dgua e o colageno, sdo 0s principais constituintes do
nucleo pulposo. Ela é ativa apenas durante as primeiras horas apés administracdo no disco
intervertebral e sua acdo resulta em digestdo da proteina central da molécula de

proteoglicanos, fragmentando-os em cadeias laterais. Os proteoglicanos sdo altamente



hidrofilicos e quando lisados, perdem essa caracteristica, resultando em perda do contetido
de agua do nucleo pulposo e, conseqlentemente, em reducdo do volume e da pressao
intradiscal (Fry e Jonhson, 1991). Na avaliacéo radiogréfica, a redugdo da espessura do
espaco intervertebral observada apos a quimionucledlise € a manifestacdo fisica desse
fenémeno (Nitobe et al., 1988).

Tem sido demonstrado que a quimiopapaina degrada os proteoglicanos, mas possui
pequeno ou nenhum efeito sobre o colégeno discal (Nitobe et al., 1988). Segundo Smith
(1993), caso a enzima escape para 0 espaco epidural, apos a administracdo no disco
intervertebral, ela ndo penetra a dura-mater, que é colagenosa, e também néo afeta as raizes
nervosas cobertas por prolongamentos dessa meninge. Contudo, causara sangramento onde
encontrar microcirculagdo, pois as células capilares sdo unidas por proteoglicanos. Vasos
mais calibrosos do que os capilares ndo sofrem colapso devido a presenca de coldgeno em
suas paredes. De acordo com Pinkowski e Leeson (1990), a quimiopapaina € inativada por
alfa-macroglobulinas, o que previne sua atividade proteolitica fora do disco intervertebral.

A reducéo de volume do disco intervertebral resulta em diminuic¢éo da presséo sobre
a medula espinhal e nervos espinhais associados, aliviando os sinais de dor discogénica. A
reducdo do tamanho do fragmento herniado também podem ser razdes para a resposta
positiva ao tratamento (Fry e Johnson, 1991).

As principais contra-indicacfes da quimionucledlise sdo a existéncia de fragmento
discal sequiestrado, pois a enzima ndo consegue atingi-lo por impedimento fisico; os casos
em que o material herniado originar do anel fibroso, pois a enzima ndo degrada proteinas
colagenas, e nos pacientes com estenose espinhal (Nordby et al., 1996). Além disso, existe
risco de anafilaxia (Pinkowski e Leeson, 1990).

O grau de destruicdo dos proteoglicanos da matriz do nucleo pulposo e a magnitude
da reducdo da espessura do espaco intervertebral na avaliacdo radiogréfica é dose
dependente (LU et al., 1997). De acordo com Nitobe et a. (1988), o efeito da
guimiopapaina no nucleo pulposo € reversivel e o disco reconstituido restabelece sua
funcdo de absor¢do de choques, o que ndo ocorre apds a cirurgia convencional. As
caracteristicas da biossintese de proteoglicanos do nlcleo pulposo sugerem que 0 processo
de regeneracdo € similar ao da cartilagem. A origem das células do nucleo pulposo

regenerado ainda € incerta, contudo ha evidéncias que sejam oriundas do anel fibroso.



Leivseth et al. (1999), apds estudo retrospectivo em 51 pacientes submetidos a
guimionucledlise com quimiopapaina, afirmaram que discos intervertebrais lombares
humanos ndo regeneram, 0 que contrasta com o0s resultados obtidos em modelos
experimentais animais.

Na analise radiogréfica, a reducdo da espessura do espaco intervertebral é observada
apartir de 24 horas da quimionucledlise e atinge 0 maximo aos oito dias apés o tratamento.
Posteriormente, a espessura vai gradualmente aumentando, dependendo da dose da enzima
utilizada (Bradford et al., 1983; Atiola et al., 1988; Nitobe et al., 1988; Sugimura et
al.,1996).

De acordo com Kudo et al. (1993), a dose terapéutica ideal da quimiopapaina para
reducdo da pressdo intradiscal em cées é 10,0 mg (50 U). J4, para Bradford et a. (1983), a
dose de 5,3 U é mais adequada por permitir o restabelecimento de 50 a 66% da espessura
do espaco intervertebral trés meses apos o tratamento.

Este trabalho tem por objetivos avaliar os aspectos clinico-cirdrgicos e radiograficos
da quimionucledlise com quimiopapaina em discos intervertebrais cervicais caninos
associada a fenda ventral, caracterizando a associagcdo de um procedimento profilatico

(quimionucledlise) com um terapéutico.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 24 cées adultos, clinicamente sadios, sem raca definida, machos e
fémeas, pesando entre 10 e 20 kg, provenientes do canil experimental do Departamento de
Veterin&ria da Universidade Federal de Vigosa.

Todos os animais foram submetidos a exame radiografico da coluna cervical, que
constou de radiografias ssimples nas projecoes latera (Fig. 2A) e ventrodorsal (Fig. 4A) ede
mielografia (Fig. 2B), com a finalidade de descartar presenca de compressdo medular
prévia. Para a realizacdo da mielografia, foi utilizado como agente contrastante iohexol* na
dose de 0,3 mL/kg.

Os animais foram submetidos a jejum por 12 horas, anestesiados de forma rotineira

e posicionados em decubito dorsal sobre calha, com a regido cervical média apoiada em

! Omnipague 300 mg I/ml — Nycomed Ireland Ltd



almofada, permitindo o alinhamento das vértebras cervicais. Os membros torécicos foram
tracionados caudalmente e fixados. Foi utilizada fita adesiva para fixag&o da cabeca e torax
dos animais a mesa, evitando-se movimentos laterais. Apés preparo do campo cirdrgico, a
pele e a fascia superficial foram incisadas na linha média, a partir da cartilagem tiredide até
0 manubrio esternal, permitindo a dissecacdo dos musculos esternocefdicos e esterno-
hidideos em sua rafe mediana, expondo a traquéia. O conjunto composto pela traguéia,
esdfago, nervo laringo-recorrente e bainha carotidea foi afastado lateralmente a esquerda e
as inser¢des dos musculos longos do pescoco no processo ventral das veértebras foram
identificadas. Um afastador auto-estético de Gelpi foi aplicado para manter a exposicdo das
estruturas anatémicas desgjadas. Os discos intervertebrais cervicais foram identificados a
partir da palpacéo dos proeminentes processos transversos (asas) do atlas (C1). Apds isso,
foi redlizada a técnica da fenda ventral na regido do disco intervertebral C2-C3. Para isso,
0os musculos longos do pescoco inseridos nas vértebras C2 e C3 foram afastados
lateralmente com o auxilio de uma rugina, permitindo a visualizacdo do disco intervertebral
C2-C3, bem como das regifes caudal e crania das vértebras C2 e C3, respectivamente. O
processo ventral da vértebra C2 foi removido com pinca goiva e uma fenda éssea
envolvendo, no maximo, 50% da largura e 33% do comprimento das vértebras C2 e C3,
respectivamente, foi realizada por meio de uma perfuratriz elétrica, na velocidade de 5000
rom. A profundidade foi a espessura completa do corpo vertebral até possibilitar a
visualizac&o da medula espinhal no canal vertebral.

Apos redlizacdo da fenda ventral, foi realizada a quimionucledlise nos demais
discos intervertebrais cervicais (C3-C4 a C6-C7). Paraisso, os musculos longos do pescoco
foram afastados lateralmente na regido dos discos intervertebrais, ou sgja, imediatamente
caudal aos processos ventrais de C3, C4, C5 e C6, determinando minimas lesdes ao restante
da musculatura. Dessa forma, as bordas ventrais dos discos intervertebrais foram
visualizadas permitindo a inser¢do adequada das agulhas. Foi administrado em cada disco
intervertebral exposto, 4,8 mg (5,3 U) de quimiopapaina’ (1,1 U/mg) reconstituida em 0,1
mL de solugdo tampédo, 0,10 molar de fosfato de sodio, pH 6,5, contendo 0,05 molar de
EDTA e 0,01 molar de cisteina. Ap6s a administracdo da enzima, a seringa foi mantida na

posicdo de injecdo por um minuto e o contetdo de refluxo foi reinjetado. Ao final dos

2 Chymopapain 250U - Sigma



procedimentos, os musculos longos do pescoco e os esterno-hidideos foram aproximados
com fio absorvivel em pontos simples continuos. O tecido subcutdneo e a pele foram
suturados com fio inabsorvivel, em pontos tipo simples continuo e Wolff, respectivamente.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos (G) de quatro animais,
sendo que cada grupo correspondeu a um periodo de avaliagcdo pos-operatéria. Dessa
forma, os animais foram avaliados clinica e radiograficamente durante 24 horas apés a
cirurgia (Gl), oito dias (G2), 30 dias (G3), 60 dias (G4), 90 dias (G5) e 120 dias (G6).

Apés a cirurgia, guardadas as peculiaridades de cada grupo com relagdo ao tempo
de observacéo, os cées foram mantidos em canis individuais por 10 dias e, ao final deste
periodo, foram transferidos para canis coletivos (quatro caes/canil). No pés-operatério, 0s
animais foram medicados com enrofloxacina® (10 mg/kg por via subcutanea), a cada 24
horas durante cinco dias, e cetoprofeno® (1,1 mg/kg por via subcutanea), a cada 24 horas
durante trés dias. Além disso, permaneceram com colar cervical confeccionado de espuma
até aretirada dos pontos, que aconteceu no 10° dia do pos-operatério. O exame clinico dos
animais foi realizado diariamente até o fim do periodo de observacdo de cada grupo, e
constou da avaliacdo do estado geral, da consciéncia, da deambulacdo, da postura e da
observacdo da presenca de dor a palpacéo cervical e a flexao, extensdo e lateralizacdo do
PESCOGO.

Os animais foram submetidos a exames radiogréficos simples, nas projecoes lateral
e ventrodorsal, 24 horas (G1, G2, G3, G4, G5 e G6), oito dias (G2, G3, G4, G5 e G6), 30
dias (G3, G4, G5 e G6), 60 dias (G4, G5 e G6), 90 dias (G5 e G6) e 120 dias (G6) apds o
procedimento cirdrgico, com a finaidade de monitorar as variacbes da espessura dos
espagos intervertebrais correspondentes aos discos submetidos a quimionucledlise bem
como para a verificagdo de alteracOes nas veértebras adjacentes aos discos intervertebrais
tratados.

Para fins de comparagdo e para evitar interferéncias do tamanho do anima na
espessura do espaco intervertebral foi estabelecido um indice de espessura do espaco
intervertebral (IEIV) por melo de medidas obtidas nas avaliagdes radiograficas de cada

animal, calculadas e expressas da seguinte maneira:

% Duotril 10% - Duprat
* Profenid injetavel - Aventis



* [ndice de Espessura do Espaco Intervertebral (IEIV) =BC + EF
AB + DE

Onde BC e EF sdo as espessuras ventral e dorsal, respectivamente, do espaco
intervertebral e AB e DE os comprimentos ventral e dorsal, respectivamente, do corpo
vertebral imediatamente cranial a0 espago intervertebral sob exame (Fig. 1). A
porcentagem de reducdo do espaco intervertebral foi calculada de acordo com a férmula

abaixo:

» 9% dereducdodo EIV= IEIV apo6saquimionucledlise X 100

IEIV antes da quimionucledlise

1/4

2/4

1/4

Figura 1. Modelo empregado na mensuracdo da espessura dos espacos intervertebrais nas
radiografias dos animais submetidos a quimionucledlise. BC e EF sdo as
espessuras ventral e dorsal do disco intervertebral, enquanto AB e DE sdo os
comprimentos ventral e dorsal do corpo vertebral imediatamente cranial ao disco
examinado (adaptado de L et al, 1997).



RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram realizadas quimionucledlises em 96 discos intervertebrais cervicais (C3-C4 a
C6-C7) e em todos os animais, na regido do disco intervertebral C2-C3, foi feita a fenda
ventral (Figuras 2A e 4B). Este protocolo experimental foi adotado porque as lesdes de
disco cervical, em cées, ocorrem mais comumente em C2-C3 e a incidéncia decresce
progressivamente de C3-C4 a C7-T1 (Toombs e Bauer, 1998). Portanto, foi realizado o
procedimento terapéutico mais freqlentemente preconizado (fenda ventral) no disco
intervertebral de maior incidéncia da doenca associado a técnica profildtica em estudo nos
demais discos do segmento cervical.

Como previamente relatado por Atiola et al. (1988), o acesso cirdrgico para a
realizacdo da quimionucledlise permitiu a administracdo adequada da enzima nos discos
intervertebrais, minimizando o risco de injecdo intratecal inadvertida, 0 que causaria
aumento da pressdo intracraniana e destrui¢do das juncdes endoteliais levando a hemorragia
e edema. O acesso cirurgico ventral também eliminou a chance de penetracéo acidental da
artéria ventral ou de raizes nervosas, bem como permitiu a realizacdo da fenda ventra
concomitantemente.

Devido ao fato da quimionucledlise ter sido realizada em discos intervertebrais
radiograficamente normais, sempre foi encontrada resisténcia a injecdo da quimiopapaina,
como também ja relatado por Atiola et a. (1988). Ap6s a administracdo da enzima, houve
refluxo, para o interior da seringa, de um material de aspecto branco e gelatinoso, que foi
reinjetado, assegurando a administragcdo da dose completa. Segundo Bradford et al. (1983),
o conteddo do refluxo é o nucleo pulposo, indicando gque o disco tratado encontrava-se sob
compressdo normal (sem fissuras ou rupturas).

Neste estudo, a realizacdo da fenda ventral bem como da quimionucledlise nos
discos intervertebrais cervicais determinaram complicacfes pos-operatérias insignificantes.
Todos os cées toleraram bem o procedimento cirdrgico, ndo apresentando déficit
neurol6gico, ateracdo do estado de consciéncia e dor aparente na regido cervical no pos-
operatorio. Foi possivel flexionar e lateralizar o pescogco de todos os animais logo no
primeiro dia pés-cirdrgico sem a manifestacdo de dor, contudo dois animais ndo permitiram

a extensdo do pescoco nas primeiras 48 horas apos o procedimento. Ndo foram observadas
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alteracOes na postura e deambulagdo dos animais nos primeiros 30 dias de pos-operatorio.
A partir desta data, todos os animais apresentaram tendéncia a manter 0 pPescoco
discretamente flexionado, contudo sem manifestacdo de dor durante a palpacdo e
manipulagdo cervical. Observou-se também aumento progressivo da rigidez da regido
cervical, evidenciada pela menor amplitude de extensdo, flex&o e lateralizagdo do pescoco.

Ao contrério do relatado por Atiola et al. (1988), todos os animais foram capazes de
ingerir rac8o peletizada seca logo apds a recuperacdo anestésica. Também ndo
apresentaram nenhuma alteragcdo da ingestdo hidrica, micgdo e defecagdo durante o periodo
experimental.

Na andlise radiogréfica, observou-se uniformidade dos resultados apds a
quimionucledlise. O I|EIV préoperatorio medio foi 0,0691, e 24 horas apls a
quimionucledlise diminuiu para 0,0295. Ou sgja, a porcentagem média de reducéo das
espessuras dos espacos intervertebrais 24 horas apds o tratamento foi 57,25% (Tab. 1/ Fig.
2C). Esse resultado corrobora o relatado por Atiola et a. (1988), que observou maior
reducdo da espessura dos espacos intervertebrais logo nas primeiras 24 horas apés a
guimionucledlise.

Aos oito dias de pOs-operatorio, 0s espacos intervertebrais estavam ausentes em
todas as avaliacdes radiogréficas (Fig. 2D). Portanto, os IEIVs calculados foram iguais a
zero, indicando 100% de reducéo da espessura dos espacos intervertebrais. Ndo ha relatos
de reducdo total da espessura de espaco intervertebral apds quimionucledlise com
guimiopapaina na literatura. Os autores (Bradford et al., 1983; Atiolaet al., 1988; Nitobe et
al., 1988; Sugimura et al., 1996) mencionam apenas reducdo marcada da espessura entre
uma e duas semanas apos o procedimento. Segundo Nitobe et a. (1988), houve reducéo de
46,8% da espessura do espaco intervertebral apos uma semana da redlizacdo da
guimionucledlise. Isso sugere que a realizacdo concomitante da fenda ventral foi um fator
de instabilidade importante que pode ter determinado maior degeneracdo discal.

Aos 30, 60 e 90 dias, a andlise das radiografias indicou a manutencéo da auséncia
de espaco intervertebral nas regides dos discos tratados, de forma idéntica ao observado aos
oito dias (Fig. 3A, 3B e 3C). Contudo, 120 dias ap6s a quimionucledlise observou-se
retorno da espessura dos espacos intervertebrais (Fig. 3D). Nas radiografias referentes a

esse periodo de observacdo a média dos IEIVs foi de 0,0408. Isso significa que, quatro
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meses apos a realizagdo da quimionucledlise, a espessura dos espacos intervertebrais
correspondiam, em média, a 59,13% da espessura anterior a0 procedimento. Estes
resultados estdo de acordo com Bradford et al. (1983), que concluiu que o efeito da
guimiopapaina é parciamente reversivel e que a reconstituicdo do nucleo pulposo pode
ocorrer com o tempo. Por outro lado, a reconstituicdo dos nucleos pulposos, neste estudo,
ocorreu de forma retardada em relagcéo ao ja descrito. Nitobe et al. (1988) relataram que a
espessura dos espagos intervertebrais, 60 dias apos a quimionucledlise, correspondia a
76,6% da pré-tratamento. De forma semelhante, Kudo et al. (1993), relataram recuperacdo
de 61,1% da espessura dos espacos intervertebrais trés meses apés da realizacdo da
guimionucledlise utilizando quimiopapaina na dose de 5,0 U.

E possivel inferir que o menor espaco intervertebral em relagdo ao tempo de
observacdo, quando comparadas as analises desse experimento com os resultados dos
autores citados, sugere que a instabilidade extra resultante da realizacdo da fenda ventral
causou maior degeneracdo discal bem como retardou 0 processo de reparacéo dos discos

intervertebrais tratados.

Tabela 1. Média das espessuras dos espacos intervertebrais (EIV) e dos indices de
espessura dos espacos intervertebrais (IEIV) dos cdes submetidos a quimionucledlise com
guimiopapaina antes e apds 24 horas (24h), oito dias (8d), 30 dias (30d), 60 dias (60d), 90
dias (90d) e 120 dias (120d) do procedimento.

Antes 24h 8d 30d 60d 90d 120d
I[EIV 0,0691  0,0295 0 0 0 0 0,0408
% REIV*® - 57,25 100 100 100 100 40,87

¥ Porcentagem de reducsio média dos |EIVs pés-tratamento em relac8o ao pré-tratamento.

Apesar de Fry e Johnson (1991) terem observado numerosos defeitos nas placas
terminais cartilaginosas, um més apos a realizacdo da quimionucledlise em cées, ndo ha
relatos na literatura de ateracOes radiogréficas nas estruturas 0sseas adjacentes aos discos
intervertebrais, ao contrério dos achados do presente estudo.

Em todos os animais tratados, foi observado, aos 30 dias de pds-operatorio,

absorcdo dssea de regides dos corpos vertebrais adjacentes aos discos tratados (Fig. 3A).
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Essa absorcdo foi caracterizada, radiograficamente, por reducdo da radiopacidade nessas
areas. Aos 60 dias de pos-operatério foi possivel observar inicio do processo de reparacdo
0ssea, caracterizado por aumento da radiopacidade nas areas afetadas, que foi aém do
contorno natural das vértebras (Fig. 3B). Aos 90 e 120 dias, verificou-se progressdo da
radiopacidade, de forma irregular, inclusive com evidéncias de fusdo, o que pode justificar
a progressiva reducdo da amplitude dos movimentos do pescogo dos animais avaliados
(Fig. 3C e 3D). Essas ateracdes sugerem que o atrito anormal entre os corpos vertebrais em
virtude da degeneracdo discal resultou na destruicdo das placas terminais cartilaginosas e
conseqiiente reacdo Gssea. E importante enfatizar que a recuperacio da espessura dos
espacos intervertebrais, observada radiograficamente, 120 dias ap0s a quimionucledlise
coincide com a fusdo dos corpos vertebrais submetidos a fenda ventral, proporcionando

estabilidade e consequiente reparacéo dos discos (Figuras 4B, 4C e 4D).

CONCLUSOES

A quimionucledlise dos discos intervertebrais C3-C4 a C6-C7 concomitante a fenda
ventral de C2-C3 € um procedimento exequivel, mas que deve ser utilizado com cautela
pois determina, além da destruicdo dos discos intervertebrais tratados, instabilidade
cervical, destruicdo das placas terminais cartilaginosas e das por¢des dos corpos vertebrais

adjacentes, que tendem a reparacdo ao longo do tempo.
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Figura 2. Radiografias laterais da regido cervical do animal dois do grupo seis. A. Pré-operatorio. Espaco

intervertebral C2-C3, correspondente a regido onde foi realizada a fenda ventral (seta
vermelha). Espacos intervertebrais C3 a C7, correspondentes aos discos submetidos as
guimionucledlises (setas brancas); B. Mielografia. Agente contrastante no espaco subaracndide
cervical; C. 24 horas apbés a quimionucledlise. Reducdo das espessuras dos espagos
intervertebrais correspondentes aos discos tratados (setas); D. Oito dias apdés a
guimionucledlise. Auséncia dos espacos intervertebrais correspondentes aos discos tratados
(setas).
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Figura 3. Radiografias laterais da regido cervica do animal dois do grupo seis. A. 30 dias apos a

quimionucledlise. Auséncia dos espagos intervertebrais correspondentes aos discos tratados e
absorcdo Gssea de regides dos corpos vertebrais adjacentes aos discos, caracterizada por
diminuicdo da radiopacidade (setas); B. 60 dias apds a quimionucledlise. Inicio do processo
de reparacdo Gssea, caracterizado por aumento discreto da radiopacidade nas areas afetadas;
C. 90 dias ap6s a quimionucledlise. Progressdo da radiopacidade, de forma irregular, com
evidéncias de fusdo (setd); D. 120 ap6s a quimionucledlise. Aumento da espessura dos

espacos intervertebrai s correspondentes aos discos tratados.
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Figura 4. Radiografias ventrodorsais da regido cervical do animal dois do grupo seis. A. antes da

guimionucledlise; B. 24 horas apOs o procedimento. Falha ssea (fenda ventral) realizada
entre os corpos vertebrais C2-C3 (seta); C. 60 dias apds o procedimento. Aumento da
radiopacidade na regido da falha; D. 120 dias apds o0 procedimento. Fusdo das vértebras C2 €
Cs.
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CAPITULO 2. QUIMIONUCLEOLISE CERVICAL ASSOCIADA A FENDA
VENTRAL EM CAES: AVALIACAO HISTOLOGICA.

RESUMO

Foram avaliados os aspectos histologicos dos discos intervertebrais cervicais apos
guimionucledlise com guimiopapaina associada a fenda ventral, em 24 cées separados,
aleatoriamente, em seis grupos iguais. A fenda ventral foi realizada na regido dos discos
intervertebrais C2-C3 e a quimionucledlise nos demais discos cervicais. Os caes foram
eutanasiados 24 horas, oito, 30, 60, 90 e 120 dias apos aplicacdo da enzima, permitindo
obtencdo de cortes sagitais dos discos intervertebrais tratados, associados a estruturas
cartilaginosas e dssess adjacentes. As 24 horas foi observada digestdo nuclear caracterizada
por cavitagoes e reducdo da intensidade de coloragdo pela safranina-O, indicando perda de
proteoglicanos. Aos oito dias, o nlcleo apresentou-se ainda vacuolizado, contudo mais
fibrilar. Aos 30 dias, lesdes e areas de hemorragia nas placas terminais cartilaginosas foram
observadas. A partir do 60° dia, havia material amorfo no espaco nuclear, que, aos 120 dias,
tinha aparéncia fibrocartilaginosa. Aos 90 dias, verificou-se presenca de microfraturas e
osteonecrose, que aos 120 dias estavam reparadas. A quimionucledlise associada a fenda
ventral determinou a lise do disco intervertebral e lesdes nas estruturas cartilaginosas e
Osseas adjacentes, com tendéncia a reparacdo por tecido fibrocartilaginoso.

Palavras-chave: quimionucledlise, quimiopapaina, coluna cervical, cao.

ABSTRACT

It was evaluated the histological aspects of canine cervical intervertebral disks after
chemonucleolysis with chymopapain associated to the ventral dlot. For that, it was used 24
dogs randomly divided into six equal groups. The ventral slot was accomplished in the area
of the intervertebral disk C2-C3 and chemonucleolysis in the other cervical disks. Each
group of four animals was submitted to euthanasia with an anesthetic overdose 24 hours,
eight, 30, 60, 90 and 120 days after the enzyme injection and sagittal sections of the treated

disks, associated to adjacent cartilaginous endplates and bony structures were obtained for
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histological analysis. It was observed 24 hours after disk injection nuclear digestion,
characterized by cavitations and decrease of safranin-O staining intensity, indicating loss of
proteoglycans. At eight days, the nuclear content was still vacuolated but more fibrillar. At
30 days, it was noted lesions and hemorrhage in the cartilaginous endplates. An irregularly
defined mass was observed in the nuclear space on days 60" and 90", but it seemed
fibrocartilaginous tissue on day 120". It was also observed microfractures and bone
necrosis on day 90", which were healed by day 120™. Chemonucleolysis with chymopapain
associated to the ventral dot in the cervical column of dogs determines lysis of
intervertebral disks, cervical instability and lesions of cartilaginous and bone adjacent

structures that tend to repair with fibrocartilaginous tissue along the time.

Keywords. chemonucleolysis, chymopapain, cervical column, dog.
INTRODUCAO

A quimionucledlise é técnica aternativa a cirurgia convenciona para o tratamento
de discopatias e determina a dissolucdo do nucleo pulposo de um disco intervertebral
(Bradford et al., 1983). A quimiopapaina, principal enzima quimionucleolitica, cliva os
proteoglicanos da matriz, que sdo responsaveis pela manutencdo da pressdo osmotica no
interior do disco, resultando em perda do conteldo de &gua e, conseqlientemente, em
retracdo do nucleo pulposo com subsequiente descompressdo da medula e nervos espinhais
(Kitchel e Brown, 1992).

Segundo Smith (1993), a quimiopapaina ndo tem efeito sobre o coldgeno ou tecidos
Nervosos e, caso escape para o espaco epidural apds a administragdo no disco intervertebral,
ndo penetra a dura-méter, que € colagenosa, como também ndo afeta as raizes nervosas
cobertas por prolongamentos dessa meninge. De acordo com Simmons et al. (1984), o anel
fibroso ndo é afetado devido a sua composicao basicamente colagenosa, contudo referem
gue atas doses podem acarretar |esdes inesperadas.

Segundo Bradford et a. (1983), o achado histolégico mais evidente apos a
guimionucledlise é a perda de proteoglicanos, evidenciada pela reducéo da intensidade da
coloracdo pela safranina-O no nulcleo pulposo e no anel fibroso. Em pacientes humanos,

tem sido relatada também a perda da basofilia da matriz cartilaginosa, mas sem efeitos no
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anel fibroso. De acordo com esses autores, anormalidades dos tecidos adjacentes (0ssos e
placas terminais cartilaginosas) ndo foram evidenciadas no exame histolégico de caes
submetidos a quimionucledlise. Contudo, Fry e Johnson (1991) relataram colapso do
nucleo pulposo e numerosos defeitos na placa terminal cartilaginosa um més apos a
realizacdo da quimionucledlise em cées, sendo que dois anos apos o procedimento os discos
intervertebrais tratados apresentavam-se normais.

Patt et al. (1993) avaliaram histologicamente 88 discos intervertebrais tratados com
guimiopapaina e compararam com 0 mesmo numero de discos ndo tratados. Relataram
eosinofilia (fibras colagenas eosinofilicas) em 91% das amostras dos discos tratados em
contraste com basofilia em 61% das amostras controle. As alteragbes da estrutura
bioquimica do tecido discal foram refletidas pelo padréo de coloragdo aterado. As fibras
colagenas eosinofilicas, normalmente mascaradas, tornam-se visiveis devido a lise
enzimatica da matriz basofilica, contudo a coloracéo eosinofilica homogénea também pode
ser explicada por alteracdes na estrutura bioquimica da matriz. A eosinofilia tissular
depende primariamente do nimero de fibras colédgenas visiveis e pode também ser
observada em discos degenerados ndo submetidos a quimionucledlise. Portanto, ndo
indicam a coloragdo por hematoxilina-eosina isoladamente para avaliar a atividade da
quimiopapaina.

Os sinais histologicos da atividade da quimiopapaina sGo menos pronunciados com
0 passar do tempo, uma vez que sua acdo € imediata e irreversivel. Portanto, a existéncia de
fragmentos discais sem ou com pouca atividade enzimatica indica que a enzima ndo atingiu
essa regido do disco (Peatt et al., 1993).

Atiola et a. (1988) realizaram quimionucledlises em cinco discos intervertebrais
cervicais (C2-C3 a C6-C7) de 16 cdes assintométicos e observaram, 24 horas apds o
procedimento, dissolucdo do nucleo pulposo e do anel fibroso perinuclear, com presenca de
fissuras e cavitagoes.

De acordo com Kudo et al. (1993), a quimiopapaina inicialmente acarreta perda de
proteoglicanos associada a uma condensacdo dos componentes nucleares, denominada
efeito halo. Segundo esses autores, apOs trés meses, o centro do nicleo pulposo é

preenchido por tecido fibrocartilaginoso associado a matriz homogénea contendo
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proteoglicanos. Quando utilizaram doses mais altas de quimiopapaina (50U), o nulcleo
pulposo foi totalmente substituido por tecido fibrocartilaginoso denso.

Bradford et al. (1983) observaram completa auséncia da coloragéo por safranina-O
duas semanas apbs quimionucledlise, indicando perda total de proteoglicanos no espaco
nuclear. Em algumas amostras o espago nuclear apresentou-se como uma cavitacdo sem a
presenca de tecido residual. Afirmaram que a safranina-O estava presente em peguenas
areas das placas terminais cartilaginosas e no anel fibroso. Apés trés e seis meses do
procedimento, observaram retorno da intensa coloracdo de safranina-O no anel fibroso,
placas terminais cartilaginosas e no nucleo pulposo formado, que apresentou-se
discretamente mais fibrilar que o norma e com celularidade esparsa, sugerindo
regeneracdo. Consideram a quimionucledlise uma alternativa a excisdo cirdrgica de um
disco intervertebral, a qual resulta em diminuicdo brutal da sintese de proteoglicanos,
fibrose e estreitamento irreversivel do espaco intervertebral.

Este trabalho tem por objetivos avaliar os aspectos histol 6gicos da quimionucledlise
com quimiopapaina associada a fenda ventral em discos intervertebrais cervicais de caes

assintomati cos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 24 cées adultos, clinicamente sadios, sem raga definida, machos e
fémeas, pesando entre 10 e 20 kg, provenientes do canil experimental do Departamento de
Veterinéria da Universidade Federal de Vigosa.

Todos os animais foram submetidos a exame radiografico da coluna cervical, que
constou de radiografias simples nas projegoes lateral e ventrodorsal e de mielografia, com a
finalidade de descartar presenca de compressdo medular prévia. Para a realizacdo da
mielografia, foi utilizado como agente contrastante iohexol* na dose de 0,3 mL/kg.

Os animais foram submetidos a jejum por 12 horas, anestesiados de forma rotineira
e posicionados em decubito dorsal sobre calha, com a regido cervica média apoiada em
almofada permitindo o alinhamento das vértebras cervicais. Os membros torécicos foram

tracionados caudalmente e fixados. Foi utilizada fita adesiva para fixag&o da cabeca e torax

! Omnipague 300 mg I/ml — Nycomed Ireland Ltd.
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dos animais a mesa, evitando-se movimentos laterais. ApOs preparo do campo cirdrgico, foi
realizado o0 acesso aos discos intervertebrais cervicais, conforme estabelecido por
Piermattei (1993). O processo ventral da vértebra C2 foi removido com pinga goiva e uma
falha 6ssea com, no maximo, 50% da largura e 33% do comprimento das vértebras C2 e C3
foi redlizada por meio de uma perfuratriz elétrica, na velocidade de 5000 rpm. A
profundidade foi a espessura completa do corpo vertebral até possibilitar a visualizacgo da
medula espinhal no canal vertebral. Posteriormente, foram realizadas quimionucledlises nos
demais discos intervertebrais cervicais (C3-C4 a C6-C7). Para isso, os musculos longos do
pescoco foram afastados lateralmente, na regido dos espagos intervertebrais, ou sga,
imediatamente caudal aos processos ventrais de C3, C4, C5 e C6, determinando minimas
lesBes a0 restante da musculatura. Dessa forma, as bordas ventrais dos discos
intervertebrais foram visualizadas permitindo a insercdo adequada das agulhas. Foi
administrado em cada disco intervertebral exposto 4,8 mg (5,3 U) de quimiopapaina® (1.1
U/mg) reconstituida em 0,1 mL de solugdo tampéo, 0,10 molar de fosfato de sodio, pH 6,5,
contendo 0,05 molar de EDTA e 0,01 molar de cisteina. Apos a administracéo da enzima, a
seringa foi mantida na posicdo de injecdo por um minuto e o conteldo de refluxo foi
reinjetado. Ao fina dos procedimentos, os musculos longos do pescoco e os esterno-
hidideos foram aproximados com fio absorvivel em pontos simples continuos. O tecido
subcutaneo e a pele foram suturados com fio inabsorvivel, em pontos tipo simples continuo
e Wolff, respectivamente.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos de quatro animais,
sendo que cada grupo correspondeu a um periodo de avaliacdo pés-operatéria. Dessa
forma, os animais foram avaliados durante 24 horas apés a cirurgia (grupo 1), oito dias
(grupo 2), 30 dias (grupo 3), 60 dias (grupo 4), 90 dias (grupo 5) e 120 dias (grupo 6).

Apés a cirurgia, guardadas as peculiaridades de cada grupo com relagdo ao tempo
de observacao, os cdes foram mantidos em canis individuais por 10 dias e ao final deste
periodo foram transferidos para canis coletivos (quatro caes/canil). No pos-operatorio, 0s
animais foram medicados com enrofloxacina® (10 mg/kg por via subcutanea), a cada 24

horas, durante cinco dias e cetoprofeno® (1,1 mg/kg por via subcutanea), a cada 24 horas

2 Chymopapain 250U - Sigma
® Duotril 10% - Duprat
* Profenid injetavel - Aventis
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durante trés dias. Além disso, permaneceram com colar cervical confeccionado de espuma
até aretirada dos pontos, que aconteceu no 10° dia do pds-operatorio.

Nas datas pré-estabelecidas, referentes ao periodo de observac@o pés-operatorio de
cada grupo, os caes foram sacrificados por sobredose anestésica. A coluna cervical (Cl a
C7) foi removida ap0s a desarticulacdo atlanto-occiptal e C7-T1. ApOs aremocdo de toda a
musculatura cervical, foram obtidas cinco secgdes transversais da coluna cervical de cada
animal, envolvendo discos intervertebrais tratados, PTCs e porcdes cranial e caudal dos
corpos vertebrais adjacentes.

As amostras foram fixadas por 48 horas em formalina 10% tamponada.
Posteriormente, foram descal cificadas em &cido formico a 8% associado ao écido cloridrico
a 8%, durante 14 dias. A seguir foram desidratadas em dlcool 70, 80 e 95% por uma hora
em cada, e em dcool absoluto (dois banhos de uma hora). Depois, o material foi
diafanizado em dois banhos com xilol puro durante 40 minutos. Os fragmentos receberam
entdo dois banhos de parafina, de 40 minutos cada, em estufa a 60° C e foram incluidos em
parafina a temperatura ambiente durante 24 horas. Cortes sagitais de cinco micrometros de
espessura foram obtidos em micrétomo e montados em [&mina de vidro. Os fragmentos
obtidos foram corados com hematoxilina e eosina (H&E), para a andlise da morfologia, e
safranina-O (SO), para a avaliacdo do contelido de proteoglicanos discais, e analisados ao

microscopio optico.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Todos os discos intervertebrais tratados com a quimiopapaina demonstraram,
microscopicamente, sinais de digestdo tecidual, como ja descrito por Roggendorf et al.
(1984), confirmando a atividade da enzima.

Nos cortes corados pela H&E foi observado, 24 horas ap0s a administracdo da
guimiopapaina, digestdo do NP caracterizada por cavitagdes (matriz espongiforme)
(Fig.1A, 1B e 1C). Roggendorf et al. (1984) ja haviam relatado frouxiddo das fibras
colagenas do nlcleo e areas microcisticas 24 horas apos a realizacdo da quimionucledlise.
Semelhantemente, Atiola et al. (1988) observaram a dissolucéo do nicleo pulposo e de

areas perinucleares do anel fibroso, com fissuras e cavitagfes, a partir do primeiro dia apds
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0 tratamento enzimatico de discos intervertebrais cervicais caninos. Esses achados
corroboram os dados de Patt et al. (1993), que afirmaram que a ligacdo da enzima ao
substrato é imediata, assim como seus efeitos.

Ocorreram hiperemia e hemorragia nas regides Osseas adjacentes aos discos
tratados. Grande quantidade de células inflamatorias, principalmente mononucleares,
estavam presentes no interior dos vasos sanguineos. Como verificado por Roggendorf et a.
(1984), ocorreu importante reducdo do volume tecidual do nucleo pulposo e,
consequentemente, reducdo da espessura do espago intervertebral, que foram observadas
histologicamente. Como ja descrito por Nitobe et al. (1988), isso é a manifestacéo fisica da
perda de agua e proteoglicanos do nulcleo, resultante da acdo enzimética.

Apés oito dias da aplicacdo da enzima, o nicleo pulposo estava ainda vacuolizado,
contudo mais fibrilar (Fig. 2A). Isso também foi observado nos cortes histologicos das
porcoes mais internas do anel fibroso. Além disso, algumas |[aminas do anel deixaram de
ser concéntricas, como resultado da perda de volume nuclear e reducdo da espessura do
espaco intervertebral .

Apés 30 dias da aplicacdo da enzima, ocorreu grande reducdo da espessura do EIV,
0 que comprometeu a juncdo entre PTCs e and fibroso, provavelmente em conseqiiéncia da
alteracdo anatdmica dessas estruturas. As PTCs apresentavam lesdes e &reas de hemorragia
(Fig. 2C). Segundo Chen et a. (2003), a quimionucledlise com quimiopapaina pode ser
responsavel por essas lesdes, contudo ndo discorrem sobre o mecanismo. Uma vez que a
enzima tem acdo imediata sobre os proteoglicanos do disco intervertebral, sugere-se que as
alteracbes observadas sgjam consequéncia da instabilidade vertebral causada pelo
tratamento, determinando atrito entre PTCs adjacentes, anteriormente impossibilitado pela
presenca do nucleo pulposo. Fry e Johnson (1991) j& haviam relatado colapso do nucleo
pulposo e numerosos defeitos nas PTCs um més ap0s a realizacdo da quimionucledlise em
caes.

Ainda, 30 dias ap0s a quimionucledlise, notou-se a presenca de linha de cimentagdo
evidente, nlcleo cartilaginoso de calcificacdo, semelhante a “coragdo condréide’, e
hipervascularizacdo nas areas lesadas das PTCs. Segundo Roggendorf et al. (1984) pode
ocorrer hipervascularizaco como reacdo local a enzima. Os achados histologicos

observados aos 60 dias foram semelhantes, embora a reducdo da espessura do espaco
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intervertebral ndo fosse mais téo evidente, devido a presenca de material amorfo no espaco
nuclear. O anel fibroso apresentou-se mais delgado, mantendo apenas as laminas mais
externas.

Aos 90 dias ocorreu perda da arquitetura normal das estruturas ésseas adjacentes
aos discos tratados. Foram verificadas microfraturas, osteonecrose e preenchimento com
tecido cartilaginoso (Fig. 3B). As PTCs adjacentes aos discos tratados estavam ausentes e 0
espaco nuclear apresentou-se parcialmente preenchido por matriz fibrosa amorfa (Fig. 3C).
N&o harelatos na literatura de lesdes 0sseas apds a quimionucledlise. Bradford et al (1983)
utilizaram o mesmo protocolo de quimionucledlise cervical (dose e diluente) e relataram
regeneracdo do nucleo pulposo, sem alteracdo de estruturas adjacentes. No presente
trabalho, pode-se inferir que arealizacdo dafenda ventral pode ter ampliado a instabilidade
local com consequiente atrito excessivo, resultando nessas |esoes.

Aos 120 dias, observou-se intensa vascularizagao na regido do disco intervertebral,
inclusive com presenca de grandes tunels vasculares. As estruturas Osseas foram
remodeladas de forma irregular. O material presente no espaco nuclear tem aparéncia de
tecido fibrocartilaginoso, mais fibroso do que cartilaginoso, semelhante a tecido cicatricial
(Fig. 4A). Esses achados sdo semelhantes aos descritos por Kudo et a. (1993), embora
tenham utilizado dose de quimiopapaina 10 vezes maior do que a deste estudo. Sabe-se que
as agdes da quimiopapaina séo dose dependente (LU et a. 1997). Portanto, a ocorréncia de
resultados semelhantes utilizando dose muito menor reforca a hipétese de instabilidade
extra, resultante da fenda ventral.

As adteracbes da estrutura bioguimica do tecido discal, especiamente dos
proteoglicanos, foram refletidas por um padr&o de coloracéo pela SO aterado. Verificou-se
intensa reducéo da intensidade de colorac&o do nucleo pulposo e das |&aminas mais internas
do anel fibroso 24 horas e oito dias apés o procedimento (Fig. 1D). Ainda aos oito dias, foi
observada no nucleo a unido de células degeneradas, formando linhas, que sugerem
tentativa de sustentagdo (Fig 2B). Segundo Bradford et al. (1983), o achado histol6gico
mais evidente apOs a quimionucledlise é a perda de proteoglicanos, evidenciada pela
reducdo daintensidade da coloracdo pela SO no nucleo pulposo e no anel fibroso.

Aos 30 dias apds a aplicacdo da enzima, ocorreu reducdo da intensidade de

coloracéo nas PTCs adjacentes aos discos tratados. Contudo, observou-se aumento da
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intensidade de coloragdo do material nuclear, o que ndo se repetiu aos 60 e 90 dias (Fig.2D
e 3A). Nessas datas 0 espaco nuclear estava preenchido por material amorfo, fibroso e
acelular, sem afinidade tintorial alguma (Fig. 3D).

Aos 120 dias, novamente observou-se aumento da intensidade da coloracéo pela SO
no nucleo, indicando a presenca de proteoglicanos. O material presente no espago nuclear
ainda era amorfo, contudo continha células semelhantes a condrdcitos, sugerindo
fibrocartilagem (Fig. 4B). Ao contrario do citado por Bradford et al. (1983), ndo ocorreu

regeneracao do nucleo pulposo, mas sim substitui¢éo.

CONCLUSOES

A quimionucledlise dos discos intervertebrais C3-C4 a C6-C7 concomitante a fenda
ventral de C2-C3 determina a lise de proteoglicanos e conseqgiiente perda de &gua, que se
traduzem pelaimediata reducéo da intensidade de coloracéo pela safranina —O e do volume
nuclear. Morfologicamente, o tratamento determina vacuolizagdo do nlcleo pulposo, lesdo
nas placas terminais cartilaginosas e estruturas ésseas adjacentes aos discos tratados, que

sdo substituidos por tecido fibrocartilaginoso ao longo do tempo.



Figura 1. A: Aspecto microscopico de disco intervertebral 24 horas apds a quimionucledlise com

quimiopapaina mostrando digestdo do nulcleo pulposo com retracdo e perda de
contedido (100X/H&E). B: Aspecto microscopico da juncéo entre nicleo pulposo (1),
anel fibroso (2) e placa terminal cartilaginosa (3) 24 horas apds a quimionucledlise
com quimiopapaina mostrando presenca de cavitacdes e frouxiddo de fibras colagenas,
sem alteracOes na placa termina (200X /H&E). C: Aspecto microscopico do nlcleo
pulposo 24 horas ap6s a quimionucledlise com quimiopapaina mostrando matriz
espongiforme (400X/H&E). D: Aspecto microscépico do nucleo pulposo 24 horas apds
a quimionucledlise com quimiopapaina mostrando reducdo da intensidade de coloracéo
do nudcleo (seta branca) e das laminas internas do anel fibroso (seta preta) pela SO
(200X/S0).



Figura 2. A: Aspecto microscopico do nlcleo pulposo oito dias ap6s a quimionucledlise com

guimiopapaina mostrando o nucleo pulposo vacuolizado e mais fibrilar (400X/H&E).
B: Aspecto microscopico do nucleo pulposo oito dias apds a quimionucledlise com
guimiopapaina mostrando reducdo da intensidade de coloracdo do nucleo pela SO €
unido de células degeneradas formando linhas (setad) (200X/SO). C: Aspecto
microscopico do nucleo pulposo 30 dias apds a quimionucledlise com quimiopapaina
mostrando lesdo na placa termina cartilaginosa, hemorragia e presenca de linha de
cimentacdo (seta) (200X/H&E). D: Aspecto microscopico do nucleo pulposo 30 dias
apos a quimionucledlise com quimiopapaina mostrando reducdo da intensidade de
coloragdo da placa terminal cartilaginosa pela SO (seta preta) e aumento da mesma no
nucleo pulposo (seta branca) (200X/S0).



Figura 3. A: Aspecto microscopico da placa terminal cartilaginosa 60 dias ap6s a

guimionucledlise com quimiopapaina mostrando a placa terminal cartilaginosa
estruturalmente aterada e com pouca afinidade pela SO (400X/SO). B: Aspecto
microscopico de por¢do do corpo vertebral adjacente a um disco tratado com
quimiopapaina 90 dias apos o procedimento mostrando perda da arquitetura normal das
estruturas 0sseas, hemorragia e ostonecrose (200X/HE). C. Aspecto microscopico do
material preenchendo 0 espaco nuclear 90 dias apdés a quimionucledlise com
guimiopapaina mostrando matriz fibrosa amorfa (400X/H&E). D: Aspecto
microscopico do material preenchendo o nucleo 90 dias apds a quimionucledlise com
quimiopapaina mostrando presenca de material amorfo, fibroso e acelular, sem
afinidade tintorial pela SO (seta) (200X/S0).
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Figura 4. A: Aspecto microscopico da regido do disco intervertebra 120 dias apls a

qguimionucledlise com quimiopapaina mostrando estruturas Osseas remodeladas de
forma irregular, auséncia de placa termina cartilaginosa e espaco nuclear preenchido
por material fibrocartilaginoso (seta) (200X/H&E). B: Aspecto microscopico da regido
do disco intervertebral 120 dias apés a quimionucledlise com quimiopapaina,
mostrando aumento da intensidade da coloragdo do espaco nuclear pela SO e presenca
de materia nuclear amorfo, com células semelhantes a condrécitos, sugerindo origem
fibrocartilaginosa (200X/S0).
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