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RESUMO

Introdugdo: Os discos intervertebrais e o ligamento amarelo sao estruturas
importantes para a estabilidade da coluna vertebral. O disco intervertebral é
constituido de duas regides anatbmicas distintas, o nucleo pulposo, a camada
mais interna, menos estruturada e rica em proteoglicanos, glicoproteinas e agua,
circundado pelo anel fibroso rico em fibrocartlagem. O ligamento amarelo,
também denominado ligamento flavum, é formado essencialmente por proteinas
fibrosas (fibras elasticas e coldgenos) e encontra-se localizado posterior e
lateralmente ao canal vertebral, conectando as laminas vertebrais adjacentes.
Dentre os fatores predisponentes do processo de degeneracéo discal e alteracdes
do ligamento amarelo podemos destacar o envelhecimento, tabagismo, fatores
genéticos e traumaticos. Objetivo: O objetivo do nosso trabalho foi avaliar o pefrfil
de componentes da matriz extracelular nas alteracdes do disco intervertebral e do
ligamento amarelo da coluna lombar em doencas degenerativas. Método: O
presente estudo € constituido por trés manuscritos. O primeiro manuscrito avalia o
perfil de glicosaminoglicanos do ligamento amarelo de amostras coletadas de
pacientes com doencas degenerativas da coluna lombar. O segundo artigo (ja
publicado), analisa alteracbes moleculares que ocorrem no disco intervertebral
durante a degeneracdo e avalia componentes da matriz extracelular (colageno
tipo |, metaloproteases-2, metaloprotease-9 e heparanases), também foram
investigadas moléculas envolvidas com o processo inflamatério como
Interleucina-6, interleucina-10, VEGF e caspase-3. O terceiro e ultimo artigo (ja
publicado), investiga a expressado das metaloproteases e do TGF-b em paci ent
com estenose do canal vertebral e hérnia discal lombar. Resultados: Os
resultados demonstraram correlacdo direta entre aumento da expressao de
condroitim sulfato e maior espessura do ligamento amarelo que ocorre durante o
processo de degeneracdo. No segundo artigo foi possivel observar alteracGes
significativas de constituintes da matriz extracelular, bem como moléculas
envolvidas com o processo inflamatorio, havendo diferencas quando comparados
15 e 28 dias apods inducédo da degeneracdo do disco intervertebral em ratos. O
terceiro artigo evidencia apenas uma tendéncia ao aumento do TGF-b em
pacientes acometidos por degeneracdo discal com idade mais avancada.
Consideracbes Finais: Os resultados obtidos em todos os estudos evidenciam
alteracbes moleculares significativas que podem elucidar mecanismos
moleculares envolvidos com o processo degenerativo do disco e ligamento da
coluna vertebral.

Palavras-chave: Degeneracédo 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 |, 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-b
in the spine stenosis and Ilumbar 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-b enhancement [
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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1 INTRODUCAO

7z

O processo de degeneracdo da coluna vertebral € caracterizado por
deterioracdo de determinadas estruturas. Durante o processo degenerativo, O
tecido acometido pode ser substituido por tecido celular alterado, promovendo a

diminuicdo ou até perda da funcéo.

1.1 Degeneracao dos Discos Intervertebrais

Os discos intervertebrais sao estruturas fibrocartilaginosas localizadas
entre as vértebras da coluna vertebral, séo responsaveis pela absor¢cédo de cargas
mecanicas e proporcionam a mobilidade para os movimentos de rotacéo e flexao,
realizados pela coluna. (ROUGHLEY et al., 2006; PATTAPPA et al., 2012).

Os discos intervertebrais sdo constituidos de duas regides anatdmicas
distintas, o nucleo pulposo é a camada mais interna, menos estruturada e rica em
proteoglicanos, glicoproteinas, proteinas fibrosas e elasticas e agua (WU et al.,
2016). Envolvendo o nucleo pulposo encontra-se o anel fibroso, constituido por
fibras de colageno organizadas obliguamente. (ALINI et al., 2002).

O nucleo pulposo, apresenta além de fibras colagenas, metaloproteases
(MMP), proteoglicanos (PG) e glicosaminoglicanos (GAG). Tais moléculas que
formam a matriz extracelular estdo relacionadas com func¢des diversas como
proporcionar ancoragem entre célula-célula e célula-matriz extracelular,
desencadear sinais que intensificam processos de proliferacdo e migracao celular,
além de participarem da organizacéo tecidual e mecanismos de regeneracdo e
desenvolvimento dos tecidos. (KRESSE; SCHONHERR, 2001; NOMIZU et al.,
1995).

Durante o desenvolvimento e crescimento do individuo, os discos
intervertebrais sofrem alteraces morfolégicas para Roughley (2004), que podem
ocorrer de maneira fisioldgica, com o desenvolvimento discal, desde a fase
embriondria até o crescimento 6sseo completo e incluem o processo de
envelhecimento. Entretanto, na fase adulta tais alteracdes podem ser

caracterizadas por alterac6es degenerativas néo fisiologicas.
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A estrutura dos discos intervertebrais de um adulto € predominantemente
avascular, o que dificulta a nutricdo e respostas nociceptivas, adequadas para
protecao e manutengédo da homeostase do disco. (ALINI et al., 2002; MOLINOS et
al., 2015; SMITH et al., 2011).

A principal fungdo dos discos intervertebrais séo a absorcao e dissipagéo
de energia das cargas mecanicas recebidas, assim como a mobilidade da coluna.
Porém, quando expostas a cargas mecanicas constantes e/ou acentuada ocorre a
degeneracao do disco. (MACLEAN et al., 2003). Esta degeneracao, também pode
ocorrer por consequéncia de alteracdes genéticas, envelhecimento, alteraces na
composic¢ao do disco ou por influéncia de fatores ambientais. (VASILIADIS et al.,
2014; SMITH et al., 2011).

O processo de degeneragcdo do disco intervertebral ocorre de maneira
progressiva, envolvendo fatores bioquimicos, celulares, estruturais e funcionais.
(SMITH et al., 2011).

O acumulo de residuos extracelulares, gerado pela caracteristica
avascular do disco intervertebral, pode se agravar em virtude da absorcao celular
deficiente, acarretando acumulo de residuos o que gera mudancas estruturais na
constituicdo da matriz extracelular do disco. Tais alteracdes se caracterizam como
mudanca do perfil e da quantidade de proteoglicanos, colageno, enzimas e outras
proteinas, gerando desorganizacdo tecidual e desidratacdo do nucleo pulposo,
com consequente reducdo da capacidade do disco de amortecer pressdes
mecanicas. (OKUDA et al., 2004).

Com o envelhecimento, a alteracdo da resposta celular acarreta uma
cascata de eventos e modificacbes moleculares do disco intervertebral. Tais
alteracdes podem evoluir para herniagdes. (SMITH et al., 2011). A hérnia discal
pode acarretar extravasamento do nucleo pulposo para além das margens do
anel discal que envolve o disco intervertebral, podendo promover compressao das
raizes nervosas e/ou medula. (ADAMS; ROUGHLEY, 2006).

1.2 Ligamento Amarelo

Dentre as diversas estruturas envolvidas na estabilizagdo da coluna

vertebral estda o ligamento amarelo ou ligamento flavum, que encontra-se
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localizado posterior e lateralmente as laminas vertebrais, conectando vértebras
adjacentes. O ligamento amarelo esta presente desde o axis até o primeiro
segmento do sacro. Cada ligamento amarelo possui origem na face anterior da
lamina da vértebra superior e insercdo na face posterior da lamina 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 elasticas quando comparado as fibras colagenas,
sendo que 70% da matriz extracelular é formada por fibras elasticas ricas em
elastina e 30% fibras colagenas que possuem orientacdo em paralelo.
(NACHEMSON; EVANS, 1968). A fungao primordial fisiolégica do ligamento
amarelo € a manutencdo da estabilidade da coluna vertebral em postura
ortostatica.

O aumento da rigidez e a diminuicdo da elasticidade do ligamento
amarelo pode, entre outras causas, estar relacionado com o0 processo de
envelhecimento, onde ha reducéo das fibras elasticas. (PARK et al., 2009).

A hipertrofia do ligamento amarelo gera um estreitamento do canal
espinal, comprimindo os tecidos nervosos, causando sintomas radiculares,
compressivos e inflamatorios. 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 biomecanico gerado pela mobilidade e amplitude de
movimento da coluna, e também as alteracbes inflamatorias do disco
intervertebral e dos tecidos contiguos, causando o espessamento e alteracao
estrutural do ligamento em pacientes com predisposicdo genética.
(SHIGUEMATSU et al., 2012).

Em estudo publicado Kamita et al. (2015) realizaram a andlise protebmica
do ligamento amarelo sem aspectos degenerativos (saudavel) e compararam com
a analise realizada em ligamentos amarelos espessos, nesta andlise o grupo
identificou 1.288 tipos distintos de proteinas. Foi evidenciado em tal estudo que
tecidos saudaveis apresentaram aproximadamente 1.100 proteinas distintas,

enguanto os tecidos com sinais de degeneracgéo do ligamento amarelo, 0 niumero


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 proteinas com diminuigdo significativa de

componentes elasticos da matriz extracelular.

1.3 Glicosaminoglicanos

Os glicosaminoglicanos (GAG) sao polimeros lineares de acUcares
constituidos por subunidades repetitivas de dissacarideos. Esses polimeros
podem apresentar sulfatacdo em diversas posi¢coes, caracterizando uma carga
negativa de alta densidade, carga essa que € capaz de atrair cétions
(predominantemente sodio), interagindo intensamente com moléculas de agua,
contribuindo assim para a hidratacdo do tecido (ADAMS; ROUGHLEY, 2006).

Os GAG, exceto o acido hialurénico, encontram-se associados a um
esqueleto proteico e formam macromoléculas denominadas proteoglicanos.
Ainda, os proteoglicanos associam-se a rede de colageno, formando uma malha
gue determina a estrutura funcional do tecido e mantém a hidratacdo no nucleo
pulposo e no ligamento amarelo, determinando a integridade de tais tecidos.
(ANTONIOU et al., 1996).

Os GAG proporcionam propriedades visco elasticas ao tecido do disco
intervertebral e ligamento amarelo. (SIVAN et al., 2014). Com o envelhecimento
as funcdes dos proteoglicanos ficam prejudicadas, por alteracdes na constituicao
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 alteracdo estrutural. (ADAMS;
ROUGHLEY, 2006; ANTONIOU et al., 1996).

E de conhecimento que as alteracdes na viscosidade do disco
intervertebral e ligamento amarelo afetam diretamente sua funcéo, gerando uma
cascata de alteracdes bioquimicas, funcionais e mecéanicas favorecendo a
degeneracdo do disco®. Apesar de bem elucidada, alteracdes dos proteoglicanos
no processo de degeneracédo discal e do ligamento amarelo, pouco se sabe sobre
como tais alteracdes moleculares estdo envolvidas no desenvolvimento de tal

afeccéo.
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1.4 Objetivo do trabalho

Avaliar as alteracdes moleculares de constituintes da matriz extracelular

no processo de degeneracao 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 alteracbes de componentes da matriz extracelular, inflamacéo e
apoptose na degeneracao do disco intervertebral em modelo animal.

3. Correlacionar a expressdo de componentes da matriz extracelular na
hipertrofia do ligamento amarelo com a idade dos pacientes acometidos

pela doenga.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Com o envelhecimento algumas alteracBes ocorrem de forma fisiolégica
ou patolégica, afetando a composicdo e morfologia dos discos e ligamentos
intervertebrais.

A analise protedbmica realizada por Kamita et al. (2015), revelou que
existem diferencas expressivas na constituicdo de proteinas comparando-se
tecidos sem alteracdes 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 area
transversa e espessura do ligamento amarelo estdo 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 sintomatica e
prejudica as atividades de vida diarias do paciente o tratamento cirargico €
recomendado, Wen-Jing et al. (2015), sugerem que a cirurgia em duas fases,
apesar da perda da funcéo neurologica entre as fases, tem um resultado favoravel
com recuperacdo completa da funcéo apds o termino da segunda fase cirargica.

Em um estudo morfologico dos discos intervertebrais, Scott et al. (1994),
encontraram diferencas nas composi¢cdes dos discos fetais: comparado ao de
adultos, o conteudo de colageno do nucleo pulposo dos fetos foi maior em discos
cervicais do que em discos lombares, porém, o teor total do nucleo pulposo foi
maior em discos lombares e mais baixo em discos cervicais. O conteudo de
colageno do anel fibroso foi maior em adultos e criancas do que em neonatos e
lactentes. Ja o colageno do nucleo pulposo aumentou com a idade em discos
toracico 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 deficiéncia de biglicam, proteoglicano de condroitim e dermatam
sulfato, ricos em residuos de leucina estdo relacionados com o processo de
degradacdo do disco intervertebral com reducdo progressiva do nucleo pulposo,

semelhante ao processo de envelhecimento.
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Alini et al. (2002) descreveram a implantacdo de tecidos produzidos in
vitro, para reposi¢cao do nucleo pulposo degradado, como uma forma alternativa
de terapia.

A proteina Angptl2 promove a inflamag&o no tecido do ligamento amarelo
por ativacdo de expressao de IL-6, induzindo a degeneracdo do ligamento
amarelo e consequente hipertrofia. Quando correlacionadas a espessura do
ligamento amarelo com a expressdo de IL-6 foi encontrada uma relagdo positiva
nos tecidos provenientes de estenoses além de alta expressdo de IL-6 em
fibroblastos, quando correlacionado com Angptl-2. (NAKAMURA, 2015).

As alteracOes causadas pela estenose tém origem em partes distintas do
disco intervertebral, como no nucleo pulposo e anel fibroso, sendo assim, para
compreensao da patologia em si € necessario o conhecimento dos componentes
de cada estrutura.

Foi descrito que cadeias de condroitim sulfato presentes na cartilagem
proporcionam numerosos dominios de ligacdes potenciais importantes para a
célula interagir com a matriz extracelular, bem como associacdes especificas com
citocinas, quimiosinas e fatores de crescimento, que regulam a diferenciacdo e
proliferacao celular durante o desenvolvimento do tecido. (CATERSON, 2012).

Os proteoglicanos desempenham papel diferente no processo de
inflamacdo decorrente de alteracdes estruturais das cadeia de GAG que o0s
constituem. (JUNEJA; VEILLETTE, 2013).

Segundo Pearce e Grimmer (1976), proteoglicanos presentes em disco
intervertebral degenerado apresentam diferencas significativas na constituicao
das cadeias de condroitim sulfato e queratam sulfato, evidenciando mais uma vez
a importancia das cadeias de GAG para o desenvolvimento do processo de
degeneracéo discal.

Em estudo realizado por Hardigham e Adams (1976) descreveram um
procedimento para identificacdo de moléculas de proteoglicanos e acido
hialurbnico da cartilagem. Neste estudo pioneiro o autor relata a presenca de
acido hialurénico em baixa concentracao e ressalta a importancia de tal molécula
na organizacao tecidual da cartilagem.

O agrecam € um dos principais componentes macromoleculares do disco
intervertebral, sendo que a reducdo deste proteoglicano de condroitim sulfato e

gueratam sulfato representa um sinal precoce de degeneracgéo discal.
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A partir das necropsias realizadas em criangas e adultos, Roughley et al.
(2006), pode ser observado que com o envelhecimento a quantidade de
proteoglicanos diminui significativamente no ndcleo pulposo, em relagdo ao anel
fibroso.

Boxberger et al. (2009), relataram que o aumento da carga mecanica em
discos intervertebrais de ratos gera um aumento da rigidez dinamica do disco,
sendo que tais resultados estdo relacionados com a quantidade de

glicosaminoglicanos.
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3 MANUSCRITOS

3.1 Artigo 1: Alteracdes patoldégicas do ligamento amarelo nas

doencas degenerativas da coluna lombar

RESUMO

Em processos de degeneracgéo da coluna lombar ocorre frequentemente aumento
da espessura do ligamento amarelo. Entretanto, existe pouco conhecimento sobre
0s mecanismos moleculares envolvidos com o processo de hipertrofia do
ligamento amarelo. Sabemos que fibras elasticas como colageno, proteoglicanos
e glicosaminoglicanos sé&o constituintes importantes da matriz extracelular do
ligamento amarelo. Tais moléculas séo importantes para a estruturacao e funcéo
de tal tecido. No presente estudo temos como objetivo avaliar a constituicdo dos
glicosaminoglicanos do ligamento amarelo de pacientes com quadro degenerativo
da coluna vertebral. Foram coletadas 30 amostras de ligamento amarelo obtidas
por resseccao cirargica em pacientes com degeneracao da coluna lombar, como
hérnia discal e estenose do canal vertebral. A identificacdo e quantificacdo dos
glicosaminoglicanos foram realizadas por eletroforese em gel de agarose. Os
resultados evidenciaram um aumento significativo de condroitim sulfato,
apresentando correlagcdo direta com o processo de hipertrofia do ligamento
amarelo. Entretanto, ndo houve diferenca do contetdo de dermatam sulfato nos
casos avaliados. Estudos recentes mostraram aumento da expressao de
proteoglicanos de condroitim sulfato e dermatam sulfato no processo de
espessamento do ligamento amarelo. A correlacdo direta observada em nosso
estudo com aumento significativo e especifico de condroitim sulfato, sugere que
possivelmente alteracdo da constituicdo das cadeias de glicosaminoglicanos dos
proteoglicanos do ligamento amarelo na hipertrofia, com predominio de cadeias
de condroitim sulfato. Tais dados indicam que provavelmente o condroitim sulfato

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

A proporcao de pessoas idosas vai triplicar neste século, passando de dez
por cento no ano 2000 para 32 por cento em 2100.(No Brasil, uma nova pesquisa

do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) indica que os idosos
(pessoas com mais de 60 anos), ja somam 23,5 milhdes dos brasileiros, mais que
o dobro do registrado em 1991, quando a faixa etaria contabilizava 10,7 milhdes
de pessoas.

Com o envelhecimento da populacéo, estdo aumentando as estatisticas das
doencas degenerativas do aparelho locomotor, em particular as alteracbes na
coluna vertebral. Isto tem acrescido o custo do sistema de saude, pois ha
aumento na demanda de tratamento dessas patologias, que estdo associadas
com diminuicao da qualidade de vida.

A doencga mais frequente na coluna vertebral é a estenose do canal lombar e
esta associada ao envelhecimento. A estenose lombar é definida como um
estreitamento do canal vertebral na regido, que normalmente se inicia apos a
guinta década de vida. As causas desse estreitamento sdo artrose facetaria,
abaulamento discal e principalmente hipertrofia do ligamento amarelo.

Os pacientes com estenose apresentam como sintomas, dor lombar
associada a ciatalgia e, mais frequentemente, claudicacdo neurogénica. 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 diminuicdo do diametro do
canal vertebral e comprimindo tanto a medula espinhal, quanto as raizes nervosas
gue derivam da medula. O ligamento amarelo € considerado um dos principais
causadores da estenose do canal lombar e consequente sintomas radiculares
compressivos e inflamataorios.

Cerca de 70% da matriz extracelular do ligamento amarelo € formada por
fibras elasticas e 30% por fibras coldgenas com orientacdo em paralelo (4). O
ligamento amarelo se estende desde a segunda vértebra cervical até a primeira
vértebra sacra, sendo responsavel pela conexdo de laminas adjacentes. O

ligamento amarelo recobre grande parte da porgéo 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 proporc¢ao o dermatam sulfato (3).

Com o envelhecimento, ha diminuicdo das fibras elasticas, aumento das
fibras colagenas, acarretando por consequéncia diminuicdo da elasticidade e
aumento da rigidez do ligamento amarelo (3). Durante esse processo ha
desorganizacdo das fibras do ligamento e pode ocorrer hipertrofia com
calcificagcéo, ossificacdo e condrometaplasia (2,6,7,8). Importante ressaltar que o
aumento da rigidez do ligamento amarelo muitas vezes nédo estd associado com a
hipertrofia do mesmo, mas pode causar pregueamento desse ligamento,
principalmente na posi¢cdo ortostatica. A hipertrofia do ligamento amarelo é a
maior responsavel pela redugédo do diametro do canal vertebral em idosos, que
evolui com quadro clinico de claudicacdo neurogénica, ciatalgia e dor lombar.

Poucos estudos avaliam a evolucdo das alteragbes na estrutura do
ligamento amarelo, principalmente no que se relaciona ao aumento de rigidez e
hipertrofia decorrente do seu espessamento com a expressado de metaloproteases
(9), mais precisamente em casos de estenose do canal vertebral e em pacientes
mais jovens que apresentam outras doencas da coluna vertebral, como hérnia
discal lombar.

E de fundamental importancia para futuras medidas terapéuticas saber a
origem da hipertrofia do ligamento amarelo, destacando se o aumento da
espessura € decorrente do estresse biomecanico, provocado pela movimentacao
da coluna, ou se esse processo se inicia devido as alteracdes inflamatérias do
disco intervertebral e em tecidos adjacentes que acabam predispondo a
inflamacao levando ao seu espessamento estrutural.

A investigacdo de moléculas que estejam diretamente relacionadas ao
espessamento do ligamento amarelo podera elucidar mecanismos moleculares
envolvidos com o desenvolvimento de tal processo, além de servir como um
possivel marcador de diagnostico ou prognostico podera auxiliar na prevencéao de
tal doenca.

Diante de tais consideracbes o0 presente estudo tem como objetivo
correlacionar o perfil de glicosaminoglicanos com a espessura do ligamento

amarelo hipertrofiado.
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METODOS

Pacientes e Amostras

Foram coletadas amostras do ligamento amarelo (regido profunda) de 30
pacientes submetidos ao tratamento cirdrgico, no segmento da coluna lombar,
gue apresentavam hérnia discal ou estenose do canal, no periodo entre agosto de
2013 a agosto de 2014, realizados nos hospitais Abreu Sodré em S&o Paulo
(AACD) em Sé&o Paulo e Hospital Assungédo 1 S&o Luiz Rede Dor, em S&o
Bernardo do Campo. As coletas foram efetuadas pelo mesmo cirurgido durante o
ato cirargico para descompresséao radicular ou do canal vertebral.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Plataforma
Brasil nimero 12564313.2.0000.0082. Todos os pacientes participantes deste
estudo estiveram de acordo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Foram incluidos como critérios pacientes que apresentavam hérnia
discal lombar protusa ou extrusa, localizada na regido central ou lateral do canal
vertebral, com mais de trés meses de sintomatologia refrataria ao tratamento
conservador (clinico e reabilitacdo), sem cirurgia prévia no segmento acometido
pela afeccdo na coluna lombar, além de pacientes que apresentavam estenose
de canal lombar com quadro clinico de claudicacdo neurogénica, decorrente
da compressdo do canal vertebral e hipertrofia do ligamento amarelo no
segmento da coluna lombar. Dentre os critérios de exclusdo destacamos
pacientes que apresentavam patologias da coluna vertebral associadas a hérnia
discal e estenose de canal lombar, tais como cirurgias prévias, fraturas, tumor,
doenca inflamatéria, assim como 0s pacientes que se recusaram a assinar o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Ressonancia Magnética

Todos os pacientes foram examinados por ressonancia magnética, com
cortes axiais na sequéncia 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 0 mesmo programa de imagem RadiAnt do visualizador

DICOM. A espessura do ligamento amarelo foi mensurada com régua eletrénica
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com resolugcdo de 0,1 mm, por meio de linha tracada transversalmente no
segmento facetario, através da por¢cao média do ligamento amarelo. Nos casos de

espessura assimétrica bilateralmente, foi utilizado o valor mais espesso.

Extracdo dos glicosaminoglicanos sulfatados dos tecidos

As amostras de tecido foram homogeneizadas e mantidas em acetona
durante 24 horas. O tecido em p6 seco obtido (100 mg) foi submetido a protedlise
na presenca de 2 mg de Maxatase (Biocon a Brasil Ind. Ltda., Rio de Janeiro,
Brasil) / 100 mg de tecido seco, em tampao 0,05 M Tris-HCI, pH 8,0, contendo
NaCl 0,15 M. A protedlise foi realizada por 24 h, 55°C. Acido tricloroacético (10%
de concentragdo final) foi adicionado a mistura, mantida a 4°C durante 15
minutos. O sobrenadante contendo os GAG foi obtido apds a centrifugacéo (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 centrifugacao 20 min, 3.500 x g, 4°C e dissolvido em agua.

Quantificacédo e identificacdo dos glicosaminoglicanos sulfatados

Os glicosaminoglicanos sulfatados (HS, DS e CS), foram identificados e
guantificados por electroforese em gel de agarose em tampdo 0,05 M 1,3-
diaminopropano-acetato (PDA), pH 9,0. ApGs a eletroforese, 1 h, 100 V os GAG
foram precipitados em gel de agarose a 0,1%, utilizando brometo de cetil-
trimetilamoénio (Cetavlon), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), durante 2 horas a
temperatura ambiente. O gel foi seco e corado com azul de toluidina (0,1% em
acido aceético: etanol: agua (0,1: 5: 4,9). A quantificacdo dos GAG foi realizada por
densitometria a 530 nm. Os padrdes utilizados foram condroitim 4-sulfato de
baleia a partir de cartilagem (Seikagaku Kogyo Co., Toquio, Japado), dermatam
sulfato (de pele de porco) e heparam sulfato (de pancreas bovino). O erro do
método de eletroforese foi da ordem de 5%. A identidade do condroitim sulfato e
dermatam sulfato foi confirmada por degradacdo com liases especificas,

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

Analise Estatistica
Os valores obtidos pelo estudo de cada variavel quantitativa foram

organizados e descritos como média e desvio padrdo. Para as variaveis



22

qualitativas foram utilizadas frequéncias absolutas e relativas. As distribuicdes

foram definidas como paramétricas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a
comparacao entre as médias de duas populagdes amostrais, foi utilizado o teste

fto de Student e par a mases testeale ANOYVAscongtestep o s U
auxiliar de Bonferroni. Para a verificacdo da existéncia de correlagdo entre duas

variaveis quantitativas foi aplicado o teste de correlacdo de Pearson. Em todas as

analises foi utilizado o programa estatistico SPSS® versao 17.0 (SPSS® Inc;

llinois, USA) e em todas as comparacfes adotou-se nivel de significancia
estatistica inferiora5% (p O0. 05) .

RESULTADOS

Como descrito na metodologia a espessura do ligamento amarelo foi
determinada por ressonancia nuclear magnética. Na Figura 1 esta indicada a
regido avaliada por andlise de ressonancia que define a espessura do ligamento
amarelo.

> B
-

Length: 0.471 cm (13.397 pix)

Figura 1. Imagem de ressonéncia magnética do disco intervertebral. Na imagem esta indicada
a regido onde foi realizada a medida da espessura do ligamento amarelo.

Apbs a resseccgdao cirargica, as amostras coletadas foram subdivididas em
trés grupos, de acordo com a espessura do ligamento amarelo, como mostra a
Tabela 1.
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Tabela 1. Subdivisdo das amostras de ligamento amarelo de acordo com a

espessura.

Numero de Amostras Espessura do Ligamento

Amarelo (mm)

13 O 2,9
8 3071 3,9
9 O 4,0

A digestdo com as enzimas especificas, condroitinase AC e condroitinase
ABC, confirmou a presenca de condroitim sulfato e dermatam sulfato nas
amostras de ligamento amarelo (Figura 2A). A Figura 2B demonstra diferenca do
perfil de condroitim sulfato e dermatam sulfato de acordo com a espessura do

ligamento amarelo intervertebral.

A B
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Figura 2. Perfil de glicosaminoglicanos sulfatados. Eletroforese em gel de agarose. A,
Amostra de ligamento amarelo, apds digestdo com condroitinase AC (AC) e condroitinase ABC
(ABC); St, padrao de condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS). B,
padrdo de CS, DS e HS (St); (O 2. 93.9; 80) éspessura do ligamento amarelo de trés
pacientes com degeneracao de disco intervertebral, valores expressos em milimetros.

Houve um aumento significativo na expressdo de condroitim sulfato nas
amostras de ligamento amarelo com maior espessamento (Figura 3), sugerindo
gue possivelmente tal glicosaminoglicano esteja relacionado com o processo de
hipertrofia do ligamento amarelo em pacientes que apresentam degeneracao do

disco intervertebral.
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Figura 3. Expressdo 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 quantificagcdo de tal composto. ANOVA e teste auxiliar de Bonferroni, */**p <

0.0001.

Andlises estatisticas evidenciaram que existe correlacdo direta entre a
espessura do ligamento amarelo e a concentracdo de condroitim sulfato,

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

CS (mg/mg tecido)

Espessura do Ligamento (mm)

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

Entretanto, ndo foi observado alteracdo na concentracdo de dermatam

sulfato quando comparamos a espessura das diferentes amostras de ligamento

amarelo (Figura 5).
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DS (lMg/mg tecido)

Figura 5. Expressdo 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 quantificacdo de tal composto. ANOVA, p = 0.549.

Os dados sugerem que possivelmente o0s processos moleculares
envolvidos com a evolucdo degenerativa na hipertrofia do ligamento amarelo séo
dependentes especificamente de condroitim sulfato, visto que ndo houve
alteracao significativa da expressao de dermatam sulfato.

A Figura 6 comprova pelo teste estatistico que nao existe correlacao

estatistica entre espessamento do ligamento amarelo e expressédo de dermatam

sulfato.
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Figura 6. Correlacdo entre dermatam sulfato e espessura do ligamento amarelo. Teste de
correlagdo de Pearson, r =+ 0,277, p = 0.139.
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DISCUSSAO

O ligamento amarelo € um tecido conjuntivo que esta presente desde a
segunda vértebra cervical até a primeira vértebra sacral, e sua funcdo esta
relacionada com a estabilidade da coluna vertebral durante a sua movimentagéo,
além de manter uma superficie lisa sobre o saco dural, evitando sua aderéncia e
compressao.

A patogénese do espessamento do ligamento amarelo ainda né&o 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 expressao do condroitim sulfato.

Sairyo (1) e colaboradores encontraram um aumento na expressdo de RNA
mensageirodo TGF-b na fase inicial da hipertrofi a
doTGF-b estar presente em todas as amostras
entre espessura do ligamento amarelo e expressao de TGF-b . Neste me:¢
estudo houve uma correlacdo direta entre hipertrofia com a perda severa de fibras
elasticas, indicando a ocorréncia de fibrose.

Yabe e colaboradores também demonstraram diminuicdo das fibras elasticas
e aumento da expressdo 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 alteracfes sdo 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 € um dos
glicosaminoglicanos constituintes dos proteoglicanos decorim, biglicam,
fiboromodulina, agrecam e versicam.

Entretanto, o dermatam sulfato que também compbe cadeias de
glicosaminoglicanos constituintes de tais proteoglicanos n&o apresentou

alteracdes quantitativas significativas.
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Desta forma podemos hipotetizar que a alteracéo de tais proteoglicanos na
hipertrofia do ligamento amarelo esta diretamente relacionada com aumento de
condroitim sulfato e ndo dermatam sulfato.

Esse dado evidencia que a além de alteracdo da expressdo de
proteoglicanos de matriz extracelular no processo de espessamento do ligamento
amarelo, existe também alteracdo estrutural das cadeias constituintes desses
compostos.

Lembrando que as cadeias de glicosaminoglicanos dos proteoglicanos em
geral determinam a especificidade e funcdo como a organizacdo de fibras
elasticas do ligamento amarelo, podemos inferir que ocorrem alteracdes
importantes na organizacdo da matriz extracelular no processo de hipertrofia do

ligamento amarelo.

CONCLUSAO

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 degeneracdo discal, possa indicar
alteracoes estruturais de proteoglicanos que apresentam tal glicosaminoglicano,

promovendo assim remodelamento da matriz extracelular de tal tecido.
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RESUMO

Introducdo: A degeneracdo do disco intervertebral tem sido apontada como a
principal causa de dor lombar. A doenca é um processo patolégico responsavel
por causar mudancas estruturais e celulares na matriz extracelular do disco
intervertebral, ocasionando desequilibrio nas funcdes fisiolégicas do disco
intervertebral. Objetivo: Avaliar as alteracdes 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

a indugdo da degeneracdo do disco intervertebral utilizando agulha 20G, rotacao
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de 360°, aplicado por 30 segundos entre a 62 / 72, 72 | 82 e 82 / 92 vértebras
coccigeas representando os grupos degenerados (15 e 28 dias) e o grupo
controle ndo sendo submetido a puncdo. Foram avaliados parametros
histologicos, distribuicdo e expressdo de moléculas constituintes da matriz
extracelular durante o processo degenerativo do disco intervertebral, como
metaloproteinases (MMP2 e MMP9), expressdo génica de isoformas da
heparanase (HPSE1l e HPSEZ2), distribuicho do fator angiogénico (VEGF),
apoptose (caspase-3), inflamacgao (IL-6, IL-10), organizagéo estrutural das fibras
colagenas e distribuicdo de colageno |. Resultados: Apés 15 dias da inducao da
degeneracdo do disco intervertebral foram observadas diversas alteragbes
significativas como reducédo na expressao de colageno I, MMP2 e MMP9 e IL-10,
também na expressao génica das isoformas da heparanase, seguido de aumento
dos niveis de tais moléculas aos 28 dias. Aumento significativo de IL-6, VEGF aos
15 dias ap0s inducao da degeneracao discal, e significativo aumento de apoptose.
Conclusdo: Notamos que durante o processo degenerativo do disco
intervertebral avaliado em modelo animal, alteracdes celulares e estruturais no
disco como o surgimento de estruturas vasculares ocorreram principalmente aos
15 dias, caracterizado como fase aguda da doenca, e aos 28 dias da inducéo,
fase cronica, observamos o remodelamento do tecido sugerindo possivelmente

processo de cicatrizacao da lesao.

Descritores: Degeneracdo do Disco Intervertebral. Ratos  Wistar.
Citocinas. Metaloproteinases da Matriz. Colagenos Fibrilares. Neovascularizacéo

Patoldgica.

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"
/7™, 7" /8" and 8™ /9™ / 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 HPSE?2), 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
INTRODUCAO

A degeneracdo do disco intervertebral € decorrente de uma deficiéncia
estrutural progressiva. A doenca é responsavel por causar mudancas estruturais
na matriz extracelular do disco intervertebral, degradando proteoglicanos e
composicao do colageno, reduzindo teor de agua no nucleo pulposo ocasionando
reducdo na capacidade do disco de amortecimento durante as pressoes
mecanicas. As células do disco intervertebral também sofrem alteracbes e esse

conjunto de fatores € responséavel pelo desequilibrio nas funcdes fisioldgicas do
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disco ocasionando intenso indice de dor e dificuldade na capacidade laborativa do
individuo . O processo degenerativo exerce papel importante na evolucéo
cronica da dor, considerada apoOs persisténcia por um periodo maior de trés

meses @,

Varios fatores estdo associados a doenca como o estilo de vida sedentério,
fatores genéticos, sOcios econOmicos e psicossociais, obesidade, diabetes,
envelhecimento, tabagismo e posturas viciosas “*?. Os tratamentos existentes
introduzidos dependendo do grau da doenca auxiliam no tratamento dos sintomas

clinicos, mas n&o impedem a sua progressao ©®.

A matriz extracelular do disco intervertebral € constituida principalmente de
agua, proteoglicanos e fibras colagenas, proporcionando ancoragem e
desencadeamento de sinais para eventos de proliferacdo e migracao celular,
resultando em organizacdo, regeneracdo e desenvolvimento de tecidos. Essa
organizacdo é decorrente da interagcdo de diversos tipos moleculares como
colagenos, metaloproteinases (MMP), proteoglicanos (PG) e glicosaminoglicanos
(GAG) 12,

Os PG sao macromoléculas constituidas de um esqueleto proteico
associado covalentemente a cadeias lineares de acucares, denominados
glicosaminoglicanos (GAG), as quais associam-se a rede de colageno formando
uma malha com as moléculas de agua do nucleo pulposo, mantendo sua
integridade ™. Os GAG encontrados predominantemente no nticleo pulposo, s&o
polissacarideos lineares constituidos por unidades dissacaridicas repetitivas
unidos por ligacdes glicosidicas, sendo sulfatados em varias posicdes por iSso
apresentam elevada densidade de cargas negativas “4*®, facilitando a ligacéo

com a agua e proporcionando propriedades viscoelasticas ao tecido do disco ®*.

7

O envelhecimento do disco intervertebral € um processo que ocorre
naturalmente com o avanco da idade, contribuindo na reducdo do numero de
células no disco, senescéncia, perda de vascularizacéo e calcificacdo das placas
terminais. Na degeneracdo do disco intervertebral este processo natural parece
estar mais evidente pela influéncia principalmente de fatores biomecéanicos e
bioquimicos, reducdo de nutrientes e estresse oxidativo elevando a taxa de

apoptose. As caspases sdo proteases de cisteina e modulam a atividade
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apoptotica, diretamente a caspase-3 esta envolvida na mediacdo chave da

apoptose 819,

Durante a degeneracao do disco podem surgir estruturas neurovasculares
induzidas pelo processo inflamatério e fatores angiogénicos como o VEGF
presentes no processo degenerativo, ocasionando fissuras anulares que
penetram profundamente no disco intervertebral resultando em dor. Em discos
normais, essa inervacdo € limitada pelas fibras dos nervos presentes nas
camadas externas do AF “2D As citocinas também participam de eventos na
degradacdo da MEC, regulacdo do tecido conjuntivo além de influenciarem no

crescimento interno de nervos e vasos “.

7

A IL-6 citocina antiinflamatéria € liberada na corrente sanguinea em
resposta a perturbacdes na homeostase como traumas, infeccdes agudas e
doencas crénicas ?. Estudos mostram que niveis elevados de IL-6 ativam a
osteoclagenese (producdo de osteoclastos, células envolvidas na reabsorcao
O0ssea) resultando em perda Ossea e doencas degenerativas como artrite
reumatéide ®®. Citocinas pré-inflamatérias como a IL-10 também est&o envolvidas
em processos de degeneracdo do disco, mas em fases tardias sdo descritas
como um potente inibidor de apresentacdo de antigeno e de citocinas

antiinflamatorias ¢+,

As MMP sdo enzimas envolvidas na degradacdo da matriz e
desempenham importante papel na proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e
apoptose celular ™. Participam de eventos na matriz do disco como as MMP2 e

MMP9 também estéo envolvidas em processos de degradacéo do colageno .

Neste estudo avaliamos a expressdo e distribuicdo 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 degeneracdo para melhor entendimento da
fisiopatologia da doenca, contribuindo para futuras melhorias nas abordagens

terapéuticas como tentativa de intervir ou prevenir a progressao da doenca.

OBJETIVOS
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Avaliar as alteracfes estruturais e a expressao de moléculas envolvidas no
processo degenerativo do disco intervertebral, em modelo animal, durante a fase

aguda e cronica da doenca.

MATERIAIS E METODOS

MODELO ANIMAL

Para o modelo animal de degeneragdo 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 néo foram submetidos a inducéo
da degeneracéo e eutanasiados aos 28 dias representando o grupo controle, o
segundo grupo de 05 animais foi eutanasiados 15 dias apods a indugcao do
processo de degeneracéo do disco intervertebral e o terceiro grupo de 05 animais
foi eutanasiados apos 28 dias da inducédo da degeneracao. Estudos mostram que
para cada 13,7 dias de vida do rato corresponde a 1 ano de vida de humanos e o

26 Os animais

tempo de vida dos ratos € de aproximadamente 3 anos
permaneceram aos cuidados do biotério da faculdade apos a inducdo da
degeneracéo até o momento da eutanasia.

Para a inducdo da degeneracdo do disco intervertebral foi realizada
antissepsia na cauda com solucdo de alcool iodado, os animais foram
anestesiados com associacdo de ketamina (88 mg/kg) e xilazina 2% (12 mg/kg)
por via intraperitoneal. O plano anestésico profundo foi confirmado pela auséncia
de reflexo da cérnea e pela auséncia de reacdo a dor profunda dada pela
compressao dos interdigitos das patas. Os niveis entre a sexta e a sétima, sétima
e oitava e oitava e a nona veértebras coccigeas foram identificadas por palpacéao.
A inducdo da degeneracdao foi realizada por puncao percutdnea com uma agulha
de 20G. A agulha foi introduzida até o nucleo pulposo, girada 360° e mantida na
mesma posicdo por 30 segundos, conforme trabalho de Zhang e colaboradores
" Ap6és confirmacdo do plano profundo anestésico, foram colhidos 5 mL de
sangue arterial proveniente da aorta abdominal, por acesso transabdominal,
causando a eutandasia por choque hipovolémico. Apds a eutanasia, 0s segmentos

das caudas com os discos para estudo foram extraidos por bisturi lamina n° 15.
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Os discos intervertebrais retirados entre a sexta e a sétima vértebra coccigea
foram armazenados em acetona para analise do perfil de GAG, entre a sétima e
oitava vértebra, os discos foram armazenados em RNA Rolder para estudo de
expressdo génica e entre a oitava e a nona vértebra coccigea os discos foram
armazenados em formaldeido (10%) para avaliagdo da expressdo proteica. Os
discos intervertebrais foram encaminhados para o laboratério de Biologia
Molecular. Em trabalho anterior de nosso grupo, nao foram observadas diferencas
significativas entre os niveis das vértebras coccigeas dos discos degenerados “®.

Este estudo foi aprovado no Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Faculdade de Medicina do ABC, processo 003/2011. Cumpre ser observado
gue o modelo utilizado de degeneracao discal em ratos reproduz as alteracdes
morfologicas e bioquimicas similares aquelas observadas nos processos

degenerativos dos discos intervertebrais humanos 9.

ANALISES HISTOMORFOMETRICAS

Cortes de tecido do disco intervertebr
em parafina e fixados em formalina foram corados com hematoxilina-eosina (HE)
para andalise dos parametros histomorfomeétricos. As duas regifes do disco, AF e
NP, foram analisadas utilizando uma avaliagdo quantitativa de dez campos
(400X), como determinado por Matos e colaboradores, *° 2006. Os parametros
analisados foram area e perimetro celulares e nucleares, densidades opticas e

volume.

IMUNOHISTOQUIMICA

Areas representativas de degeneracdo do disco intervertebral foram
escolhidas com base na coloracdo dos cortes de tecido por hematoxilina-eosina.
Cortes com 3 um de espessura, embebidos em parafina e fixados em formalina,
foram desparafinizados e rehidratados. A recuperacdo do antigeno foi realizada
pelo aquecimento das laminas a 100 °C por 30 minutos em um tampéao citrato 10
mmol/L, pH 6,0. A atividade da peroxidase enddgena foi bloqgueada com uma
solucéo aquosa de peréxido de hidrogénio a 3% por 35 minutos. Os cortes foram,
entdo, incubados overnight a 4°C com os anticorpos primarios: 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-colageno | (C 2456) (Sigma, USA) e anti-VEGF-A (18077) (Biorbyt,
Inglaterra). Finalmente, as laminas foram incubadas com um complexo de
estreptavidina marcado com peroxidase (LSAB®, DakoCytomation, Glostrup,
Dinamarca) por 30 minutos. Os cortes foram revelados, utlizando 3,3'-
diaminobenzidina (DAB), por 1 minuto e foram contra-corados com hematoxilina.
Algumas amostras foram incubadas com tampéo fosfato 1 M na auséncia do
anticorpo primario, como controles negativos. A presenca de coloracao marrom foi

considerada evidéncia de expressao positiva das respectivas moléculas na célula.

QUANTIFICACAO DIGITAL

As laminas foram analisadas com o auxilio de um microscopio de luz
TS100 Nikon Eclipse® para identificar as areas que melhor representaram a
imunomarcacdo das moléculas analisadas (hot spots). Em cada caso, a
guantificacdo da imunomarcacao foi realizada por um meétodo de analise digital
por computador. As fotomicrografias de 640x480 pixels foram obtidas de campos
consecutivos nao-coincidentes em aumento de 400X com uma camera digital
4300 Nikon Coolpix® ajustada para os mesmos parametros. As imagens obtidas
foram analisadas pelo sistema de processamento e analise de imagens
ImageLab® (Softium Informatica®, Sdo Paulo, Brasil), ajustado para a escala

micromeétrica (um).

INDICE DE PRODUTIVIDADE (IP)

Em cada caso, pelo menos 1.000 células foram contadas pelo ImagelLab®,
e 0 observador as classificou como células positivas ou negativas. Por isso, a
porcentagem de células marcadas foi determinada de acordo com a seguinte
equacao:

IP = _numero de células marcadas _x 100 [%)]

total de células contadas

INTENSIDADE DE EXPRESSAO (ItE)
O ImageLab® foi utilizado para quantificar a intensidade da cor marrom que
resultou da imunomarcacdo. Para cada caso, as mesmas fotomicrografias que

foram usadas para determinar o IP foram consideradas. Doze regibes
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citoplasmaticas de diferentes células randomicamente marcadas foram acessadas
com o same-sized square (uma ferramenta do sistema ImageLab®). A média de
densidade 6ptica (DO) destas areas foi automaticamente calculada e representa a
média das composi¢des das cores vermelha, verde e azul (VVA) por area de
citoplasma analisada; a DO foi expressa em unidades Opticas por micrometro
quadrado (ou/pum?). O mesmo procedimento foi aplicado para obter a densidade
Optica do fundo (DOF) de uma area sem tecido ou espacgo vascular para cada
fotomicrografia. Para isso, uma Unica area foi suficiente, porque o fundo é
homogéneo em cada imagem. A cor branca absoluta, que corresponde a
densidade 6ptica maxima (320.7 ou/pm?) é composta de uma mistura completa de
vermelho, verde e azul, enquanto a cor preta representa a auséncia dessas cores.
Portanto, os valores de densidade Optica calculados pelo programa
compreenderam uma escala decrescente, na qual os valores mais altos
corresponderam as cores que foram claramente visiveis. A equacao mostrada a
seguir foi utilizada para calcular a intensidade digital de expressao (ItE) em cada
caso. Seus valores compreenderam uma escala crescente que é igualada pela
DOF proporcional a densidade optica do branco absoluto.
ItE = 320.7 - 320. 7 x [dB/unFO
Z DOF

INDICE DE EXPRESSAO (IE)

O indice de expressdo digital (IEqg) foi obtido pela multiplicagdo da
porcentagem de células marcadas (PCM) pela intensidade de imunomarcacéo
digital (ITlsg) para cada caso, de acordo com a seguinte equagao:

IE = IPxItE [ou/um?]
100

COLORACAO DE PICROSIRIUS E HEMATOXILINA-EOSINA

Cortes de tecido do disco intervertebral (3 e m de e)sfipados
previamente em formol tamponado 6 a 24 horas e incubados em parafina foram
desparafinizados e reidratados. O tecido foi submetido a coloracédo do Picrosirius
Red por 60 minutos, lavados e corados fortemente com hematoxilina-eosina. O
Picrosirius cora em vermelho pelo Sirius Red a proteina coldgeno presente em

fiboras colagenas, fibras reticulares, cartilagens e membranas basilares (ou

sur a
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basais); o DNA e RNA (nucleo) coram em azul pela hematoxilina e o citoplasma
das células epiteliais e musculares cora em roseo ou amarelo pelo &cido picrico.
Os tecidos foram lavados em &gua, desidratados, diafanizados e montados com
entelan e laminula. As andlises das imagens foram através de luz normal e luz
polarizada para estudo das fibras colagenas.
EXTRACAO DE RNA E OBTENCAO DO cDNA

A extracdo do RNA total das amostras foi realizada utilizando o reagente
Trizo® ( Ambi on by Life TechnologiesE, CA, US
fabricante. A quantificacdo do RNA foi feita no aparelho NanoVue Plus (GE
Healthcare, Alemanha). A transcricdo reversa foi realizada utilizando a enzima
transcriptase reversa ImProml | E (Promega

instrucdes do fabricante para obtencdo do DNA complementar (cCDNA).

ANALISE DA EXPRESSAO POR PCR EM TEMPO REAL (qPCR)

A partir do cDNA obtido na reacdo da transcriptase reversa, descrito
anteriormente, foram utilizados oligonucleotideos iniciadores desenvolvidos a
partir de estudos e busca no GenBank, para a amplificacdo das isoformas da
heparanase (HPSE1l, HPSE2). A expressdo do mRNA foi representada em
relacdo a média geométrica da expressao de gene enddgeno constitutivo sendo a
enzima Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), determinando assim 0s
valores de (-pCt ) . A e x penes alw doo analisada utilizando os primers
para as isoformas da heparanase (HPSE1l, HPSE2), sequéncias descritas na
Tabela 1. Os ensaios foram realizados em triplicata. Todos os primers foram
produzidos por (Applied Biosystems, CA, USA). A amplificacdo 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 uM de
cada primer, 1 ug cDNA, 0,025 pL da solucdo de ROX 50 uM diluida 10X e 6 L
do SYBR Green 2X. A mistura foi submetida a um termociclador para amplificacédo
em tempo real (7500 Real Time PCR Cycler®) (Applied Biosystems, CA, USA),
com ciclagem de 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos (95°C, 15 segundos;
60°C, 60 segundos). A temperatura da curva de melt foi determinada para cada

par de primers.

Tabela 1. Sequéncias de Oligonucleotideos Iniciadores para Ratos
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mMRNA Forward Reverse

GAPDH 5DPCTAGAGACAGCCGCATCTTC 56 GTCCGATACGGCCAAATCC(
HPSE1 56 AGAAGTCGTGATGAGGTAGG 56 TTGGGTGATAGACGTTCGT(
HPSE2 5BTCTAGTGCCCTGAGCCTGTT 56 TCCCAACTGACTGCCATTT,

ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica quantitativa foi realizada utilizando o programa
GrandPad Prism 5.0 (La Jolla, CA, USA), para verificar a ocorréncia de diferencas
significativas entre as varidveis quantitativas, foi utilizado o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis com teste auxiliar de Dunn nas comparac¢fes de subgrupos. Para
analise parameétrica, o teste Qui-quadrado foi utilizado para avaliar as variaveis
qualitativas utilizando o programa SPSS versdo 17.0 (SPSS, Chicago,IL). Em

todas as analises foi adotado nivel de significAncia estatistica 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 avaliacdo dos
parametros histolégicos. As alteracdes no disco intervertebral se concentraram,
em sua maioria, na regido cartilaginosa (central). Durante 0 processo
degenerativo em modelo animal foram observadas alteracbes celulares
significativas, presenca de 60% de apoptose na degeneracdo do disco
intervertebral aos 15 dias em nivel leve e nivel moderado em 100% dos animais
aos 28 dias em relacao ao controle.

Foram observadas em todos os tecidos aos 15 dias de degeneracao e em
80% dos tecidos aos 28 dias, leve presenca de regeneracdo. Diferencas
significativas também foram observadas na matriz extracelular do disco, presenca
de 60% de calcificacdo intensa aos 15 dias e aos 28 dias também 60%, mas em
nivel moderado. No processo inflamatorio 60% dos tecidos apresentaram nivel
moderado aos 15 dias e aos 28 dias de degeneracdo 80% deles apresentaram
nivel leve. Embora observamos mudancas em alguns processos da matriz
extracelular, ndo foram encontradas diferencas significativas nas alteragbes dos

tecidos como fratura e fissura, degeneragdo mixéide e eosindfilica. No processo
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de neovascularizacdo do disco, observamos notavel presenca de neovasos
durante o processo de degeneracao do disco intervertebral ausentes no controle,
embora os resultados ndao sejam estatisticamente significantes. Resultados das
alteragbes celulares e da matriz extracelular no disco intervertebral séo
apresentados na Tabela 2.

A organizagao estrutural dos feixes conjuntivos do AF dos discos
intervertebrais de ratos durante o processo degenerativo foi avaliada através da
coloracao de pricrosirius red e analise sob luz normal e polarizada.

No grupo controle observamos que as fibras colagenas do AF apresentam
um padrao de organizacgdo, feixes apenas longitudinais orientados em uma Unica
direcdo. As fibras apresentam-se espessadas e densamente empacotadas
(Figura 1A e B). Aos 15 dias de degeneracgao do disco intervertebral observamos
mudanca estruturais nas fibras, presenca de feixes longitudinais e transversais
sem um padrdo de organizacdo e nao tdo espessadas em relacdo ao controle
(Figura 1C e D). Aos 28 dias de degeneracdo, notamos elevado grau de
desorganizacdo dos feixes, presenca de fibrilas representadas em coloracéo
verde sob luz polarizada e associacdo de novas fibras colagenas representadas
em vermelho, como mostra a Figura 1E e F.

Foram realizadas reacGes de imunohistoquimica das amostras para
avaliacdo da expressao proteica de diversas moléculas envolvidas no processo
de remodelamento da matriz extracelular, durante o processo degenerativo.

Andlise da expressdo do colageno I, proteina fibrosa abundante no disco
intervertebral, revelou reducéo aos 15 dias de inducdo da degeneracdo do disco
intervertebral e aumento significativo aos 28 dias em relacdo ao grupo
degenerado. Resultados apresentados em Figura 2 e os niveis de expressao
confirmados pela quantificacdo digital das imagens mostrados na Figura 3.

As proteases envolvidas nos processos de degradacdo do disco
intervertebral (MMP2 e MMP9), demonstraram reduc&o na expressao proteica aos
15 dias de degeneracéao discal. Enquanto, foi observado aumento significativo de
MMP2 aos 28 dias apdés degeneracdo. Podemos observar que os resultados
obtidos das reac¢des de imunohistoquimica foram correspondentes aos obtidos
por quantificacao digital das imagens como mostram as Figuras 2 e 3.

As Figuras 4 e 5, mostram respectivamente as reacdes de

imunohistoquimica para avaliacdo do processo inflamatério do disco
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intervertebral. Foi observado aumento da expressao de IL-6 durante o processo
degenerativo e diminuigéo da IL-10.

Na andlise da expressdo do VEGF, fator de crescimento endotelial
vascular, envolvido em processos angiogénicos, notamos aumento significativo na
degeneracdo aguda, aos 15 dias apds degeneracao discal, em relacdo ao grupo
controle como mostra a Figura 6. A quantificacao digital confirmou os resultados
obtidos por imunohistoquimica (Figura 7).

Em nosso trabalho observamos que os indices de expressao da caspase-3,
protease envolvida diretamente com mecanismos de apoptose celular,
aumentaram significativamente durante o0 processo degenerativo do disco
intervertebral em relagéo ao grupo controle ndo acometido pela doenca (Figuras 6
e’).

A analise da expressdao do RNA mensageiro (MRNA) das isoformas da
heparanase realizada por RT-PCR em tempo real, demonstrou que os discos
intervertebrais degenerados de ratos apresentaram reducdo significativa na
expressdo de HPSE1l e HPSE2 apds a inducdo do processo degenerativo,
comparativamente com o grupo controle, como mostra a Figura 8.

Estudos das alteragcdes moleculares e fisiopatologicas que ocorrem durante
0 processo da degeneracdo do disco intervertebral sdo fundamentais para
elucidacdo dos processos moleculares envolvidos na degeneracdo discal. Tais
resultados contribuem para estudos futuros que buscam marcadores de
diagnostico, prognoéstico e terapias alvo para a doenca que afeta mundialmente
grande parte da populacéo.

Ainda, os resultados obtidos durante o processo de degeneracao do disco
intervertebral realizado em modelo animal demonstraram alteracdes significativas
tanto dos constituintes estruturais como na expressdao de moléculas que

participam do remodelamento da matriz extracelular.
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Tabela 2. Avaliagdo dos parametros histologicos obtidos durante o processo de

degeneragcao em disco intervertebral de Ratos Wistar.

Parametros Histolégicos Controle Degeneracéo 15 dias Degeneracéo 28 dias P
(n=2) (n=5) (n=5)
Apoptose
0) 2 (100.0) 0(0.0) 0(0.0)
@ (+) 0(0.0) 3(60.0) 0(0.0) *0,002
‘_g (++) 0 (0.0) 2 (40.0) 5 (100.0)
K] (+++) 0 (0.0) 0(0.0) 0(0.0)
1§ Regeneracéo
& () 2 (100.0) 0 (0.0) 0(0.0)
% (+) 0(0.0) 5 (100.0) 4 (80.0) *0,010
(++) 0 (0.0) 0(0.0) 1(20.0)
(+++) 0 (0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Fratura/Fissura
(0) 2 (100.0) 3(60.0) 5 (100.0)
+) 0(0.0) 2 (40.0) 0(0.0) 0,186
(++) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
(+++) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Calcificacao
0) 2 (100.0) 1(20.0) 0 (0.0)
(+) 0(0.0) 0(0.0) 2 (40.0) *0,022
(++) 0(0.0) 1(20.0) 3(60.0)
(+++) 0(0.0) 3(60.0) 0(0.0)
Degeneracdo Mixdide
kS (0) 1 (50.0) 0(0.0) 0 (0.0)
% +) 1(50.0) 5 (100.0) 5 (100.0) 0,065
E (++) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
",5 (+++) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
.}:5 Degeneracdo Eosindfilica
E 0) 2 (100.0) 1(20.0) 0 (0.0)
] +) 0(0.0) 2 (40.0) 2 (40.0) 0,125
% (++) 0(0.0) 1(20.0) 3(60.0)
2 (+++) 0(0.0) 1(20.0) 0(0.0)
< Infiltrado Inflamatério
0) 2 (100.0) 1(20.0) 1(20.0)
+) 0(0.0) 0(0.0) 4 (80.0) *0,025
(++) 0(0.0) 3(60.0) 0(0.0)
(+++) 0(0.0) 1(20.0) 0(0.0)
Neovascularizagao
0) 2 (100.0) 1(20.0) 1(20.0)
+) 0(0.0) 1(20.0) 2 (40.0) 0,380
(++) 0(0.0) 2 (40.0) 2 (40.0)
(+++) 0(0.0) 1(20.0) 0(0.0)

Graduacao das alteragbes: 0, Ausente; (+), Leve; (++), Moderado; (+++), Intenso.

Porcentagem (%), * Significancia Estatistica (Teste Qui-Quadrado)
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Figura 1. Avaliacdo da organizagao estrutural e orientagdo dos feixes conjuntivos do AF através da
coloragéo de picrosirius red, anélise sob luz normal e polarizada durante o processo degenerativo. A,
analise sob luz normal da coloragdo de picrosirius e B, andlise sob luz polarizada, do disco intervertebral
controle, demonstrando um padrdo de organizagdo das fibras colagenas com feixes apenas longitudinais e
orientados em uma Unica diregdo, aspecto espesso e fibras densamente empacotadas. C, analise sob luz
normal da coloracé@o de picrosirius e D, analise sob luz polarizada, em discos intervertebrais aos 15 dias de
degeneracgédo, demonstrou presenca de feixes longitudinais e transversais sem um padréo de organizagdo e
com fibras ndo tdo espessas em relagdo ao controle. E, andlise sob luz normal da colora¢éo de picrosirius e
F, andlise sob luz polarizada, evidente em elevado grau de degeneracdo (28 dias) a desorganizacdo dos
feixes, associacao de fibras (vermelho) e presenca de fibrilas (verde).
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Figura 2. Imunohistoquimica do disco intervertebral de ratos durante o processo degenerativo (15 e
28 dias) e controle (sem degeneragao) para andlise de expressdo de colageno |, metaloproteinase-2
(MMP2) e metaloproteinase-9 (MMP9). A, B e C, tecidos marcados com anticorpo primario colageno | (C
2456); D, E e F, tecidos marcados com anticorpo primario MMP2 (H-76); G, H e I, tecidos marcados com
anticorpo primario MMP9 (H-129). As reagGes foram realizadas seguindo metodologia descrita
detalhadamente em Métodos.
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Figura 3. Expressao de colageno | e metaloproteinases (MMP2 e MMP9) em discos intervertebrais de
ratos durante o processo degenerativo (15 e 28 dias) e controle (sem degeneracdo) por
imunohistoquimica. Os valores indicam o indice de expressao (IE) obtido por quantificagdo digital apos as
reacdes de imunohistoquimica, utilizando os anticorpos especificos: colageno | C 2456, MMP2 (H-76) e
MMP9 (H-129). Os valores expressam a média e desvio padréo de todas as amostras analisadas. Analises
estatisticas foram realizadas, utilizando o Kruskal-Wallis Test com o teste auxiliar de Dunn's Multiple
Comparison Test. * P<0,05 na comparagdo dos grupos degenerados em relacdo ao grupo controle e
**P<0,05 na comparagédo entre os grupos degenerados.
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Figura 4. ReagBes de imunohistoquimica em disco intervertebral de ratos durante o processo
degenerativo (15 e 28 dias) e controle (sem degeneragdo) para andlise da expresséao de interleucinas.
J, L e M, tecidos marcados com anticorpo primario interleucina-6 (1) 130326; N, O e P, tecidos marcados
com anticorpo primario interleucina-10 (H-160). As reag6es foram realizadas seguindo metodologia descrita
detalhadamente em Métodos.
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Figura 5. Expressdo de interleucinas em discos intervertebrais de ratos durante o processo
degenerativo (15 e 28 dias) e controle (sem degeneragdo) por imunohistoquimica. Os valores indicam o
indice de expresséo (IE) obtido por quantificagdo digital apds as reag6es de imunohistoquimica, utilizando os
anticorpos especificos: interleucina-6 (1) 130326 e interleucina-10 (H-160). Os valores expressam a média e
desvio padrdo de todas as amostras analisadas. Andlises estatisticas foram realizadas, utilizando o Kruskal-
Wallis Test com o teste auxiliar de Dunn's Multiple Comparison Test. * P<0,05 na comparagdo dos grupos

degenerados em relagdo ao grupo controle.
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Figura 6. Reacfes de imunohistoquimica em disco intervertebral de ratos durante o processo
degenerativo (15 e 28 dias) e controle (sem degeneracéo) para andlise de expressdo de VEGF e
Caspase-3. Q, R e S, tecidos marcados com anticorpo primério VEGF-A (18077); T, U e V tecidos marcados

com anticorpo primario caspase-3 (3015-100). As reacdes foram realizadas seguindo metodologia descrita
detalhadamente em Métodos.



