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RESUMO

A hérnia de disco intervertebral cervical € uma doenca de carater
degenerativo, com quadro clinico diverso e sendo comum sua ocorréncia. Ela
ocorre quando o disco se desloca do seu local anatbmico em dire¢cdo a medula ou
as raizes nervosas, causando assim deformagdo mecéanica ou irritagdo local por
causa do seu conteudo.

O disco intervertebral normal é uma estrutura avascular fibrocartilaginosa
caracterizada por poucas células na extensa matriz. O processo degenerativo
causa mudancas morfologicas no disco. Histologicamente a hérnia do nudcleo
pulposo, é circundada por tecido de granulacdo caracterizado por infiltracdo de
células inflamatodrias, crescimento de fibroblastos e formacdo de novos vasos
sanglineos. Ha evidéncias indicando uma reacgéo inflamatdria em sindromes
discogénicas.

Andlises histopatolégicas e imunohistoquimicas de hérnias de disco, em
geral, tém sido estudadas principalmente na regido lombar, assim ha poucas
descricdes de estudos de hérnias cervicais. Mas, pela diferenca anatémica e
biomecanica das duas regides a degeneracao discal cervical merece estudos
especificos.

O estudo aqui apresentado teve como objetivos identificar alteracdes
histopatologicas e inflamatérias em discos intervertebrais cervicais herniados,
caracterizar padrdes histopatolégicos e inflamatoérios, quantificando tipos celulares
inflamatérios e por fim correlacionar os dados histopatolégicos com as
manifestacdes clinicas e radioldgicas.

Os discos intervertebrais cervicais foram obtidos de pacientes operados no
com diagnéstico estabelecido de hérnia de disco cervical. Estes discos foram
preparados para histopatologia e analisados em microscopia Optica.

As alteragBes histologicas encontradas foram variagdo no numero de
condrocitos, presenca de reacdo inflamatéria, neovascularizagdo, presenca de
oxalato de calcio em discos degenerados, presenca de fosfato de calcio em discos
degenerados e sadios, presenca de colageno jovem e maduro. A presenca de



reacdo inflamatoria significativa e um maior numero de vasos foi observado na
porcdo do anulo fibroso. Com relacdo as células inflamatorias pesquisadas, houve
predominancia de células T.

Foram encontradas poucas correlagdes clinicas e radiologicas quando
comparados aos achados histologicos.



ABSTRACT

A herniated cervical intervertebral disc is a degenerative disease with a
clinical diverse and they commonly occur. It occurs when the disc moves from one
anatomical site into the spinal cord or nerve roots, thus causin mechanical
deformation or local irritation because of its content.

The normal intervertebral disc is an avascular fibrocartilaginous structure
characterized by few large cells in the matrix. The degenerative process causes
morphological changes in the disc. Histologically hernia nucleus pulposus is
surrounded by granulation tissue characterized by infiltration of inflammatory cells,
growth of fibroblasts and formation of new blood vessels. There is evidence
indicating an inflammatory reaction in discogenic syndromes.

Histopathological and immunohistochemical analysis of herniated disks in
general have been studied mainly in the lumbar region, so there are few
decriptions of studies of cervical disc degeneration deserves specific studies.

The study presented here aimed to identify the histopathological changes
and inflammatory cervical herniated intervertebral discs, histopathological and
inflammatory characterize and quantify inflammatory cell types and finnaly
correlate the histopathological findings with clinical manifestations and radiographic
findings.

The cervical intervertebral disc were obtained from patients operated on with
an established diagnosis of cervical disc herniation. These discs were prepared for
histopathology and examined with optical microscopy.

Histological changes were found variation in the number of chondrocytes,
inflammatory reaction, neovascularization, presence of calcium oxalate in
degenerated discs, the presence of calcium phosphate discs degenerated and
healthy presence of young and mature collagen. The presence of significant
inflammatory response and a greater number of vessels was observed in the
portion of the annulus fibrous. With respect to inflammatory cells studied, a
predominance of T cells.



There is very little clinical and radiological correlations when compared to
histological findings.
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1. INTRODUCAO

Hérnia de disco intervertebral (HDI) cervical € uma condi¢ao clinica comum,
gue causa dor no pescogo, frequentemente com irradiagcdo para os membros
superiores, podendo evoluir para quadros de compressdo medular. Ela ocorre
guando o anulo fibroso sofre ruptura e o nucleo pulposo do disco intervertebral se
desloca para o espaco epidural ou para o forame neural causando deformagéo
mecanica de tecidos nervosos e provocando dor severa (Nygaard et al., 1997;
Kuga et al., 2001; Abbed et al., 2007).

O quadro clinico das discopatias cervicais é formado por um grande numero
de sinais e de sintomas. A maioria é relacionada a lesdo de estruturas préprias da
regido; outros sinais clinicos traduzem o sofrimento de células e fibras nervosas
situadas a distdncia da regido cervical, mas a ela indiretamente relacionadas
(Abbed et al., 2007).

Estudos epidemioldgicos sobre dor observaram que 3,6% da populacdo que
sente algum tipo de dor descreve que ela ocorre na regiao cervical e 8,1%
apresentavam dor nos ombros ou membros superiores. Eles revelam ainda que
29% dos pacientes que sofrem de dor na coluna, apresentam algia na regiao
cervical (Kreling et al., 2006; Tosato et al., 2006).

Alguns autores relatam que a extrusdo do material discal com ruptura do
anulo, sem outras alteragcbes como espondilose, ocorre mais comumente em
pacientes jovens (Debois et al., 1999). Estes pacientes tém como caracteristica
sinais clinicos agudos, enquanto pacientes mais idosos possuem normalmente
evolucao clinica mais crénica (Abbed et al., 2007).

A decisdo sobre o tratamento da cervicobraquialgia é complexa e baseada
em informagdes fornecidas por exames de imagem, principalmente radiografias e
ressonancia magnética (que sao exames de rotina para estes pacientes) aliada a
interpretacdo de sintomas e sinais clinicos (Christe et al., 2005).

A HDI na regiao cervical atualmente tem sido pouco estudada sob o ponto
de vista histopatolégico e morfolégico. A maioria das pesquisas realizadas até o

momento é com discos lombares, até porque sua ocorréncia € maior. Porém, por
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toda sua diferengca anatomica e biomecanica a regido cervical merece estudos

especificos para melhor entendimento da degeneracéo discal nesta regiéo.

1.1.Embriologia e anatomia do disco intervertebral cervical

A vértebra cervical possui origem mesodérmica, aparecendo por volta da
quarta semana de vida embrionaria. Ela se desenvolve a partir da notocorda e do
tubo neural. O disco inicialmente desenvolve-se rodeado de tecido pericondral e
em um ambiente com poucos vasos sanguineos (Oliveira, 2007). Durante a
transicdo da fase embrionaria para a fase fetal, aparecem trés centros de
ossificacdo que formardo o corpo vertebral no adulto. A vértebra primitiva possui
também dois centros de ossificagdo que formardo o arco neural posterior (Figura
1). O disco intervertebral se desenvolve com relacdo direta com o centro de
ossificagcdo do corpo vertebral. Os centros de ossificacdo do arco neural formam o
uncus, lateral e posteriormente ao corpo e ao disco. O uncus € uma estrutura
vertical com a concavidade na superficie medial. Com isso, 0 uncus €
anatomicamente posicionado para manter a rotagdo e 0 encurvamento do
pescoco. No nascimento, o disco é separado do uncus por uma parte frouxa do
anulo fibroso. Este tecido frouxo é absorvido na segunda década da vida e da
origem a articulacdo de Luschka (Poletti, 1996).
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Centro de ossificagdo
do arco neural
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Uncus  centro de ossificacdo do corpo vertebral

Figura 1: Locais dos centros de ossificagdo da vértebra cervical. Fonte: Giseli, A., 2008.

O nucleo pulposo é derivado da notocorda e esta estrutura aparece no 19°
dia de desenvolvimento, as células da notocorda persistem até o nascimento. Em
geral, a notocorda remanescente ocorre com maior frequiéncia na regiao da coluna
cervical (Mcinerney et al., 2000).

O éanulo fibroso é formado por uma densa concentragdo de células
mesenquimais derivadas do esclerotoma, que também formara os masculos,
cartilagem e tecido conjuntivo da coluna. O desenvolvimento completo ocorre
antes do nascimento e ndo é influenciado por movimentacdo ou estresse

gravitacional (Mcinerney et al., 2000).

1.2.Aspectos biomecanicos da coluna

O estudo de aspectos biomecénicos é um dos pontos importantes na
compreensao da fisiopatologia da degeneracdo do disco intervertebral. Os
movimentos da coluna cervical (Figuras 2), diferentemente da coluna lombar,
incluem flexdo, extensdo, lateralizacdo e rotacdo, tendo este Ultimo grande
influéncia na degeneracéo do disco. Na coluna lombar, a linha central de rotagéo

da vértebra se situa no meio do disco, enquanto na coluna cervical esta rotagdo
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ocorre no corpo vertebral, acima do disco (Poletti, 1996). Isto determina um maior
stress biomecanico no disco e, mesmo frente a movimentos rotacionais

fisiologicos, pode-se verificar microtraumas na estrutura fibrocartilaginosa.

Figura 2: Imagens radiograficas da coluna vertebral cervical em diferentes posicdes
A. Repouso

B. Extenséo.

C. Flexéo.

Fonte: Pasqualin, V. D., 2008.

1.3.Histologia e Biologia Molecular do Disco Intervertebral

O nucleo pulposo do disco intervertebral normal é uma estrutura avascular
fibrocartilaginosa caracterizada por poucas células na extensa matriz extracelular
(MEC) (Figura 3) (Kang et al., 1996; Guiot et al., 2000). Dentro do nucleo pulposo
as células sao largamente separadas. Ndo somente mantém, mas fabricam a

MEC, e recebem os nutrientes por difuséo, tendo a matriz um papel fundamental
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neste processo (Kang et al., 1996; Le Maitre et al., 2004; Christe et al., 2005).
Morfologicamente as células do disco séo diferentes. No platé cartilaginoso e no
anulo fibroso encontramos células mais alongadas, caracterizadas como
fibroblastos; comparadas com as do nucleo pulposo que sdo células arredondadas
como condradcitos (Roberts et al., 2006).

Vol

Figura 3 a. Micrografia de um corte em resina acrilica de um disco intervertebral (I) entre duas

vértebras (V) coradas por HE; b. Micrografia de parte do mesmo disco intervertebral, em maior
aumento, mostrando o anel fibroso (AF) formando uma regido externa compacta adjacente ao 0sso
vertebral e ao nicleo pulposo central. Fonte: Steven et al., 2001.

O disco intervertebral normal consiste de um nucleo pulposo circundado por
um anulo fibroso e pelos platés cartilaginosos adjacentes a superficie da vértebra
(figura 4) (Le Maitre et al., 2004). O anulo fibroso é dividido em dois componentes,
sendo composto por laminas concéntricas de tecido fibrocartilaginoso, com as
fibras arranjadas obliquamente em camadas concéntricas, cada camada com
fibras dispostas perpendicularmente as fibras das camadas adjacentes. A parte
mais externa (anulo fibroso externo) participa principalmente na estabilizacdo do
segmento motor da coluna, juntamente com estruturas ligamentares e as

articulagbes posteriores. A parte mais interna do anulo fibroso (&nulo fibroso
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interno) possui fibras colagenas em diregcdo menos obliqua, mais vertical, o que
explica a relativa frequéncia de fissuras radiais vistas nesta regido. Apos os 50
anos de idade, torna-se dificil distinguir o anulo fibroso interno do ndcleo pulposo
(Kawaguchi et al., 2001; Roberts et al., 2006).

Juncéo
de
Luschka

Figura 4: Disco Intervertebral Normal. Fonte: Giseli, A., 2008.

O nucleo pulposo é derivado embrioldgicamente da notocorda primitiva e
funciona como um sistema de absor¢do de choque. A cartilagem hialina que
reveste o platd 6sseo (end plate) estd intimamente aderida a estrutura 6ssea
formando uma lamina calcificada que contém finos poros que participam
ativamente no processo de nutricdo dos tecidos a sua volta. Ela é mais espessa
na porcéo central e mais fina na periferia (Kawaguchi et al., 2001; Roberts et al.,
2006).

As principais macromoléculas da MEC sao colagenos e proteoglicanos
(PEGs). Os colagenos conferem tensdo e elasticidade ao disco, sendo
encontrados principalmente no &anulo fibroso, sendo que neste predomina
colageno |, no nacleo pulposo encontramos em maior quantidade colageno tipo II.

Os PEGs sédo encontrados predominantemente na parte central do nucleo



23

pulposo, eles determinam a viscoelasticidade e resisténcia para forcas
compressivas, sendo compostos por acido hialurébnico e glicosaminoglicanos
(GAGS). Os principais GAGs no nucleo pulposo sao condroitim sulfato e queratam
sulfato (Figura 5). Essas moléculas possuem carga negativa, atraindo entéo,
cations de calcio, sédio e magnésio, desta maneira tornando-se mais concentrado
que o plasma resultando na atracdo de agua por osmose (Guiot et al., 2000;
Mcinerney et al., 2000; Roberts et al., 2006; Abbed et al., 2007). Com o passar da
idade a proporcao de condroitim sulfato diminui e a de queratam sulfato aumenta,
porém a ultima possui apenas um sitio de ligacdo para os cétions, enquanto a
primeira possui dois sitios. Consequentemente a quantidade de agua atraida para
o interior do disco diminui (Kang et al., 1996; Guiot et al., 2000).

As fibras de elastina podem ter importante contribuicdo para a biomecéanica
do disco intervertebral apesar de ndo ser encontrada em grande quantidade. Isto
se da devido a sua localizacdo especifica, entre as lamelas e por algumas vezes
com suas fibras atravessando-as perpendicularmente. Tem sido observado um
aumento destas fibras em discos degenerados podendo indicar a progressao da
degeneracao discal (Roberts et al., 2006; Cloyd et al., 2007).

Regido ricaem CS

Regido [
rica em KS

l-g—— Centro de acido hialurénico

Figura 5: Representacao esquematica da molécula de proteoglicano com os locais das cadeias
de GAGs, CS (condroitim sulfato) e KS (queratam sulfato). Fonte:(Mcinerney et al., 2000).
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1.4.Fisiopatologia da degeneracdao discal

Os discos intervertebrais parecem sofrer, antes das outras estruturas e
orgaos do corpo humano, os efeitos da idade. Sinais de degeneracdo do disco
podem comecar muito cedo na vida, estudos observaram os primeiros sinais de
degeneracéo do disco no inicio da adolescéncia (Boos et al., 2002). A elasticidade
diminui, em consequéncia da desidratacdo progressiva do conteddo nuclear
(Abbed et al., 2007)

A chamada involucao fisioldgica, por si s6, ndo deve levar as alteracdes
discais. Fosse isso verdade, todos os individuos deveriam exibir fenébmenos
patolégicos em todos os discos quando atingissem idades avancadas (Maia, 1958;
Nunes et al., 2007).

Os micro-traumatismos do cotidiano, somados as diferentes pressdes
sofridas pelos discos intervertebrais, conseqgientemente as varia¢des de posturas,
conduzem, através de mecanismos diferentes, a desidratacdo nuclear e formagéo
de fissuras no anel. Possivelmente o desencadeamento das fissuras no anel e nas
placas cartilaginosas, que se devem aos traumas da movimentacdo da coluna, é
observado independentemente das alteragbes do nudcleo pulposo (Maia, 1958;
Nunes et al., 2007).

O fator microtrauma € responsavel por algumas das alteracdes ditas
involutivas, do mesmo modo que a desidratacdo por si mesma, acelerada ou néo
pelas consequéncias dos traumas. Estudos experimentais demonstram,
entretanto, que, isoladamente, isto ndo é suficiente para justificar as alteragcbes
discais observadas em muitos pacientes, uma vez que um disco sadio suporta
grandes pressoes, sem se alterar de modo permanente (Mcinerney et al., 2000;
Norcross et al.,, 2003). Somando-se a isso, humerosas vezes sao observadas
casos onde traumas violentos ndo produzem alteracdes, mesmo em se tratando
de pessoas idosas, ao passo que em outras, um traumatismo leve, e
freqlientemente despercebido, pode gerar o fenbmeno patolégico (Maia, 1958).

O inicio e a sequéncia da degeneracdo do disco ainda ndo estdo bem
entendidos. Atualmente a degeneracdo discal tem sido sugerida como resultado
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da quebra enzimatica da MEC e de processo inflamatorio local. A degeneragédo do
disco envolve mudancgas biolégicas (nucleo) e mudancas estruturais (anulo). As
mudangas estruturais incluem: fissuras, distensédo do &nulo, rompimento da borda
do anulo, entre outras. O disco intervertebral contém células, principalmente
condrocitos, que respondem a diferenciacdo carreada por suas mudancas
biol6gicas (Kanemoto et al., 1996; Solovieva et al., 2004).

Ha ainda pesquisas que sugerem haver fatores genéticos, como
polimorfismo no receptor de vitamina D, que poderiam ter participagdo na
progresséo da degeneracéo discal (Solovieva et al., 2004).

O processo degenerativo causa mudancgas morfolégicas no disco. Andlises
anatomo-patolégicas mostram mudancas regressivas e degenerativas, areas de
necrose, degeneracdo mixomatosa com perda da organizacdo das fibras do
coladgeno na matriz do anulo, calcificagdo, e, em parte, neovascularizacdo, em
graus variados. No nucleo observa-se perda de tensdo pela desidratagdo, o
namero de células diminui e a concentracdo e o didmetro das fibras colagenas
aumenta. Durante o processo de degeneracdo, 0 numero de células aumenta,
porém com sua progressao, a difusdo de substancias diminui, ocorrendo também
a privacdo de oxigénio no disco. Assim a viabilidade celular diminui,
consequentemente afetando a sintese e manutencdo da MEC, e em conjunto suas
macromoléculas. A reducdo destas resulta em menor quantidade de agua atraida
para o disco. Histologicamente, a degeneracao apresenta-se com morte celular e
perda da metacromasia na superficie das camadas da cartilagem, as quais tém
sido observadas a partir da segunda década de vida, precedendo as mudancas do
anulo fibroso e do nucleo pulposo. Essas mudangas levam a micro fissuras e
calcificagéo da cartilagem, o que compromete 0s processos passivos de difusao
de oxigénio, de hidratagdo e transporte de glicose do nucleo pulposo (Guiot et al.,
2000; Willburger et al., 2004; Roberts et al., 2006).

Havendo um enfraquecimento do &anulo fibroso, como consequéncia do
mecanismo degenerativo acima descrito, podera ocorrer ruptura do mesmo,
resultando em hérnia do nudcleo pulposo. Histologicamente a hérnia do nucleo
pulposo (HNP), é circundada por tecido de granulagéo caracterizado por infiltracdo
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de células inflamatorias, crescimento de fibroblastos e formagdo de novos vasos
sanguineos (Gronblad et al., 1994; Haro et al., 1996; Ito et al., 1996; Furusawa et
al., 2001; Kawaguchi et al., 2001; Kato et al., 2004). As células inflamatérias
provavelmente migram através de células endoteliais dos novos vasos
sanguineos, na periferia do disco lesado. Existem muitos tipos de células
inflamatoérias na HNP: neutréfilos, linfocitos e macréfagos, sendo estas as mais
abundantes (Gronblad et al., 1994; Schollmeier et al., 2000; Kato et al., 2004).

A analise histoldgica, correlacionada com exames de radiografia e
ressonancia magnética, possui resultados controversos. Estudos mostram que
com a progressiva alteracdo da MEC, mudancas morfolégicas também sado vistas
em exames radiograficos e de ressonancia magnética; e que por isso sao exames
hdbeis e ndo invasivos para distinguir diferentes estagios de degeneragdo
(Kanemoto et al., 1996; Matsui et al., 1998; Siivola et al., 2002; Burke et al., 2003;
Solovieva et al., 2004; Albert et al.,, 2007). Entretanto, em outras pesquisas nao
foram detectadas alteracbes nos exames de imagem correlacionadas com as

alteracdes histoldgicas (Aydin et al., 2005; Benneker et al., 2005).

1.5.Reacdo Inflamatdria

Ha evidéncias indicando a existéncia de reacdo inflamatdria em sindromes
discogénicas. Isto é sugerido, primeiro, pelo alto indice da atividade enzimatica da
fosfolipase A2, enzima responséavel pela liberagcdo de &cido aracdbnico pelas
membranas celulares no local da inflamacao. Ela € considerada o agente limitante
na producdo de prostaglandinas e leucotrienos, poderosos mediadores
inflamatoérios (Demircan et al., 2007). Segundo, pela presenca de varias células
inflamatorias, principalmente macréfagos no tecido de disco herniado (Gronblad et
al., 1994; Ito et al., 1996; Kanerva et al., 1997; Matsui et al., 1998; Rothoerl et al.,
1998; Willburger et al., 2004). Por ultimo, pela inducdo da inflamacéo em raizes de
nervos espinhais, com significativa mudanca histologica e funcional, observacgéo
de experimentos com animais, com tecido de nucleo pulposo (Gronblad et al.,
1994; Habtemariam et al., 1996; Nygaard et al., 1997).
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Células inflamatérias produzem citocinas, que tém importante papel no
recrutamento de células para o local da lesdao (Gronblad et al., 1994; Doita et al.,
1996; Haro et al.,, 1996; Virri et al., 2001a). Muitas formas de inflamacdo sao
exageradas, devido ao sistema de amplificacdo humoral que recruta componentes
adicionais do sistema imune, iniciando a producdo de mediadores pro-
inflamatorios, incluindo citocinas sintetizadas por macrofagos ativados. A ativagcéo
de leucdcitos causa liberacdo de enzimas proteoliticas, producdo de radicais
livres, e sintese de varios mediadores lipidicos (Virri et al., 2001a)

Em tecido de disco herniado, inflamac&o pode ser induzida por irritagao
guimica direta do material do nucleo pulposo ou pode ser secundaria a resposta
auto-imune do tecido adjacente para o nucleo pulposo, incluindo tecido neural.
Reacéo inflamatéria pode ocorrer ao redor da raiz nervosa, independente da
compressdo mecanica (Doita et al., 1996; Kawaguchi et al., 2001; Virri et al.,
2001a; Willburger et al., 2004).

Mudancas degenerativas, incluindo herniacdo de disco, estao
freqientemente associadas a dor, especialmente & movimentagdo do segmento
espinhal. Mas o fato de algumas pessoas com degeneracdo de disco nao
sofrerem dor, ndo esta completamente entendido.

Diferentes estruturas podem estar envolvidas no processo da geragéo da
dor, a origem pode ser mecanica e/ou bioquimica, incluindo respostas
inflamatorias mediadas através de citocinas pro-inflamatérias (Fritzell et al., 2004).

Citocinas pro-inflamatérias mediadoras da dor tém preferéncia pela
substancia P e fator de necrose tumoral o (TNF o). Estes s&o liberados ou
ativados por estruturas nervosas em contato com o nucleo pulposo. Substancia P
ativa tanto um neuroregulador quanto um neurotransmissor na conducao de
estimulos nociceptivos, e € um modulador neuroimunolégico. Sua presenca tem
sido demonstrada associada a aumento da permeabilidade vascular endoneural e
lesdo da raiz nervosa, e alguma fung¢ao na transmissao da dor tem sido proposta.
Altas concentragfes de TNF a, e também interleucinas 1, 6 e 8 tém sido

demonstradas em pacientes com sindrome crénica de dor (Gronblad et al., 1994;
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Burke et al., 2003; Willburger et al., 2004; Wang et al., 2006; Demircan et al.,
2007).

Ha uma grande quantidade de pesquisas relacionada a fisiopatologia do
processo de degeneracdo de disco intervertebral. A grande maioria destes
estudos diz respeito a degeneracdo do disco intervertebral envolvendo a regido
lombar, justificado pela grande incidéncia desta enfermidade nesta regido
(Gronblad et al., 1994; Habtemariam et al., 1996; Kang et al., 1996; Nygaard et al.,
1997; Kawaguchi et al., 2001; Virri et al., 2001a; Solovieva et al., 2004; Willburger
et al., 2004; Aydin et al., 2005; Christe et al., 2005). Ndo se pode esquecer, no
entanto, que este problema também afeta a regido cervical, 0 que vem sendo
menos estudado (Furusawa et al., 2001; Demircan et al., 2007).

Um maior detalhamento da ocorréncia e dos tipos celulares inflamatorios
presentes podera futuramente ajudar no entendimento da patologia do disco
cervical, e a importante interacdo entre a lesédo tecidual e o tecido circundante

incluindo tecido neural.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivos gerais

O presente estudo tem como objetivos identificar alteracoes
histopatologicas e inflamatérias em discos intervertebrais cervicais herniados,
caracterizar padrbes histopatolégicos e inflamatérios, quantificando tipos celulares
inflamatoérios e correlacionar os dados histopatolégicos com as manifestacdes

clinicas e radiologicas, comparando-0s com um grupo controle.

2.2.0bjetivos especificos

e Identificar o tipo de reacéo inflamatéria presente em discos herniados e
a regido do disco intervertebral com maior reacao inflamatoria;

e Avaliar a existéncia de proliferacédo vascular em discos degenerados;

e Avaliar a existéncia e tipo de deposi¢cado de Calcio nas diferentes regides
do disco intervertebral;

e Quantificar as areas de colageno jovem e maduro nas diferentes regides
do disco intervertebral;

e Identificar se h& variagdo no numero de condrdcitos em discos que

sofreram alteracao degenerativa.
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3. METODOS

3.1.Populagéo do Estudo: Critérios de incluséo

Os discos intervertebrais cervicais foram obtidos de pacientes operados no
Hospital Cajuru. Todos estavam com diagndstico estabelecido de HDI cervical e,
por indicacdo terapéutica, foram submetidos a cirurgia para retirada do disco
herniado. Os critérios de inclusdo foram: pacientes de ambos 0s sexos, com idade
entre 18 e 65 anos e com hérnia discal entre C3 a T1. Os pacientes nao poderiam
ter hérnia discal cervical proveniente de outra etiologia, como por exemplo,
neoplasia e infeccbes, ou com manifestacdes reumaticas ativas (artrite
reumatoide, espondiloartropatias reumaticas de outras etiologias).

Para o grupo controle os discos foram obtidos de pacientes que se
submeteram a cirurgia com ressecc¢ao do disco intervertebral para realizacdo de
artrodese, devido a trauma agudo, com fratura ou luxacdo com instabilidade, e nos
quais ndo havia evidéncia de doenc¢a degenerativa prévia.

Todos os participantes da pesquisa assinaram termo de consentimento livre

e esclarecido, conforme resolucéo do Comité de Etica em Pesquisa nimero 1595.

3.2.Procedimentos

3.2.1. Técnica operatoria (figura 6)

Para a realizag&o da discectomia cervical, os pacientes foram submetidos a
anestesia geral e entubacgdo orotraqueal e posicionados em decubito dorsal, com
a coluna cervical apoiada em um suporte. Ambos 0os membros superiores foram
tracionados inferiormente, de modo a permitir a visualizacao da coluna cervical em
perfil com auxilio de radioscopia. A incisdo de pele foi realizada transversalmente
na regiao cervical, obedecendo a altura do espaco intervertebral delimitado pela
radioscopia. O musculo platisma foi descolado do tecido celular subcutaneo e
aberto longitudinalmente. Com, dissec¢do romba, digital, foi realizado acesso a

area pré-vertebral, mantendo o feixe vasculo-nervoso, com a artéria carétida, veia
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jugular e nervo vago permanecendo em posicdo lateral e a traquéia, esdfago e
tiredide medialmente. Visualizado o musculo longo do pescoco de cada lado, foi
realizada a incisdo com cautério elétrico na linha mediana, permitindo o
descolamento do ligamento longitudinal anterior e dos musculos lateralmente e a
exposicdo da superficie vertebral anterior. Aplicados os afastadores de Caspar,
sua posicdo foi confirmada por radioscopia. Em seguida procedeu-se a
discectomia, com obten¢cdo do material para esta pesquisa, a técnica utilizada de
coleta do material em porc¢des individuais do disco até entdo ndo havia sido
descrita. Inicialmente, com auxilio de bisturi foram realizados a incisdo do anulo
fiboroso externo e interno e um espécime foi obtido num frasco para o estudo
anatomopatoldgico, identificado como frasco nimero 1. Em seguida procedeu-se a
remocédo do nucleo pulposo, com auxilio de pinga de Love e cureta. Este material
foi colhido no frasco de numero 2. Apos a obtencdo da amostra, com auxilio de
cureta foram obtidos material do platd cartilaginoso superior e inferior,
correspondendo ao frasco numero 3. Apos a disseccao e exposi¢cao do material
herniado, o fragmento de hérnia, extruso no canal ou no forame intervertebral, foi
colhido e identificado como frasco numero 4. Estes frascos foram preenchidos
com formalina 10%. A amostra permaneceu em formalina por no minimo 48 horas.
Passado esse tempo o material foi embebido em parafina. As amostras em

formalina podem permanecer assim por semanas sem sofrer alteracoes.

Apés a realizacéo de drilagem dos platés 0sseos, foi realizada a artrodese
de coluna com enxerto 6sseo autologo e fixagcdo com placa cervical e parafusos
monocorticais em titdnio. Procedeu-se entdo ao fechamento por planos

separados, incluindo o musculo platisma, subcutaneo e pele.
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Figura 06.: llustracBes da cirurgia realizada na coluna cervical, em que foram obtidos espécimes
para a pesquisa. A. Posicionamento e delimitagdo da incisao; B. Apds realizada a dissec¢ao romba
dos tecido, aplicado o afastador de Caspar para delimitar o campo operatério; C. Imagem
microcirdrgica, evidenciando a remocdo do nucleo pulposo com pinga Love; D. Interposicao de
enxerto 6sseo no local da dissectomia. E. Fixacdo do sistema com placa e parafusos; F. RX

simples em perfil evidenciando o sistema de fixacdo implantado. Fonte: Aguiar, L. R., 2008.

3.2.2. Caracterizagéo Histopatologica
Para a caracterizacdo histopatologica, as amostras do anulo fibroso, nucleo
pulposo, cartilagem e material extruso foram embebidas em parafina, cortadas

com micrémoto (4um). Em banho-maria a 90°C foram colocadas em lamina e
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entdo coradas. Foram utilizadas coloracdes de hematoxilina e eosina, sirius red,
alizarim em pH4,2 e alizarim em pH7. As trés Ultimas coloracdes foram utilizadas
para observar areas de colageno, deposicdo de fosfato de célcio e deposicdo
oxalato de célcio, respectivamente.

A lamina contendo a amostra foi examinada com o microscopio Optico
marca Olympus, modelo BX 40 (USTT, Japdao), inicialmente com aumento de

100x, e depois no aumento em 200x para melhor visualizagéo.

3.2.2.1. Analise dos vasos
A contagem do numero de vasos na amostra foi realizada em lamina corada
com hematoxilina e eosina e examinada em aumento de 200x. Os vasos eram
caracterizados pela presenca de células endoteliais, formando a parede dos
vasos, ou pela presenca de eritrocitos em fendas no meio da amostra. Eram
descartadas fendas com eritrocitos na periferia da amostra, pois sdo locais que

poderiam ter residuos celulares do procedimento cirdrgico.

3.2.2.2. Analise da presenca de reacdo inflamatoria
A presenca de reacao inflamatéria também foi pesquisada com as amostras
coradas com hematoxilina e eosina. A lamina foi analisada com aumento de 200x.
A presenca de células inflamatérias, especialmente em situacdo perivascular

caracterizava as amostras consideradas como positivas.

3.2.2.3. Contagem celular
A contagem celular de condrocitos foi realizada com as amostras em
laminas coradas com hematoxilina e eosina e observada em aumento de 200x. A

contagem foi realizada selecionando dois campos aleatoriamente.

3.2.2.4. Analise do célcio
Foram pesquisados dois tipos de calcio: oxalato de célcio, utilizando a
coloracéo de alizarim Ph7; e fosfato de célcio, utilizando pH4,2. As laminas foram
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examinadas em aumento 100x observando a regido corada de vermelho que

demarca a presenca de calcio.

3.2.2.5. Anadlise da area e maturidade do colageno

Para observarmos a area de colageno e sua maturidade, as laminas foram
preparadas com a coloracdo de Sirius Red. A andlise da area de colageno foi
realizada selecionando-se 5 campos aleatérios, com aumento de 200x e com
auxilio de polarizador. Para marcar a area a ser considerada eram selecionadas
locais em vermelho, indicando colageno maduro e locais em verde, indicando
colageno jovem. Para quantificar a area de colageno, as imagens foram
submetidas a anélise com o programa Image-Pro Plus (Media Cybernetics - EUA)
gue identificava a quantidade de areas marcadas com as cores vermelho ou

verde, assim calculava a area total de cada tipo de colageno.

3.2.3. Caracterizagdo da reacao Inflamatoria

Para a caracterizagdo da reacdo inflamatoria, as amostras que
apresentaram reacdo inflamatéria positiva na andlise histolégica foram
selecionadas e seus blocos preparados pelo método Tissue Microarray. O método
foi realizado de forma artesanal, sem o uso de aparelhos manuais ou automaticos

como o desenvolvido pela Beecher Instruments (protocolo de patente n°. 1043).

3.2.3.1. Metodologia Tissue Microarray

Os blocos confeccionados com as amostras obtidas receberam o nome de
blocos doadores. As laminas destes blocos confeccionadas e coradas com
hematoxilina e eosina foram analisadas com o microscépio para identificacdo da
existéncia de células inflamatérias. Localizada a regido de interesse para corte,
esta foi marcada com caneta. Através do sistema de espelho, a lamina marcada
foi utilizada para localizacdo da regido no bloco-doador, que por sua vez, também
recebeu uma marcacao (Figura 7A). Para retirar o fragmento do bloco doador foi
utilizada a pin¢a do tipo Punch de biépsia de pele, com didametro de 2 mm (Figura
7B). Para que os discos extrusos sejam devidamente localizados conforme sua
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identificacdo individual, foi confeccionado um mapa que servird de apoio. Esse
mapa segue o0 estilo de um jogo de “batalha naval’, onde as colunas sé&o
identificadas com letras e as linhas com numeros. Cada fragmento recebeu a

identificagdo de uma letra mais um nimero (Ex Al, C5, etc) (figura 8).

A ldentificagio

Bloco doadar

Figura 7: llustragdo do método de retirada do fragmento desejado do bloco doador para andlise
imunohistoquimica. A. Identificagcdo na lamina histologica do local de onde se deve remover o
fragmento do bloco doador. B. Método de remocéo do fragmento no bloco doador através da pingca
de Punch. Fonte: Laboratério de Patologia Experimental PUC-PR.

Figura 8: Mecanismo para identificacdo dos fragmentos removidos dos blocos doadores. Fonte:

Laboratorio de Patologia Experimental PUC-PR.
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Uma vez montado o mapa, os blocos doadores foram organizados na
bancada do laboratério conforme foi estabelecido pelo mapa, de forma a serem
utilizados sequencialmente para montagem do bloco final receptor. O bloco-
receptor foi confeccionado, através dos seguintes passos:

a) Aquecimento da pinc¢a do tipo Punch para penetragéo no bloco de parafina.
b) Introducéo da pinga quente na area demarcada do bloco doador.

c) Presséo e torcao aplicadas na pinga para penetragao e corte do fragmento.
d) Retirada da pinca contendo o fragmento da amostra.

e) Retirada do fragmento contido na pinga.

Depois de retirados os fragmentos de todos os blocos doadores, e
organizados conforme o mapa, dois novos blocos receptores foram montados,
contendo os multiplos fragmentos dos discos (figura 9). Uma vez pronto o bloco
receptor, foram confeccionadas novas laminas histolégicas (figura 10). Para isso
0s novos blocos foram cortadas com micromoto (4um) e em banho-maria a 90°C

foram colocadas em lamina e entdo coradas com coloragao de hematoxilina.

Figura 9: Bloco receptor contendo os fragmentos dos blocos doadores. Fonte: Laboratorio de

Patologia Experimental PUC-PR.
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Figura 10: Laminas histoldgicas, utilizadas para a imunohistoguimica, confeccionadas dos blocos
receptores. Fonte: Laboratério de Patologia Experimental PUC-PR.

3.2.3.2. Imunohistoquimica

Para andlise imunohistoquimica foram utilizados os anticorpos monoclonais
CD68, CD45R0O e CD74. Deste modo identifica-se a presen¢ca de macréfagos,
linfocitos T e linfocitos B, respectivamente. Foi seguido o protocolo descrito no
anexo 1.

Foi realizada a contagem do numero de células: linfocitos T, linfocitos B e
macrofagos encontrados em cada amostra, sendo considerado mais de 20 células
como em grande namero e de 1 a 20 células pequeno numero (Furusawa et al.,
2001, Kato et al., 2004, Solovieva et al., 2004; Aydin et al., 2005).

3.2.4. Caracterizagdo Clinica
Os seguintes dados foram obtidos do prontuario, ou quando necessario,
mediante exame especifico do paciente. Estes dados foram coletados apenas dos
pacientes do grupo caso.
a) ldade e género
b) Manifestacdes clinicas
e Dor (sim, ndo);
e Distarbios de sensibilidade (sim, n&o);
e Alteracdo de reflexos: ausente, hipoativo, normal, hiperativo e

hiperreflexia,;
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Presenca de sinal de Hoffmann (sim, n&o);

Déficit de forga muscular, os pacientes foram avaliados através da
escala "Medical Research Council" (MRC): grau O (auséncia de
contracdo), grau | (contragdo muscular sem deformidade articular),
grau Il (contragdo com deformidade anulando a gravidade) grau llI
(vence a gravidade) grau IV (vence pequenas resisténcias) grau V
(normal);

Presenca de disturbio de tdnus muscular: hipotonia, hipertonia e sem

alteracéo.

c) Tempo de aparecimento dos sintomas (dias)

d) Evolucéo temporal dos sintomas (piora, melhora ou inalterado).

e) Padréo daleséo

Monoradicular (padrdo de acometimento de nervo periférico, com
déficit de forca, hipotonia, hiporreflexia, alteracdo de sensibilidade
em trajeto radicular);

Poliradicular (padrdo de acometimento de nervo periférico, com
déficit de forca, hipotonia, hiporreflexia, alteracdo de sensibilidade
em trajeto de mais de uma raiz cervical);

Medular (sinais de lesdo de neurbnio motor superior com

espasticidade, hipertonia, hiperreflexia);

3.2.5. Caracterizagdo Radiologica

Os dados para a caracterizacdo radiologica foram obtidos apenas do

pacientes do grupo caso.

a) Radiografia simples de coluna cervical: as imagens analisadas foram nas

posicdes lateral e antero-posterior.

Reducéo de altura do espaco intervertebral (sim, n&o);
Presenca de ostedfitos posteriores (sim, ndo), anteriores (sim, ndo);
Estenose de forame intervertebral (sim, ndo).

Niveis vertebrais afetados (C4-T1).
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b) Ressonéncia Magnética (RMN) de coluna cervical: as imagens analisadas
foram em cortes transversais e sagitais.
e Presenca de disco preto (sim, n&o);
e Presenca de sinais de Modic |, Il e Il (sim, n&o);
e Acometimentos de niveis adjacentes (sim, n&o);
e Local da extrusdo discal (direita, esquerda, central).

Os sinais de Modic séo alteragoes de sinal dos platos vertebrais adjacentes ao
disco degenerado. No inicio da degeneracdo ou em casos agudos a imagem em
RMN aparece com edema (branco em T2 e escuro em T1) chamado de tipo | da
classificacdo de Modic; em seguida ha as substituicbes gordurosas destes platds
(brancos em T1 e T2), sendo esta alteracao o tipo Il de Modic; e por fim ocorre a
esclerose 6ssea (hipossinal em T1 e T2) caracterizando o tipo Il de Modic (Modic
et al., 1988).

3.3.Metodologia Estatistica

Os resultados obtidos no estudo foram expressos por médias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios padrdes ou por freqiéncias e
percentuais. Para a comparacdo dos grupos em relacdo a variaveis quantitativas,
foi usado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Em relagdo a variaveis
nominais dicotbmicas, as comparagdes foram feitas usando-se o teste exato de
Fisher. Para a avaliagdo da associacdo entre duas variaveis quantitativas foram
considerados o coeficiente de correlacdo de Spearman e analisada a sua
significancia. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados

foram organizados e analisados pelo programa computacional Epilnfo v.3.4.3.
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4. RESULTADOS

4.1.Caracterizacao da amostra

Apds a coleta das amostras algumas foram excluidas por terem sido
coletadas de forma inadequada e pela realizacao de coleta de pacientes com mais
de 65 anos.

No total foram obtidas 14 amostras. Destas 11 eram homens e 3 eram
mulheres com idade média de 44,57 anos (23 a 63 anos). A média para o tempo
de duracdo dos sintomas foi de 454 dias (10 a 2880 dias). Os demais dados
clinicos estdo organizados na tabela 1.

Para controle, foram coletadas 7 amostras de discos obtidos de pacientes
gue foram submetidos a cirurgia com ressec¢ao do disco intervertebral para
realizagcdo de artrodese, devido a trauma agudo, com fratura ou luxagdo com

instabilidade, e nos quais ndo havia evidéncia de doenca degenerativa prévia.

4.2.Caracterizacdo Radiologica

4.2.1. Radiografia simples de coluna cervical

Podemos observar uma redugcdo do espaco intervertebral em todos os
pacientes examinados (figura 11B). A presenca de ostedfitos posteriores foi
encontrada em 6 (42,9%) dos pacientes e a de ostedfitos anteriores foram em
9 (64,3%) (figura 11A). Estenose do forame intervertebral foi observada em 4
(28,6%) dos casos.
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Figura 11: Imagens radiogréficas da coluna vertebral cervical demonstrando as caracteristicas
analisadas

A: Imagem em incidéncia lateral, observar a proliferagdo de osteofitos anteriores e posteriores
indicado pelas setas.

B: Imagem em incidéncia antero-posterior, observar a diminui¢do do espaco intervertebral indicado
pelas setas.

4.2.2. RMN de coluna cervical

Com este exame de imagem foram registrados ocorréncias de disco preto
(figura 12B) e acometimentos de niveis adjacentes em 10 (71,4%) pacientes
(figuras 13 e 14). Os locais de extrusao foram (figura 12A), direita em 6 (42,9%)
casos, esquerda e central 4 (28, 6%) casos cada. Sinal de Modic tipo Il foi
encontrado em um paciente (figura 13).

Demais dados observados nos exames de imagens estao organizados na
tabela 2.
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Figura 12: Imagens de ressonancia magnética da coluna vertebral cervical demonstrando as
caracteristicas analisadas.

A. Imagem em corte transversal, observar o material extruso comprimindo a raiz nervosa indicada
pela seta.

B. Imagem em corte sagital, observar o disco preto indicado pela seta.

Figura 13: Imagens de ressonancia magnética da coluna vertebral cervical em corte sagital
demonstrando sinais de compressao medular e sinais de Modic.

A. Imagem em sequéncia T2 observar o sinal de Modic Il indicado pela seta amarela. As setas
verdes indicam acometimento de niveis adjacentes e a seta azul indica o local de maior
compressao medular.

B. Imagem em sequéncia T1 observar o sinal de Modic Il indicado pela seta amarela. A seta azul
indica o local de maior compress@o medular.
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Figura 14: Imagens de ressonancia magnética da coluna vertebral cervical demonstrando o local
da extrusdo do disco (indicado pela seta) com compressdo medular sem acometimento de outros
niveis.

A. Imagem em corte sagital em seqiiéncia T2.

B. Imagem em corte sagital em sequiéncia T1.



Tabela 1: Resultados da caracterizagéo clinica: dados encontrados para 0s sinais e sintomas clinicos pesquisados.

Tempo

inicio Evolugdo

sintomas |temporal | Padrdo da Distarbio de | Alteragéo Forca Toénus

Idade Sexo (dias) sintomas |Lesédo DOR Hoffmann | sensibilidade | Reflexo Muscular | muscular

28 Masc 20 Inalterado Monoradicular SIM NAO NAO Hipoativo grau IV~ Normal
53 Masc 2880 Piora Poliradicular ~ SIM NAO SIM Normal grau Il Normal
37 Fem 30 Inalterado Monoradicular SIM NAO SIM Normal grau V Normal
51 Masc 365 Piora Poliradicular ~ SIM NAO SIM Normal grau V Normal
39 Fem 180 Piora Monoradicular NAO NAO SIM Ausente grauV  Normal
51 Masc 365 Piora Poliradicular ~ SIM NAO SIM Normal grau V Normal
23 Masc 10 Inalterado Monoradicular NAO NAO NAO Normal graull  Normal
57 Masc 60 Inalterado Monoradicular SIM NAO SIM Normal grau V Normal
35 Masc 1800 Piora Medular SIM SIM SIM Hiperreflexia grau lll  Hipertonia
43 Masc 160 Melhora  Monoradicular NAO NAO SIM Normal grau V Normal
56 Masc 300 Piora Medular SIM NAO SIM Normal grau IV~ Normal
63 Fem 105 Piora Monoradicular SIM NAO NAO Normal grauV  Normal
45 Masc 21 Piora Medular NAO SIM NAO Hiperreflexia grau IV Hipertonia
43 Masc 60 Inalterado Poliradicular SIM NAO SIM Hiperativo  grauV Normal

Tabela 2: Resultado da caracterizagdo radiolégica: dados encontrados para de alteracdes de imagens pesquisadas

Reducédo da altura | Presencade | Presenca de |Estenose de Acometimento
do espaco ostedfitos ostedfitos forame Disco Sinal de |Local de de niveis
intervertebral posteriores anteriores intervertebral Preto Modic extrusao adjacentes
SIM NAO NAO NAO SIM AUSENTE DIREITA NAO

SIM SIM SIM SIM SIM AUSENTE DIREITA SIM

SIM NAO NAO NAO SIM AUSENTE DIREITA NAO

SIM SIM SIM SIM SIM AUSENTE ESQUERDA SIM

SIM NAO NAO NAO NAO AUSENTE DIREITA NAO

SIM SIM SIM SIM SIM AUSENTE ESQUERDA SIM

SIM NAO NAO NAO NAO AUSENTE ESQUERDA SIM

SIM NAO SIM NAO SIM AUSENTE ESQUERDA SIM

SIM SIM SIM NAO SIM AUSENTE CENTRAL NAO

SIM SIM SIM NAO SIM AUSENTE CENTRAL SIM

SIM NAO SIM SIM SIM AUSENTE CENTRAL SIM

44
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4.3. Dados histopatolégicos e suas correlagdes com manifestacdes
clinicas e radioldgicas

Com a técnica utilizada foi possivel observar altera¢des individuais de cada
porcdo do disco intervertebral. As alteracbes pesquisadas foram: numero de
vasos, presenca de reacdo inflamatoria, area de coldgeno, maturidade do
colageno, presenca de célcio, tipo de calcio e numero de condrdcitos. Os
resultados da andlise de cada alteracdo histopatolégica estdo em seguida
descritos.

4.3.1. NUumero de vasos

Foi observada a presenca de vasos em pelo menos uma das quatro
porcdes discais de cada amostra de discos degenerados (figura 17C e 17D).
Analisando porgfes separadamente, o anulo fibroso possui o maior numero de
vasos encontrados (Tabela 3). Na cartlagem e no anulo fibroso somente uma
amostra ndo apresentou vasculariza¢do; no nucleo pulposo e no material extruso

algumas amostras ndo apresentaram neovasos (tabela 4).

Tabela 3: Resultados obtidos do ndimero de vasos em cada porcdo do disco degenerado

expressos em médias, medianas, valores minimos e valores maximos.

Material Minimo Maximo Média Mediana
Cartilagem 0 19 54 2,5
Anulo Fibroso 0 249 34,4 10,5
Ncleo Pulposo 0 24 3,5 1
Material Extruso 0 33 7,4 3
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Tabela 4: Resultado descritivo do nimero de vasos encontrados nas amostras de cada porcao do

disco degenerado.

Amostra | Cartilagem [ Anulo Nucleo Material
Fibroso Pulposo | Extruso
1 9 20 8 4
3 1 3 0 10
6 13 29 0 0
12 1 83 0 4
13 3 31 2 0
15 1 2 2 26
16 3 0 6 2
17 2 11 5 17
18 19 3 24 33
20 4 27 0 0
23 1 8 0 0
24 2 6 0 0
25 17 249 2 0
27 0 10 0 7

O grupo controle apresentou vasos nas trés porcdes do disco analisadas,

sendo encontrado o maior numero de vasos na porgdo do anulo fibroso (tabela 5).

Tabela 5: Resultados obtidos do nimero de vasos em cada porcao do disco do grupo controle,

expressos em médias, medianas, valores minimos e valores maximos.

Material Minimo Maximo Média Mediana
(Ajartnagem 0 14 3.7 >

Anulo Fibroso 0 o8 11.9

Nucleo Pulposo 0 3 0.9

4.3.2. Reacéo inflamatoria positiva

Entre as porcdes estudadas, o anulo fiboroso € a que apresenta maior

frequéncia no aparecimento de inflamacao (tabela 6). A reacéo inflamatoria esta

presente em pelo menos uma das por¢gdes do disco de cada amostra de disco

degenerado (tabela 7), (figura 17A e 17B). No grupo controle trés amostras

apresentaram reacao inflamatoria positiva na por¢céo do anulo fibroso.
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Tabela 6: Resultados obtidos da reacao inflamatdria em cada porcdo do disco degenerado

expressos em freqiiéncia.

Material Frequéncia (n=14)
Cartilagem 14,3%

Anulo Fibroso 78,6%

Nucleo Pulposo 7,1%

Material extruso 57,1%

Tabela 7: Resultado descritivo da reacéo inflamatoria positiva encontrada nas amostras de cada

porcéo do disco degenerado

Amostra | Cartilagem [ Anulo Nucleo Material
Fibroso Pulposo | Extruso

1 N S N S

2 N S N S

3 N S N N

4 N S N N

5 N S N N

6 N N N S

7 N N N S

8 S S N S

9 N N S S

10 N S N N

11 N S N N

12 N S N S

13 S S N N

14 N S N S

S =Sim; N = Nao

4.3.3. Area de colageno

O colageno maduro e jovem (Figura 18) mostrou uma média de distribuicao

homogénea entre as por¢des do disco degenerado (tabela 8). Assim, observamos

gue ndo ha uma regido discal com maior ou menor quantidade de colageno, seja

ele maduro ou jovem.

Quando comparados os resultados obtidos através do teste exato de Fisher

da area de colageno de discos degenerados com exames de imagem, foi

encontrada relagdo significante entre a presenca de ostedfitos com a érea de
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colageno (maduro e jovem) no anulo fibroso p = 0,008 (tabela 9); outro dado de

imagem que apresentou significancia foi presenca de disco preto em exames de

ressonancia magnética e a area de colageno (maduro e jovem) no anulo fibroso p

=0,02.

Tabela 8: Resultados obtidos da porcentagem de area ocupada pelo colageno jovem e maduro em

cada porgdo do disco degenerado, expressos em médias, medianas, valores minimos e valores

maximos.
Material Minimo % Maximo % Média % Mediana %

Jovem | Maduro | Jovem [ Maduro | Jovem | Maduro | Jovem | Maduro
Cartilagem 0,0 45 95,5 100 54,4 45,2 62,0 35,9
Anulo
Fibroso 12,8 15,0 85,0 87,1 50,6 49,3 53,7 45,9
Nucleo
Pulposo 32,5 13,5 86,5 67,5 59,4 40,6 56,4 43,5
Material
Extruso 6,0 4.7 95,3 94,0 58,6 41,4 59,9 40,1

Tabela 9: Resultado da correlagédo entre a area de colageno jovem e maduro no anulo fibroso de

discos degenerados com ostedfitos anteriores e posteriores em exames radiologicos.

Area colageno

Area colageno

Classificacdo| n jovem % maduro %
Presenca de ostedfitos posteriores Nao 8 42,4 57,5

Sim 6 69,1 30,9
Presenca de ostedfitos anteriores  Nao 5 33,9 66,1

Sim 9 62,8 37,2

A area de colageno no grupo controle teve como

resultado uma

porcentagem discretamente maior de colageno jovem em relagcdo a éarea de

coladgeno maduro (tabela 10). Porém, entre as porc¢des do disco a distribuicdo da

area de maturidade do coldgeno foi homogénea.
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Tabela 10: Resultados obtidos da porcentagem de area ocupada pelo colageno jovem e maduro

em cada porcao do disco do grupo controle, expressos em médias, medianas, valores minimos e

valores maximos.

Material Minimo % Maximo % Média % Mediana %

Jovem | Maduro | Jovem [ Maduro | Jovem | Maduro | Jovem | Maduro
Cartilagem 43,6 14,2 85,8 56,4 62,8 37,2 59,9 40,1
Anulo
Fibroso 30,4 6,9 93,1 69,6 55,5 44,5 46,2 53,8
Nucleo
Pulposo 50,3 23,5 76,5 49,7 63,5 36,5 62,6 37,4

4.3.4. Presenca de calcio

A presenca de fosfato de célcio (figura 17G) mostrou-se positiva em todas

as porgdes do disco degenerado, e em maior frequiéncia na porcao da cartilagem

e do material extruso (tabela 11). O oxalato de calcio (figura 17H) ndo apresentou

positividade no nucleo pulposo, com uma freqtiéncia menor que o fosfato de calcio

nas outras porgoes discais.

Tabela 11: Resultados obtidos na anélise da presenca de calcio em cada porcao do disco
degenerado expressos em frequéncia.

Material Oxalato de Calcio (n=14) Fosfato de Célcio (n=14)
Cartilagem 14,3% 21,4%
Anulo Fibroso 7,1% 14,3%
Nucleo Pulposo 0 14,3%
Material extruso 7,1% 21,4%

No grupo controle ndo foi encontrado a presenca de oxalato de célcio em

nenhuma das porc¢des discais analisadas. A presenca de fosfato de calcio esta

uniformemente distribuida nas por¢des da cartilagem e anulo fibroso (tabela 12).

Tabela 12: Resultados obtidos na analise da presenca de calcio em cada porcao do disco do grupo
controle expressos em fregiiéncia.

Material Oxalato de Calcio (n=14) Fosfato de Célcio (n=14)
Cartilagem 0 42,9%

Anulo Fibroso 0 42,9%

Nucleo Pulposo 0 0
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4.3.5. Numero de condrécitos

O nuamero de condrdcitos (figura 17E e 17F) ndo apresentou uma diferenca
significativa entre as quatro porgdes discais degeneradas (tabela 13), entretanto, o
nacleo pulposo tenha mostrado um namero menor da presenca de condrocitos e o
anulo fibroso tenha apresentado um numero maior destas células. Portanto,
observamos que nédo ha diferenga no nimero de células entre as porc¢des do disco
degenerado.

Quando comparado os resultados obtidos através do teste exato de Fisher
do namero de condrdcitos de discos degenerados com exames de imagem, foi
encontrada relacé@o significante entre o niumero de condrdcitos na cartilagem e a
presenca de ostedfitos posteriores p = 0,029, e presenca de ostedfitos anteriores s
p=0,002 (tabela 14). A presenca de ostedfitos posteriores também apresentou
significancia com o nimero de condrdcitos no ndcleo pulposo p=0,02. Nos exames
de ressonancia magnética a presenca de disco preto apresentou significaAncia com
0 numero de condrocitos na cartilagem p = 0,014.

Para compararmos duas variaveis quantitativas utilizamos o teste de
Coeficiente de correlacdo de Spearman, deste modo pudemos encontrar
correlacdo entre o nimero de condrdcitos na cartilagem com o tempo de inicio dos
sintomas p=0,03, e 0 numero de condrdcitos na cartilagem com idade p=0,005
(figura 15 e 16)

Tabela 13: Resultados obtidos do nimero de condrdcitos em cada porgdo do disco degenerado,

expressos em médias, medianas, valores minimos e valores maximos.

Material Minimo Maximo Média Mediana

(A:artnagem 53 213 114,2 108
Anulo Fibroso 66 253 131 123
Nucleo Pulposo 52 205 81,3 68

Material Extruso 35 426 124.6 114,5
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Tabela 14: Resultado da correlac@o entre nimero de condrdcitos na cartilagem com osteofitos
anteriores e posteriores em exames radioldgicos.

| Classificagdo | n | Média do nimero de condrécitos
Presenca de ostedfitos posteriores  N&o 8 87,5
Sim 6 1225
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 5 69
Sim 9 121

NUmero de condroci

0 10 20 30 40 50 60 70
Idade dos Pacientes

Figura 15: Grafico da correlacéo entre idade dos pacientes e o nimero de condrécitos presentes
na cartilagem de discos degenerados.

NUmero de condroci

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tempo de inicio dos sintomas (dias)

Figura 16: Gréfico da correlacdo entre tempo de inicio dos sintomas nos pacientes e o nimero de
condrdcitos presentes na cartilagem de discos degenerados.
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O numero de condrécitos no grupo controle teve a sua distribuicdo
homogénea entre as por¢bes do disco, tendo um numero discretamente menor

gue no grupo caso (tabela 15).

Tabela 15: Resultados obtidos do numero de condrécitos em cada porcdo do disco do grupo

controle, expressos em médias, medianas, valores minimos e valores maximos.

Material Minimo Maximo Média Mediana

Cartilagem 45 128 81,4 74

50 192 98,7 97
34 89 71 80

Anulo Fibroso

Ncleo Pulposo
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A.Reacdo inflamatdria no nucleo pulposo, observar o grande nimero de células no espaco
perivascular indicado pelas setas (coloragdo de hematoxilina e eosina em aumento de 100x).
B.Presenca de reacéo inflamatdria no anulo fibroso, observar acimulo de células ao redor do vaso
indicado pelas setas (coloracdo de hematoxilina e eosina em aumento de 100x).

C.Presenca de vasos sanguineos no anulo fibroso, observar as células endoteliais indicado pelas
setas (coloracdo de hematoxilina e eosina em aumento de 200x).

D.Vasos sanguineos no anulo fibroso, notar a presenca de eritrocitos indicado pelas setas
(coloracdo de hematoxilina e eosina em aumento de 200x).

E.Cartilagem visualizada no aumento 200x com coloracdo de hematoxilina e eosina. Observar a
extensa MEC e a presenca de células distribuidas (setas).

F.Nucleo pulposo visualizado no aumento 200x com coloragdo de hematoxilina e eosina. Observar
a extensa MEC com fibras desorientadas e a pouca presenca de células (setas).

G. Presenca de deposicao de fosfato de célcio em cartilagem observar as areas em vermelho
indicado pelas setas (coloracdo de alizarim em pH 4,2 com aumento de 100x).

H. Presenca de deposicdo de oxalato de célcio em cartilagem observar as areas em vermelho

indicado pelas setas (coloracdo de alizarim em pH 7 com aumento de 100x).

Figura 18: Resultado da imagem de microscopia Optica da lamina, examinada com visualizagao
polarizada. Observa-se area de colageno jovem em verde e colageno maduro em vermelho

(coloracéo de sirius red em aumento de 200x).
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4.4.Dados Imunohistoquimicos

4.4.1. Células inflamatérias

Durante o processo de confecgdo para a andlise imunohistoquimica,
algumas amostras foram perdidas devido as reagbes que ocorrem no tecido
analisado.

As células inflamatérias mostraram-se positivas na imunohistoquimica.
Foram observados os trés tipos celulares inflamatérios presentes, em maior ou
menor numero. A célula inflamatéria predominante foi linfécito T, seguido pelo

linfocito B e por ultimo os macrofagos (tabela 16).

Tabela 16: Resultados obtidos da presenca células inflamatérias encontradas na

imunohistoquimica expressos em médias, medianas, valores minimos e valores maximos.

. Minimo Maximo Média Mediana
Anticorpos
CD68 0 41 11,9 11
CD45-RO 3 240 48,3 23

CD74 0 51 19,5 7
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5. DISCUSSAO

No desenvolvimento e progressdo da doenca degenerativa do disco
intervertebral cervical ocorre uma reorganizacdo tecidual em graus variaveis.
Neste processo observa-se: aparecimento de neovasos, alteragdo no numero de
células, calcificacdo e modificacdo na estrutura e qualidade do colageno.

Levando em consideragcdo material discal lombar extruso, estudos
anteriores identificaram fragmentos dos trés componentes discais (nucleo pulposo,
anulo fibroso e platd cartilaginoso). Em todos os componentes observaram
mudancas degenerativas, incluindo neovascularizacdo, areas de necrose,
calcificagéo. Estes elementos apresentam alteracdes morfo-teciduais distintas,
dependentes da fase que se encontram no processo de degeneragdo do disco.
Isto é devido a particularidades em seus componentes teciduais, bioquimicos e
moleculares (Willburger et al., 2004).

A neovascularizacdo € uma das alteragfes histologicas observadas na
doenca degenerativa discal, e pode ocorrer isoladamente. Estudos prévios, com
discos intervertebrais  herniados lombares, demonstraram que a
neovascularizacdo ndo esta presente em todos os casos e, além disso, pode ser
encontrada em discos nédo degenerados (Doita et al., 1996; Pai et al., 1999). A
neovascularizagdo pode ser interpretada, também, como processo gradativo e
natural do envelhecimento do disco (Ito et al., 1996).

O estudo da vascularizagédo do anulo fibroso (interno e externo) do disco
intervertebral vem sendo analisado e correlacionado a doencas degenerativas do
disco intervertebral lombar (Doita et al., 1996; Pai et al., 1999). Dois aspectos
podem ser distinguidos: de um lado o aumento da vascularizagdo dos tecidos
pode estar relacionado a um mecanismo compensatorio da desidratacdo do
nacleo pulposo. Por outro lado, o desenvolvimento de neovasos, correlacionado
com o processo inflamatério, pode ser responsavel pelo enfraquecimento do anulo

com predisposi¢ao a ruptura.
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No presente estudo foi identificado maior nimero de vasos nas amostras do
grupo operado por doenca degenerativa, com predominante vascularizacdo no
anulo fibroso, embora, em nem todas as porc¢des discais tenham sido evidenciado
vasos (tabela 3). A andlise realizada de correlagdo da presenca de vasos nas
amostras com os sinais clinicos, e da presenca de vasos com alteracdes de
imagem ndo apresentaram significancia estatistica. Resultados semelhantes foram
obtidos em estudos realizados com discos degenerados da coluna lombar (Ito et
al., 1996; Doita et al., 1996).

A presenca ou auséncia de vasos neoformados pode estar relacionada com
o tempo de aparecimento dos sintomas. Estudos com discos lombares indicam
que a formacdo de neovasos aumenta progressivamente com 0 tempo
transcorrido da doenca. A incidéncia de vasos estd proxima de 12,5% nos
pacientes com menos de um més do aparecimento dos sintomas, aumentando
para 82% em pacientes com mais de 6 meses do inicio dos sintomas. O autor
relata, também, que a neovascularizagdo é mais comumente encontrada em
discos herniados lombares do que em discos cervicais. Os discos herniados
lombares apresentaram 61,2% das amostras com neovascularizagdo, enquanto
gue nas amostras herniadas cervicais apenas 3,8% apresentavam neovasos
(Chitkara, 1991).

Neste estudo aqui apresentado foi avaliada a frequéncia de vasos nos
diferentes componentes dos discos cervicais (cartilagem, anulo fibroso, ndcleo
pulposo e material extruso). Diferentemente do que se relata em discos lombares
nao foi encontrada correlacdo com o tempo de evolugéo da doenca (caracterizado
pelo tempo de inicio dos sintomas) e o0 nimero de vasos.

A presenca de reacéo inflamatoéria foi o segundo elemento aqui estudado.
Ela é observada no tecido de granulacdo composto por células inflamatérias e
proliferacdo de vasos (Haro et al., 1996), e foi descrita na maioria dos estudos ja
realizados com discos lombares (Gronblad et al., 1994; Haro et al., 1996; Ito et al.,
1996; Furusawa et al., 2001; Kawaguchi et al.,, 2001; Kato et al., 2004) . No
presente estudo, a presenca de células inflamatérias, caracterizando a presenca
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de reacdo inflamatdria, esta presente em pelo menos uma das por¢cdes discais
degenerados, demonstrando maior positividade na por¢do do anulo fibroso do
disco degenerado (tabela 6). As andlises comparativas entre a existéncia de
reacdo inflamatdria, sinais clinicos e alteracbes de imagem ndo apresentaram
significancia. Todavia, estudos prévios com discos lombares demonstraram haver
correlacdo entre sinais clinicos e alteragcbes de imagem com processo
inflamatorio(Gallucci et al., 1995; Virri et al., 2001a; Aydin et al., 2005).

Foi descrito anteriormente, que a existéncia de aumento na intensidade do
sinal observado ao redor da HDI em imagem de RM pds-contraste de pacientes
com HDI lombar pode ser o resultado de processo inflamatorio, que esteja sendo
detectado, indiretamente, por este método (Gallucci et al., 1995). Reacbes
inflamatdrias em hérnias discais lombares apresentam correlagfes estatisticas
significativas quando comparadas com sinais clinicos. Destes o0s principais
citados correlacionados com reacgdo inflamatoéria sdo tipo e intensidade da dor e
tempo de duracéo da doenca (Virri et al., 2001a; Aydin et al., 2005). Com relacao
ao tempo de duracdo da doenca, foi reportada a prevaléncia de células
inflamatdrias em estdgios agudos da HDI sobre estagios cronicos (Virri et al.,
2001b).

Neste trabalho, a presenca de reacgédo inflamatoria foi analisada sob o ponto
de vista celular. As células inflamatérias (macrofagos, linfécitos T e linfocitos B)
foram identificadas e contadas. O que se observa é a prevaléncia de positividade
do anticorpo CD45-R0O que marca os linfécitos T (tabela 16). Este achado difere
dos dados relatados na literatura, que apontam o macr6fago como célula
predominante em hérnias de discos lombares (Gronblad et al., 1994; Haro et al.,
1996; Ito et al., 1996; Nygaard et al., 1997; Kawaguchi et al., 2001). Esses estudos
indicam que o macrofago possui a fungdo mais importante no processo
inflamatorio da hérnia de disco, devido a sua predominancia sobre outras células
inflamatorias. Para esses autores, os linfocitos T estdo presentes em segundo
lugar, e os linfécitos B em menor quantidade.

Estudos anteriores enfatizam alteragbes nas fibras e nos subtipos do

colageno, nas doencas degenerativas de discos lombares (Guiot et al., 2000).
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Estes autores demonstraram aumento na sua concentracdo e no diametro das
fibras. Através de estudo com imunohistoquimica, foram observados os subtipos
LI 1001V, VL, VI X, X e X O colageno também pode ser subdividido em subtipos
conforme a idade (jovem e maduro)

No presente trabalho, por limitacdo metodoldgica, ndo foram estudados os
subtipos classificados imunohistoquimicamente. Com relagdo as mudancas
morfolégicas e da composi¢cdo da matriz seguindo-se processos degenerativos
discais, foram analisados os colagenos (area ocupada por colageno jovem e
maduro), a presencga e o tipo de calcificagdo, e o nimero de condrdcitos. Desta
forma, levando-se em consideracdo as quatro porgbes coletadas (cartilagem,
anulo fibroso, nucleo pulposo e material extruso) ndo foi observada diferenca
estatistica de distribuicdo de colageno jovem e maduro.

O envelhecimento do coldgeno tem como consequéncia um
enfraguecimento na estrutura do disco intervertebral, levando a herniacdo do
nacleo pulposo (Guiot et al., 2000). Estes autores também enfatizam a existéncia
de alteracbes nas fibras colagenas e em sua qualidade nas doencgas
degenerativas discais lombares, evidenciando aumento na sua concentragao e no
seu didmetro. Com relacdo ao tipo de colageno, através de estudo com
imunohistoquimica, observaram diversos subtipos de colagenos, entre eles o0s
subtipos |, 11, lll, IV, V, VI, IX, X e XI.

Com o procedimento adotado neste estudo, ndo foi possivel observar
diferenca no envelhecimento do colageno, ndo tendo sido possivel estabelecer
correlacdo entre a idade do colageno e o processo de degeneracao discal. Apesar
de ndo ter sido observada correlagdo significativa entre a area (que reflete a
guantidade) de colageno nas quatro estruturas estudadas e os sinais clinicos, esta
correlacdo foi demonstrada em estudos realizados com discos intervertebrais
degenerados lombares (Schollmeier et al., 2000).

A avaliagéo realizada neste estudo da presenca de osteodfitos anteriores
e/ou posteriores em imagens radiologicas e a quantidade de colageno jovem ou
maduro no anulo fibroso mostrou uma correlacdo direta e significativa da

quantidade de coldgeno jovem e a presenca de osteofitos (tabela 9).
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Inversamente, uma quantidade menor de coldgeno maduro foi observada em
individuos do grupo caso que apresentavam ostedfitos. Este achado sugere que a
proliferacdo de colageno (colageno jovem) observada no anulo fibroso, em
resposta ao processo degenerativo, se relaciona a proliferacdo 6ssea necessaria a
estabilizacdo do segmento doente. Nao € possivel afirmar que um seja a causa do
outro, sendo mais provavel que ambos acontecam mediados pelo mesmo principio
fisiopatolégico: instabilidade provoca progresséo da doenca degenerativa discal.

Calcificacbes e alteracdo na quantidade de condrécitos sdo mudancas
morfolégicas comuns e esperadas em discos degenerados lombares (Guiot et al.,
2000; Willburger et al., 2004; Revel, 2006; Roberts et al., 2006).

A presenca de calcificagcdo em discos intervertebrais tem sido descrita
principalmente em exames de imagem como radiografias, portanto sem uma
analise qualitativa do calcio (Benneker et al, 2005). Até o momento, ndo foram
descritas analises da presenca e do tipo de calcio existente em disco herniados,
utilizando coloragéao de alizarim. Este tipo de coloragdo, comumente utilizado para
analise da presenca e caracteriza¢do do tipo de calcio em vasos sanguineos, foi
realizado neste estudo, nos dois grupos (caso e controle), ndo tendo sido possivel
observar histologicamente diferencas na deposicdo de calcio no disco
intervertebral entre os grupos.

Com relacéo ao tipo de calcio, foi observada a presenca do fosfato de célcio
em todas as porgles discais do grupo caso e sendo também presente nas
porcdes da cartilagem e do anulo fibroso do grupo controle tendo uma distribuicao
homogénea entre si. Enquanto que o oxalato de célcio ndo teve sua presenca
observada em nenhum individuo do grupo controle (tabela 11 e 12). Como o
fosfato de calcio é encontrado em meio basico a neutro e o oxalato de célcio
forma-se preferentemente em meio acido (Strasinger, 1998), a acidificacdo do
meio conseqiente ao processo isquémico observado, in vivo e in vitro, nos discos
intervertebrais que sofrem processo degenerativo (fato que é imputado na
etiologia da degeneracédo discal) pode ser uma explicacdo para o achado de
oxalato de calcio, unicamente nos discos que sofreram degeneracdo. Esta € uma

informag&o especulativa, no entanto que suporta uma investigagao subsequente.
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A presenca de calcificacdo, especialmente no platd cartilaginoso, tem sido
aventada tanto como causa, como consequéncia do processo degenerativo que se
observa nos discos intervertebrais. Como conseqiiéncia, pelos motivos Obvios de
que a morte celular predisporia a formacdo de calcificagdes; e como causa da
degeneracdo, porque cristais de calcio foram observados obstruindo os
microcanais nutrientes do platé cartilaginoso, levando a consequente piora da
isquemia e hip6xia do nucleo pulposo (Urban et al., 2004).

A quantidade de condrocitos também foi objeto de pesquisa no presente
estudo. O nimero de condrdcitos foi discretamente maior nos discos acometidos
por degeneracgéo que no grupo controle (tabela 13 e 15).

O tempo de aparecimento dos sintomas apresentou correlacdo estatistica
significativa com quantidade de condrécitos. No entanto, se observa que a maioria
dos casos, em que o numero de condrdcitos foi pequeno, apresenta equivaléncia
temporal (figura 16).

Da mesma maneira que a existéncia de colageno jovem no anulo fibroso
esteve relacionada a maior incidéncia de ostedfitos, a quantidade de condrdcitos
observada na cartilagem, no grupo caso, mostra uma correlacdo direta e
significativa com a presenca dos ostedfitos (tabela 14).

Neste estudo, os sinais clinicos e altera¢fes de imagem foram encontrados
apenas alguns dados com significAncia quando comparadas com 0s demais
achados morfolégicos. Porém, outros estudos envolvendo imagem demonstram
mudancas morfoldgicas e na composi¢cdo da matriz como alteragdes no platé e
calcificagdo. Essas alteragbes sdo mais comuns em pacientes com dor cronica.
Durante a primeira fase de degeneracgéo, pode ser observado, perda de PEGS e
colageno. Consequentemente ha desidratacao do disco, isso é visto em RMN com
a perda do sinal de intensidade nas imagens do disco. Em imagens radiograficas
também sdo esperadas altera¢cdes como: diminuicdo do espaco intervertebral, por
perda da matriz; a presenca de osteofitos, que se formam para agir como
mecanismo de compensacao de distribuicdo de forgas por causa da instabilidade
provocada pela perda de tens&o do disco; e a calcificacao intradiscal (Siivola et al.,
2002; Benneker et al., 2005).
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AlteragOes discais cervicais em RMN sem manifestagdo de sinais clinicos
foram anteriormente descritas. Pacientes jovens assintomaticos apresentavam
alteracoes discais em RMN que indicam degeneragcdo de disco.
Consequentemente mudancas patofisiolégicas no disco nem sempre sédo
acompanhadas de sinais clinicos (Siivola et al., 2002).

Neste estudo foi possivel realizar a andlise de varios aspectos histoldgicos
dos discos intervertebrais, para isso buscamos utilizar técnicas histolégicas que
fossem de conhecimento mundial, de facil confeccdo e baixo custo.
Consequentemente, facilitando o estudo e possibilitando que este possa ter
continuidade em outros centros de pesquisa. Entretanto, os achados sao
multifatoriais, havendo assim diversas maneiras de estuda-los. Temos como
exemplo a reacdo inflamatodria; esta que neste trabalho foi observada apenas pelo
seu aspecto celular, porém, como sabemos, ha varios indicativos de inflamacao
que ndo sO as proéprias células. Isto também ocorre com 0s outros aspectos
pesquisados, consequentemente dificultando a analise individual de cada um dos
achados.

O achado histologico que merece destaque é a presenca de oxalato de
célcio que foi encontrado apenas nos pacientes com disco degenerado, e ndo é
citado na literatura como uma alteragdo discal. Este aspecto histologico instiga
estudos posteriores, principalmente correlacionados com imagens (radiografia,
tomografia ou ressonancia) e analise do pH do disco.
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6. CONCLUSAO

Analisando individualmente as regides discais, o anulo fibroso apresentou
alteracfes histopatolégicas mais proeminentes, com maior presenca de vasos e
reacao inflamatoria significativa.

A reacdo inflamatoria @ mais acentuada em discos intervertebrais
herniados, mas a sua presenc¢a nao foi correlacionada com dados clinicos e de
dados imagem. A analise imunohistoquimica apresentou o linfécito T como célula
inflamatoria mais frequente.

Discos intervertebrais degenerados e herniados tém um maior niumero de
vasos, porém nao se observou correlagcdo entre o tempo de evolucdo da doenga e
neovascularizacao.

A presenca de oxalato de calcio foi observada unicamente em discos
herniados, enquanto a distribuicdo de fosfato de célcio é igual nos dois grupos
(caso e controle).

N&o se observam modificagbes na quantidade de colageno nas diferentes
estruturas de discos nos dois grupos, porém se observa uma correlacéo direta em
sua quantidade no anulo fibroso e a existéncia de osteofitos.

O ndamero de condrécitos estd aumentado em discos degenerados,
podendo se observar uma correlacdo direta com o tempo de instalagdo dos
sintomas. O aumento de condrdcitos na cartilagem também mostrou correlagéo
direta com a presengca de ostedfitos anteriores e posteriores em exames

radiolégicos do grupo caso.
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ANEXO 01
o
0520
‘%wﬁ Protocolo Imunohistoquimica LPE PUCPR

PUCPR

Kit Envision Labeled / Advanced (Dako®)

1.0 — Controles:
1.1 — Humano: sempre usar (prova a eficiéncia do anticorpo)
1.2 — Especifico do animal (prova reatividade do material)
1.3 — Negativo: sempre usar (possivel reacéo inespecifica: ndo recebe
anticorpo)

2.0 — Secagem das laminas overnight: 37° C

3.0 — Desparafinizacdo: usar xilol em temperatura ambiente (2x 10 min); &lcool
etilico absoluto (3x 1 min); alcool etilico 80% (1x 1 min)

4.0 - Bloqueio da peroxidase endogena: solucdo de peroxido de hidrogénio e
metanol 5% (diluir o peréxido em metanol). Lavar em 4gua destilada.

5.0 — Recuperagao antigénica: Levar as laminas mergulhadas em recuperador
Imuno Retriver (Dako®) a cuba de banho-maria a 99° C por 40 min. Apos,
deixar esfriar a temperatura ambiente.

6.0 — Lavar em 4gua destilada, e riscar lamina por lamina com caneta hidrofébica
Dako pen (Dako®), delimitando a area do corte. Até pingar as aliquotas deixar
em tampao TBS tris pH 7.3, evitando a secagem do corte.

7.0 — Pingar as aliquotas de anticorpos e levar em camara umida a geladeira
overnight.

8.0 — Lavar as laminas em tampé&o TBS tris pH 7.3 e deixar no tamp&o por 15 min.

9.0 — Lavar novamente em tampéo, secar e pingar envision / Advanced link
(Dako®) e deixar por 30 min.

10.0 - Lavar em tampé&o, secar e pingar cromogeno DAB (1:1) até a visualizagédo
da cor castanha e lavar rapido em 4gua destilada.

11.0- Contracorar com Hematoxilina de Harris por 5 min. Lavar em agua da
torneira e deixar por 5 min.



12.0 — Desidratar com &lcool etilico absoluto (3x 1 min.)

13.0 — Diafanizar com xilol (3 x 5 min). Montar
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ANEXO 02
CONSENTIMENTO INFORMADO PARA PESQUISA
Ne°:

Projeto: HDI em Regido Cervical: Caracteristicas histopatolégicas e
imunohistoquimicas correlacionadas com manifestacdes clinicas e radiologicas
Propésito da Pesquisa:

HDlintervertebral cervical € uma condi¢&o clinica que causa dor no pescoco,
bracos, cefaléia, podendo evoluir para quadros medulares. Um maior
detalhamento no conhecimento e na ocorréncia das altera¢des histologicas e dos
tipos celulares inflamatorios presentes, possa futuramente nos fazer entender a
patologia do disco.

Descricdo da Pesquisa:

Os voluntarios serdo questionados a respeito da doacao do disco intervertebral
herniado, sendo este coletado durante o procedimento cirargico normal, nao
oferecendo riscos a saude do paciente, bem como nédo afetando o procedimento
cirdrgico.

Possiveis desconfortos de inconveniéncias:

N&o ha nenhum problema para os pacientes voluntarios a participagdo deste
estudo. Especialmente se considerarmos que os discos intervertebrais sdo
rotineiramente analisados pelo laboratério de patologia hospitalar.

Beneficios:

As informacdes obtidas por esta pesquisa podem nao beneficiar os voluntarios
diretamente, mas serédo utilizadas para um maior entendimento da patologia discal
Confidencialidade:

N&o sera divulgada nenhuma informacéo sobre a identidade dos voluntarios.

O material biolégico sera coletado, codificado e armazenado anonimamente.
Participacéao:

E voluntaria. Se vocé n&o quiser participar neste momento, pode solicitar sua
exclusdo da pesquisa. Se desejar obter informagdes relacionadas aos resultados
obtidos, favor entrar em contato com o grupo de pesquisa a qualquer momento, no
Setor de Neurocirurgia do Hospital Universitario Cajuru, Rua Séao José, 300 -
Cristo Rei- Curitiba. Fone: (41) 3271-2730.

Consentimento:

Tenho plena consciéncia de que estou doando este material biol6gico para fins de
pesquisa cientifica relacionada ao estudo da fisiopatologia das hérnias discais.
Confirmo ter conhecimento das informacdes e condi¢des relativas ao conjunto de
procedimentos que constituem esta Coleta.

Eu consinto em patrticipar.

Assinatura
Curitiba, de de 200 _.
Nome:
Endereco:
Telefone contato ()
Idade: anos.
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Resultados das andlises estatisticas das correlacdes entre os dados
histopatologicos dos discos degenerados com os dados clinicos e radiolégicos.

Valores de p<0,05 indicam significancia estatistica

Tabela 1: Resultado da analise comparativa da quantidade de vasos em discos degenerados com
manifestagdes clinicas e radiolégicas encontradas.

Ndmero de Vasos na Cartilagem | Classificagéo | n | Mediana (Min — Max)
Dor Nao 4 2,5(1-19)
Sim 10 2,5(0-17)
Valor de p 0,945
Hoffmann N&o 12 2(0-17)
Sim 2 11 (3-19)
Disturbio de Sensibilidade N&o 4 55(1-19)
Sim 10 2,5(0-17)
Valor de p 0,539
Toénus muscular N&o 2 11 (3-19)
Sim 12 2(0-17)
Presenca de ostedfitos posteriores Né&o 8 55(0-19)
Sim 6 25(1-4)
Valor de p 0,573
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 5 1(0-13)
Sim 9 3(1-19)
Valor de p 0,438
Estenose de forame intervertebral N&o 10 25(0-19)
Sim 4 2(1-17)
Valor de p 0,839
Disco Preto Né&o 4 1(0-19)
Sim 10 3(1-17)
Valor de p 0,304
Acometimento de niveis adjacentes Né&o 4 6 (1-13
Sim 10 2(0-19)
Valor de p 0,539

Namero de Vasos no Anulo Fibroso

Classificagcéo |

Mediana (Min — Max)

Dor

N&o
Sim
Valor de p

10

5,5 (3-27)
15,5 (0 — 249)
0,374

Continua na préxima pagina...
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Hoffmann N&o 12 15,5 (2 — 249)
Sim 2 15(0-3)
Disturbio de Sensibilidade N&o 4 9,5 (3-20)
Sim 10 18,5 (0 — 249)
Valor de p 0.635
Toénus muscular N&o 2 15(0-3)
Sim 12 15, 5 (2 — 249)
Presenca de ostedfitos posteriores N&o 9 (3-249)
Sim 6 19 (0 - 83)
Valor de p 0.950
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 10 (3-29)
Sim 9 11 (0 — 249)
Valor de p 0.898
Estenose de forame intervertebral N&o 10 9(0-29)
Sim 4 57 (2 - 249)
Valor de p 0.142
Disco Preto N&o 4 5,5 (3 - 10)
Sim 10 23,5 (0 — 249)
Valor de p 0.188
Acometimento de niveis adjacentes N&o 4 11,5 (0 - 29)
Sim 10 10,5 (2 - 249)
Valor de p 0.454
Numero de Vasos no Nucleo Pulposo Classificagcéo | n Mediana (Min — Max)
Dor N&o 4 0(0 - 24)
Sim 10 2(0-8)
Valor de p 0.635
Hoffmann N&o 12 0(0-8)
Sim 2 15 (6 — 24)
Disturbio de Sensibilidade N&o 4 6,5 (0 —24)
Sim 10 0(0-6)
Valor de p 0.106
Toénus muscular N&o 2 15 (6 — 24)
Sim 12 0(0-8)
Presenca de ostedfitos posteriores N&o 0(0-24)
Sim 6 2(0-6)
Valor de p 0.662

Continua na préxima pagina...
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Presenca de ostedfitos anteriores N&o 0(0-38)
Sim 9 2 (0 - 24)
Valor de p 0.298
Estenose de forame intervertebral N&o 10 0(0-24)
Sim 4 2(0-2)
Valor de p 0.945
Disco Preto N&o 4 0(0 - 24)
Sim 10 2(0-8)
Valor de p 0.635
Acometimento de niveis adjacentes N&o 4 3(0-38)
Sim 10 1(0-24)
Valor de p 0.733
Numero de Vasos no Material Extruso Classificagao | n | Mediana (Min — Max)
Dor N&o 4 5(0 - 33)
Sim 10 3(0-26)
Valor de p 0.839
Hoffmann N&o 12 2 (0 - 26)
Sim 2 17,5 (2 - 33)
Disturbio de Sensibilidade N&o 4 10,5 (0 - 33)
Sim 10 1(0 - 26)
Valor de p 0.307
Ténus muscular N&o 2 17,5 (0 - 33)
Sim 12 2(0 - 26)
Presenca de ostedfitos posteriores N&o 2(8-133)
Sim 3(0-26)
Valor de p 0.755
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 4(0-10)
Sim 2(0-33)
Valor de p 0.898
Estenose de forame intervertebral N&o 10 3(0-33)
Sim 4 2 (0 - 26)
Valor de p 0.839
Disco Preto N&o 4 8,5 (0 - 33)
Sim 10 1(0-26)
Valor de p 0.240
Acometimento de niveis adjacentes N&o 4 3(0-10)
Sim 10 2(0-33)
Valor de p 1

Final da tabela 1
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Tabela 02: Resultado da andlise comparativa da quantidade de vasos em discos degenerados com
manifestagfes clinicas encontradas.

Coeficiente de correlagao de

Variaveis n Valor de p
Spearman

Tempo de inicio dos sintomas e vasos cartilagem 14 -0,21 0,479
Tempo de inicio dos sintomas e vasos no anulo fibroso 14 0,09 0,759
Tempo de inicio dos sintomas e vasos no nucleo pulposo 14 -0,01 0,981
Idade e vasos na cartilagem

14 -0,02 0,958
Idade e vasos no anulo fibroso

14 0,27 0,356
Idade e vasos no nucleo pulposo

14 0,04 0,904

Tabela 3: Resultado da analise comparativa da presenca de reacdo inflamatdria em discos
degenerados com manifestacdes clinicas e radioldgicas encontradas.

Presenca de reacao Classificacio n Evolugéo Padréo da Dor Hoffmann Disturbio de
inflamatéria < temporal® les&o® sensibilidade
Cartilagem Sim 2 2 (100%) 1 (50%) 2 (100%) 0 (0%) 1 (50%)
Néo 12 6 (50%) 10 (83,3%) 8 (66,7%) 2 (16,7%) 9 (75%)
Valor de p 0,472 0,395 1 1 0,505
Anulo Fibroso Sim 11 5 (45,5%) 10 (90,9%) 8 (72,7%) 0 (0%) 8 (72,7%)
Néo 3 3 (1009%) 1 (33,3%) 2 (66,7%) 2 (66,7%) 2 (66,7%)
Valor de p 0,208 0,093 1 0,033 1
Ndcleo Pulposo Sim 1 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
Néo 13 7 (53,8%) 11 (84,6%) 10 (76,9%) 1(7,7%) 10 (76,9%)
Valor de p 1 0,214 0,285 0,142 0,285
Material Extruso Sim 5 (62,5%) 6 (75%) 6 (75%) 2 (25%) 5 (62,5%)
Néo 3 (50%) 5 (83,3%) 4 (66,7%) 0 (0%) 5(83,3)
Valor de p 1 1 1 0,473 0,580
Presenca de reacio Forca Tonus Presencade | Presencade Estenose de
. ca ¢ Classificagcéo n ¢ 3 4 osteofitos osteofitos forame
inflamatéria Muscular muscular . p .
posteriores anteriores intervertebral
Cartilagem Sim 2 1 (50%) 2 (100%) 1 (50%) 2 (100%) 1 (50%)
Né&o 12 7 (58,3%) 10 (83,3%) 5 (41,7%) 7 (58,3%) 3 (25%)
Valor de p 1 1 1 1 0,505
Anulo Fibroso Sim 11 7 (63,6%) 11(100%) 4 (36,4%) 6 (54,5%) 3(27,3%)
Né&o 3 1 (33,3%) 1 (33,3%) 2 (66,7%) 3 (0%) 1 (33,3%)
Valor de p 0,538 0,538 0,033 0,538 0258
Ntcleo Pulposo Sim 1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
Né&o 13 8 (61,5%) 12 (92,3%) 6 (46,2%) 8 (61,5%) 4 (30,8%)
Valor de p 0,428 0,428 0,142 1 1

! Piora no quadro clinico

2 | esdo Radicular

® Grau V - forca normal
* Ténus muscular normal

Continua na préxima pagina...
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Material Extruso Sim 5 (62,5%) 6(75%) 3 (37,5%) 5 (62,5%) 1(12,5%)
Nao 3 (50%) 6 (100%) 3 (50%) 4 (66,7%) 3 (50%)
Valor de p 1 1 0,472 1 1
Presenca de reacao I . Local da 6 Acomet'im_ento
inflamatéria Classificagcéo n Disco Preto Extruso’ Reflexo a((jjjeagl(;/netlgs
Cartilagem Sim 2 2 (100%) 1 (50%) 2 (100%) 2 (100%)
Né&o 12 8 (66,7%) 9 (75%) 7 (58,%) 8 (66,7%)
Valor de p 1 1 0,505 0,505
Anulo Fibroso Sim 11 8 (72,7%) 9(8L,8%)  8(72,7%) 8 (72,7%)
Né&o 3 2 (66,7%) 1 (33,3%) 1 (33,3%) 2 (66,7)
Valor de p 0,538 1 0,175 0,505
Ntcleo Pulposo Sim 1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
Né&o 13 10 (76,9%) 10 (77%) 9 (69,2%) 9 (69,2%)
Valor de p 0,428 0,285 0,285 0,357
Material Extruso Sim 5 (62,5%) 6(75%) 3 (37,5%) 5 (62,5%)
Né&o 6 5 (83,3%) 4 (66,6%) 6 (100%) 5 (83,3%)
Valor de p 1 1 1 0,031

Tabela 4: Resultado da analise comparativa da presenca de reacdo inflamatdria em discos

degenerados com tem

o de inicio dos sintomas apresentado pelos pacientes.

Presenca de reacéao

Classificagcéo

n

Tempo inicio sintomas

inflamatéria Mediana (Min — Max)
Cartilagem Sim 2 202,5 (105 — 300)
Nao 12 110 (10 — 2880)
Anulo Fibroso Sim 11 105 (10 — 2880)
N30 3 365 (21 — 1800)
Valor de p 0,456
Ndcleo Pulposo Sim 1 21
Nao 13 160 (10 — 2880)
Material Extruso Sim 82,5 (20 — 1800)
Nao 6 230 (10 — 2880)
Valor de p 0,662

% Local da extrusdo - lateral

® Reflexo normal
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Tabela 5: Resultado da andlise comparativa da area de colageno em discos degenerados com
manifestagdes clinicas e radiolégicas encontradas.

Area de Colageno Maduro na Cartilagem | Classificagao | n | Mediana (Min — Max)
Dor Nao 4 34,8 (27,8 — 44, 3)
Sim 10 42,2 (4,4-99,9)
Valor de p 0,6
Hoffmann Né&o 12 34,8 (4,4 -99,9)
Sim 2 54,2 (44,3 - 64,2)
Disturbio de Sensibilidade N&o 4 39,3 (31,8 - 48)
Sim 10 35,8 (4,4-99,9)
Valor de p 1
Toénus muscular N&o 2 54,2 (44,3 - 64,2)
Sim 12 34,8 (4,4-99,9)
Presenca de ostedfitos posteriores Né&o 39,3 (4,4-99,9)
Sim 6 35,8 (19,6 — 64,2)
Valor de p 0,6
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 31,8 (4,4-99,9)
Sim 9 44,3 (19,6 —99,9)
Valor de p 0,2
Estenose de forame intervertebral N&o 10 39,8 (4,4 -99,9)
Sim 4 28,2 (19,6 — 66)
Valor de p 0,5
Disco Preto Né&o 4 39,3 (27,8 - 99,9)
Sim 10 35,8 (4,4-99,9)
Valor de p 0,7
Nao 4 29,8 (4,4 - 64,2)
Acometimento de niveis adjacentes Sim 10 40,3 (19,6 — 99,9)
Valor de p 0,2

Area de Colageno Maduro no Anulo Fibroso

Classificagcéo

Mediana (Min — Max)

Dor

Hoffmann

Distarbio de Sensibilidade

Toénus muscular

Nao
Sim

Nao

Sim

Nao

Sim

Nao
Sim

Valor de p

Valor de p

10

12

10

12

57,5 (15,8 — 83)
44,7 (14,9 - 87,1)
0,6

45,9 (15,8 — 87,1)
32 (14,9 — 49,0)

50,9 (46,2 — 83)
40,5 (14,9 - 87,1)
0,2

32 (14,9 - 49)
45,9 (15,8 - 87,1)
Continua na préxima pagina...




Presenca de ostedfitos posteriores N&o 8 57,5 (43,8 -87,1)

Sim 6 30,8 (14,9 - 52,7)
Valor de p 0,008
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 5 66,1 (45,6 - 87,1)
Sim 9 37,2(14,9-87,1)
Valor de p 0,060
Estenose de forame intervertebral N&o 10 50,9 (14,9 -87,1)
Sim 4 35,8 (27,2 - 43,8)
Valor de p 0,106
Disco Preto N&o 4 74,5 (49 - 87,1)
Sim 10 40,5 (14,9 -87,1)
Valor de p 0,024
Acometimento de niveis adjacentes N&o 4 29,8 (4,4 —-64,2)
Sim 10 40,3 (19,6 — 99,9)
Area de Colageno Maduro no Nucleo Pulposo | Classificacdo | n | Mediana (Min — Max)
Dor Nao 4 33,5(13,4-41,4)
Sim 10 51 (18,9 - 67,5)
Valor de p 0,14
Hoffmann Né&o 12 39,9 (13,4 - 67,5)
Sim 2 47 (41,4- 52,5)
Disturbio de Sensibilidade Né&o 4 45,4 (32,9 - 53,2)
Sim 10 39,9 (13,4 - 67,5)
Valor de p 0,83
Toénus muscular N&o 2 47 (41,4 - 52,5)
Sim 12 39,9 (13,4 - 67,5)
Presenca de ostedfitos posteriores Né&o 8 49,4 (13,4 - 67,5)
Sim 6 31,9 (18,9-52,5)
Valor de p 0,18
Presenca de ostedfitos anteriores Né&o 5 45,6 (13,4 - 53,6)
Sim 9 41,4 (18,9 - 67,5)
Valor de p 1
Estenose de forame intervertebral Né&o 10 47,5 (13,4 - 53,6)
Sim 4 25,9 (18,9 - 67,5)
Valor de p 0,37
Disco Preto Né&o 4 37,2 (13,4 - 53,6)
Sim 10 47,5 (18,9 - 67,5)
Valor de p 0,53

Continua na préxima pagina...




80

Acometimento de niveis adjacentes N&o 4 49 (13,4 - 53,2)
Sim 10 37,8 (18,9-67,5)
1
Area de Colageno Maduro no Material Classificago n Mediana (Min — Max)
Extruso
Dor N&o 4 47,3 (39,2 -61,5)
Sim 10 34,6 (4,6 - 94)
Valor de p 0,24
Hoffmann Né&o 12 38,9 (4,6 - 94)
Sim 2 50,0215 (41 - 58,9)
Disturbio de Sensibilidade N&o 4 43,6 (30,7 - 53,7)
Sim 10 38,9 (4,6 - 94)
Valor de p 0,63
Toénus muscular N&o 2 50 (41 - 58,9)
Sim 12 38,9 (4,6 - 94)
Presenca de ostedfitos posteriores N&o 39,8 (4,6 - 61,5)
Sim 40,6 (13,3-94)
Valor de p 0,66
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 46,2 (4,6 - 61,5)
Sim 9 39,2 (13,3-94)
Valor de p 0,89
Estenose de forame intervertebral N&o 10 40,1 (4,6 - 61,5)
Sim 4 40,3 (13,3-94)
Valor de p 0,94
Disco Preto N&o 4 47,3 (27,9 - 61,5)
Sim 10 38,9 (4,6 - 94)
Valor de p 0,45
Acometimento de niveis adjacentes Né&o 4 52,5 (4,6 - 61,5)
Sim 10 38,9 (13,3 -94)
Valor de p 0,45
Area de Colageno Jovem na Cartilagem Classificagcéo n Mediana (Min — Max)
Dor N&o 4 62,5 (55,6 - 72,1)
Sim 10 57,7 (0,001 - 95,5)
Valor de p 0,73
Hoffmann N&o 12 64,1 (0,001 - 95,5)
Sim 2 45,7 (35,7 - 55,6)

Continua na préxima pagina...
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Disturbio de Sensibilidade Né&o 4 51,9 (58 - 68,1)
Sim 10 64,1 (0,001 - 95,5)
Valor de p 0,8
Toénus muscular N&o 2 45,7 (35,7 - 55,6)
Sim 12 64,1 (0,001 - 95,5)
Presenca de ostedfitos posteriores N&o 58 (0,001 - 95,5)
Sim 64,1 (35,7 - 80,3)
Valor de p 0,4
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 68,1 (0,001 - 95,5)
Sim 9 55,6 (0,001 - 80,3)
Valor de p 0,4
Estenose de forame intervertebral N&o 10 58 (0,001 - 95,5)
Sim 4 71,7 (33,9 - 80,3)
Valor de p 0,4
Disco Preto Né&o 4 58 (0,001 - 72,1)
Sim 10 64,1 (0,001 - 95,5)
Valor de p 0,5
Acometimento de niveis adjacentes Né&o 4 70,1 (35,7 - 95,5)
Sim 10 58 (0,001 - 80,3)
Valor de p 0,2
Area de Colageno Jovem no Anulo Fibroso Classificagao n Mediana (Min — Max)
Dor Nao 4 42,4 (16,9 - 84,1)
Sim 10 55,2 (12,8 - 85)
Valor de p 0,6
Hoffmann N&o 12 53,6 (12,8 - 84,1)
Sim 2 67,9 (50,9 - 85)
Disturbio de Sensibilidade N&o 4 16,9 (49 - 53)
Sim 10 59,4 (12,8 - 85)
Valor de p 0,2
Toénus muscular Né&o 2 67,9 (50,9 — 85)
Sim 12 53,6 (12,84 - 84,1)
Presenca de ostedfitos posteriores Né&o 42,4 (12,8 - 56,1)
Sim 6 69,1 (47,2 - 85)
Valor de p 0,008
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Presenca de ostedfitos anteriores Né&o 5 33,8 (12,8-54,3)
Sim 9 62,7 (12,8 - 85)
Valor de p 0,06
Estenose de forame intervertebral N&o 10 49 (12,8 - 85)
Sim 4 64,1 (56,1 - 72,7)
Valor de p 0,1
Disco Preto N&o 4 25,4 (12,8 - 50,9)
Sim 10 59,4 (12,8 — 85)
Valor de p 0,02
Acometimento de niveis adjacentes N&o 4 53,6 (33,8 — 85)
Sim 10 53,5(12,8 - 84,1)
Valor de p 0,7
Area de Colageno Jovem no Ndcleo Pulposo Classificagao n Mediana (Min — Max)
Dor Nao 4 66,4 (58,5 - 86,5)
Sim 10 48,9 (32,4 - 81)
Valor de p 0,1
Hoffmann N&o 12 60 (32,4 - 86,5)
Sim 2 52,9 (47,4 - 58,5)
Disturbio de Sensibilidade Né&o 4 46,7 (54,5 - 67)
Sim 10 60,091 (32,4 - 86,5)
Valor de p 0,8
Toénus muscular Né&o 2 52,9 (47,4 - 58,5)
Sim 12 60 (32,4 - 86,5)
Presenca de ostedfitos posteriores N&o 50,5 (32,4 - 86,5)
Sim 68 (47,4 —81)
Valor de p 0,2
Presenca de ostedfitos anteriores Né&o 54,3 (46,3 - 86,5)
Sim 9 58,5 (32,4 - 81)
Valor de p 1
Estenose de forame intervertebral Né&o 10 52,4 (46,3 - 86,5)
Sim 4 74 (32,4 -81)
Valor de p 0,3
Disco Preto Né&o 4 62,7 (46,3 - 86,5)
Sim 10 52,4 (32,4 - 81)
Valor de p 0,5
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Acometimento de niveis adjacentes Né&o 4 50,9 (46,7 - 86,5)
Sim 10 62,1 (32,4 - 81)
Valor de p 1
Area de Colageno Jovem no Material Extruso Classificagao n Mediana (Min — Max)
Dor Nao 4 52,6 (38,4 - 60,7)
Sim 10 65,3 (5,9 - 95,3)
Valor de p 0,2
Hoffmann N&o 12 61 (5,9 - 95,3)
Sim 2 49,9 (41 - 58,9)
Disturbio de Sensibilidade Né&o 4 46,2 (56,3 - 69,2)
Sim 10 61 (5,9 - 95,3)
Valor de p 0,6
Toénus muscular N&o 2 49,9 (41 - 58,9)
Sim 12 61 (5,9 - 95,3)
Presenca de ostedfitos posteriores N&o 60,14 (38,4 - 95,3)
Sim 6 59,3 (5,9 - 86,6)
Valor de p 0,6
Presenca de ostedfitos anteriores Né&o 53,7 (38,4 - 95,3)
Sim 60,7 (5,9 - 86,6)
Valor de p 0,8
Estenose de forame intervertebral Né&o 10 59,8 (38,4 - 95,3)
Sim 4 59,6 (5,9 - 86,6)
Valor de p 0,8
Disco Preto Né&o 4 52,6 (38,4-72)
Sim 10 61 (5,9 - 95,3)
Valor de p 0,4
Acometimento de niveis adjacentes Né&o 4 47,4 (38,4 - 95,3)
Sim 10 61 (5,9 - 86,6)
Valor de p 0,4
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Tabela 6: Resultado da analise comparativa da presenca de fosfato de calcio em discos
degenerados com manifestacdes clinicas e radioldgicas encontradas.

Pregen_ga de fosfato Classificagcéo n Evolugaol Padra~o gja DOR Hoffmann P'.Sit
de célcio temporal Lesédo sensibilidade
Cartilagem Sim 3 2 (66,7%) 3 (100%) 2 (66,7%) 0 (0%) 2 (66,7%)
Néo 1 6 (54,5%) 8 (72,7%) 8 (72,7%) 2 (18,2%) 8 (72,7%)
Valor de p 1 1 1 1 1
Anulo Fibroso Sim 2 1 (50%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (50%)
N&o 12 7 (58,3%) 9 (75%) 10 (83,3%) 2 (16,7%) 9 (75%)
Valor de p 1 1 0,065 1 0,505
Ntcleo Pulposo Sim 2 1 (50%) 2 (100%) 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%)
Né&o 12 7 (58,3%) 9 (75%) 9(75%) 2 (16,7%) 9 (75%)
Valor de p 1 1 0,505 1 0,505
Material Extruso Sim 3 2 (66,7%) 3 (100%) 1(33,3%) 0 (0%) 1(33,3%)
N&o 1 6 (54,5%) 8 (72,4%) 9 (81,8%) 2 (18,2%) 9 (81,8%)
Valor de p 1 1 0,175 1 0,175
o Presencade | Presencade Estenose de
Presenca de fosfato I Forca Tonus s s
P Classificagcéo n 3 4 osteofitos osteofitos forame
de célcio Muscular muscular . . .
posteriores anteriores intervertebral
Cartilagem Sim 3 1 (33,3%) 3 (1009%) 1 (33,3%) 1 (33,3%) 1 (33,3%)
Néo 1 7 (63,3%) 9 (81,8%) 5 (45,5%) 8 (72,7%) 3(27,3%)
Valor de p 0,538 1 1 0,505 1
Anulo Fibroso Sim 2 1 (50%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Né&o 12 7(58,3%) 10 (83,3%) 6 (50%) 9 (75%) 4 (33,3%)
Valor de p 1 1 0,472 0,109 1
Nucleo Pulposo Sim 2 1 (50%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Né&o 12 7(58,3%) 10 (83,3%) 6 (50%) 9 (75%) 4 (33,3%)
Valor de p 1 1 0,472 0,109 1
Material Extruso Sim 3 2 (66,7%) 3 (1009%) 1 (33,3%) 1 (33,3%) 0 (0%)
Néo 1 6 (54,5%) 9 (81,8%) 5 (45,5%) 8 (72,7%) 4 (36,4%)
Valor de p 1 1 1 0,505 0,505
Acometimento
géecs;&goa de fosfato Classificagcéo n Disco Preto é;?:lsggs Reflexo® de niveis
adjacentes
Cartilagem Sim 3 2 (66,7%) 3 (1009%) 1 (33,3%) 1 (33,3%)
Né&o 1 8(72,7%)  7(63,7%) 8 (72,7%) 9 (81,8%)
Valor de p 1 0,505 0,175 0,505
Anulo Fibroso Sim 2 0 (0%) 2 (100%) 1(50%) 1 (50%)
Né&o 12 10(83,3%) 8 (66,7%) 8 (66,7%) 9 (75%)
Valor de p 0,065 1 0,505 1
Nucleo Pulposo Sim 2 1 (50%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Né&o 12 9(75%) 8 (66,7%) 9 (75%) 10 (83,3%)
Valor de p 0,505 1 0,065 0,109
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Material Extruso Sim 3 1(33,3%) 3 (100%) 2 (66,7%) 2 (66,7%)
Né&o 1 9(81,8%)  7(63,7%) 7 (63,6%) 8 (72,7%)
Valor de p 0,175 0,505 1 1

Final da tabela 6
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Tabela 7: Resultado da analise comparativa da presenca de fosfato de calcio em discos
o de inicio dos sintomas apresentado pelos pacientes.

degenerados com tem

Presenca de fosfato de
célcio

Classificagcéo

n

Tempo inicio sintomas
Mediana (Min — Max)

Cartilagem

Anulo Fibroso

Nucleo Pulposo

Material Extruso

Sim
N&o
Valor de p

Sim
Nao

Sim
Nao

Sim
N&o
Valor de p

11

12

12

11

132,5 (20 — 2880)

132,5 (10 — 2880)

180 (20 — 2880)
105 (10 — 1800)
0,769

95 (10 — 180)

100 (20 — 180)

105 (10 — 180)
160 (20 — 2880)
0,456

Tabela 8: Resultado da andlise comparativa da presenca de oxalato de célcio em discos
degenerados com manifestacdes clinicas e radioldgicas encontradas.
Presenca de oxalato I Evolugéo Padréo da Dist
. Classificagcéo n 1 x 2 Dor Hoffmann o
de célcio temporal Lesédo sensibilidade
Cartilagem Sim 2 1 (50%) 2(100%) 1 (50%) 0 (%) 2 (100%)
N&o 12 7 (58,3%) 9(75%) 9 (75%) 2 (16,7%) 8 (66,7%)
Valor de p 1 1 0,505 1 1
Anulo Fibroso  Sim 1 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
N&o 13 7 (53,8%) 10 (77%) 10 (76,%) 2 (15,4%) 9 (69,2%)
Valor de p 1 1 0,285 1 1
Material Extruso  Sim 1 0 (0%) 1(100%) 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)
N&o 13 8 (61,5%) 10 (77%) 9 (69,2%) 2 (15,4% 9 (69,2%)
Valor de p 0,357 1 1 1 1
o Presencade | Presencade | Estenose de
Presenca de oxalato I Forca Tonus s i
o Classificagcéo n 3 4 osteofitos osteofitos forame
de célcio Muscular muscular ) . .
posteriores anteriores intervertebral
Cartilagem Sim 2 2 (100%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
N&o 12 6 (50%) 10 (83,3%) 6 (50%) 9 (75%) 4 (33,3%)
Valor de p 0,472 1 0,472 0,109 1
Anulo Fibroso Sim 1 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
N&o 13 7(53,8%) 11 (84,6%) 6 (46,2%) 9 (69,2%) 4 (30,8%)
Valor de p 1 1 1 0,357 1
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Material Extruso Sim 1 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
N&o 13 7(53,8%) 11 (84,6%) 6 (46,2%) 9 (69,2%)
Valor de p 1 1 1 0,357
Prese(rjn;a Qe_oxalato Classificago n Disco Local gas Reflexo® Af:or_netirrjento de
e célcio Preto Extrusao niveis adjacentes
Cartilagem Sim 2 1 (50%) 2 (100%) 1 (50%) 0 (0%)
N&o 12 9 (75%) 8 (66,7%) 8 (66,7%) 10 (83,3%)
Valor de p 0,505 1 0,065 1
Anulo Fibroso Sim 1 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
N0 13 (76,901/0(; 9(69,2%) 9 (69,2%) 10 (76,9%)
Valor de p 0,285 1 0,285 0,375
Material Extruso Sim 1 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%)
N&o 13 9(69,2%) 9 (69,2%) 8 (61,5%) 10 (76,9%)
Valor de p 1 1 0,285 1

Final da tabela 8

0 (0%)
4 (30,8%)
1

Tabela 9: Resultado da andlise comparativa da presenca de oxalato de célcio em discos

degenerados com tem

o de inicio dos sintomas apresentado pelos pacientes.

Presenca de oxalato de

Classificacéo

n

Tempo inicio sintomas

célcio Mediana (Min — Max)
Cartilagem Sim 2 105 (30 - 180)
Né&o 12 132,5 (10 — 2880)
Anulo Fibroso Sim 1 180
N&o 13 105 (10 — 2880)
Material Extruso Sim 1 30
Nao 13

160 (10 — 2880)

Tabela 10: Resultado da andlise comparativa da quantidade de condrocitos em discos
degenerados com manifestacdes clinicas e radioldgicas encontradas.

Numero de Condrdcitos na Cartilagem

| Classificagcéo | n |

Mediana (Min — Max)

Dor

Hoffmann

Distarbio de Sensibilidade

Toénus muscular

N&o
Sim
Valor de p

Nao
Sim

N&o
Sim
Valor de p

Nao
Sim

4
10

12

10

12

87,5 (69 — 107)
119 (53 — 213)
0,142

108 (53 — 213)
105 (93 — 117)

99 (69 — 213)
113 (53 — 200)
0,839

105 (93 — 117)
108 (53 — 213)
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Presenca de ostedfitos posteriores N&o 87,5 (53 — 134)
Sim 6 122,5 (107 - 213)
Valor de p 0,029
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 69 (53 — 105)
Sim 9 121 (93 - 213)
Valor de p 0,002
Estenose de forame intervertebral N&o 10 99 (53 - 213)
Sim 4 131 (109 — 200)
Valor de p 0,054
Disco Preto N&o 4 75,5 (53 - 93)
Sim 10 119 (68 — 213)
Valor de p 0,014
Acometimento de niveis adjacentes Né&o 4 93,5 (68 — 117)
Sim 10 115 (53 - 213)
Valor de p 0,240
Numero de Condrécitos no Anulo Fibroso Classificagao | n | Mediana (Min — Max)
Dor Nao 4 125 (66 — 236)
Sim 10 123 (75 - 253)
Valor de p 0,945
Hoffmann Né&o 12 132 (75 - 253)
Sim 2 72,5 (66 — 79)
Disturbio de Sensibilidade N&o 4 110,5 (66 — 150)
Sim 10 129 (75 - 253)
Valor de p 0,539
Toénus muscular Né&o 2 72,5 (66 — 79)
Sim 12 132 (75 - 253)
Presenca de ostedfitos posteriores N&o 118 (66 — 155)
Sim 6 137 (77 — 253)
Valor de p 0,414
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 116 (75 — 155)
Sim 126 (66 — 253)
Valor de p 0,898
Estenose de forame intervertebral Né&o 10 118 (66 — 236)
Sim 4 143 (77 — 253)
Valor de p 0,454
Disco Preto Né&o 4 85 (66 — 155)
Sim 10 132 (77 — 253)
Valor de p 0,188
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Acometimento de niveis adjacentes N&o 4 133 (79 — 155)
Sim 10 123 (66 — 253)
Valor de p 0,733
Numero de Condrdcitos no Nucleo Pulposo Classificagcéo | n | Mediana (Min — Max)
Dor Nao 4 62 (54 - 70)
Sim 10 76,5 (52 — 205)
Valor de p 0,188
Hoffmann N&o 12 68 (52 — 205)
Sim 2 85,5 (54 — 117)
Disturbio de Sensibilidade Né&o 4 65 (54 — 90)
Sim 10 73 (52 — 205)
Valor de p 0,733
Toénus muscular N&o 2 85,5 (54 - 117)
Sim 12 68 (52 — 205)
Presenca de ostedfitos posteriores N&o 62 (52 - 88)
Sim 6 83,5 (62 — 205)
Valor de p 0,029
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 64 (57 — 76)
Sim 9 77 (52 — 205)
Valor de p 0,298
Estenose de forame intervertebral Né&o 10 68 (54 — 117)
Sim 4 69,5 (52 — 205)
Valor de p 1
Disco Preto N&o 4 62 (54 — 76)
Sim 10 73,5 (52 - 205)
Valor de p 0,240
Acometimento de niveis adjacentes Né&o 4 63 (57 - 117)
Sim 10 73 (52 — 205)
Valor de p 0,733
Numero de Condrdcitos no Material Extruso Classificagao | n | Mediana (Min — Max)
Dor Nao 4 136 (35 — 155)
Sim 10 87,5 (51 — 426)
Valor de p 0,635
Hoffmann Né&o 12 103 (35 — 426)
Sim 2 119,5 (99 — 140)
Disturbio de Sensibilidade Né&o 4 108 (35 - 148)
Sim 10 114,5 (51 — 426)
Valor de p 0,945
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Toénus muscular N&o 2 119,5 (99 — 140)
Sim 12 103 (35 — 426)
Presenca de ostedfitos posteriores Né&o 75 (35 - 155)
Sim 131 (51 - 426)
Valor de p 0,414
Presenca de ostedfitos anteriores N&o 76 (35— 155)
Sim 9 130 (51 — 426)
Valor de p 0,699
Estenose de forame intervertebral N&o 10 115,5 (35 — 426)
Sim 4 99,5 (51 — 426)
Valor de p 0,733
Disco Preto Né&o 4 105 (35 — 155)
Sim 10 114,5 (51 — 426)
Valor de p 0,839
Acometimento de niveis adjacentes N&o 4 119,5 (76 — 155)
Sim 10 102 (35 — 426)
Valor de p 0,374

Final da tabela 10

Tabela 07: Resultado da andlise comparativa da
degenerados com manifestacgoes clinicas encontradas.
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guantidade de condrocitos em discos

Coeficiente de correlagao de

n Spearman Valor de p
Tempo de inicio dos sintomas e condrdécitos na cartilagem 14 0,56 0,039
Tempo de inicio dos sintomas e condrécitos no anulo fibroso 14 0,27 0,349
Tempo de inicio dos sintomas e condrécitos no nucleo
pulposo 14 0,36 0,204
Idade e condrécitos na cartilagem

14 0,71 0,005
Idade e condrécitos no anulo fibroso

14 0,10 0,725
Idade e condrécitos no nicleo pulposo 14 0,19 0,512




