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RESUMO 

 

Introdução: Os discos intervertebrais e o ligamento amarelo são estruturas 
importantes para a estabilidade da coluna vertebral. O disco intervertebral é 
constituído de duas regiões anatômicas distintas, o núcleo pulposo, a camada 
mais interna, menos estruturada e rica em proteoglicanos, glicoproteínas e água, 
circundado pelo anel fibroso rico em fibrocartilagem. O ligamento amarelo, 
também denominado ligamento flavum, é formado essencialmente por proteínas 
fibrosas (fibras elásticas e colágenos) e encontra-se localizado posterior e 
lateralmente ao canal vertebral, conectando as lâminas vertebrais adjacentes. 
Dentre os fatores predisponentes do processo de degeneração discal e alterações 
do ligamento amarelo podemos destacar o envelhecimento, tabagismo, fatores 
genéticos e traumáticos.  Objetivo: O objetivo do nosso trabalho foi avaliar o perfil 
de componentes da matriz extracelular nas alterações do disco intervertebral e do 
ligamento amarelo da coluna lombar em doenças degenerativas. Método: O 
presente estudo é constituído por três manuscritos. O primeiro manuscrito avalia o 
perfil de glicosaminoglicanos do ligamento amarelo de amostras coletadas de 
pacientes com doenças degenerativas da coluna lombar. O segundo artigo (já 
publicado), analisa alterações moleculares que ocorrem no disco intervertebral 
durante a degeneração e avalia componentes da matriz extracelular (colágeno 
tipo I, metaloproteases-2, metaloprotease-9 e heparanases), também foram 
investigadas moléculas envolvidas com o processo inflamatório como 
Interleucina-6, interleucina-10, VEGF e caspase-3. O terceiro e último artigo (já 
publicado), investiga a expressão das metaloproteases e do TGF-ɓ em pacientes 
com estenose do canal vertebral e hérnia discal lombar. Resultados: Os 
resultados demonstraram correlação direta entre aumento da expressão de 
condroitim sulfato e maior espessura do ligamento amarelo que ocorre durante o 
processo de degeneração. No segundo artigo foi possível observar alterações 
significativas de constituintes da matriz extracelular, bem como moléculas 
envolvidas com o processo inflamatório, havendo diferenças quando comparados 
15 e 28 dias após indução da degeneração do disco intervertebral em ratos. O 
terceiro artigo evidencia apenas uma tendência ao aumento do TGF-ɓ em 
pacientes acometidos por degeneração discal com idade mais avançada. 
Considerações Finais: Os resultados obtidos em todos os estudos evidenciam 
alterações moleculares significativas que podem elucidar mecanismos 
moleculares envolvidos com o processo degenerativo do disco e ligamento da 
coluna vertebral. 
 
Palavras-chave: Degeneração do Disco Intervertebral, Ligamento Amarelo, 
Estenose Espinal, Coluna Vertebral, Matriz Extracelular. 
 



 

ABSTRACT 

 

Introduction: The intervertebral discs and yellow ligament are important structures 
for the stability of the spine. Intervertebral disc comprise two different anatomical 
regions, the nucleus pulposus, internal layer that is less organized, rich in 
proteoglycans, glycoproteins and water, surrounded by the annulus fibrosus, 
composed by fibrocartilage. The yellow ligament, also known as flavum ligament, 
consists of fibrous proteins (collagen and elastic fibers) and is located posterior 
and laterally to the vertebral spine, which connects adjacent vertebral laminae. 
Among predisposing factors involved in the disc degeneration process and 
alterations of the yellow ligament we can highlight age, smoking habit, genetic and 
traumatic factors. Objective: The objective of our study was to evaluate the profile 
of extracellular matrix components in the intervertebral disc and the flavum 
ligament in the spine degenerative process. Method: The study consists of three 
manuscripts. The first manuscript evaluates glycosaminoglycans profile observed 
in the flavum ligament collected from patients with spine degeneration. The 
second paper (already published), analyzes molecular changes that occur in the 
degeneration of the intervertebral disc and evaluates extracellular matrix 
compounds, such as collagen type I, metalloproteases-2 metalloprotease-9, 
heparanase, as well as molecules involved in the inflammation process, like 
interleukin-6, interleukin-10, VEGF and caspase-3. The third and final article 
(already published), investigates the expression of metalloproteinases and TGF-ɓ 
in the spine stenosis and lumbar disc herniation. Results: The results 
demonstrated a direct correlation between increased expression of chondroitin 
sulfate and thickness of the flavum ligamentum. In the second article a significant 
alteration was observed in the extracellular matrix, as well as the molecules 
involved in the inflammatory process. However, no difference was observed 
comparing 15th and 28th days after intervertebral disc degeneration induction in 
rats. The third article shows a tendency of TGF-ɓ enhancement in older patients 
affected by disc degeneration. Final Thoughts: The results obtained in all studies 
show significant molecular changes that may elucidate the molecular mechanisms 
involved in the degenerative process of the disc and flavum ligament. 
 
Keywords: Intervertebral Disc Degeneration, Ligamentum Flavum, Spinal 

Stenosis, Spine, Extracellular Matrix. 
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O processo de degeneração da coluna vertebral é caracterizado por 

deterioração de determinadas estruturas. Durante o processo degenerativo, o 

tecido acometido pode ser substituído por tecido celular alterado, promovendo a 

diminuição ou até perda da função.  

 

1.1 Degeneração dos Discos Intervertebrais  

 

Os discos intervertebrais são estruturas fibrocartilaginosas localizadas 

entre as vértebras da coluna vertebral, são responsáveis pela absorção de cargas 

mecânicas e proporcionam a mobilidade para os movimentos de rotação e flexão, 

realizados pela coluna. (ROUGHLEY et al., 2006; PATTAPPA et al., 2012). 

Os discos intervertebrais são constituídos de duas regiões anatômicas 

distintas, o núcleo pulposo é a camada mais interna, menos estruturada e rica em 

proteoglicanos, glicoproteínas, proteínas fibrosas e elásticas e água (WU et al., 

2016). Envolvendo o núcleo pulposo encontra-se o anel fibroso, constituído por 

fibras de colágeno organizadas obliquamente. (ALINI et al., 2002). 

O núcleo pulposo, apresenta além de fibras colágenas, metaloproteases 

(MMP), proteoglicanos (PG) e glicosaminoglicanos (GAG). Tais moléculas que 

formam a matriz extracelular estão relacionadas com funções diversas como 

proporcionar ancoragem entre célula-célula e célula-matriz extracelular, 

desencadear sinais que intensificam processos de proliferação e migração celular, 

além de participarem da organização tecidual e mecanismos de regeneração e 

desenvolvimento dos tecidos. (KRESSE; SCHÖNHERR, 2001; NOMIZU et al., 

1995). 

Durante o desenvolvimento e crescimento do indivíduo, os discos 

intervertebrais sofrem alterações morfológicas para Roughley (2004), que podem 

ocorrer de maneira fisiológica, com o desenvolvimento discal, desde a fase 

embrionária até o crescimento ósseo completo e incluem o processo de 

envelhecimento. Entretanto, na fase adulta tais alterações podem ser 

caracterizadas por alterações degenerativas não fisiológicas.   

1 INTRODUÇÃO 



10 

 

A estrutura dos discos intervertebrais de um adulto é predominantemente 

avascular, o que dificulta a nutrição e respostas nociceptivas, adequadas para 

proteção e manutenção da homeostase do disco. (ALINI et al., 2002; MOLINOS et 

al., 2015; SMITH et al., 2011).  

A principal função dos discos intervertebrais são a absorção e dissipação 

de energia das cargas mecânicas recebidas, assim como a mobilidade da coluna. 

Porém, quando expostas a cargas mecânicas constantes e/ou acentuada ocorre a 

degeneração do disco. (MACLEAN et al., 2003). Esta degeneração, também pode 

ocorrer por consequência de alterações genéticas, envelhecimento, alterações na 

composição do disco ou por influência de fatores ambientais. (VASILIADIS et al., 

2014; SMITH et al., 2011). 

O processo de degeneração do disco intervertebral ocorre de maneira 

progressiva, envolvendo fatores bioquímicos, celulares, estruturais e funcionais. 

(SMITH et al., 2011).  

O acúmulo de resíduos extracelulares, gerado pela característica 

avascular do disco intervertebral, pode se agravar em virtude da absorção celular 

deficiente, acarretando acúmulo de resíduos o que gera mudanças estruturais na 

constituição da matriz extracelular do disco. Tais alterações se caracterizam como 

mudança do perfil e da quantidade de proteoglicanos, colágeno, enzimas e outras 

proteínas, gerando desorganização tecidual e desidratação do núcleo pulposo, 

com consequente redução da capacidade do disco de amortecer pressões 

mecânicas. (OKUDA et al., 2004). 

Com o envelhecimento, a alteração da resposta celular acarreta uma 

cascata de eventos e modificações moleculares do disco intervertebral. Tais 

alterações podem evoluir para herniações. (SMITH et al., 2011). A hérnia discal 

pode acarretar extravasamento do núcleo pulposo para além das margens do 

anel discal que envolve o disco intervertebral, podendo promover compressão das 

raízes nervosas e/ou medula. (ADAMS; ROUGHLEY, 2006).  

 

1.2 Ligamento Amarelo 

 

Dentre as diversas estruturas envolvidas na estabilização da coluna 

vertebral está o ligamento amarelo ou ligamento flavum, que encontra-se 
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localizado posterior e lateralmente às lâminas vertebrais, conectando vértebras 

adjacentes. O ligamento amarelo está presente desde o áxis até o primeiro 

segmento do sacro. Cada ligamento amarelo possui origem na face anterior da 

lâmina da vértebra superior e inserção na face posterior da lâmina inferior, 

recobrindo grande parte posterior e lateral do canal vertebral. (KAMITA et al., 

2015).  

Na perspectiva de Chen et al. (2014), o ligamento amarelo apresenta 

grande quantidade de fibras elásticas quando comparado às fibras colágenas, 

sendo que 70% da matriz extracelular é formada por fibras elásticas ricas em 

elastina e 30% fibras colágenas que possuem orientação em paralelo. 

(NACHEMSON; EVANS, 1968). A função primordial fisiológica do ligamento 

amarelo é a manutenção da estabilidade da coluna vertebral em postura 

ortostática.  

O aumento da rigidez e a diminuição da elasticidade do ligamento 

amarelo pode, entre outras causas, estar relacionado com o processo de 

envelhecimento, onde há redução das fibras elásticas. (PARK et al., 2009). 

A hipertrofia do ligamento amarelo gera um estreitamento do canal 

espinal, comprimindo os tecidos nervosos, causando sintomas radiculares, 

compressivos e inflamatórios. A hipertrofia do ligamento amarelo é considerada a 

causa mais comum de estenose do canal lombar. (OKUDA et al., 2004; SAIRYO 

et al., 2007).  

Diferentes eventos podem desencadear a hipertrofia do ligamento 

amarelo, como o estresse biomecânico gerado pela mobilidade e amplitude de 

movimento da coluna, e também as alterações inflamatórias do disco 

intervertebral e dos tecidos contíguos, causando o espessamento e alteração 

estrutural do ligamento em pacientes com predisposição genética. 

(SHIGUEMATSU et al., 2012).   

Em estudo publicado Kamita et al. (2015) realizaram a análise proteômica 

do ligamento amarelo sem aspectos degenerativos (saudável) e compararam com 

a análise realizada em ligamentos amarelos espessos, nesta análise o grupo 

identificou 1.288 tipos distintos de proteínas. Foi evidenciado em tal estudo que 

tecidos saudáveis apresentaram aproximadamente 1.100 proteínas distintas, 

enquanto os tecidos com sinais de degeneração do ligamento amarelo, o número 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okuda%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15284518
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foi reduzido para aproximadamente 900 proteínas com diminuição significativa de 

componentes elásticos da matriz extracelular. 

 

1.3 Glicosaminoglicanos 

 

Os glicosaminoglicanos (GAG) são polímeros lineares de açúcares 

constituídos por subunidades repetitivas de dissacarídeos. Esses polímeros 

podem apresentar sulfatação em diversas posições, caracterizando uma carga 

negativa de alta densidade, carga essa que é capaz de atrair cátions 

(predominantemente sódio), interagindo intensamente com moléculas de água, 

contribuindo assim para a hidratação do tecido (ADAMS; ROUGHLEY, 2006).  

Os GAG, exceto o ácido hialurônico, encontram-se associados a um 

esqueleto proteico e formam macromoléculas denominadas proteoglicanos.  

Ainda, os proteoglicanos associam-se à rede de colágeno, formando uma malha 

que determina a estrutura funcional do tecido e mantém a hidratação no núcleo 

pulposo e no ligamento amarelo, determinando a integridade de tais tecidos. 

(ANTONIOU et al., 1996).  

Os GAG proporcionam propriedades visco elásticas ao tecido do disco 

intervertebral e ligamento amarelo. (SIVAN  et al., 2014). Com o envelhecimento 

as funções dos proteoglicanos ficam prejudicadas, por alterações na constituição 

estrutural das cadeias de GAG e perda de tais cadeias, comprometendo a 

capacidade de tais macromoléculas em manter o disco intervertebral hidratado o 

suficiente para receber cargas estressoras sem alteração estrutural. (ADAMS; 

ROUGHLEY, 2006; ANTONIOU et al., 1996).  

É de conhecimento que as alterações na viscosidade do disco 

intervertebral e ligamento amarelo afetam diretamente sua função, gerando uma 

cascata de alterações bioquímicas, funcionais e mecânicas favorecendo a 

degeneração do disco4.  Apesar de bem elucidada, alterações dos proteoglicanos 

no processo de degeneração discal e do ligamento amarelo, pouco se sabe sobre 

como tais alterações moleculares estão envolvidas no desenvolvimento de tal 

afecção. 
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1.4 Objetivo do trabalho 

 

Avaliar as alterações moleculares de constituintes da matriz extracelular 

no processo de degeneração do disco intervertebral e do ligamento amarelo. 

 

1. Analisar o perfil de glicosaminoglicanos no processo degenerativo do 

ligamento amarelo da coluna vertebral em humanos. 

2. Investigar alterações de componentes da matriz extracelular, inflamação e 

apoptose na degeneração do disco intervertebral em modelo animal. 

3. Correlacionar a expressão de componentes da matriz extracelular na 

hipertrofia do ligamento amarelo com a idade dos pacientes acometidos 

pela doença. 
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Com o envelhecimento algumas alterações ocorrem de forma fisiológica 

ou patológica, afetando a composição e morfologia dos discos e ligamentos 

intervertebrais.  

A análise proteômica realizada por Kamita et al. (2015), revelou que 

existem diferenças expressivas na constituição de proteínas comparando-se 

tecidos sem alterações estruturais com tecidos degenerados. 

Em um estudo publicado por Kim et al. (2015) associaram sintomas da 

estenose lombar com a morfologia do ligamento amarelo, foram avaliados 117 

pacientes diagnosticados com estenose lombar. Valores maiores de área 

transversa e espessura do ligamento amarelo estão associados com valores mais 

elevados de incapacidade subjetiva.  

A estenose de canal lombar pode atingir apenas um segmento ou 

diversos segmentos da coluna lombar, quando a estenose é sintomática e 

prejudica as atividades de vida diárias do paciente o tratamento cirúrgico é 

recomendado, Wen-Jing et al. (2015), sugerem que a cirurgia em duas fases, 

apesar da perda da função neurológica entre as fases, tem um resultado favorável 

com recuperação completa da função após o termino da segunda fase cirúrgica. 

 Em um estudo morfológico dos discos intervertebrais, Scott et al. (1994), 

encontraram diferenças nas composições dos discos fetais: comparado ao de 

adultos, o conteúdo de colágeno do núcleo pulposo dos fetos foi maior em discos 

cervicais do que em discos lombares, porém, o teor total do núcleo pulposo foi 

maior em discos lombares e mais baixo em discos cervicais. O conteúdo de 

colágeno do anel fibroso foi maior em adultos e crianças do que em neonatos e 

lactentes. Já o colágeno do núcleo pulposo aumentou com a idade em discos 

torácico e lombar, mas foi consistentemente alta em discos cervicais para todas 

as idades.  

Furukawa et al. (2009) demonstraram em um estudo experimental com 

ratos, que a deficiência de biglicam, proteoglicano de condroitim e dermatam 

sulfato, ricos em resíduos de leucina estão relacionados com o processo de 

degradação do disco intervertebral com redução progressiva do núcleo pulposo, 

semelhante ao processo de envelhecimento. 

2 REVISÃO DA LITERATURA 
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Alini et al. (2002) descreveram a implantação de tecidos produzidos in 

vitro, para reposição do núcleo pulposo degradado, como uma forma alternativa 

de terapia. 

A proteína Angptl2 promove a inflamação no tecido do ligamento amarelo 

por ativação de expressão de IL-6, induzindo a degeneração do ligamento 

amarelo e consequente hipertrofia. Quando correlacionadas a espessura do 

ligamento amarelo com a expressão de IL-6 foi encontrada uma relação positiva 

nos tecidos provenientes de estenoses além de alta expressão de IL-6 em 

fibroblastos, quando correlacionado com Angptl-2. (NAKAMURA, 2015). 

As alterações causadas pela estenose têm origem em partes distintas do 

disco intervertebral, como no núcleo pulposo e anel fibroso, sendo assim, para 

compreensão da patologia em si é necessário o conhecimento dos componentes 

de cada estrutura. 

Foi descrito que cadeias de condroitim sulfato presentes na cartilagem 

proporcionam numerosos domínios de ligações potenciais importantes para a 

célula interagir com a matriz extracelular, bem como associações específicas com 

citocinas, quimiosinas e fatores de crescimento, que regulam a diferenciação e 

proliferação celular durante o desenvolvimento do tecido. (CATERSON, 2012). 

Os proteoglicanos desempenham papel diferente no processo de 

inflamação decorrente de alterações estruturais das cadeia de GAG que os 

constituem. (JUNEJA; VEILLETTE, 2013).  

Segundo Pearce e Grimmer (1976), proteoglicanos presentes em disco 

intervertebral degenerado apresentam diferenças significativas na constituição 

das cadeias de condroitim sulfato e queratam sulfato, evidenciando mais uma vez 

a importância das cadeias de GAG para o desenvolvimento do processo de 

degeneração discal.  

Em estudo realizado por Hardigham e Adams (1976) descreveram um 

procedimento para identificação de moléculas de proteoglicanos e ácido 

hialurônico da cartilagem. Neste estudo pioneiro o autor relata a presença de 

ácido hialurônico em baixa concentração e ressalta a importância de tal molécula 

na organização tecidual da cartilagem.  

O agrecam é um dos principais componentes macromoleculares do disco 

intervertebral, sendo que a redução deste proteoglicano de condroitim sulfato e 

queratam sulfato representa um sinal precoce de degeneração discal. 
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A partir das necropsias realizadas em crianças e adultos, Roughley et al. 

(2006), pôde ser observado que com o envelhecimento a quantidade de 

proteoglicanos diminui significativamente no núcleo pulposo, em relação ao anel 

fibroso.  

Boxberger et al. (2009), relataram que o aumento da carga mecânica em 

discos intervertebrais de ratos gera um aumento da rigidez dinâmica do disco, 

sendo que tais resultados estão relacionados com a quantidade de 

glicosaminoglicanos. 
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3.1 Artigo 1: Alterações patológicas do ligamento amarelo nas 

doenças degenerativas da coluna lombar 

 

RESUMO 

 

Em processos de degeneração da coluna lombar ocorre frequentemente aumento 

da espessura do ligamento amarelo. Entretanto, existe pouco conhecimento sobre 

os mecanismos moleculares envolvidos com o processo de hipertrofia do 

ligamento amarelo. Sabemos que fibras elásticas como colágeno, proteoglicanos 

e glicosaminoglicanos são constituintes importantes da matriz extracelular do 

ligamento amarelo. Tais moléculas são importantes para a estruturação e função 

de tal tecido. No presente estudo temos como objetivo avaliar a constituição dos 

glicosaminoglicanos do ligamento amarelo de pacientes com quadro degenerativo 

da coluna vertebral. Foram coletadas 30 amostras de ligamento amarelo obtidas 

por ressecção cirúrgica em pacientes com degeneração da coluna lombar, como 

hérnia discal e estenose do canal vertebral. A identificação e quantificação dos 

glicosaminoglicanos foram realizadas por eletroforese em gel de agarose. Os 

resultados evidenciaram um aumento significativo de condroitim sulfato, 

apresentando correlação direta com o processo de hipertrofia do ligamento 

amarelo. Entretanto, não houve diferença do conteúdo de dermatam sulfato nos 

casos avaliados. Estudos recentes mostraram aumento da expressão de 

proteoglicanos de condroitim sulfato e dermatam sulfato no processo de 

espessamento do ligamento amarelo. A correlação direta observada em nosso 

estudo com aumento significativo e específico de condroitim sulfato, sugere que 

possivelmente alteração da constituição das cadeias de glicosaminoglicanos dos 

proteoglicanos do ligamento amarelo na hipertrofia, com predomínio de cadeias 

de condroitim sulfato. Tais dados indicam que provavelmente o condroitim sulfato 

possa estar relacionado com o processo de espessamento do ligamento amarelo. 

 

 

 

3 MANUSCRITOS 
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INTRODUÇÃO 

 

A proporção de pessoas idosas vai triplicar neste século, passando de dez 

por cento no ano 2000 para 32 por cento em 2100.ΟNo Brasil, uma nova pesquisa 

do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística) indica que os idosos 

(pessoas com mais de 60 anos), já somam 23,5 milhões dos brasileiros, mais que 

o dobro do registrado em 1991, quando a faixa etária contabilizava 10,7 milhões 

de pessoas.  

Com o envelhecimento da população, estão aumentando as estatísticas das 

doenças degenerativas do aparelho locomotor, em particular as alterações na 

coluna vertebral. Isto tem acrescido o custo do sistema de saúde, pois há 

aumento na demanda de tratamento dessas patologias, que estão associadas 

com diminuição da qualidade de vida. 

A doença mais frequente na coluna vertebral é a estenose do canal lombar e 

está associada ao envelhecimento. A estenose lombar é definida como um 

estreitamento do canal vertebral na região, que normalmente se inicia após a 

quinta década de vida. As causas desse estreitamento são artrose facetária, 

abaulamento discal e principalmente hipertrofia do ligamento amarelo.  

Os pacientes com estenose apresentam como sintomas, dor lombar 

associada à ciatalgia e, mais frequentemente, claudicação neurogênica.  Esse 

estreitamento do canal vertebral pode ocorrer pelo processo de 

espondilodiscoartrose, que é definido como processo degenerativo do disco 

intervertebral, ligamento amarelo e facetas articulares.   

Durante esse processo, ocorre hipertrofia do ligamento amarelo e 

abaulamento do disco intervertebral, ocasionando a diminuição do diâmetro do 

canal vertebral e comprimindo tanto a medula espinhal, quanto as raízes nervosas 

que derivam da medula. O ligamento amarelo é considerado um dos principais 

causadores da estenose do canal lombar e consequente sintomas radiculares 

compressivos e inflamatórios. 

Cerca de 70% da matriz extracelular do ligamento amarelo é formada por 

fibras elásticas e 30% por fibras colágenas com orientação em paralelo (4). O 

ligamento amarelo se estende desde a segunda vértebra cervical até a primeira 

vértebra sacra, sendo responsável pela conexão de lâminas adjacentes.  O 

ligamento amarelo recobre grande parte da porção posterior e lateral do canal 
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vertebral (5). O glicosaminoglicano mais comumente encontrado no ligamento 

amarelo é o condroitim sulfato, e em menor proporção o dermatam sulfato (3).  

Com o envelhecimento, há diminuição das fibras elásticas, aumento das 

fibras colágenas, acarretando por consequência diminuição da elasticidade e 

aumento da rigidez do ligamento amarelo (3). Durante esse processo há 

desorganização das fibras do ligamento e pode ocorrer hipertrofia com 

calcificação, ossificação e condrometaplasia (2,6,7,8). Importante ressaltar que o 

aumento da rigidez do ligamento amarelo muitas vezes não está associado com a 

hipertrofia do mesmo, mas pode causar pregueamento desse ligamento, 

principalmente na posição ortostática. A hipertrofia do ligamento amarelo é a 

maior responsável pela redução do diâmetro do canal vertebral em idosos, que 

evolui com quadro clínico de claudicação neurogênica, ciatalgia e dor lombar.  

Poucos estudos avaliam a evolução das alterações na estrutura do 

ligamento amarelo, principalmente no que se relaciona ao aumento de rigidez e 

hipertrofia decorrente do seu espessamento com a expressão de metaloproteases 

(9), mais precisamente em casos de estenose do canal vertebral e em pacientes 

mais jovens que apresentam outras doenças da coluna vertebral, como hérnia 

discal lombar. 

É de fundamental importância para futuras medidas terapêuticas saber a 

origem da hipertrofia do ligamento amarelo, destacando se o aumento da 

espessura é decorrente do estresse biomecânico, provocado pela movimentação 

da coluna, ou se esse processo se inicia devido às alterações inflamatórias do 

disco intervertebral e em tecidos adjacentes que acabam predispondo a 

inflamação levando ao seu espessamento estrutural. 

A investigação de moléculas que estejam diretamente relacionadas ao 

espessamento do ligamento amarelo poderá elucidar mecanismos moleculares 

envolvidos com o desenvolvimento de tal processo, além de servir como um 

possível marcador de diagnóstico ou prognóstico poderá auxiliar na prevenção de 

tal doença. 

Diante de tais considerações o presente estudo tem como objetivo 

correlacionar o perfil de glicosaminoglicanos com a espessura do ligamento 

amarelo hipertrofiado.   
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MÉTODOS 

 

Pacientes e Amostras 

Foram coletadas amostras do ligamento amarelo (região profunda) de 30 

pacientes submetidos ao tratamento cirúrgico, no segmento da coluna lombar, 

que apresentavam hérnia discal ou estenose do canal, no período entre agosto de 

2013 a agosto de 2014, realizados nos hospitais Abreu Sodré em São Paulo 

(AACD) em São Paulo e Hospital Assunção ï São Luiz Rede Dor, em São 

Bernardo do Campo. As coletas foram efetuadas pelo mesmo cirurgião durante o 

ato cirúrgico para descompressão radicular ou do canal vertebral.   

O trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Plataforma 

Brasil número 12564313.2.0000.0082.  Todos os pacientes participantes deste 

estudo estiveram de acordo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido. Foram incluídos como critérios pacientes que apresentavam hérnia 

discal lombar protusa ou  extrusa, localizada na região central ou lateral do canal 

vertebral,  com mais de três meses de sintomatologia refratária ao tratamento 

conservador (clínico e reabilitação), sem cirurgia prévia no segmento acometido 

pela afecção na coluna lombar, além de pacientes que apresentavam estenose  

de  canal  lombar  com  quadro clínico  de  claudicação  neurogênica,  decorrente  

da  compressão  do  canal vertebral  e  hipertrofia  do  ligamento  amarelo  no  

segmento  da  coluna lombar. Dentre os critérios de exclusão destacamos 

pacientes que apresentavam patologias  da  coluna  vertebral associadas à hérnia 

discal e estenose de canal lombar, tais como cirurgias prévias, fraturas, tumor, 

doença inflamatória, assim como os pacientes que se recusaram a assinar o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

 

Ressonância Magnética 

Todos os pacientes foram examinados por ressonância magnética, com 

cortes axiais na sequência T1, nos segmentos acometidos de L3L4, L4L5 e L5S1. 

Um mesmo avaliador verificou o grau de espessamento do ligamento amarelo em 

todos os casos e com o mesmo programa de imagem RadiAnt do visualizador 

DICOM. A espessura do ligamento amarelo foi mensurada com régua eletrônica 
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com resolução de 0,1 mm, por meio de linha traçada transversalmente no 

segmento facetário, através da porção média do ligamento amarelo. Nos casos de 

espessura assimétrica bilateralmente, foi utilizado o valor mais espesso. 

 

Extração dos glicosaminoglicanos sulfatados dos tecidos 

As amostras de tecido foram homogeneizadas e mantidas em acetona 

durante 24 horas. O tecido em pó seco obtido (100 mg) foi submetido à proteólise 

na presença de 2 mg de Maxatase (Biocon a Brasil Ind. Ltda., Rio de Janeiro, 

Brasil)  / 100 mg de tecido seco, em tampão 0,05 M Tris-HCl, pH 8,0, contendo 

NaCl 0,15 M. A proteólise foi realizada por 24 h, 55°C. Ácido tricloroacético (10% 

de concentração final) foi adicionado à mistura, mantida a 4°C durante 15 

minutos. O sobrenadante contendo os GAG foi obtido após a centrifugação (10 

min, 3.500 x g, 4°C). Os glicosaminoglicanos sulfatados foram precipitados 

adicionando dois volumes de metanol (24 h, - 20°C). O precipitado foi recolhido 

por centrifugação 20 min, 3.500 x g, 4°C e dissolvido em água. 

 

Quantificação e identificação dos glicosaminoglicanos sulfatados  

Os glicosaminoglicanos sulfatados (HS, DS e CS), foram identificados e 

quantificados por electroforese em gel de agarose em tampão 0,05 M 1,3-

diaminopropano-acetato (PDA), pH 9,0. Após a eletroforese, 1 h, 100 V os GAG 

foram precipitados em gel de agarose a 0,1%, utilizando brometo de cetil- 

trimetilamónio (Cetavlon), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), durante 2 horas à 

temperatura ambiente. O gel foi seco e corado com azul de toluidina (0,1% em 

ácido acético: etanol: água (0,1: 5: 4,9). A quantificação dos GAG foi realizada por 

densitometria a 530 nm. Os padrões utilizados foram condroitim 4-sulfato de 

baleia a partir de cartilagem (Seikagaku Kogyo Co., Tóquio, Japão), dermatam 

sulfato (de pele de porco) e heparam sulfato (de pâncreas bovino). O erro do 

método de eletroforese foi da ordem de 5%. A identidade do condroitim sulfato e 

dermatam sulfato foi confirmada por degradação com liases específicas, 

condroitinase AC e ABC, respectivamente, (Seikagaku Kogyo Co.).  

 

Análise Estatística 

Os valores obtidos pelo estudo de cada variável quantitativa foram 

organizados e descritos como média e desvio padrão. Para as variáveis 
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qualitativas foram utilizadas frequências absolutas e relativas. As distribuições 

foram definidas como paramétricas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a 

comparação entre as médias de duas populações amostrais, foi utilizado o teste 

ñtò de Student e para mais de dois grupos utilizou-se o teste de ANOVA com teste 

auxiliar de Bonferroni. Para a verificação da existência de correlação entre duas 

variáveis quantitativas foi aplicado o teste de correlação de Pearson. Em todas as 

análises foi utilizado o programa estatístico SPSS® versão 17.0 (SPSS® Inc; 

Ilinois, USA) e em todas as comparações adotou-se nível de significância 

estatística inferior a 5% (pÒ0.05). 

 

RESULTADOS  

 

 Como descrito na metodologia a espessura do ligamento amarelo foi 

determinada por ressonância nuclear magnética. Na Figura 1 está indicada a 

região avaliada por análise de ressonância que define a espessura do ligamento 

amarelo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Imagem de ressonância magnética do disco intervertebral. Na imagem está indicada 
a região onde foi realizada a medida da espessura do ligamento amarelo. 

 

Após a ressecção cirúrgica, as amostras coletadas foram subdivididas em 

três grupos, de acordo com a espessura do ligamento amarelo, como mostra a 

Tabela 1. 
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Tabela 1. Subdivisão das amostras de ligamento amarelo de acordo com a 

espessura. 

Número de Amostras Espessura do Ligamento 

Amarelo (mm) 

13 Ò 2,9 

8 3,0 ï 3,9 

9 Ó 4,0 

 

A digestão com as enzimas específicas, condroitinase AC e condroitinase 

ABC, confirmou a presença de condroitim sulfato e dermatam sulfato nas 

amostras de ligamento amarelo (Figura 2A). A Figura 2B demonstra diferença do 

perfil de condroitim sulfato e dermatam sulfato de acordo com a espessura do 

ligamento amarelo intervertebral.  

 

Figura 2. Perfil de glicosaminoglicanos sulfatados. Eletroforese em gel de agarose. A, 
Amostra de ligamento amarelo, após digestão com condroitinase AC (AC) e condroitinase ABC 
(ABC); St, padrão de condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS). B, 
padrão de CS, DS e HS (St); (Ò 2.9, 3.0-3.9; 4.0) espessura do ligamento amarelo de três 
pacientes com degeneração de disco intervertebral, valores expressos em milímetros.  

 

Houve um aumento significativo na expressão de condroitim sulfato nas 

amostras de ligamento amarelo com maior espessamento (Figura 3), sugerindo 

que possivelmente tal glicosaminoglicano esteja relacionado com o processo de 

hipertrofia do ligamento amarelo em pacientes que apresentam degeneração do 

disco intervertebral.  
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Figura 3.  Expressão de condroitim sulfato de acordo com a espessura do ligamento 
amarelo. Os valores representam médias de triplicatas realizadas em ensaios de eletroforese em 
gel de agarose para quantificação de tal composto. ANOVA e teste auxiliar de Bonferroni, */**p < 
0.0001. 

 

Análises estatísticas evidenciaram que existe correlação direta entre a 

espessura do ligamento amarelo e a concentração de condroitim sulfato, 

evidenciando um valor de alta correlação, como mostra a Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Correlação entre condroitim sulfato e espessura do ligamento amarelo. Teste de 
correlação de Pearson, r = +0,865, p < 0.0001. 

 

 

Entretanto, não foi observado alteração na concentração de dermatam 

sulfato quando comparamos a espessura das diferentes amostras de ligamento 

amarelo (Figura 5).  
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Figura 5. Expressão de dermatam sulfato em ligamento amarelo de diferentes espessuras. 
Os valores representam médias de triplicatas realizadas em ensaios de eletroforese em gel de 
agarose para quantificação de tal composto.  ANOVA, p = 0.549. 
 

 Os dados sugerem que possivelmente os processos moleculares 

envolvidos com a evolução degenerativa na hipertrofia do ligamento amarelo são 

dependentes especificamente de condroitim sulfato, visto que não houve 

alteração significativa da expressão de dermatam sulfato.  

 A Figura 6 comprova pelo teste estatístico que não existe correlação 

estatística entre espessamento do ligamento amarelo e expressão de dermatam 

sulfato. 
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Figura 6. Correlação entre dermatam sulfato e espessura do ligamento amarelo.  Teste de 
correlação de Pearson, r = + 0,277, p = 0.139. 
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DISCUSSÃO 

 

O ligamento amarelo é um tecido conjuntivo que está presente desde a 

segunda vértebra cervical até a primeira vértebra sacral, e sua função está 

relacionada com a estabilidade da coluna vertebral durante a sua movimentação, 

além de manter uma superfície lisa sobre o saco dural, evitando sua aderência e 

compressão. 

A patogênese do espessamento do ligamento amarelo ainda não foi 

elucidada, sendo que estudos de fisiopatologia destacam a instabilidade 

segmentar com um fator de risco para desenvolvimento do espessamento do 

ligamento amarelo. 

No presente estudo, as amostras de ligamento amarelo com maior 

espessura, apresentaram aumento na expressão do condroitim sulfato. 

Sairyo (1) e colaboradores encontraram um aumento na expressão de RNA 

mensageiro do TGF-ɓ na fase inicial da hipertrofia do ligamento amarelo. Apesar 

do TGF-ɓ estar presente em todas as amostras analisadas, n«o houve correla­«o 

entre espessura do ligamento amarelo e expressão de TGF-ɓ.  Neste mesmo 

estudo houve uma correlação direta entre hipertrofia com a perda severa de fibras 

elásticas, indicando a ocorrência de fibrose.  

Yabe e colaboradores também demonstraram diminuição das fibras elásticas 

e aumento da expressão de proteoglicanos de dermatam e condroitim sulfato 

como decorim, biglicam, fibromodulina, agrecam e versicam no processo de 

hipertrofia do ligamento amarelo. Os mesmos autores também observaram que 

tais alterações são mais significativas em ligamentos mais espessos (10). 

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com os achados 

descritos por Yabe e colaboradores, evidenciando aumento significativo de 

condroitim sulfato nas amostras de ligamento amarelo mais espesso.  

Cumpre ser destacado que o condroitim sulfato é um dos 

glicosaminoglicanos constituintes dos proteoglicanos decorim, biglicam, 

fibromodulina, agrecam e versicam.  

Entretanto, o dermatam sulfato que também compõe cadeias de 

glicosaminoglicanos constituintes de tais proteoglicanos não apresentou 

alterações quantitativas significativas.  
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Desta forma podemos hipotetizar que a alteração de tais proteoglicanos na 

hipertrofia do ligamento amarelo está diretamente relacionada com aumento de 

condroitim sulfato e não dermatam sulfato.  

Esse dado evidencia que a além de alteração da expressão de 

proteoglicanos de matriz extracelular no processo de espessamento do ligamento 

amarelo, existe também alteração estrutural das cadeias constituintes desses 

compostos.  

Lembrando que as cadeias de glicosaminoglicanos dos proteoglicanos em 

geral determinam a especificidade e função como a organização de fibras 

elásticas do ligamento amarelo, podemos inferir que ocorrem alterações 

importantes na organização da matriz extracelular no processo de hipertrofia do 

ligamento amarelo. 

 

CONCLUSÃO 

 

Os dados obtidos no presente estudo evidenciam que o aumento de 

condroitim sulfato relacionado diretamente com o aumento da espessura do 

ligamento amarelo, em pacientes com degeneração discal, possa indicar 

alterações estruturais de proteoglicanos que apresentam tal glicosaminoglicano, 

promovendo assim remodelamento da matriz extracelular de tal tecido. 
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RESUMO 

Introdução: A degeneração do disco intervertebral tem sido apontada como a 

principal causa de dor lombar. A doença é um processo patológico responsável 

por causar mudanças estruturais e celulares na matriz extracelular do disco 

intervertebral, ocasionando desequilíbrio nas funções fisiológicas do disco 

intervertebral. Objetivo: Avaliar as alterações estruturais e moleculares do disco 

intervertebral durante o processo degenerativo do disco intervertebral em modelo 

animal. Métodos: Este estudo foi composto por 12 amostras de discos 

intervertebrais de ratos machos da linhagem Wistar, os animais foram submetidos 

à indução da degeneração do disco intervertebral utilizando agulha 20G, rotação 
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de 360º, aplicado por 30 segundos entre a 6ª / 7ª, 7ª / 8ª e 8ª / 9ª vértebras 

coccígeas representando os grupos degenerados (15 e 28 dias) e o grupo 

controle não sendo submetido à punção. Foram avaliados parâmetros 

histológicos, distribuição e expressão de moléculas constituintes da matriz 

extracelular durante o processo degenerativo do disco intervertebral, como 

metaloproteinases (MMP2 e MMP9), expressão gênica de isoformas da 

heparanase (HPSE1 e HPSE2), distribuição do fator angiogênico (VEGF), 

apoptose (caspase-3), inflamação (IL-6, IL-10), organização estrutural das fibras 

colágenas e distribuição de colágeno I. Resultados: Após 15 dias da indução da 

degeneração do disco intervertebral foram observadas diversas alterações 

significativas como redução na expressão de colágeno I, MMP2 e MMP9 e IL-10, 

também na expressão gênica das isoformas da heparanase, seguido de aumento 

dos níveis de tais moléculas aos 28 dias. Aumento significativo de IL-6, VEGF aos 

15 dias após indução da degeneração discal, e significativo aumento de apoptose. 

Conclusão: Notamos que durante o processo degenerativo do disco 

intervertebral avaliado em modelo animal, alterações celulares e estruturais no 

disco como o surgimento de estruturas vasculares ocorreram principalmente aos 

15 dias, caracterizado como fase aguda da doença, e aos 28 dias da indução, 

fase crônica, observamos o remodelamento do tecido sugerindo possivelmente 

processo de cicatrização da lesão. 

  

Descritores: Degeneração do Disco Intervertebral. Ratos Wistar.  

Citocinas. Metaloproteinases da Matriz. Colágenos Fibrilares. Neovascularização 

Patológica. 

 

ABSTRACT  

 

Introduction: The intervertebral disc degeneration has been identified as the main 

cause of low back pain. The disease is a pathological process responsible for 

causing cellular and structural changes in the extracellular matrix of the 

intervertebral disc, causing imbalance in the physiological functions of the 

intervertebral disc. Objective: To evaluate the structural and molecular changes in 

the intervertebral disc degeneration process of the intervertebral disc in an animal 

model. Methods: This study consisted of 12 samples of intervertebral discs of 
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male Wistar rats, the animals were subjected to induction of intervertebral disc 

degeneration using needle 20G, 360 ° rotation, applied for 30 seconds between 6 th 

/ 7th, 7th / 8th and  8th /9th / coccygeal vertebrae representing the degenerate groups 

(15 and 28 days) and the control group not being subjected to puncture. 

Histological parameters, distribution and expression of some extracellular matrix 

molecules were evaluated during the degenerative process of the intervertebral 

disc, such as metalloproteinases (MMP2 and MMP9), gene expression of 

heparanase isoforms (HPSE1 and HPSE2), distribution of the angiogenic factor 

(VEGF), Apoptosis (caspase-3), inflammation (IL-6, IL-10), structural organization 

and distribution of collagen fibers in collagen I. Results: After 15 days from the 

induction of intervertebral disc degeneration several significant changes were 

observed as a reduction in the expression collagen I, MMP2 and MMP9 and IL-10, 

also in gene expression of heparanase isoforms, followed by increased levels of 

these molecules at 28 days. A significant increase in IL-6, VEGF at 15 days after 

induction of disc degeneration and significant increase in apoptosis. Conclusion: 

We noted that during the degenerative process of the intervertebral disc measured 

in animal, cellular and structural changes to the disc as the appearance of 

vascular structures model occurred mainly at 15 days, characterized as acute 

illness and 28 days of induction, chronic phase, observed remodeling of the tissue 

possibly suggesting healing process of the injury. 

 

Keywords: Intervertebral Disc Degeneration. Rats, Wistar.  

Cytokines. Matrix Metalloproteinases. Fibrillar Collagens. Neovascularization, 

Pathologic 

 

INTRODUÇÃO 

 

A degeneração do disco intervertebral é decorrente de uma deficiência 

estrutural progressiva. A doença é responsável por causar mudanças estruturais 

na matriz extracelular do disco intervertebral, degradando proteoglicanos e 

composição do colágeno, reduzindo teor de água no núcleo pulposo ocasionando 

redução na capacidade do disco de amortecimento durante as pressões 

mecânicas. As células do disco intervertebral também sofrem alterações e esse 

conjunto de fatores é responsável pelo desequilíbrio nas funções fisiológicas do 
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disco ocasionando intenso índice de dor e dificuldade na capacidade laborativa do 

indivíduo (1). O processo degenerativo exerce papel importante na evolução 

crônica da dor, considerada após persistência por um período maior de três 

meses (2,3). 

Vários fatores estão associados à doença como o estilo de vida sedentário, 

fatores genéticos, sócios econômicos e psicossociais, obesidade, diabetes, 

envelhecimento, tabagismo e posturas viciosas (4,5,2). Os tratamentos existentes 

introduzidos dependendo do grau da doença auxiliam no tratamento dos sintomas 

clínicos, mas não impedem a sua progressão (6-8).  

A matriz extracelular do disco intervertebral é constituída principalmente de 

água, proteoglicanos e fibras colágenas, proporcionando ancoragem e 

desencadeamento de sinais para eventos de proliferação e migração celular, 

resultando em organização, regeneração e desenvolvimento de tecidos. Essa 

organização é decorrente da interação de diversos tipos moleculares como 

colágenos, metaloproteinases (MMP), proteoglicanos (PG) e glicosaminoglicanos 

(GAG) (9-12). 

Os PG são macromoléculas constituídas de um esqueleto proteico 

associado covalentemente a cadeias lineares de açúcares, denominados 

glicosaminoglicanos (GAG), as quais associam-se à rede de colágeno formando 

uma malha com as moléculas de água do núcleo pulposo, mantendo sua 

integridade (13). Os GAG encontrados predominantemente no núcleo pulposo, são 

polissacarídeos lineares constituídos por unidades dissacarídicas repetitivas 

unidos por ligações glicosídicas, sendo sulfatados em várias posições por isso 

apresentam elevada densidade de cargas negativas (14-16), facilitando a ligação 

com a água e proporcionando propriedades viscoelásticas ao tecido do disco (17). 

O envelhecimento do disco intervertebral é um processo que ocorre 

naturalmente com o avanço da idade, contribuindo na redução do número de 

células no disco, senescência, perda de vascularização e calcificação das placas 

terminais. Na degeneração do disco intervertebral este processo natural parece 

estar mais evidente pela influência principalmente de fatores biomecânicos e 

bioquímicos, redução de nutrientes e estresse oxidativo elevando a taxa de 

apoptose. As caspases são proteases de cisteína e modulam a atividade 
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apoptótica, diretamente a caspase-3 está envolvida na mediação chave da 

apoptose (18,19). 

Durante a degeneração do disco podem surgir estruturas neurovasculares 

induzidas pelo processo inflamatório e fatores angiogênicos como o VEGF 

presentes no processo degenerativo, ocasionando fissuras anulares que 

penetram profundamente no disco intervertebral resultando em dor. Em discos 

normais, essa inervação é limitada pelas fibras dos nervos presentes nas 

camadas externas do AF (4,19-21). As citocinas também participam de eventos na 

degradação da MEC, regulação do tecido conjuntivo além de influenciarem no 

crescimento interno de nervos e vasos (4). 

A IL-6 citocina antiinflamatória é liberada na corrente sanguínea em 

resposta a perturbações na homeostase como traumas, infecções agudas e 

doenças crônicas (22). Estudos mostram que níveis elevados de IL-6 ativam a 

osteoclagenese (produção de osteoclastos, células envolvidas na reabsorção 

óssea) resultando em perda óssea e doenças degenerativas como artrite 

reumatóide (23). Citocinas pró-inflamatórias como a IL-10 também estão envolvidas 

em processos de degeneração do disco, mas em fases tardias são descritas 

como um potente inibidor de apresentação de antígeno e de citocinas 

antiinflamatórias (24,25). 

As MMP são enzimas envolvidas na degradação da matriz e 

desempenham importante papel na proliferação, diferenciação, migração e 

apoptose celular (19). Participam de eventos na matriz do disco como as MMP2 e 

MMP9 também estão envolvidas em processos de degradação do colágeno (11,19). 

Neste estudo avaliamos a expressão e distribuição de constituintes 

estruturais e moleculares do disco intervertebral durante o processo degenerativo 

utilizando modelo animal, com o objetivo de avaliar o comportamento de 

constituintes fundamentais durante a degeneração para melhor entendimento da 

fisiopatologia da doença, contribuindo para futuras melhorias nas abordagens 

terapêuticas como tentativa de intervir ou prevenir a progressão da doença. 

 

OBJETIVOS 
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Avaliar as alterações estruturais e a expressão de moléculas envolvidas no 

processo degenerativo do disco intervertebral, em modelo animal, durante a fase 

aguda e crônica da doença.  

 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 MODELO ANIMAL 

Para o modelo animal de degeneração do disco intervertebral foram 

utilizados 12 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus albinus), 

provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina do ABC, com 12 semanas de 

idade (maturidade esquelética completa), pesando entre 300 e 350 gramas. Os 

ratos foram separados em 03 grupos; 02 animais não foram submetidos à indução 

da degeneração e eutanasiados aos 28 dias representando o grupo controle, o 

segundo grupo de 05 animais foi eutanasiados 15 dias após a indução do 

processo de degeneração do disco intervertebral e o terceiro grupo de 05 animais 

foi eutanasiados após 28 dias da indução da degeneração. Estudos mostram que 

para cada 13,7 dias de vida do rato corresponde a 1 ano de vida de humanos e o 

tempo de vida dos ratos é de aproximadamente 3 anos (26).  Os animais 

permaneceram aos cuidados do biotério da faculdade após a indução da 

degeneração até o momento da eutanásia.  

Para a indução da degeneração do disco intervertebral foi realizada 

antissepsia na cauda com solução de álcool iodado, os animais foram 

anestesiados com associação de ketamina (88 mg/kg) e xilazina 2% (12 mg/kg) 

por via intraperitoneal. O plano anestésico profundo foi confirmado pela ausência 

de reflexo da córnea e pela ausência de reação à dor profunda dada pela 

compressão dos interdígitos das patas. Os níveis entre a sexta e a sétima, sétima 

e oitava e oitava e a nona vértebras coccígeas foram identificadas por palpação. 

A indução da degeneração foi realizada por punção percutânea com uma agulha 

de 20G. A agulha foi introduzida até o núcleo pulposo, girada 360° e mantida na 

mesma posição por 30 segundos, conforme trabalho de Zhang e colaboradores 

(27). Após confirmação do plano profundo anestésico, foram colhidos 5 mL de 

sangue arterial proveniente da aorta abdominal, por acesso transabdominal, 

causando a eutanásia por choque hipovolêmico. Após a eutanásia, os segmentos 

das caudas com os discos para estudo foram extraídos por bisturi lâmina n° 15. 
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Os discos intervertebrais retirados entre a sexta e a sétima vértebra coccígea 

foram armazenados em acetona para análise do perfil de GAG, entre a sétima e 

oitava vértebra, os discos foram armazenados em RNA Rolder para estudo de 

expressão gênica e entre a oitava e a nona vértebra coccígea os discos foram 

armazenados em formaldeído (10%) para avaliação da expressão proteica. Os 

discos intervertebrais foram encaminhados para o laboratório de Biologia 

Molecular. Em trabalho anterior de nosso grupo, não foram observadas diferenças 

significativas entre os níveis das vértebras coccígeas dos discos degenerados (28). 

Este estudo foi aprovado no Comitê de Ética em Experimentação Animal 

da Faculdade de Medicina do ABC, processo 003/2011. Cumpre ser observado 

que o modelo utilizado de degeneração discal em ratos reproduz as alterações 

morfológicas e bioquímicas similares àquelas observadas nos processos 

degenerativos dos discos intervertebrais humanos (29). 

 

ANÁLISES HISTOMORFOMÉTRICAS 

Cortes de tecido do disco intervertebral (3 ɛm de espessura), embebidos 

em parafina e fixados em formalina foram corados com hematoxilina-eosina (HE) 

para análise dos parâmetros histomorfométricos. As duas regiões do disco, AF e 

NP, foram analisadas utilizando uma avaliação quantitativa de dez campos 

(400X), como determinado por Matos e colaboradores, 30 2006. Os parâmetros 

analisados foram área e perímetro celulares e nucleares, densidades ópticas e 

volume. 

 

IMUNOHISTOQUÍMICA  

Áreas representativas de degeneração do disco intervertebral foram 

escolhidas com base na coloração dos cortes de tecido por hematoxilina-eosina. 

Cortes com 3 µm de espessura, embebidos em parafina e fixados em formalina, 

foram desparafinizados e rehidratados. A recuperação do antígeno foi realizada 

pelo aquecimento das lâminas a 100 ºC por 30 minutos em um tampão citrato 10 

mmol/L, pH 6,0. A atividade da peroxidase endógena foi bloqueada com uma 

solução aquosa de peróxido de hidrogênio a 3% por 35 minutos. Os cortes foram, 

então, incubados overnight a 4ºC com os anticorpos primários:  anti-MMP-2 (H-

76), anti-MMP-9 (H-129), anti-interleucina-6 (1) 130326 e anti-interleucina-10 (H-

160) (Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), anti-caspase-3 (3015-100) (BioVision, 
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USA) anti-colágeno I (C 2456) (Sigma, USA) e anti-VEGF-A (18077) (Biorbyt, 

Inglaterra). Finalmente, as lâminas foram incubadas com um complexo de 

estreptavidina marcado com peroxidase (LSAB®, DakoCytomation, Glostrup, 

Dinamarca) por 30 minutos. Os cortes foram revelados, utilizando 3,3'- 

diaminobenzidina (DAB), por 1 minuto e foram contra-corados com hematoxilina. 

Algumas amostras foram incubadas com tampão fosfato 1 M na ausência do 

anticorpo primário, como controles negativos. A presença de coloração marrom foi 

considerada evidência de expressão positiva das respectivas moléculas na célula.  

 

QUANTIFICAÇÃO DIGITAL 

As lâminas foram analisadas com o auxílio de um microscópio de luz 

TS100 Nikon Eclipse® para identificar as áreas que melhor representaram a 

imunomarcação das moléculas analisadas (hot spots). Em cada caso, a 

quantificação da imunomarcação foi realizada por um método de análise digital 

por computador. As fotomicrografias de 640x480 pixels foram obtidas de campos 

consecutivos não-coincidentes em aumento de 400X com uma câmera digital 

4300 Nikon Coolpix® ajustada para os mesmos parâmetros. As imagens obtidas 

foram analisadas pelo sistema de processamento e análise de imagens 

ImageLab® (Softium Informática®, São Paulo, Brasil), ajustado para a escala 

micrométrica (µm). 

 

ÍNDICE DE PRODUTIVIDADE (IP) 

Em cada caso, pelo menos 1.000 células foram contadas pelo ImageLab®, 

e o observador as classificou como células positivas ou negativas. Por isso, a 

porcentagem de células marcadas foi determinada de acordo com a seguinte 

equação: 

                            IP  =   número de células marcadas    x 100    [%] 

                                         total de células contadas 

 

INTENSIDADE DE EXPRESSÃO (ItE) 

O ImageLab® foi utilizado para quantificar a intensidade da cor marrom que 

resultou da imunomarcação. Para cada caso, as mesmas fotomicrografias que 

foram usadas para determinar o IP foram consideradas. Doze regiões 
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citoplasmáticas de diferentes células randomicamente marcadas foram acessadas 

com o same-sized square (uma ferramenta do sistema ImageLab®). A média de 

densidade óptica (DO) destas áreas foi automaticamente calculada e representa a 

média das composições das cores vermelha, verde e azul (VVA) por área de 

citoplasma analisada; a DO foi expressa em unidades ópticas por micrômetro 

quadrado (ou/µm2). O mesmo procedimento foi aplicado para obter a densidade 

óptica do fundo (DOF) de uma área sem tecido ou espaço vascular para cada 

fotomicrografia. Para isso, uma única área foi suficiente, porque o fundo é 

homogêneo em cada imagem. A cor branca absoluta, que corresponde à 

densidade óptica máxima (320.7 ou/µm2) é composta de uma mistura completa de 

vermelho, verde e azul, enquanto a cor preta representa a ausência dessas cores. 

Portanto, os valores de densidade óptica calculados pelo programa 

compreenderam uma escala decrescente, na qual os valores mais altos 

corresponderam às cores que foram claramente visíveis. A equação mostrada a 

seguir foi utilizada para calcular a intensidade digital de expressão (ItE) em cada 

caso. Seus valores compreenderam uma escala crescente que é igualada pela 

DOF proporcional à densidade óptica do branco absoluto. 

ItE  =  320.7  -   320.7 x Ɇ DO     [ou/µm2] 

Ɇ DOF 

ÍNDICE DE EXPRESSÃO (IE) 

O índice de expressão digital (IEdig) foi obtido pela multiplicação da 

porcentagem de células marcadas (PCM) pela intensidade de imunomarcação 

digital (ITIdig) para cada caso, de acordo com a seguinte equação: 

IE  =  IP x ItE     [ou/µm2] 

                                                        100 

 

 

COLORAÇÃO DE PICROSÍRIUS E HEMATOXILINA-EOSINA  

Cortes de tecido do disco intervertebral (3 ɛm de espessura) fixados 

previamente em formol tamponado 6 a 24 horas e incubados em parafina foram 

desparafinizados e reidratados. O tecido foi submetido à coloração do Picrosírius 

Red por 60 minutos, lavados e corados fortemente com hematoxilina-eosina. O 

Picrosírius cora em vermelho pelo Sírius Red a proteína colágeno presente em 

fibras colágenas, fibras reticulares, cartilagens e membranas basilares (ou 
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basais); o DNA e RNA (núcleo) coram em azul pela hematoxilina e o citoplasma 

das células epiteliais e musculares cora em róseo ou amarelo pelo ácido pícrico. 

Os tecidos foram lavados em água, desidratados, diafanizados e montados com 

entelan e lamínula. As análises das imagens foram através de luz normal e luz 

polarizada para estudo das fibras colágenas. 

EXTRAÇÃO DE RNA E OBTENÇÃO DO cDNA 

A extração do RNA total das amostras foi realizada utilizando o reagente 

Trizol® (Ambion by Life TechnologiesÊ, CA, USA), seguindo as instru­»es do 

fabricante. A quantificação do RNA foi feita no aparelho NanoVue Plus (GE 

Healthcare, Alemanha).  A transcrição reversa foi realizada utilizando a enzima 

transcriptase reversa ImPromIIÊ (Promega Co., WI, USA), de acordo com as 

instruções do fabricante para obtenção do DNA complementar (cDNA). 

 

ANÁLISE DA EXPRESSÃO POR PCR EM TEMPO REAL (qPCR) 

A partir do cDNA obtido na reação da transcriptase reversa, descrito 

anteriormente, foram utilizados oligonucleotídeos iniciadores desenvolvidos a 

partir de estudos e busca no GenBank, para a amplificação das isoformas da 

heparanase (HPSE1, HPSE2). A expressão do mRNA foi representada em 

relação à média geométrica da expressão de gene endógeno constitutivo sendo a 

enzima Gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), determinando assim os 

valores de (-ȹCt). A express«o de genes alvo foi analisada utilizando os primers 

para as isoformas da heparanase (HPSE1, HPSE2), sequências descritas na 

Tabela 1. Os ensaios foram realizados em triplicata. Todos os primers foram 

produzidos por (Applied Biosystems, CA, USA). A amplificação foi realizada 

utilizando-se o reagente Maxima® SYBR Green qPCR Master Mix (2X) (Applied 

Biosystems, CA, USA), de acordo com o seguinte protocolo modificado 1,5 µM de 

cada primer, 1 µg cDNA, 0,025 µL da solução de ROX 50 µM diluída 10X e 6 µL 

do SYBR Green 2X. A mistura foi submetida a um termociclador para amplificação 

em tempo real (7500 Real Time PCR Cycler®) (Applied Biosystems, CA, USA), 

com ciclagem de 95ºC por 10 minutos, seguida de 40 ciclos (95ºC, 15 segundos; 

60ºC, 60 segundos). A temperatura da curva de melt foi determinada para cada 

par de primers. 

  

Tabela 1. Sequências de Oligonucleotídeos Iniciadores para Ratos   
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ANÁLISE ESTATÍSTICA  

A análise estatística quantitativa foi realizada utilizando o programa 

GrandPad Prism 5.0 (La Jolla, CA, USA), para verificar a ocorrência de diferenças 

significativas entre as variáveis quantitativas, foi utilizado o teste não paramétrico 

Kruskal-Wallis com teste auxiliar de Dunn nas comparações de subgrupos. Para 

análise paramétrica, o teste Qui-quadrado foi utilizado para avaliar as variáveis 

qualitativas utilizando o programa SPSS versão 17.0 (SPSS, Chicago,IL). Em 

todas as análises foi adotado nível de significância estatística de 5% (p¢0,05).  

 

RESULTADOS 

Cortes das 12 amostras de discos intervertebrais dos ratos foram corados 

com hematoxilina-eosina e analisados por patologista, para avaliação dos 

parâmetros histológicos. As alterações no disco intervertebral se concentraram, 

em sua maioria, na região cartilaginosa (central). Durante o processo 

degenerativo em modelo animal foram observadas alterações celulares 

significativas, presença de 60% de apoptose na degeneração do disco 

intervertebral aos 15 dias em nível leve e nível moderado em 100% dos animais 

aos 28 dias em relação ao controle.  

Foram observadas em todos os tecidos aos 15 dias de degeneração e em 

80% dos tecidos aos 28 dias, leve presença de regeneração. Diferenças 

significativas também foram observadas na matriz extracelular do disco, presença 

de 60% de calcificação intensa aos 15 dias e aos 28 dias também 60%, mas em 

nível moderado. No processo inflamatório 60% dos tecidos apresentaram nível 

moderado aos 15 dias e aos 28 dias de degeneração 80% deles apresentaram 

nível leve. Embora observamos mudanças em alguns processos da matriz 

extracelular, não foram encontradas diferenças significativas nas alterações dos 

tecidos como fratura e fissura, degeneração mixóide e eosinófilica. No processo 

mRNA Forward Reverse 

GAPDH 5ôTCTAGAGACAGCCGCATCTTCTTG3ô 5ôGTCCGATACGGCCAAATCCGTTCA3ô 

HPSE1 5ôAGAAGTCGTGATGAGGCAGGTGTT3ô 5ôTTGGGTGATAGACGTTCGTGCAGT3ô 

HPSE2 5ôTTCTAGTGCCCTGAGCCTGTTGAA3ô 5ôTCCCAACTGACTGCCATTTACTGC3ô 
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de neovascularização do disco, observamos notável presença de neovasos 

durante o processo de degeneração do disco intervertebral ausentes no controle, 

embora os resultados não sejam estatisticamente significantes. Resultados das 

alterações celulares e da matriz extracelular no disco intervertebral são 

apresentados na Tabela 2. 

A organização estrutural dos feixes conjuntivos do AF dos discos 

intervertebrais de ratos durante o processo degenerativo foi avaliada através da 

coloração de pricrosírius red e análise sob luz normal e polarizada.  

No grupo controle observamos que as fibras colágenas do AF apresentam 

um padrão de organização, feixes apenas longitudinais orientados em uma única 

direção. As fibras apresentam-se espessadas e densamente empacotadas 

(Figura 1A e B). Aos 15 dias de degeneração do disco intervertebral observamos 

mudança estruturais nas fibras, presença de feixes longitudinais e transversais 

sem um padrão de organização e não tão espessadas em relação ao controle 

(Figura 1C e D). Aos 28 dias de degeneração, notamos elevado grau de 

desorganização dos feixes, presença de fibrilas representadas em coloração 

verde sob luz polarizada e associação de novas fibras colágenas representadas 

em vermelho, como mostra a Figura 1E e F.  

Foram realizadas reações de imunohistoquímica das amostras para 

avaliação da expressão proteica de diversas moléculas envolvidas no processo 

de remodelamento da matriz extracelular, durante o processo degenerativo.  

Análise da expressão do colágeno I, proteína fibrosa abundante no disco 

intervertebral, revelou redução aos 15 dias de indução da degeneração do disco 

intervertebral e aumento significativo aos 28 dias em relação ao grupo 

degenerado. Resultados apresentados em Figura 2 e os níveis de expressão 

confirmados pela quantificação digital das imagens mostrados na Figura 3.  

As proteases envolvidas nos processos de degradação do disco 

intervertebral (MMP2 e MMP9), demonstraram redução na expressão proteica aos 

15 dias de degeneração discal. Enquanto, foi observado aumento significativo de 

MMP2 aos 28 dias após degeneração. Podemos observar que os resultados 

obtidos das reações de imunohistoquímica foram correspondentes aos obtidos 

por quantificação digital das imagens como mostram as Figuras 2 e 3. 

As Figuras 4 e 5, mostram respectivamente as reações de 

imunohistoquímica para avaliação do processo inflamatório do disco 
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intervertebral. Foi observado aumento da expressão de IL-6 durante o processo 

degenerativo e diminuição da IL-10.  

Na análise da expressão do VEGF, fator de crescimento endotelial 

vascular, envolvido em processos angiogênicos, notamos aumento significativo na 

degeneração aguda, aos 15 dias após degeneração discal, em relação ao grupo 

controle como mostra a Figura 6. A quantificação digital confirmou os resultados 

obtidos por imunohistoquímica (Figura 7).  

Em nosso trabalho observamos que os índices de expressão da caspase-3, 

protease envolvida diretamente com mecanismos de apoptose celular, 

aumentaram significativamente durante o processo degenerativo do disco 

intervertebral em relação ao grupo controle não acometido pela doença (Figuras 6 

e 7).  

A análise da expressão do RNA mensageiro (mRNA) das isoformas da 

heparanase realizada por RT-PCR em tempo real, demonstrou que os discos 

intervertebrais degenerados de ratos apresentaram redução significativa na 

expressão de HPSE1 e HPSE2 após a indução do processo degenerativo, 

comparativamente com o grupo controle, como mostra a Figura 8.  

Estudos das alterações moleculares e fisiopatológicas que ocorrem durante 

o processo da degeneração do disco intervertebral são fundamentais para 

elucidação dos processos moleculares envolvidos na degeneração discal. Tais 

resultados contribuem para estudos futuros que buscam marcadores de 

diagnóstico, prognóstico e terapias alvo para a doença que afeta mundialmente 

grande parte da população.  

Ainda, os resultados obtidos durante o processo de degeneração do disco 

intervertebral realizado em modelo animal demonstraram alterações significativas 

tanto dos constituintes estruturais como na expressão de moléculas que 

participam do remodelamento da matriz extracelular. 
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Tabela 2. Avaliação dos parâmetros histológicos obtidos durante o processo de 

degeneração em disco intervertebral de Ratos Wistar. 

 

Parâmetros Histológicos 

 

Controle 

(n=2) 

Degeneração 15 dias 

(n=5) 

Degeneração 28 dias 

(n=5) 

P 

A
lt

e
ra

ç
õ

e
s
 c

e
lu

la
re

s
 

Apoptose 

(0) 

(+) 

(++) 

(+++) 

 

2 (100.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

0 (0.0) 

3 (60.0) 

2 (40.0) 

0 (0.0) 

 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

5 (100.0) 

0 (0.0) 

*0,002 

Regeneração 

(0) 

(+) 

(++) 

(+++) 

 

2 (100.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

0 (0.0) 

5 (100.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

0 (0.0) 

4 (80.0) 

1 (20.0) 

0 (0.0) 

*0,010 

A
lt

e
ra

ç
õ

e
s
 d

a
 M

a
tr

iz
 E

x
tr

a
c
e
lu

la
r 

Fratura/Fissura 

(0) 

(+) 

(++) 

(+++) 

Calcificação 

(0) 

(+) 

(++) 

(+++) 

Degeneração Mixóide 

(0) 

(+) 

(++) 

(+++) 

Degeneração Eosinófilica 

(0) 

(+) 

(++) 

(+++) 

Infiltrado Inflamatório 

(0) 

(+) 

(++) 

(+++) 

Neovascularização 

(0) 

(+) 

(++) 

(+++) 

 

2 (100.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

2 (100.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

1 (50.0) 

1 (50.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

2 (100.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

2 (100.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

2 (100.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

 

3 (60.0) 

2 (40.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

1 (20.0) 

0 (0.0) 

1 (20.0) 

3 (60.0) 

 

0 (0.0) 

5 (100.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

1 (20.0) 

2 (40.0) 

1 (20.0) 

1 (20.0) 

 

1 (20.0) 

0 (0.0) 

3 (60.0) 

1 (20.0) 

 

1 (20.0) 

1 (20.0) 

2 (40.0) 

1 (20.0) 

 

5 (100.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

0 (0.0) 

2 (40.0) 

3 (60.0) 

0 (0.0) 

 

0 (0.0) 

5 (100.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

0 (0.0) 

2 (40.0) 

3 (60.0) 

0 (0.0) 

 

1 (20.0) 

4 (80.0) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

1 (20.0) 

2 (40.0) 

2 (40.0) 

0 (0.0) 

 

 

 0,186 

 

 

 

 

*0,022 

 

 

 

 

 0,065 

 

 

 

 

 0,125 

 

 

 

 

*0,025 

 

 

 

 

 0,380 

Graduação das alterações: 0, Ausente; (+), Leve; (++), Moderado; (+++), Intenso. 

Porcentagem (%), * Significância Estatística (Teste Qui-Quadrado) 
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Figura 1. Avaliação da organização estrutural e orientação dos feixes conjuntivos do AF através da 
coloração de picrosírius red, análise sob luz normal e polarizada durante o processo degenerativo. A, 
análise sob luz normal da coloração de picrosírius e B, análise sob luz polarizada, do disco intervertebral 
controle, demonstrando um padrão de organização das fibras colágenas com feixes apenas longitudinais e 
orientados em uma única direção, aspecto espesso e fibras densamente empacotadas. C, análise sob luz 
normal da coloração de picrosírius e D, análise sob luz polarizada, em discos intervertebrais aos 15 dias de 
degeneração, demonstrou presença de feixes longitudinais e transversais sem um padrão de organização e 
com fibras não tão espessas em relação ao controle. E, análise sob luz normal da coloração de picrosírius e 
F, análise sob luz polarizada, evidente em elevado grau de degeneração (28 dias) a desorganização dos 
feixes, associação de fibras (vermelho) e presença de fibrilas (verde). 
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Figura 2. Imunohistoquímica do disco intervertebral de ratos durante o processo degenerativo (15 e 
28 dias) e controle (sem degeneração) para análise de expressão de colágeno I, metaloproteinase-2 
(MMP2) e metaloproteinase-9 (MMP9). A, B e C, tecidos marcados com anticorpo primário colágeno I (C 
2456); D, E e F, tecidos marcados com anticorpo primário MMP2 (H-76); G, H e I, tecidos marcados com 
anticorpo primário MMP9 (H-129). As reações foram realizadas seguindo metodologia descrita 
detalhadamente em Métodos. 

 

Figura 3. Expressão de colágeno I e metaloproteinases (MMP2 e MMP9) em discos intervertebrais de 
ratos durante o processo degenerativo (15 e 28 dias) e controle (sem degeneração) por 
imunohistoquímica. Os valores indicam o índice de expressão (IE) obtido por quantificação digital após as 
reações de imunohistoquímica, utilizando os anticorpos específicos: colágeno I C 2456, MMP2 (H-76) e 
MMP9 (H-129). Os valores expressam a média e desvio padrão de todas as amostras analisadas. Análises 
estatísticas foram realizadas, utilizando o Kruskal-Wallis Test com o teste auxiliar de Dunn's Multiple 
Comparison Test. * P<0,05 na comparação dos grupos degenerados em relação ao grupo controle e 
**P<0,05 na comparação entre os grupos degenerados. 
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Figura 4. Reações de imunohistoquímica em disco intervertebral de ratos durante o processo 
degenerativo (15 e 28 dias) e controle (sem degeneração) para análise da expressão de interleucinas. 
J, L e M, tecidos marcados com anticorpo primário interleucina-6 (1) 130326; N, O e P, tecidos marcados 
com anticorpo primário interleucina-10 (H-160). As reações foram realizadas seguindo metodologia descrita 
detalhadamente em Métodos. 
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Figura 5. Expressão de interleucinas em discos intervertebrais de ratos durante o processo 
degenerativo (15 e 28 dias) e controle (sem degeneração) por imunohistoquímica. Os valores indicam o 
índice de expressão (IE) obtido por quantificação digital após as reações de imunohistoquímica, utilizando os 
anticorpos específicos: interleucina-6 (1) 130326 e interleucina-10 (H-160). Os valores expressam a média e 
desvio padrão de todas as amostras analisadas. Análises estatísticas foram realizadas, utilizando o Kruskal-
Wallis Test com o teste auxiliar de Dunn's Multiple Comparison Test. * P<0,05 na comparação dos grupos 
degenerados em relação ao grupo controle. 
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Figura 6. Reações de imunohistoquímica em disco intervertebral de ratos durante o processo 

degenerativo (15 e 28 dias) e controle (sem degeneração) para análise de expressão de VEGF e 

Caspase-3. Q, R e S, tecidos marcados com anticorpo primário VEGF-A (18077); T, U e V tecidos marcados 

com anticorpo primário caspase-3 (3015-100). As reações foram realizadas seguindo metodologia descrita 

detalhadamente em Métodos.                                                          

 

 

 

 

 

 


