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ARTIGO ORIGINAL
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EM DEGENERACAO EXPERIMENTAL
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a remodelagcdo da matriz extracelular na dege-
neragao do disco intervertebral através do modelo experimental
degeneragdo do disco intervertebral. Métodos: O modelo de in-
ducéo da degeneracao discal, utilizando agulha 20G e rotacao de
360°, foi aplicado por 30 segundos entre a sexta/sétima e oitava
/ nona vértebras coccigeas de ratos machos da linhagem Wistar.
O nivel intermediério, entre a sétima e oitava vértebras, foi tomado
como controle, ndo sendo submetido a pungéo. A distribuicao de
constituintes da matriz extracelular envolvidos com mecanismos
de remodelamento e inflamagé&o, como proteoglicanos (agrecam,
decorim, biglicam), fatores de crescimento (TGFB), isoformas de
heparanase (HPSE1, HPSE2), metaloprotease-9 (MMP9) e interleu-
cinas (IL-6, IL-10) foram avaliadas no periodo poés-lesdo (15 e 30
dias) e no grupo controle (discos coletados imediatamente apds
a pungao, dia zero). No 15° dia, fase aguda da doenga, notou-
-se reducao da expressao dos constituintes da matriz extracelular,
porém néo houve diferengas na expressao de interleucinas. Aos
30 dias, as moléculas seguiram um padrao de expressao muito
similar ao grupo controle (n&o acometido por degeneragao discal).
Resultados: Os resultados mostram que na fase aguda ocorrem
alterag0es significativas na matriz extracelular e, na fase tardia, o
disco intervertebral retorna a um perfil semelhante ao tecido nao
acometido por degeneracao, provavelmente devido a um intenso
processo de remodelamento da matriz extracelular que é capaz de
regenerar o tecido lesionado. Conclusao: O modelo experimental
utilizado demonstrou a ocorréncia de alteragdes significativas da
matriz extracelular durante o periodo analisado apds a indugdo
da degeneracéo do disco intervertebral. Trabalho experimental.

Descritores: Degeneragdo do disco intervertebral. Proteoglicanos.
Interleucinas. Ratos Wistar.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the remodeling of the extracellular matrix in
intervertebral disc degeneration through the experimental model
of intervertebral disc degeneration. Methods: The model of disk
degeneration induction, using needle 20G and 360° rotation, was
applied for 30 seconds between the 6%/7", and 8"/9" coccygeal
vertebrae of Wistar rats. The intermediary level, between the 7%
and 8" vertebrae, was taken as control, not being subjected
puncture. The distribution of the extracellular matrix components
involved in the remodeling and inflammation process, such as
proteoglycans (aggrecan, decorin, biglycan), growth factors (TGF),
heparanase isoforms (HPSE1, HPSE2), metaloprotesasis-9 (MMP9)
and interleukins (IL-6, IL-10) was analyzed during the pos-injury
period (15 to 30 days) and in the control group (discs collected
immediately after the puncture, day zero). On the 15" day, acute
phase of the disease, a reduced expression of extracellular matrix
components had been observed, whilst there were no differences
in the interleukins expression. At 30 days, the molecules followed a
very similar pattern of expression in the control group (not affected
by disc degeneration). Results: The results show that during
the acute phase significant alterations in the extracellular matrix
components occur and in the late phase intervertebral disc returns
to a profile similar to noninvolved tissue, probably due to extensive
remodeling process of the extracellular matrix that is capable of
regenerating the damaged tissue. Conclusion: The experimental
model used demonstrated the occurrence of significant changes
in the extracellular matrix during the period analyzed after induction
of intervertebral disc degeneration. Laboratory investigation.

Keywords: Intervertebral disc degeneration. Proteoglycans. Inter-
leukins. Rats, Wistar.
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INTRODUGAO

A degeneragao do disco intervertebral € um processo multifatorial,
que afeta principalmente individuos durante o envelhecimento,
mas, em alguns casos, jovens também. O processo degenerativo
frequentemente resulta em dor lombar, muitas vezes prejudicial a
capacidade laborativa, e os tratamentos existentes ndo impedem
a sua progressao, resultando em alto custo para o sistema de
saude tanto para tratamento clinico quanto cirtrgico. Atualmente,
sabe-se que a degeneracgao discal é decorrente de alteragbes
celulares, bioquimicas e estruturais progredindo para uma redugao
do ndmero de células no disco intervertebral e dos constituintes
da matriz extracelular.™

A matriz extracelular do disco intervertebral € uma estrutura com-
plexa, constituida de &dgua, proteoglicanos, fibras elésticas e co-
lageno, principalmente tipo | e Il presentes no anulo fibroso (AF).
No nucleo pulposo (NP) predominantemente sdo encontrados
proteoglicanos (PG) de alto peso molecular (agrecam, versicam,
perlecam), que carregados negativamente e ligados a cadeias
laterais com os glicosaminoglicanos (GAG), exercem papel funda-
mental assegurando resisténcia a compressao do disco durante os
movimentos. Os proteoglicanos de baixo peso molecular (decorim,
biglicam, fioromodulina, lumicam) interagem com outras moléculas
da matriz extracelular como colagenos e fatores de crescimento
sinalizando processos na degeneragéo discal.*®

Heparam sulfato (HS) & um glicosaminoglicano (GAG) importante
na organizagao da matriz extracelular. Suas cadeias séo clivadas
pela heparanase (HPSE), uma endo-B-glucuronidase, liberando
oligossacarideos que potencializam a acéo de fatores de cresci-
mento, citocinas e constituintes envolvidos com a angiogénese e
osteogénese. Estudos indicam que a heparanase também esta
envolvida com outros processos, como invasao celular e inflama-
¢ao. Duas isoformas dessa enzima foram descritas na literatura:
heparanase-1 (HPSE1), que possui atividade enzimética, e hepa-
ranase-2 (HPSE2), cuja fungéo ainda é desconhecida.”®

O processo inflamatério na degeneragéo discal é desencadeado
por mediadores bioquimicos como (TNF-a, prostanglandina E),
que estimulam a resposta imunoldgica, e, em consequéncia, libe-
ram citocinas pré-inflamatérias, como as interleucinas (IL-1B, IL-6,
IL-8), e fatores de crescimento, provocando dor.™®
Metaloproteinases (MMP) sao enzimas que também estéo en-
volvidas na degradagdo da matriz extracelular, relacionadas com
alteragdes estruturais do disco intervertebral. !

No presente estudo, utilizando modelo animal foi avaliada a distri-
buicao dos principais constituintes funcionais e estruturais da matriz
extracelular que estao envolvidos no processo de degeneragao do
disco intervertebral, com objetivo de melhorar o monitoramento
das moléculas ligadas a progresséo da doenga, entendendo me-
Ihor a fisiopatologia da degenaragéo discal. Os resultados poderao
elucidar mecanismos moleculares relacionados com 0 processo
de degeneragéo discal, evidenciando moléculas que futuramente
poderéo ser utilizadas para diagndstico, prognéstico ou terapia alvo.

MATERIAIS E METODOS

Modelo Animal

Para 0 modelo animal de degeneracéo do disco intervertebral foram
utilizados trés ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvergi-
cus albinus), com 12 semanas de idade (maturidade esquelética
completa), pesando entre 300 e 350 gramas. Todos 0s ratos foram
submetidos a inducéo da degeneragéo e apenas o primeiro animal
foi eutanasiado logo apds o procedimento cirlrgico, classificado

Acta Ortop Bras. 2013;21(3):144-9

como controle (ou dia zero). O segundo animal foi eutanasiado
15 dias apds a indugdo do processo de degeneragdo do disco
intervertebral e o terceiro animal eutanasiado apds 30 dias. Os ani-
mais permaneceram aos cuidados do biotério da faculdade apds
a indugéo da degeneragdo até o momento da eutanésia. Para a
indugao da degeneragéo do disco intervertebral foi realizada antis-
sepsia na cauda com solugéo de &lcool iodado, os animais foram
anestesiados com associagao 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
reagéo a dor profunda dada pela compressao dos interdigitos das
patas. Os niveis entre a sexta e a sétima e entre a oitava e a nona
vértebras coccigeas foram identificados por palpagdo. A indugéo da
degeneracao foi realizada por puncao percutadnea com uma agulha
de 20G. A agulha foi introduzida até o ndcleo pulposo, girada 360°
e mantida na mesma posicao por 30 segundos, conforme trabalho
de Zhang et al.” O nivel intermediério, localizado entre a sétima e
a oitava vértebras coccigeas, foi tomado como controle, visto que
n&o foi submetido a pungéo. Apds confirmacéo do plano profundo
anestésico, foram colhidos 5 mL de sangue arterial proveniente da
aorta abdominal, por acesso transabdominal, causando a eutanasia
por choque hipovolémico. Apos a eutanasia, os segmentos das cau-
das com os discos para estudo foram extraidos por bisturi |amina
n® 15. Os discos intervertebrais retirados foram armazenados em
frascos, devidamente identificados, com solugdo de formaldeido
(10%) e encaminhados para o laboratério de Biologia Molecular para
analises imunohistoguimicas. Este estudo foi aprovado no Comité
de Etica em Experimentagao Animal, processo 003/2011. Cumpre
ser observado que o modelo utilizado de degeneragéo discal em
ratos reproduz as alteragbes morfologicas e bioquimicas similares
aquelas observadas nos processos degenerativos dos discos in-
tervertebrais humanos.'®

Imunohistoquimica

Areas representativas de degeneracao do disco intervertebral
foram escolhidas com base na coloragao dos cortes de tecido
por hematoxilina-eosina (HE). Cortes com 3 um de espessura,
embebidos em parafina e fixados em formalina, foram
desparafinizados e rehidratados. A recuperagdo do antigeno
foi realizada pelo aquecimento das laminas a 100 °C por 30
minutos em um tampéo citrato 10 mmol/L, pH 6,0. A atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com uma solugdo aquosa
de peréxido de hidrogénio a 3% por 35 minutos. Os cortes foram,
entdo, incubados overnight a 4°C com os anticorpos primarios:
anti-HPSE1 (HPA1 L-19), anti-HPSE2 (HPA2 C-17), anti-agrecam
(4F4), anti-decorim (N-15), anti- biglicam (L-15), TGFB1 (sc-146),
anti-MMP-9 (H-129), anti-interleucina-6 (sc-130326) e anti-interleu-
cina-10 (H-160) (Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA). Finalmente,
as laminas foram incubadas com um complexo de estreptavidina
marcado com peroxidase (LSAB®, DakoCytomation, Glostrup, Di-
namarca) 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 tam-
pao fosfato 1 M na auséncia do anticorpo primério, como controles
negativos. A presenca de coloragao marrom foi considerada evi-
déncia de expressao positiva das respectivas moléculas na célula.

Quantificacao digital
As laminas foram analisadas com o auxilio de um microscépio
de luz TS100 Nikon Eclipse® para identificar as areas que me-

lhor representaram a imunomarcagao das moléculas analisadas
(hot spots). Em cada caso, a quantificagdo da imunomarcacao
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foi realizada por um método de andlise 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 andlise de imagens Imagel.ab® (Softium Informa-
tica®, Sao Paulo, Brasil), ajustado para a escala micrométrica (um).

indice de positividade (IP)

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

P = x 100  [%]

numero de células marcadas
total de células contadas

Intensidade de expressao (ItE)

O ImagelLab® foi utilizado para quantificar a intensidade da cor
marrom que resultou da imunomarcagao. Para cada caso, as
mesmas fotomicrografias que foram usadas para determinar o
IP foram consideradas. Doze regides citoplasmaticas de diferen-
tes células randomicamente marcadas foram acessadas com o
same-sized square (uma ferramenta do sistema ImagelLab®). A
média de densidade dptica (DO) destas areas foi automaticamen-
te calculada e representa a média das composicoes das cores
vermelha, verde e azul (VWA) por area de citoplasma analisada; a
DO foi expressa em unidades Opticas por micrémetro quadrado
(ou/um?). O mesmo procedimento foi aplicado para obter a den-
sidade optica do fundo (DOF) de uma &rea sem tecido ou espago
vascular para cada fotomicrografia. Para isso, uma Unica érea foi
suficiente, porque o fundo € homogéneo em cada imagem. A cor
branca absoluta, que corresponde a densidade dptica maxima
(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 decrescente, na qual os
valores mais altos corresponderam as cores que foram claramente
visiveis. A equagao mostrada a seguir foi utilizada para calcular a
intensidade digital de expressao (ItE) em cada caso. Seus valores
compreenderam uma escala crescente que é subtraida da DOF
proporcional a densidade dptica do branco absoluto.

ItE = 320.7 - 320.7xX DO
X DOF

[ou/um?]

indice de expressao (IE)

O indice de expressao digital (IEy,) foi obtido pela multiplicagéo
da porcentagem de células marcadas (PCM) pela intensidade de
imunomarcacao digital (ITly,) para cada caso, de acordo com a
seguinte equagao:

IE = 1P xItE
100

[ou/pum?]

RESULTADOS

Cortes do disco intervertebral de cada animal foram corados com
hematoxilina-eosina e analisados por patologista, para avaliagao
dos parémetros histolégicos. Observou-se que as alteragdes se
concentraram, em sua maioria, na regiao cartilaginosa (central),
excecéo feita a presenga de neovasos na regido fibrosa (perifé-
rica) do disco intervertebral. A degeneracdo discal induzida em
nivel distal, entre a oitava e nona vértebras coccigeas, (Tabela 1)
demonstrou niveis moderados de apoptose celular em todo o
processo degenerativo, além de redugéo do processo de rege-
neracao nas amostras coletadas aos 30 dias ap6s a indugéo da
degeneragao. Na matriz extracelular, foi observado no decorrer do
processo degenerativo leve presenca de calcificagao, diminuigcao
da degeneragao mixoide, crescimento gradativo de degeneragao
eosinofilica e formagao de neovasos apenas aos 30 dias apos a
inducao da degeneracao discal. Os discos intervertebrais dege-
nerados proximal e distal foram coletados, mas néo foram obser-
vadas diferencas significativas entre os discos.

A andlise da imunomarcacao para o proteoglicano de alto peso
molecular agrecam revelou reducao de 22% na expressao deste
proteoglicano, ap6s 15 dias da indugao da degeneragéo interver-
tebral, comparativamente ao grupo controle. Entretanto, os resul-
tados mostram que ocorreu aumento de 37% na expressao do
agrecam apds 30 dias de degeneragao discal, quando comparada
ao controle. (Figura 1) Os niveis de expressao foram confirmados
pela quantificacdo digital das imagens. (Figura 2)

Os proteoglicanos de baixo peso molecular, decorim e biglicam,
apresentaram notavel redugao da expressao aos 15 dias, repec-
tivamente, 41% e 59%. (Figuras 1 e 4) Porém, 30 dias apds a
inducao do processo de degeneragao discal, foi observado au-
mento de 61% na expressao de decorim e 19% de biglicam, am-
bos comparados ao controle.

O fator de crescimento TGF-B apresentou consideravel redugéo
(69%), quando comparado aos discos intervertebrais do animal eu-
tanasiado aos 15 dias, apds indugéo da degeneragéo e amostras
do grupo controle, é interessante ser observado que o TGF-B
apresentou significativa reducéo (24%) de expressao aos 30 dias
apos degeneracéo discal em relagéo ao grupo controle.

A andlise da expressao das isoformas de heparanase evidenciou re-
dugao de 29% na imunomarcacao do anticorpo anti-heparanase-1,
nas amostras obtidas no 152 dia apés a indugdo do processo de
degeneragao discal, mantendo discreta reducao (6%) no 30° dia,
em comparagao com o grupo controle. (Figura 3)
Comparando-se a imunomarcacao da isoforma de heparanase-2
(HPSE2) com o grupo controle, observamos também discreta
reducéo na expressao (4%) no 152 dia e aumento de aproximada-
mente 15% no 30° dia, apds a indugdo da degeneragéo interverte-
bral. Os niveis de expresséo foram confirmados pela quantificagao
digital das imagens. (Figura 4)

A metaloproteinase-9 (MMP-9) apresentou redugao de 36% na
expressao no 152 dia, comparativamente aos discos ndo degenerados.

Tabela 1. Avaliagao patoldgica apos inducdo da degeneracdo em disco intervertebral de ratos.

Dias apos Fratura/ Degeneragao Degeneragao Infiltrado
inducéo da Apoptose | Regeneracao " Calcificacao generag generag L Neovasos
M Fissura Mixoide eosinofilica Inflamatério
degeneracéao
0 dias (++) (+++) 0 0 (+++) 0 0 0
15 dias (++) (+++) 0 (+) (+) (+) 0 0
30 dias (+4) (+) 0 (+) (+) (++) 0 (+)
Graduacéao das alteragdes: 0, Ausente; (+), Leve; (++), Moderado; (+++), Intenso.
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Novamente, um aumento de 31% da expressao de MMP-9 pode ser
observado no 30° dia, com relacao ao grupo controle.

Quanto as moléculas envolvidas no processo inflamatério, foi
evidente a diminuigdo da expressdo de interleucina-6 (IL-6) nas

Agrecam Decorim

Dia 0
(controle) IE': |En

Biglicam

30 dias

Figura 1. Reagbes de imunohistoquimica para analise de expressao de
proteoglicanos e TGF-. (A, B e C), tecidos marcados com anticorpo
primério anti-agrecam 4F4; (D, E e F), tecidos marcados com anticorpo
primario anti-decorim N-15; (G, H e I), Tecidos marcados com anticorpo
primario anti-biglicam L-15; (J, L e M), tecidos marcados com anticorpo
primério anti-TGFB1(sc-146).

il Foll roll [l

Agrecam Decorim Biglicam TGFB

IE (ou/pm?)

3 odias = 15dias BB 30 dias

Figura 2. Os valores indicam a quantificagéo digital das reagoes de imu-
nohistoquimica dos discos intervertebrais proximais e distais de ratos,
apos 0 dias; 15 dias e 30 dias de degeneragao. Os valores indicam o
indice de expressao (IE), obtido por quantificagao digital apos reagoes
de imunohistoquimica.

Dia 0

30 dias

Figura 3. Reagdes de imunohistoquimica para analise de expressao
de isoformas de heparanase (HPSE1 e HPSE2) e metaloproteinase-9
(MMP-9). (A, B e C), tecidos marcados com anticorpo primario anti-
-HPSE1 (HPA1 L-19); (D, E e F),
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amostras de disco intervertebral que sofreram processo de
degeneracao, independente do tempo apds a indugao do processo
degenerativo, 15 dias ou 30 dias, a diminuicdo observada foi,
respectivamente, (15% e 3%), quando comparadas as amostras
controle. (Figura 5)

A expressao de interleucina-10 (IL-10) apresentou notavel redu-
cao aos 15 dias e discreta diminuigao aos 30 dias apés a indu-
¢ao do processo degenerativo, respectivamente, (51% e 1%) em
relagéo ao grupo controle. A quantificagdo digital comprova os
resultados obtidos nas reagbes de imunohistoquimica. (Figura
6) Em geral, as andlises das imunomarcagbes com anticorpos
especificos nas amostras do disco intervertebral dos ratos evi-
denciaram redugao na expressao dos constituintes da matriz
extracelular no 15° dia apds inducéo da degeneragéo e, no 30°
dia, retorno aos niveis proximos aos observados nas amostras
obtidas de discos nao degenerados.

IE (ou/pm?)

HPSE1 HPSE2 MMP9

(3 odias = 15dias BB 30 dias

Figura 4. Os valores indicam a quantificagao digital das reagoes de imu-
nohistoquimica dos discos intervertebrais proximais e distais de ratos,
apds 0 dias; 15 dias e 30 dias de degeneracao. Os valores indicam o
indice de expressao (IE), obtido por quantificagdo digital apds reagdes
de imunohistoquimica.

IL6

f"% ‘E 1“!‘

'i E,
5 i {-':‘
F n:t-" :::;‘91' i

Dia 0
(controle)

Figura 5. Reagdes de imunohistoquimica para andlise da expresséao de
interleucinas (IL-6 e IL-10). (A, B e C), tecidos marcados com anticorpo
primario anti-interleucina-6 (sc-130326); (D, E e F), tecidos marcados
com anticorpo primario anti-interleucina-10 (H-160).
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Figura 6. Os valores indicam a quantificacao digital das reagoes de imu-
nohistoquimica dos discos intervertebrais proximais e distais de ratos,
ap6s 0 dias; 15 dias e 30 dias de degeneragéo. Os valores indicam o
indice de expressao (IE), obtido por quantificagéo digital apds reagdes
de imunohistoquimica.

DISCUSSAO

Os resultados observados neste estudo piloto de indugao da de-
generacao do disco intervertebral em ratos mostram variagao na
expressdo dos componentes da matriz extracelular em diferentes
periodos. No 152 dia houve reducéo da expressao de compo-
nentes da matriz extracelular (proteoglicanos, TGF-), bem como
de enzimas que participam do processo de remodelamento da
matriz (heparanase e MMP-9), enquanto, no 30° dia, a avaliagdo
da expressao de tais componentes foi semelhante aos valores
obtidos no grupo controle (sem degeneragao discal).

Apbs 30 dias de degeneragéo discal, notamos diminuigédo no
processo de regeneracao, calcificagdo e formagao de neovasos,
caracterizando um tecido que j& sofreu remodelamento quando
comparado aos 15 dias apds a indugdo da degeneragdo onde
notamos intensa regeneragao tecidual.

Dados da literatura evidenciam diminuicdo na atividade de en-
zimas envolvidas na degradagéo do proteoglicano agrecam, as
agrecanases, associados a progressao da degeneragao do disco
intervertebral.' Os resultados obtidos no presente estudo cor-
roboram com dados da literatura, visto que houve diminuigao
significativa dos proteoglicanos de heparam sulfato no 15° dia.
Melrose e colaboradores também evidenciaram aumento do bi-
glicam e fibromodulina (proteoglicanos de baixo peso molecular),
apos seis meses de indugdo da degeneragdo do disco interver-
tebral em ovelhas.'®

Ha indicios de que o fator de crescimento TGF-B esteja asso-
ciado a regulagdo da expresséo de proteoglicanos de baixo
peso molecular, como biglicam e decorim, resultando em al-
teracoes dos componentes da matriz extracelular associadas
a doencas fibréticas.'®

Sowa et al.'” demonstraram a diferenca entre o processo de enve-
lhecimento natural do disco intervertebral e modelos que produ-
zem degeneragao do disco intervertebral. O comportamento do
TGF no processo de indugéo de degeneracéo discal foi semelhan-
te do encontrado no nosso estudo, sendo que logo apds o pro-
cesso de degeneracéo ter sido induzido, observa-se diminuigéo
dos niveis de expressdo dos componentes da matriz extracelular,
principalmente dos proteoglicanos decorim e biglicam, seguida
por aumento na expressao de tais compostos como uma tentativa
da reparagao da lesao provocada.

A HPSE1 esta envolvida em processos de remodelamento da

matriz extracelular por clivar cadeias de heparam sulfato. Os oli-
gossacarideos gerados pela HPSE1 interagem mais intensamente
com fatores de crescimento, citocinas e fatores angiogénicos, e
potencializam a acao de tais componentes, sinalizando eventos
patoldgicos. A enzima HPSE1 também participa de processos de
substituicdo de cartilagem por osso, durante a juncado condro-
-0ssea, através da retirada de cadeias de heparam sulfato dos
proteoglicanos. Este evento é observado para o proteoglicano de
heparam sulfato, perlecam diretamente relacionado a remodelagéo
bssea e nlcleo pulposo do disco intervertebral.”'81°

Esses dados descritos na literatura confirmam o aumento da ex-
pressdo de HPSE1 observado em nosso estudo durante o proces-
so de degeneracao intervertebral tardia (30 dias). Nota-se tambéem
correlagéo entre a expressao de HPSE1 e MMP-9, relatado por
Purushothaman e colaboradores.?® Ainda, em estudo anterior re-
alizado pelo nosso grupo demonstramos a relagdo direta entre
0 grau de degeneracao do disco intervertebral e a expressao da
HPSE1.2 O resultado obtido neste estudo prévio foi pioneiro em
demonstrar a relacéo direta entre HPSE1, HPSE2 e o processo de
degeneragao discal em humanos.®

A HPSE2 ndo possui atividade enzimatica e sua fungao até o
momento ainda é desconhecida. Foi descrito que HPSE2 pode
modular a atividade enzimatica da HPSE1.?!

O fato da isoforma HPSE2 n&o apresentar alteragéo signficativa
de expressdo aos 15 dias apds o processo de degeneragao,
pode explicar a diminuicdo da expressao da isoforma HPSE1,
que possivelmente sofre modulagéo negativa pela HPSE2.
Holm e colaboradores e Akyol e colaboradores relataram au-
mento dos niveis de IL-1, IL-10 e citocinas em processos de
degeneragao tardia.??2

Considerando, que o 302 dia, no modelo experimental de dege-
neracao discal em ratos adultos, equivalem ao processo tardio de
degeneracao, podemos afirmar que os resultados encontrados
confirmam os achados obtidos na literatura.

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina pro-inflamatéria envolvida
em processos degenerativos sintomaticos. Estudo realizado em
2009 por Holm e cols., com degeneragao do disco intervertebral
em porcos, nao demonstrou niveis aumentados de IL-6 durante
0 processo degenerativo do disco intervertebral.?? Igualmente,
no presente estudo, nao foi observado alteracdo significativa
da expressao de IL-6 nos discos intervertebrais degenerados,
quando comparados ao grupo controle. Esse resultado pode
ser justificado pelo tipo de inflamacédo presente no processo
de degeneracao do disco intervertebral, que corresponde a um
processo inflamatério crénico. Quando se trata de um processo
inflamatdrio agudo, normalmente ha aumento significativo de
IL-6, porém, nos estados inflamatérios crénicos esse aumento
nem sempre é observado.

Observamos diminui¢céo da IL-10 no 15° dia apds inducéo da
degeneracgao intervertebral, sugerindo que nesta fase possivel-
mente ocorre processo inflamatério. Este resultado corrobora
com a literatura que demonstra a IL-10 como uma interleucina
anti-inflamatéria no disco intervertebral ??

Este trabalho demonstra que no modelo de degeneracao proposto
ocorre uma mudanga profunda nos diversos constituintes da ma-
triz extracelular. Tais resultados abre diversas possibilidades para
futuros estudos para melhor compreenséo dos diversos fatores
que agem no disco intervertebral durante o desenvolvimento do
processo de degeneracgao evidenciando possibilidades de futuras
terapias e possiveis marcadores de prognostico da doenga.
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CONCLUSAO

Os resultados mostram que na fase aguda da doenga (152 dia) houve
alteracoes significativas dos constituintes da matriz extracelular, enquan-
to, em uma fase mais tardia (30° dia), o tecido retornou a um perfil de ex-
pressdo de moléculas semelhante ao tecido normal, provavelmente por
ter ocorrido intenso processo de remodelamento da matriz extracelular.
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