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RESUMO

Objetivo: Avaliar a expressdo das metaloproteinases e do TGFb em pacientes com estenose do canal vertebral e em pacientes mais
jovens que apresentam hérnia de disco. Métodos: Foram analisadas 19 amostras de LA, sendo nove de pacientes com estenose de
canal lombar e 10 de pacientes com hérnia discal. Do total, cinco pacientes tinham de 15 a 40 anos, 10 tinham de 40 a 65 anos e quatro
tinham mais de 65 anos. As areas representativas do LA foram escolhidas com base na coloragéo dos tecidos por hematoxilina-eosina.
Os cortes de 3 um de espessura incluidos em parafina e fixados em formalina foram desparafinizados e reidratados. Todos os ligamentos
foram incubados overnight a 4°C com os anticorpos primarios. Resultados: Constatou-se aumento do TGFb em individuos mais velhos,
embora sem significancia estatistica. Conclusao: As metaloproteinases nao apresentaram diferenga importante entre os grupos tanto com
relagdo a idade quanto ao tipo de alteragéo da coluna vertebral.

Descritores: Ligamento amarelo; Metaloproteinases; Estenose espinal.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the expression of matrix metalloproteinases and TGFb in patients with spinal stenosis and in younger patients who
have herniated disc. Methods: 19 samples of LA were analyzed, nine of them with lumbar canal stenosis and 10 with disc herniation. Of the
total, five patients were aged between 15 and 40 years, 10 were between 40 and 65 years and four had more than 65 years. Representative
areas of LF were chosen based on the staining of tissues with hematoxylin-eosin. The 3um-thick sections embedded in paraffin and fixed
in formalin were deparaffinized and rehydrated. All ligaments were incubated overnight at 4°C with primary antibodies. Results: An increase
of TGFb was verified in older individuals, although without statistical significance. Conclusion: Metalloproteinases showed no significant dif-
ference between both groups with respect to age and type of abnormality of the spine.

Keywords: Ligamentum flavurn, Metalloproteinases; Spinal stenosis.

RESUMEN

Objetivo: Evaluar la expresion de metaloproteinasas de la matriz y del TGFb en pacientes con estenosis espinal y en pacientes mas jovenes que
tienen una hernia de disco. Métodos: Diecinueve muestras de LA fueron enviadas, de nueve pacientes con estenosis del canal lumbar y diez
pacientes con hernia de disco. Del total de pacientes, cinco tenian de 15 a 40 arios, 10 tenian de 40 a 65 anos y cuatro tenian mas de 65 afios.
Areas representativas de LA se eligieron sobre la base de la tincidn de los tejidos con hematoxilina-eosina. Las secciones de 3 um de espesor,
incluidas en parafina y fijadas en formalina fueron desparafinadas y rehidratadas. Todos los ligamentos se incubaron durante la noche a 4°C con
anticuerpos primarios. Resultados: Se encontré un aumento de TGFb en personas mayores, aunque sin significacion estadistica. Conclusion: Las
metaloproteinasas no mostraron diferencias significativas entre ambos grupos con respecto a la edad'y el tipo de anomalia de la columna vertebral.

Descriptores: Ligamento amarillo; Metaloproteinasas, Estenosis espinal.

INTRODUCAO

Com o envelhecimento da populagao tem aumentado a inci-
déncia de doengas da coluna vertebral, sendo o estreitamento do
canal vertebral as principais causas de dor e de limitagdo funcional
em pacientes idosos. A causa desse estreitamento pode ser devido
a artrose facetéaria, abaulamento discal e principalmente a hiper-
trofia do ligamento amarelo (HLA).! Os fatores relacionados com
a hipertrofia desse ligamento tém sido parcialmente elucidados, e
nenhuma profilaxia efetiva ou opgéo terapéutica a néo ser a cirurgia
de descompressao estdo bem estabelecidas.

Histologicamente o ligamento amarelo é composto por 70%
de fibras elésticas e 30% de fibras coldgenas que se dispdem em
paralelo em vérias camadas.?® Durante a hipertrofia do ligamento

ha diminuicdo do conteldo de fibras elasticas e aumento das fibras
colagenas, calcificagado, ossificagdo e condrometaplasia.*®

Sairyo et al.”® demonstraram correlagdo entre o endurecimen-
to do ligamento amarelo e o grau de fibrose, que teriam como
resultado processos inflamatérios repetitivos devido ao estresse
mecanico que o ligamento sofre durante os movimentos da coluna
vertebral. Park e colaboradores demonstraram que o aumento da
expressao do TGFb (fator de transformacéao do crescimento beta),
proteina que controla a proliferagéo celular e atua nos estagios
iniciais da oncogénese, esta relacionado com a hipertrofia do
ligamento amarelo.®

Na tentativa de desenvolver opcdes terapéuticas futuras
seré necessario entender se a hipertrofia tem origem no estresse
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biomecénico provocado pela movimentagéo da coluna, ou se
esse processo se inicia devido as alteragdes inflamatérias no
disco e em tecidos adjacentes que acabam predispondo a
inflamacao do ligamento amarelo e sua hipertrofia. Com essa
teoria pacientes com histéria de doenga do disco intervertebral
teriam maior predisposi¢ao de desenvolver alteragdes no liga-
mento amarelo no futuro.

O objetivo do nosso estudo foi avaliar a expressao das meta-
loproteinases e do TGFb nos ligamentos amarelos em pacientes
com estenose do canal vertebral e em pacientes mais jovens que
apresentam outras doencas da coluna como hérnia de disco.

METODO

Foram estudados 19 amostras de ligamento amarelo (regido
profunda) de individuos com estenose de canal lombar e héria
de disco coletados pelo cirurgido, no periodo de maio de 2013 a
janeiro de 2014, sendo utilizado imagens de ressonancia nuclear
magnética do segmento da coluna lombar como complementacéo
no diagnostico. Esses ligamentos foram obtidos durante a cirurgia
para tratamento tanto de héria de disco quanto de estenose do
canal lombar. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina do ABC, Santo André, Brasil.

Os individuos foram divididos em trés grupos conforme a idade:
menor que 40 anos, entre 40 e 65 anos e maior que 65 anos. Em
relagéo a faixa etaria: grupo | de 15 a 40 anos foram cinco amostras
(idade média: 29,2), grupo Il de 40 até 65 anos foram dez amostras
(idade média: 48,4) e grupo Il acima de 65 anos foram quatro
amostras (idade média: 74). Quanto a patologia: grupo | estenose
do canal lombar foram nove pacientes e grupo Il hérnia de disco
foram dez pacientes.

Os critérios de incluséo foram:

Na hérnia de disco: fragmentos extrusos localizados na regiao
centro-lateral do canal vertebral, mais de trés meses de sintoma-
tologia, sem cirurgia prévia no segmento lombar e localizagao da
hérnia de disco no segmento L4-L5 ou L5-S1.

Na estenose de canal lombar: queixa principal de claudicagao
neurogénica, fator principal de compresséo do canal lombar a hiper-
trofia do ligamento amarelo, localizagdo da estenose no segmento
L4-15 ou L5-S1.

Imunohistoquimica

Areas representativas do ligamento amarelo foram escolhidas
com base na coloragao dos cortes de tecido por hematoxilina-
-eosina (HE). Cortes com 3 um de espessura, embebidos em pa-
rafina e fixados em formalina, foram desparafinizados e reidratados.

A recuperagéo do antigeno foi realizada pelo aquecimento das
laminas a 100 °C por 30 minutos em um tampao citrato 10 mmol/L,
pH 6,0. A atividade da peroxidase endégena foi bloqueada com
solugdo aquosa de perdxido de hidrogénio a 3% por 35 minutos.

Os cortes foram, entéo, incubados overnight a 4°C com os an-
ticorpos primarios: anti-decorim (N-15), anti-biglicam (L-15), TGFp1
(sc-146), anti-MMP-9 (H-129), e anti-MMP-2 (H-76) (Santa Cruz Bio-
technology, CA, EUA). Finalmente, as laminas 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 tampao fosfato 1 M na auséncia
do anticorpo primério, como controles negativos. A presenga de
coloragéo marrom foi considerada evidéncia de expressao positiva
das respectivas moléculas na célula.

Quantificagao digital

As laminas foram analisadas com o auxilio de um microscépio
de luz TS100 Nikon Eclipse® para identificar as areas que melhor
representaram a imunomarcagao das moléculas analisadas (hot
spots). Em cada caso, a quantificagdo da imunomarcagao foi rea-
lizada por um método de anélise digital por computador. As fotomi-
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crografias de 640x480 pixels foram obtidas de campos consecutivos
néo coincidentes em aumento de 400X com camera digital 4300
Nikon Coolpix® ajustada para os mesmos parametros. As imagens
obtidas foram analisadas pelo sistema de processamento e anélise
de imagens Imagelab® (Softium Informatica®, Sao Paulo, Brasil),
ajustado para a escala micrométrica (um).

indice de positividade (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 equagao:

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 imunomarcagao. Para cada caso,
as mesmas fotomicrografias que foram usadas para determi-
nar o IP foram consideradas. Doze regides citoplasméticas de
diferentes células randomicamente marcadas foram acessadas
com o same-sized square (ferramenta do sistema ImagelLab®). A
média de densidade 6ptica (DO) destas areas foi automaticamen-
te calculada e representa a média das composigdes das cores
vermelha, verde e azul (VVA) por area de citoplasma analisada;
a DO foi expressa em unidades 6pticas por micrometro quadra-
do (ou/um?). O mesmo procedimento foi aplicado para obter a
densidade 6ptica do fundo (DOF) de uma area sem tecido ou
espago vascular para cada fotomicrografia. Para isso, uma Unica
area foi suficiente, porque o fundo é homogéneo em cada ima-
gem. A cor branca absoluta, que corresponde a densidade dptica
méaxima (320.7 ou/um?) 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 decres-
cente, na qual os valores mais altos corresponderam as cores
que foram claramente visiveis. A equacdo mostrada a seguir foi
utilizada para calcular a intensidade digital de expresséao (ItE) em
cada caso. Seus valores compreenderam uma escala crescente
que € subtraida da DOF proporcional a densidade optica do
branco absoluto.

ItE = 320.7 - 320.7x5> DO  [ou/um?]
> DOF

indice de expressao (IE)

O indice de expresséo digital (IE) foi obtido pela multiplicagao
da porcentagem de células marcadas (PCM) pela intensidade de
imunomarcacao digital (ITly,) para cada caso, de acordo com a
seguinte equacao:

IE = IPxItE [ouum?]
100
RESULTADOS

Em relagdo a idade houve aumento na expressdo do TGF-b
em pacientes com mais de 65 anos. As metaloproteinases 2 € 9
somente a 9 teve um aumento conforme a idade, mas sem variagao
estatistica significante. (Figuras 1-3)

O grupo com estenose de canal lombar apresentou maior
expressao de TGFb em comparagdo com o grupo de hérnia de
disco. (Figuras 4-6) As metaloproteinases 2 e 9 tiveram maior ex-
pressao no grupo de hérnia de disco comparando com estenose
do canal lombar, mas nao houve variagdo estatistica significante.
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Figura 1. Avaliagéo da expressao da metaloproteinase 2 nos diferentes
grupos de idade.
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Figura 2. Avaliacao da expressédo da metaloproteinase 9 nos diferentes
grupos de idade

DISCUSSAO

Na claudicagdo neurogénica, devido & estenose osteoligamen-
tar, h4 o processo degenerativo que ocorre em pacientes idosos.
Estas alteragbes causam dor, significante limitagéo funcional e al-
teragdes neurolégicas. A exata razdo da hipertrofia do ligamento
amarelo é pouco conhecida, embora o mecanismo de stress me-
canico seja tido como o principal fator etioldgico; a exata razao
dessa progressiva hipertrofia é ainda desconhecida. Também n&o
conhecemos se ha algum outro fator que desencadeia essas alte-
ragoes no ligamento amarelo além do stress mecanico, como, por
exemplo, o processo inflamatério de tecidos circunjacentes, como
exemplo o disco intervertebral.

Lohr et al.'® demonstraram grande presenga de infiltrado infla-
matorio na regiéo periférica dos ligamentos amarelos hipertrofiados
compostos principalmente por macréfagos, células endoteliais e linfo-
citos T correspondendo a reagao imune cronica. Essas células apre-
sentavam grande expresséo de TGFb conhecido como importante

Figura 3. Avaliagéo da expressao do TGFb nos diferentes grupos de idade.
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Figura 4. Avaliagdo da expressédo da metaloproteinase 2 em relagdo a
patologia grupo | estenose de canal grupo Il hémia de disco.
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Figura 5. Avaliagéo da expressdo da metaloproteinase 9 em relagéo a
patologia grupo | estenose de canal grupo Il hérnia de disco.
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Figura 6. Avaliago da expresséo do TGFb em relagdo a patologia grupo |
estenose de canal grupo Il hérnia de disco.

fator de deposicdo de coladgeno extracelular. Isso demonstrou que
essa inflamagédo pode ser importante fator de progressao da hiper-
trofia do ligamento amarelo pela substituicdo de fibras elasticas por
fibras colagenas. Nosso estudo demonstrou aumento da expressao
do TGFb em pacientes com estenose de canal lombar com hipertrofia
do ligamento amarelo, mas também houve aumento da expressao
do TGFb em individuos com quadro de lombociatalgia por hérnia
de disco lombar. Nossa hipotese € que grandes alteragdes no disco
intervertebral podem influenciar alteragdes no ligamento amarelo,
mas para isso teremos que estudar diferentes alteracdes do disco
intervertebral e a relagdo com o ligamento amarelo.

A pesquisa foi realizada com baixo nimero de amostras, néo
apresentando diferengas significativas na avaliagdo do material
analisado, sendo que os resultados poderao contribuir para estu-
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dos mais avangados que permitam a elucidagao de mecanismos
moleculares para o desenvolvimento de moléculas alvo para novas
terapias ou outras formas de diagnostico/prognéstico do processo
de degeneracgéo do ligamento amarelo.

As metaloproteinases séo responsaveis pela degradagao e mo-
dificacao da matriz extracelular e inclui mais que 20 tipos. A meta-
loproteinase 2 e 3 apresenta grande associagdo com degradagao
da matriz da cartilagem articular e em disco intervertebral.' Soo e
Kee-Young'? demonstraram em seu estudo que na espondilolistese
degenerativa o stress mecénico sofrido pelo ligamento amarelo
influencia o aumento da expressao das metaloproteinases. Esse
stress biomecanico ocorre devido ao escorregamento vertebral e a
instabilidade tensional as estruturas ligamentares da coluna.® Em
nosso estudo houve um aumento da expressao das metaloprotei-
nases em ambos 0s grupos sendo que 0s pacientes com hérnia
de disco apresentam um maior aumento comparando com o grupo
de estenose de canal lombar, adicionando o fator inflamatério na
hipdtese biomecanica de Soo e Kee-Young'?.

Saiyro et al.® detectaram a presencga de citocinas inflamatérias,
como COX-2 e interleucina 1, 6, 8 e 15 em ligamentos com e sem
aumento da espessura. Também em seu artigo demonstrou que a
expressao do RNAm dessas citocinas inflamatérias ocorre antes da
prépria hipertrofia ligamentar. Demonstramos em nosso estudo que
em pacientes sem hipertrofia do ligamento amarelo houve também
um aumento da expressao das metaloproteinases e TGFb.

CONCLUSAO

Houve aumento do TGFb em individuos mais velhos, embora
sem significado estatistico. As metaloproteinases ndo apresentaram
diferenca importante entre os grupos tanto em relacédo com a idade
como em relagao ao tipo de alteragdo da coluna vertebral.

Todos os autores declaram ndo haver nenhum potencial conflito de
interesses referente a este artigo.

ligamentum flavum hypertrophy: a multidisciplinary investigation based on clinical, biome-
chanical, histologic, and biologic assessments. Spine (Phila Pa 1976). 2005,;30(23):2649-56.

8. Sairyo K, Biyani A, Goel VK, Leaman DW, Booth R Jr, Thomas J, et al. Lumbar ligamentum

flavum hypertrophy is due to accumulation of inflammation-related scar tissue. Spine
(Phila Pa 1976). 2007;32(11):E340-7.

9. Park JB, Lee JK, Park SJ, Riew KD. Hypertrophy of ligamentum flavum in lumbar spinal

stenosis associated with increased proteinase inhibitor concentration. J Bone Joint Surg
Am. 2005;87(12):2750-7.

10. Léhr M, Hampl JA, Lee JY, Ernestus RI, Deckert M, Stenzel W. Hypertrophy of the lumbar
ligamentum flavum is associated with inflammation-related TGF-3 expression. Acta Neu-
rochir (Wien). 2011:153(1):134-41.

11. Visse R, Nagase H. Matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteina-
ses: structure, function, and biochemistry. Circ Res. 2003;92(8):827-39.

12. Oh IS, Ha KY. Matrix metalloproteinase-3 on ligamentum flavum in degenerativelumbar
spondylolisthesis. Spine (Phila Pa 1976). 2009;34(16):E552-7.

Coluna/Columna. 2014;13(3):206-9



