ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE

Modelo de degeneracao do disco intervertebral por puncéo
da cauda de ratos Wistar: avaliagdo histolégica e radiogrdfica

Injury model by needle puncture of the Wistar rats’ tail: histological
and radiographic assessments

Modelo de degeneracién del disco intervertebral por puncién de la
cola de ratas Wistar: evaluacién histolégica y radiogrdfica

Ana Carolina de C. Issy Pereira’

Vitor Castania’

Joost J. A. de Jong?
Helton L. A. Defino®
Dimitrius Leonardo Pitol*
Mamie Mizusaki lyomasa®
Elaine Del Bel®

RESUMO

Objetivo: descrever a caracterizagdo
histologica e radiografica do método
de inducdo da degeneragdo do disco
intervertebral da cauda de ratos Wis-
tar induzida por meio de pungao. Mé-
todos: ratos Wistar machos adultos
foram anestesiados, radiografados e
submetidos a pun¢ao dos discos inter-
vertebrais localizados entre a sexta e
a sétima e a oitava e nona vértebras
coccigeas. Para a punc¢ao foi utilizada
agulha de 20G, que foi introduzida até
o anulo fibroso, e foi realizada dupla
rotacdo de 360°, mantendo-se a mes-
ma posi¢ao durante 30 segundos an-
tes da retirada. O disco intermediario
aos segmentos lesados (7-8) nao foi
puncionado e foi utilizado como con-
trole. Foi selecionado o periodo pds-
-lesdo de 30 dias (n=9) para sacrificio
e analise dos discos intervertebrais.

ABSTRACT

Objective: to report the induction of
intervertebral disc degeneration of the
rat caudal spine by needle puncture
and its radiographic and histologic
characterization. Methods:  adult
male Wistar rats were anesthetized,
submitted to the X-Ray and then
to the needle puncture (20G) of
intervertebral disc between the sixth
and seventh (proximal segment) and
the eighth and ninth (distal segment)
coccygeal vertebrae. Radiographies
were taken 30 days after lesion
for analysis of intervertebral disc
height. The intermediate disc (7-
8) to injured segments was not
punctured and was considered as
control. All segments were removed,
fixed and demineralized, processed
and stained with Hematoxylin-Eosin
for histological evaluation. Results:

RESUMEN

Objetivo: describir la caracterizacion
histologica y radiogrdfica del método de
induccion de la degeneracion del disco
intervertebral de la cola de ratas Wis-
tar;, inducida por medio de la puncion.
Meétodos: ratas Wistar machos adultos
fueron anestesiados,  radiografiados
y sometidos a la puncion de los discos
intervertebrales localizados, entre la
sexta y la séptima; y la octava y novena
veértebras coccigeas. Para la puncion,
fue utilizada una aguja de 20G, que fite
introducida hasta el anulo fibroso, y fue
realizada una dupla rotacion de 360°,
manteniendo esta posicion durante 30
segundos, previamente a la retirada.
El disco intermediario a los segmentos
lesionados (7-8) no fue puncionado y
fue considerado como control. Fue se-
leccionado el periodo post-lesion de 30
dias (n=9) para sacrificio y andlisis de
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Os animais foram radiografados 30
dias apo6s a lesdo para analise da altura
do disco intervertebral. Os segmentos
da cauda foram removidos, fixados e
desmineralizados, processados e co-
rados com Hematoxilina-Eosina para
avaliagdo histologica. Resultados: a
analise radiografica revelou a redugéo
significativa da altura dos discos le-
sados em relagdo ao controle. A ava-
liagdo histologica revelou alteragdes
no nucleo pulposo e anulo fibroso dos
discos lesados em relagdo ao contro-
le. Nao foram observadas diferengas
na intensidade de les@o entre os dis-
cos proximal e distal. Conclusio: a
degeneragdo do disco intervertebral
da cauda de ratos Wistar induzida por
meio de pungdo mostrou ser método
reprodutivel para estudo da degenera-

radiographic  analysis  revealed
significant reduction in disc height of
lesioned discs compared to control.
Similarly,  histological — analysis
revealed significant changes in the
nucleus pulposus and annulus fibrosus
of the lesioned discs (proximal and
distal) relative to the control. There
was no difference in the intensity of
injury between the proximal and distal
discs. Conclusion: the experimental
model of tail intervertebral disc
degeneration by needle puncture
reproduced  the steps of the
intervertebral disc  degeneration,
assessed by different instruments,
and it can be used for experimental

evaluation of new  therapeutic
interventions for intervertebral disc
degeneration process.

los discos intervertebrales. Los animales
fueron radiografiados 30 dias después
de la lesion para analisis de la altura del
disco intervertebral. Los segmentos de
la cola fueron removidos, fijados y des-
mineralizados, procesados y coloreados
con hematoxilina-eosina para evalua-
cion histologica. Resultados: el andlisis
radiogrdfico mostro una reduccion sig-
nificativa de la altura de los discos lesio-
nados en relacion al control. La evalua-
cion histologica mostro alteraciones en
el nucleo pulposo y el anulo fibroso de
los discos lesionados en relacion al con-
trol. No fueron observadas diferencias
en la intensidad de la lesion entre los
discos proximal y distal. Conclusiones:
la degeneracion del disco intervertebral
de la cola de ratas Wistar inducida por
medio de puncion mostro ser un método

¢do do disco intervertebral. Esse mo-
delo mostrou validade para avaliago
experimental de novas intervengdes
terapéuticas nos processos de degene-
ragdo do disco intervertebral.

DESCRITORES: Degeneracao
do disco intervertebral;
Histologia; Disco

intervertebral; Ratos Wistar Wistar

INTRODUCAO

O estudo dos fendmenos bioldgicos e biomecanicos as-
sociados com a degeneragdo do disco intervertebral tem
sido motivado pelo crescente impacto socioecondomico
da dor lombar na populagdo'. A degeneragdo do disco
intervertebral é caracterizada por um conjunto comple-
x0 de alteracdes morfoldgicas, bioquimicas ¢ bioldgicas
que acarretam a sua disfuncdo mecanica, frequentemente
acompanhada de dor em muitos individuos?3. Modelos ex-
perimentais in vitro e in vivo t€m sido desenvolvidos com
o objetivo de reproduzir as etapas da degeneracdo do disco
intervertebral®3. No entanto, a relevincia dos estudos ex-
perimentais, apesar de possuirem o mérito da elucidacao
de questionamentos especificos sobre a degeneracdo do
disco intervertebral de humanos, deve ser cautelosamente
interpretada.

Os modelos animais sdo utilizados com frequéncia
para o estudo da degeneracdo do disco intervertebral por
permitirem a avaliacdo padronizada dos fendmenos bio-
légicos, bioquimicos e morfologicos desde as suas fases
iniciais. Desse modo, representam ferramentas tteis para
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reproducible para el estudio de la dege-
neracion del disco intervertebral. Ese
modelo mostré validez para la evalua-
cion experimental de nuevas interven-
ciones terapéuticas en los procesos de
la degeneracion del disco intervertebral.

DESCRIPTORES: Degeneracion
del disco intervertebral,
Histologia; Disco
intervertebral; Ratas Wistar

o desenvolvimento de novas intervengdes terapéuticas e
para o esclarecimento dos mecanismos fisiopatologicos
envolvidos na degeneragdo do disco®. Diferentes espécies
como coelhos?, camundongos®, ratos®, bovinos’ e ovinos®
tém sido utilizadas nos modelos de degeneragdo do disco
intervertebral. A degeneragdo induzida pode ser obtida por
meio de alteragdes mecanicas do disco intervertebral, tais
como modificagdes posturais, suspensdo pela cauda, corte
com bisturi do anulo fibroso, carga axial ou pun¢do com
agulha do anulo fibroso®**!!, Adicionalmente, a degene-
racdo do disco pode ocorrer espontaneamente, sendo ob-
servada, por exemplo, em animais geneticamente modifi-
cados ou em linhagens especificas' (exemplo: Sand rats).

O modelo de les@o do disco intervertebral por meio de
puncdo utilizando agulhas de 16 a 21G foi recentemen-
te desenvolvido e reproduz as alteragdes morfologicas e
bioquimicas similares aquelas observadas nos processos
degenerativos dos discos intervertebrais humanos'®. Tem
sido proposto que a degeneragao induzida por esse método
seja mais lenta, comparada com a produzida pela incisdo
do anulo fibroso com lamina de bisturi. A degeneragdo
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mais lenta e progressiva, semelhante a degeneragdo que
ocorre nos humanos, seria mais adequada para a avaliagao
da eficicia de novas intervengdes terapéuticas'.

O objetivo deste estudo foi relatar a indugdo da dege-
neragdo do disco intervertebral da cauda de ratos Wistar
por puncao com agulha, determinando sua caracterizagao
histologica e radiografica.

METODOS
Foram utilizados nove ratos Wistar machos (300-350 g) pro-
venientes do Biotério Central da Universidade de Sdo Pau-
lo, campus Ribeirdo Preto. Os animais foram mantidos em
grupos de quatro animais por caixa em temperatura ambiente
controlada de 23°C (x1), ciclo claro-escuro de 12 horas e ali-
mentagao ad libitum. Todos os experimentos foram conduzi-
dos de acordo com as normas do Comité de Etica em Expe-
rimenta¢do Animal da Universidade de Sao Paulo (CETEA).
Os animais foram anestesiados com associacao de ke-
tamina (88 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg) por via intrape-
ritoneal. Ap6s antissepsia da cauda com élcool iodado, os
discos intervertebrais entre a sexta e a sétima e a oitava e
nona vértebras coccigeas foram percutaneamente perfura-
dos com agulha de 20G com o auxilio de fluoroscopia para
a identificacdo dos espagos discais (Figura 1). A agulha foi
introduzida até o anulo fibroso contralateral, foi realizada
a sua dupla rotagdo de 360° e mantida na mesma posi¢ao
no interior do disco intervertebral durante 30 segundos, de
acordo com a recomendagdo de Zhang et al.”* ¢ Han et
al.'. O disco intervertebral intermediério aos discos lesa-
dos (nivel 7-8) ndo foi puncionado, sendo utilizado como
controle. Os animais foram sacrificados 30 dias ap0s a le-
sdo. O sacrificio dos animais foi realizado com dose letal

Figura 1
Fotografia ilustrando a pungéo do disco intervertebral da
cauda do rato com agulha.

de uretana, e o segmento da cauda abrangendo os discos
puncionados e o disco controle foram removidos e prepa-
rados para analise histologica em microscopia de luz com
utilizagdo de escore proposto por Norcross et al.'>.

Preparo do tecido para avaliacao histolégica

O segmento da cauda removido foi fixado em parafor-
maldeido (PFA 4%) em PB 0.1M, pH 7.4, durante 24 horas,
e, em seguida, dissecado e descalcificado em EDTA 10%
durante 30 dias. Foram realizadas trocas semanais da so-
lucdo de EDTA até a completa desmineraliza¢ao do tecido
osseo. O tecido foi processado em parafina e secgdes sagi-
tais com espessura de 5 um foram obtidas em micrétomo. O
material foi corado pela técnica de Hematoxilina-Eosina e
analisado em microscopio Leica® com amplificagdo de 5X.

Andlise radiogrdfica e avaliagéio da altura do disco
intervertebral (DHI)

Todos os animais tiveram sua cauda radiografada imediata-
mente antes da realizagdo da pungao e apds 30 dias da indugao
da lesdo. Para a realizagdo do teste radiografico foi utilizada
escala milimétrica confeccionada em material radiopaco para
orientacdo e reconhecimento do nivel da lesdo. As tomadas
radiograficas foram realizadas em aparelho Siemens Multix®
padrao Kv:35, tempo de exposigao de 2,5 ms e foco fino de 1
m. Para obtengdo de melhor resolugdo das imagens foi utili-
zado filme radiografico Kodak® MIN R2000. As radiografias
foram utilizadas para o célculo da altura do disco interverte-
bral segundo técnica apresentada por Massuda et al.'. Esse
método utiliza o comprimento da vértebra proximal (PV),
distal (DV) e do disco intervertebral (DH) para normaliza-
¢do da altura do disco (Figura 2). Para obtengdo da altura
do disco intervertebral (DHI) ¢ utilizada a seguinte formula:

Figura 2
Radiografia da cauda ilustrando as medidas utilizadas para o
céleulo da altura do disco intervertebral.

DHI  (Disc  Height Index)=2*(DHI1+DH2+DH3)/
((PV1+PV2+PV3) + (DV1+DV2+DV3).
% DHI=(DHI pés-lesao/DHI pré-lesao)*100

A analise da imagem radiografica foi realizada utilizan-
do-se programa Image J, desenvolvido pelo U.S. National
Intitutes of Health, de dominio publico (http://rsb.info.nih.
gov/nih-image/).

Avaliacao histolégica do disco intervertebral

As alteragdes histologicas do anulo fibroso e nucleo pulposo
foram analisadas de acordo com escore proposto por Nor-
cross et al.’’, que classifica as alteragdes do anulo fibroso e
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do nucleo pulposo em cinco categorias, que variam desde a
normalidade (5) até a degeneracao grave (1), Tabela 1.

TABELA 1 - Escore Histolégico proposto por
Norcross et al., 2003.

Nucleo pulposo (NP)
5- Grande, com abaulamento da cavidade central e

material abundante; > 2/3 da altura do DIV*; limites
nitidos com o minimo de inferrupgdo.

4- Tamanho ligeiramente reduzido da cavidade central com
algum material do NP presente; > 1/3 da altura do DIV e
< 2/3; pode apresentar rompimento minimo dos limifes.

3- Reducdo altura acentuada da cavidade com preservagdo
minima de material do NP; compartimentalizagdo; tofal da

cavidade > 1/3 da altura do DIV e < 2/3.

2- Grave prejuizo do NP ; cavidade minima; cavidade fotal

< 1/3 dadltura do DIV e > O; presenca de algumas ilhas

circundadas por células do NP.

1- Obliteragdo completa da cavidade sem células do NP.
Anulo Fibroso

5- lamelas discretas, bem opostas, com abaulamento sem
dobras. Defeito minimo da preparagéo com fenda radial
simples (al.

4- lamelas discretas, ndo tdo opostas; dobras minimas
podem estar presentes, fibras continuam bem organizadas,
mas com fenda radial complexa (b).

3- Dobras moderadas a severas, lamelas relativamente bem
opostas, moderada fragmentagdo da lamela, fibras do
dnulo continuam bem organizadas.

2- Dobras severas e disforcdo de lamelas pobremente
opostas, severa fragmentacdo das lamelas, pequenas
regides com material fibroso desorganizado.

1- Dobras severas, distorcdo e fragmentagdo da lamela,
extensa quantidade de material fibroso desorganizado
substituindo a lamela central.

* disco intervertebral; (a) lacunas radiais entre as lamelas do @nulo fibroso com
fragmentagdo minima; (b) lacunas radiais, transversas e/ou obliquas entre as
lamelas com fragmentagdo significativa.

Andlise estatistica

A DHI foi analisada por meio de analise de variancia — one
way ANOVA. As alteracdes histologicas foram analisadas
por meio de MANOVA de medidas repetidas, tendo como
medida repetida os segmentos (proximal e distal), e como
medida independente a condi¢ao (lesado ou controle). As
diferencas individuais foram apontadas pelo teste post hoc
Duncan, p<0,05.

RESULTADOS

Andlise radiogréfica

Foram observadas redugdes significativas da DHI nos
segmentos puncionados proximal (6-7) e distal (8-9) em
relacdo ao controle (7-8), aos 30 dias [F(2,26)=12,18;
p=0,001; Figura 3] apos a pungao (one way ANOVA, se-
guida de teste post hoc Duncan, p<0,05, Figura 4). Nao
foram observadas diferencas significativas entre os discos
intervertebrais puncionados (proximal e distal).

COLUNA/COLUMNA. 2010;9(4):455-461

[ disco controle
[ disco puncionado proximal
B disco puncicnado distal

100 q

80

60 - I

% DHI

40 -

20 -

0_

Figura 3

Gréfico ilustrando a porcentagem de reducéo da altura do

disco intervertebral (%DHI) 30 dias apds a lesdo. Os discos
intervertebrais (proximal e distal) apresentaram redugéo
significativa da %DHI em relacdo ao disco controle. *p<0,05 em
relacGo ao disco controle. One way ANOVA, post hoc Duncan.
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Figura 4

Radiografias da cauda do animal realizadas antes da
puncdo (foto superior) e 30 dias apds a puncdo do disco
intervertebral (foto inferior). As setas indicam os segmentos
6-7 e 8-9 antes e apds a pungdo. Ao lado da imagem das
vértebras da cauda do animal pode ser observada a escala
confeccionada em material radiopaco utilizada para a
identificacdo dos discos puncionados e disco controle.

Andlise histolégica

Foram encontradas alteragdes significativas no nucleo pul-
poso e no anulo fibroso nos discos intervertebrais proximal
(6-7) e distal (8-9) puncionados em relag@o ao controle (7-
8), 30 dias apo6s a puncgdo [F(2,24)=25,26; p=0,001; Dun-
can, p<0,05; Tabela 2]. Nos discos intervertebrais subme-
tidos a puncao foi observada grande diminui¢ao do nucleo
pulposo e ampla desorganizagdo do anulo fibroso. A ana-
lise estatistica (MANOVA de medidas repetidas) mostrou
que nao ha diferenca se a lesdo ¢ realizada no segmento
proximal ou distal da cauda aos 30 dias apds a pungdo
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[segmento F(1,24)=3,062; p=0,093; interagdo segmento
versus lesdo F(2,24)=0,812; p=0,456]. A Figura 5 repre-
senta segmentos controle e lesado submetidos a técnica de
Hematoxilina-Eosina.

TABELA 2 - Escore Histolégico

Disco Nucleo pulposo  Anulo fibroso
controle 4,33 +0,25 4,33 +0,25
puncionado proximal 1,33 +0,18* 1,67 +0,25*
puncionado distal 2,00 +0,47* 2,44 + 0,50*

Resultados apresentados na forma de média + EPM. Os escores dos discos
puncionados apresentaram redugéo significativa em relagdo ao disco controle.
*p<0,05 em relagdo ao disco controle. MANOVA, post hoc Duncan.

Figura 5

Fotomicrografias do disco intervertebral da cauda de rato
Wistar. Disco controle (A) com aumento de 5X e disco
puncionado com agulha de 20G 30 dias apds a puncéo
com aumento de 5X (B) ou 10X (B*) corados pela técnica
de Hematoxilina-Eosina. Observar a auséncia de células
do ndcleo pulposo, completa obliteracéo da cavidade e
desorganizagdo das lamelas do énulo fibroso.

DISCUSSAO

A magnitude e o impacto socioecondmico da doenga dis-
cal degenerativa tem despertado o interesse no estudo das
possibilidades terapéuticas da reparagdo do disco interver-
tebral. O surgimento de novas intervengdes terapéuticas
relacionadas com a biologia molecular'4, engenharia de te-
cidos', transplante de células'® ou fatores de crescimento'’
aumentou a necessidade do desenvolvimento de modelos
experimentais para a viabilizagdo dos estudos. A degenera-
¢do do disco intervertebral em animais deve reproduzir as
etapas da degeneracdo do disco intervertebral, evidencian-
do alteragdes morfologicas e bioquimicas semelhantes as
observadas nos discos humanos. Para facilitar a execucdo
do estudo e viabilizar o seu custo e financiamento, deve-se
utilizar animais de pequeno porte. Os roedores sao utili-
zados como modelo experimental para o estudo da dege-
neragdo do disco intervertebral devido a facilidade da sua
utilizagdo e ao baixo custo®.

A coluna lombar ¢ o principal alvo da lesdo do dis-
co intervertebral. No entanto, para a inducdo da lesdo
nessa regido ¢ necessaria a abordagem anterior do dis-
co intervertebral, que representa procedimento cirirgico
adicional associado a riscos e aumento da morbidade'>?!.
A disseccdo excessiva ou a irritagao dos tecidos adjacen-
tes pode induzir a formacao de osteofitos que interferem
na avaliagdo da degeneragdo do disco intervertebral'®. A
lesdo do disco intervertebral induzida na coluna lombar
possui ainda a desvantagem de nd3o ser detectada pre-
cocemente pelos métodos radioldgicos e histologicos
convencionais®.

A lesdo cirtrgica do anulo fibroso inicia o processo de
degeneragao do disco intervertebral devido a herniagdo e a
despressurizagdo nuclear®, e classicamente € realizada por
meio da anulotomia®. A pungdo com agulha ¢ outra mo-
dalidade de lesdo estrutural do disco intervertebral, capaz
de promover as alteragdes morfologicas e bioquimicas de
modo mais lento que as produzidas pela anulotomia com
laminas'®. Esse tipo de pun¢do foi inicialmente utilizada
em modelos experimentais utilizando coelhos'®* e, pos-
teriormente, ratos'*!*. A pun¢do do disco intervertebral
com agulhas na coluna lombar de coelhos'®**? apresen-
ta a desvantagem do custo e manuseio do animal quando
comparado com o modelo utilizando ratos. Esses animais
apresentam as vantagens do baixo custo € manuseio mais
facil, além da reprodutibilidade. Essas caracteristicas do
modelo experimental utilizando a pun¢do da cauda com
agulha, que permite induzir a degeneragdo mais lenta do
disco intervertebral, foram decisivas para a escolha desse
modelo em nossa linha de pesquisa.

Os resultados observados em nosso estudo piloto para
a inducdo da degeneragdo discal utilizando a pungdo da
cauda de ratos com agulha permitiram a observagao de al-
teragdes histologicas do nucleo pulposo, anulo fibroso e
alteracdo radiografica da altura do disco intervertebral em
concordancia com os relatos da utilizagdo desse modelo
experimental' >,
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A técnica de inducao da degeneracdo por meio da pun-
¢ao do disco intervertebral da cauda foi realizada segun-
do critérios apresentados por Han et al.'*. No entanto, foi
selecionada a agulha com calibre de 20G, que representa
um valor intermediario aqueles propostos por esses auto-
res. Para o reconhecimento da lesdo foram utilizados dois
critérios de analise, um radiografico e outro histologico.
As radiografias realizadas antes ¢ apds a lesao (30 dias de-
pois) foram utilizadas para o calculo da altura do disco,
segundo critérios propostos por Massuda et al.'®. Aredugio
nos discos intervertebrais degenerados tem sido utilizada
como parametro de avaliagdo nos modelos experimen-
tais'*1%, Nossos resultados revelaram redugio significativa
da altura dos discos puncionados, 30 dias apos a lesdo, em
relagdo ao disco intervertebral controle.

A analise histologica foi realizada segundo o escore
proposto por Norcross et al.'’, que considera as altera¢des
ocorridas no nucleo pulposo e anulo fibroso. De forma
semelhante ao observado com a altura do disco, as alte-
ragdes histologicas reveladas, tais como a diminui¢ao do
ntcleo pulposo e a desorganizacdo do anulo fibroso, foram
significativas 30 dias apés a pun¢do, em comparagdo ao
controle. De forma interessante, foi observada correlagio
positiva entre a altura do disco e o escore histologico aos
30 dias ap6s a pungdo (dados nao apresentados). Ou seja,
quanto menor a altura do disco, menor o escore obtido, o
que significa maior gravidade da degeneracdo do tecido
discal. O disco intervertebral controle localizado entre os
discos puncionados e que desenvolveram alteragoes de-
generativas tem sido alvo de criticas do modelo experi-
mental. Nesse estudo, os discos controle ndo apresentaram
alteracdes detectaveis na analise histologica e radiografi-
ca. Houve manutengao da altura dos discos intervertebrais
controle 30 dias ap6s a pun¢@o. Deve ser considerado que
os discos intervertebrais da cauda ndo estdo submetidos as
cargas mecanicas e ndo apresentam articulagdes facetarias,

atuando em condigdes mecanicas distintas dos demais seg-
mentos vertebrais. Por isso, ndo seriam influenciados pelas
alteracdes dos discos adjacentes'>*,

Algumas limita¢des do modelo experimental de dege-
neragdo do disco intervertebral devem ser consideradas
ao compararmos essa condi¢do com a degeneragdo que
ocorre em humanos, destacando a indugdo da rapida de-
generacdo do disco intervertebral, diferentes tipos de cé-
lulas do nucleo, persisténcia da placa epifisaria, auséncia
de carga sobre o disco ¢ os efeitos das pequenas dimen-
soes do disco da cauda sobre a difusdo da placa vertebral
terminal>'%?*2, No entanto, o modelo experimental de
degeneragdo do disco intervertebral utilizado reproduziu
as ctapas da degeneragdo do disco intervertebral avalia-
da por diferentes instrumentos. Foi eficiente, apresentou
baixo custo e, considerando-se essas caracteristicas, pode
ser utilizado como modelo animal para a utilizacdo em
grande escala. Em concluséo, a degeneracdo do disco in-
tervertebral da cauda induzida por pungdo mostrou vali-
dade para avaliagdo experimental de novas intervengdes
terapéuticas.
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