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RESUMO

Diversos fatores associados a menopausa contribuem para
mudancas na pele, incluindo envelhecimento cronoldgico do organismo e a
auséncia de hormonios esterdides. Sabe-se que a supressdo dos horménios
sexuais causa alteracdes na matriz extracelular. O acido hialurénico (HA) € um
glicosaminoglicano de alto peso molecular e € 0 maior componente da matriz
extracelular da pele. A pele contém aproximadamente 50% de todo HA do
organismo. Diversas func¢des bioldgicas foram atribuidas ao acido hialurdnico,
tais como: estabilizacdo da matriz extracelular, retencdo de agua, lubrificacdo
de articulagcbes, proliferacdo celular e regulacdo das atividades celular. A
glicosamina sulfato (Glc) e o condroitim sulfato (CS), ambos componentes da
matriz extracelular, tém sido utilizados no tratamento da osteoartrite. A
glicosamina sulfato € um amino acucar que esta presente em todo tecido
humano e € precursora na biossintese dos glicosaminoglicanos e
proteoglicanos. O condroitim sulfato € um glicosaminoglicano formado por
unidades dissacaridicas repetidas contendo galactosamina sulfato e acido
glucurénico. Entretanto, os efeitos da glicosamina sulfato apenas ou associada
ao condroitim sulfato (Glc/CS) ainda sdo desconhecidos na pele. O presente
trabalho analisa a distribuicdo do &cido hialurénico na pele de ratas
ooforectomizadas e tratadas com Glc ou Glc/CS. Ratas wistar (n = 50) foram
divididas em dois grupos: nao ooforectomizados (controle) e ooforectomizados
(experimental). Os animais receberam por gavagem 0,0214 mg Dinaflex®
(glicosamina sulfato) ou de Condroflex® (glicosamina sulfato + condroitim
sulfato) por grama de peso do animal dissolvidos em 250 ul de 4gua durante 45
e 60 dias. As peles foram retiradas e foram analisados o0s seguintes
parametros: 1) espessura da derme e epiderme; 2) localizacdo histoquimica do
acido hialurénico na epiderme e derme; 3) quantificacdo bioquimica do acido
hialurbnico na pele. Os resultados mostraram que: 1) Animais
ooforectomizados apresentam diminui¢cdo na concentracdo de acido hialurénico
na pele; 2) Animais ooforectomizados e tratados com agua ou glicosamina
sulfato ou glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato, por 45 e 60 dias

nao apresentam alterag6es na concentracdo de &cido hialurdénico na pele; 3) A

Xi



administracao terapéutica destes compostos deve levar em consideragao as
peculiaridades de cada tecido, uma vez que a literatura mostra que a

cartilagem responde a administracéo terapéutica destes agucares.
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O envelhecimento da populacdo mundial € um fenbmeno novo ao
gual mesmo 0s paises mais ricos e poderosos ainda estdo tentando se
adaptar. Desde a década de 50, a maioria dos idosos vive em paises do
Terceiro Mundo. O Brasil, com as caracteristicas de um pais em
desenvolvimento, passa pelo processo de aumento da expectativa de vida. O
aumento da populacdo idosa serd da ordem de 15 vezes, entre 1950 e 2025,
enquanto que o da populacdo como um todo sera de cinco vezes n0O Mesmo
periodo (Kalache et al., 1987).

Com melhorias na qualidade e na provisao dos cuidados médicos, a
expectativa de vida média da mulher no mundo inteiro aumentou
dramaticamente em relacdo ao século passado. Enquanto a populacdo da
mulher na menopausa aumenta, o interesse nos efeitos e na influéncia do
hormdnio estrogeno em diversos sistemas do corpo cresce cada vez mais
(Shah, Maibach, 2001).

O horménio estrégeno € benéfico em reduzir o risco de osteoporose,
de fraturas 0ssea e possivelmente de doencas cardiovasculares nas mulheres.
Embora os efeitos do horménio estrogeno em diversos sistemas do corpo ter
sido estudado, uma area pouco examinada, é a influéncia do hormoénio
estrogeno na pele (Shah, Maibach, 2001). A pele é um 6rgao alvo para varios

tipos de horménios incluindo o estrogeno (Schmidt et al., 1990).

A pele € o maior 6rgao do corpo. Anatomicamente, a pele é
compreendida por duas camadas: a epiderme que forma a camada externa
(tecido epitelial) e € constituida principalmente por queratindcitos e
melandcitos. A derme forma a camada mais profunda compreendendo o
volume maior da pele (tecido conjuntivo) e € constituida principalmente por
células e matriz extracelular (Brincat et al., 2005). A matriz extracelular
consiste em diferentes combina¢des de proteinas fibrosas, além de moléculas
que incluem as glicoproteinas, os glicosaminoglicanos e proteoglicanos (Prost-

Squarcioni et al., 2008).

A qualidade da pele piora com a idade devido aos efeitos do
envelhecimento cronoldgico do organismo, fatores ambientais e de deficiéncia

hormonal (Bolognia et al.,, 1989). A funcdo do horménio estrégeno na
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integridade da pele foi concretizada com a descoberta dos receptores para
estrogeno em fibroblastos na derme e em queratinécitos na epiderme
(MacLean et al.,, 1990; Brincat et al., 2005). Segundo Tammi (1991), os
fibroblastos e os queratindcitos séo as principais células que sintetizam o acido
hialurénico e de acordo com estudos realizados por Uzuka et al., (1981), o
hormdnio estrégeno aumenta consideravelmente a sintese de acido hialurdnico

na pele de ratas.

A pele contém cerca de 0,5 a 1,0 mg de tecido molhado de acido
hialurénico, ou aproximadamente 50% de todo o HA de um dado organismo
(Laurent e Fraser, 1992; Harada, Takahashi, 2007). Na pele, o acido
hialurénico, tem sido localizado na matriz extracelular do tecido conjuntivo
(derme) e nos espacos intercelulares das camadas espinhosa, granulosa e

cornea do tecido epitelial (epiderme) (Sakai et al., 2000).

O &cido hialurénico é um polimero linear de alto peso molecular.
Este glicosaminoglicano é carregado negativamente e formado por unidades
dissacaridicas de acido D-glucurdnico e N-acetil-D-glucosamina (Camenisch,
McDonald, 2000; Day, Sheehan, 2001; Toole, 2001). Entre as func¢des do &cido
hialurbnico estao: expansao do espago extracelular, lubrificacéo, retencéo de
agua e regulacao das atividades celular (Laurent et al., 1995).

A glicosamina € um amino agUcar presente em quase todos tecidos
humanos. Este substrato é essencial na formacdo do acido hialurdénico e dos
glicosaminoglicanos sulfatados que subsequentemente séo ligados
covalentemente a um eixo protéico, formando a molécula de proteoglicano
(Bissett, 2006). A glicosamina e o seu derivado N-acetil-glucosamina séo
prontamente sintetizados pelo organismo a partir da glicose (Anderson et al.,
2005).

A molécula de condroitim sulfato € um polimero de cadeia longa
formado por unidades dissacaridicas repetitivas contendo galactosamina
sulfato e acido glucurénico (Lippiello et al., 2000; Van Blitterswijk et al., 2003).
O condroitim sulfato € um glicosaminoglicano que faz parte da composicao da
estrutura do proteoglicano Versican presente na pele (Carrino et al., 2000;

Carrino et al., 2003). Este proteoglicano é detectado na camada basal da
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epiderme e na derme associado com fibras elasticas e € um dos mais
abundantes proteoglicanos encontrado na pele humana de adultos. Estudos
demonstram que em funcdo da idade, ocorre uma grande diminuicdo da

quantidade deste proteoglicano na pele (Carrino et al., 2000).

Pesquisas recentes descrevem a glicosamina e o condroitim sulfato
como sendo agentes que interferem na progressao da osteoartrite (Hungerford,
Jones, 2003; Bruyere, Reginster 2007). A osteoartrite € caracterizada como
uma degeneracdo da cartilagem articular e esta relacionada com a progressao
da idade dos individuos. A utilizacdo da glicosamina e do condroitim sulfato
como agentes modificadores da osteoartrite, esta no fato destes componentes
serem essenciais para a sintese de glicosaminoglicanos e na montagem dos

proteoglicanos (Lippiello et al., 2000; Morelli et al., 2003).

Baseado nestas evidéncias, a glicosamina tem sido utilizada para
acelerar a cicatrizagcao de feridas, aumentar a hidratacdo da pele e na
diminuicdo de rugas (Bissett, 2006). No entanto, na pele desprovida dos
horménios sexuais, 0 seu efeito na distribuicdo dos glicosaminoglicanos,
principalmente do acido hialurénico conhecido pela sua funcdo na hidratagédo
dos tecidos, ainda nao foi analisado. Assim, torna-se importante um estudo
mais detalhado sobre as alteragbes do acido hialurdnico decorrentes da sua
diminuicdo, bem como, o papel da glicosamina e do condroitim sulfato nessas
alteracdes para a utilizacdo de estratégias de intervencéo na pele de mulheres

na pos-menopausa.
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1.1 Objetivos

Analisar a distribuicdo do &cido hialurénico sobre influéncia dos
horménios sexuais em pele de ratas ooforectomizadas submetidas e né&o
submetidas ao tratamento oral de dinaflex® 1,5g (glicosamina sulfato) e de
condroflex® 1,5g + 1,2g (glicosamina sulfato + condroitim sulfato), por 45 e 60

dias de administracdo, nos seguintes parametros:

Medida da espessura da epiderme e derme;

2. Quantificacdo bioquimica do glicosaminoglicano &cido hialurdnico na
pele;

3. Localizacdo histoquimica do glicosaminoglicano acido hialurénico na

epiderme e derme.
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Revisdo da Literatura

2.1 Estrutura da pele

A pele é o0 maior 6rgao do corpo, constituindo 16% do peso corporal.
E composta pela epiderme (derivada do ectoderma) e pela derme subjacente
(derivada do mesoderma). Juntamente com seus anexos, as glandulas
sudoriparas, as glandulas sebaceas, os foliculos pilosos e as unhas formam o
sistema tegumentar. Além de proporcionar uma cobertura para os tecidos
moles subjacentes, a pele realiza outras funcdes, incluindo protecdo contra
lesGes e invaséo de bactérias; regulacdo da temperatura corporal; recepcao de
sensacdes continuas do ambiente (exemplo: tato, temperatura e dor);
excrecdo, a partir das glandulas sudoriparas; e absor¢cdo da radiacao
ultravioleta dos raios solares para a sintese de vitamina D (Gartner, Janes,
2007).

7

A epiderme € constituida por epitélio estratificado pavimentoso
gueratinizado. Os queratinécitos sdo as células mais abundantes deste tecido,
porém em menor quantidade apresenta ainda trés tipos de células: os
melandcitos que produzem o pigmento melanina, as células de Langerhans
que fazem parte do sistema imunitério e as células de Merkel que representam

receptores mecanicos (Gartner, Janes, 2007).

A espessura e a estrutura da epiderme sdo variaveis, sendo mais
espesso e mais complexo nas regides palmar e plantar, atingindo a espessura
de até 1,5 mm. Partindo da derme para a superficie, a epiderme forma cinco
camadas: 1) a camada basal ou germinativa constituida por células cubdides
sobre a membrana basal que separa a epiderme da derme; 2) a camada
espinhosa que € formada por células cubdides ou ligeiramente achatada,
unidas por expansodes citoplasmaticas através de desmossomos, 0 que da a
cada célula um aspecto espinhoso; 3) a camada granulosa, formada por
células poligonais achatadas e apresenta o citoplasma carregado de granulos
basdfilos; 4) a camada ldcida, evidente na pele espessa e constituida por
células achatadas, cujos nucleos e organelas citoplasmaticas estdo ausentes
(foram digeridos por enzimas dos lisossomos); e, por fim, 5) a camada cornea

gue tem espessura variavel e é constituida por células achatadas, mortas e
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sem nucleo. O citoplasma dessas células apresenta-se repleto de queratina

(Junqueira e Carneiro, 2004).

A estrutura de sustentacdo do epitélio € denominada membrana
basal e consiste em dois componentes: a lamina basal, uma camada de matriz
extracelular sintetizada pelos queratindcitos da camada basal, é o resultado da
associacdo de molécula de laminina, coldgeno IV, entactina e perlecam; a
lamina reticular formada por fibras de colageno VII, também chamadas de
fibras reticulares, as fibras reticulares sédo sintetizadas pelos fibroblastos da
derme e fazem a adesdo da lamina basal ao tecido conjuntivo subjacente
(Kierszenbaum, 2004).

A derme € o tecido conjuntivo onde se apdia a epiderme e une a
pele a hipoderme. O principal constituinte deste tecido € a matriz extracelular, a
qual é de importancia fundamental para o desempenho de suas funcdes. A
derme apresenta espessura variavel, podendo atingir um maximo de 3 mm na
regido plantar. E formada por duas camadas: a camada papilar, delgada e
constituida por tecido conjuntivo frouxo. E o local de formacdo das papilas
dérmicas, as quais acompanham as reentrancias correspondentes da epiderme
sendo de localizagdo mais superficial. Esta camada apresenta fibrilas especiais
de colageno VII que se inserem por um lado na membrana basal e pelo outro
penetram profundamente na derme, contribuindo para prender a derme a
epiderme; Ja a camada reticular € mais espessa, constituida por tecido
conjuntivo denso e é de localizacdo mais profunda. Ambas as camadas contém
fibras do sistema elastico, além dos vasos sanguineos e linfaticos, nervos e
estruturas derivadas da epiderme, como foliculos pilosos, glandulas sebaceas
e glandulas sudoriparas. Os fibroblastos sdo as células mais numerosas da
derme, sintetizam as proteinas colageno e elastina, além do
glicosaminoglicano, proteoglicano e glicoproteinas multiadesivas que fardo

parte da matriz extracelular (Junqueira e Carneiro, 2004).
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2.1.1 Matriz extracelular

As matrizes extracelulares sdo compostas por proteinas fibrosas
(exemplo: colageno e elastina), glicoproteinas multiadesivas (exemplo: laminina
e fibronectina, cuja funcdo principal € realizar a adesao entre a matriz e as
células) e macromoléculas (exemplo: glicosaminoglicanos e proteoglicanos). A
matriz extracelular € uma estrutura dindmica que interage com as células,
consequentemente, modula eventos de adesdo, migracdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular. Além de ser um importante local de reserva para
hormoénios que controlam o crescimento (kleinman, Hoffman, 2003; Daley et al.,
2008; Jarvelainen et al., 2009). Dois tipos de matriz extracelular s&o
encontrados na formacdo dos tecidos: a matriz extracelular intersticial nos
tecidos conjuntivos e as laminas basal e externa nos tecidos ndo conjuntivos

(epitelial, muscular e nervoso) (Junqueira e Carneiro, 2004).

2.1.1.1 Fibras colageno

As proteinas mais abundantes da matriz extracelular pertencem a
familia dos colagenos (Gelse et al., 2003; Callaghan, Wilhelm, 2008). Ja foram
descritos na literatura, quase 30 tipos diferentes de moléculas de colageno ou
simplesmente colagenos (Myllyharju, Kivirikko, 2004; Jarvelainen et al., 2009).
O colageno é responsavel por conferir vigor e suporte para a pele humana. Na
pele jovem, o colageno tipo | consiste em 80% e o colageno tipo Il consiste em
15% do total de colageno (Baumann, 2007). Na pele também sdo encontrados
colagenos do tipo V e VIl (Callaghan, Wilhelm, 2008).

A molécula de colageno é formada por trés longas cadeias
polipeptidicas, cada uma contendo o aminoacido apolar glicina a cada trés
residuos. Essa estrutura regular permite que as cadeias se enrolem formando
uma longa hélice tripla. As células que sintetizam a molécula de coldgeno na
pele sdo os fibroblastos. A forma precursora da molécula de colageno é
denominada pré-colageno, a qual contém peptideos adicionais em cada
extremidade que impedem a reunido em fibrilas de coldgeno. Uma enzima
extracelular, a colagenase, cliva esses dominios terminais permitindo a uniao

somente apds as moléculas terem saido para o espaco extracelular, evitando
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gue a célula se torne obstruida com seus proprios produtos (Allberts et al.,
2006).

2.1.1.2 Sistema elastico

A pele é composta pelos trés tipos de fibras do sistema elastico:
oxitalanica, elauninica e elastica, as quais sao responsaveis por fornecer

resisténcia e elasticidade a este tecido (Prost-Squarcioni et al., 2008).

Semelhante ao colageno, as células que sintetizam as fibras do
sistema elastico da pele sdo os fibroblastos. A proelastina, o precursor da
elastina, é secretado como tropoelastina. Na matriz extracelular, a tropoelastina
interage com a glicoproteina fibrilina para organizar as fibras elasticas imaturas,
que se agregam e formam as fibras elasticas maduras. Os aminoacidos
desmosina e isodesmosina séo caracteristicos da elastina e sdo responsaveis
pela ligacdo cruzada nas fibras elasticas maduras, permitindo seu estiramento

e 0 encurtamento semelhante a um elastico (Kierszenbaum, 2004).

2.1.1.3 Proteoglicanos

Os proteoglicanos sao proteinas extracelulares ligadas a uma classe
de polissacarideos carregados negativamente (glicosaminoglicanos). Possuem
uma estrutura tridimensional semelhante a uma escova de limpar tubos e séo
extremamente diversos em tamanho, forma e composicdo quimica (Allberts et
al., 2006).

Estas moléculas da matriz extracelular exercem fung¢des importantes
na fisiologia da pele (Carrino et al., 2003). Evidéncia obtida através de estudos
realizados durante os ultimos anos no campo da bioguimica sugerem que 0s
proteoglicanos ndo sdo somente componentes estruturais da matriz
extracelular, mas também participam da regulacdo de muitos eventos celulares,
incluindo proliferacdo e diferenciacdo celular, além de interacbes de célula-

célula e célula-matriz extracelular (Bernfield et al., 1999; Vynios et al., 2002).
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Na pele os proteoglicanos encontrados, incluem o versicam, o
decorim e o biglycam. O versicam é detectado na camada basal da epiderme e
na derme em associacao com fibras elastica da pele de adultos. O decorim é
observado em associacdo com fibras da derme. Ja o biglycam, esta localizado

na epiderme e também no endotélio vascular (Carrino et al., 2000).

2.1.1.4 Glicosaminoglicanos (GAGS)

Os glicosaminoglicanos sao polissacarideos lineares, compostos de
unidades repetitivas de dissacarideos. Cada dissacarideo consiste de uma
hexosamina (galactosamina ou glicosamina) e um acido urbnico (acido
glicurénico ou acido idurdnico). De acordo com a estrutura quimica, 0s
glicosaminoglicanos sdo divididos em: acido hialurénico (HA), condroitim
sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), heparam sulfato (HS), heparina e
gueratam sulfato (KS) (Vynios et al., 2002). Segundo Baumann (2007), o acido
hialurénico, o dermatam sulfato (ambos sédo os GAGs mais predominantes) e o
condroitim sulfato contribuem para a preservacdo de uma pele suave e
hidratada.

2.1.1.5 Acido hialurénico
Historico

Em 1934, Karl Meyer e seu assistente de laboratorio John Palmer
anunciaram a descoberta de um novo polissacarideo de alto peso molecular,
isolado do humor vitreo de boi. Este polissacarideo continha acido urénico e

hexosamina. Eles propuseram por conveniéncia que este polissacarideo fosse

denominado acido hialurénico (McDonald, Hascall, 2001; Necas et al., 2008).

A estrutura quimica do &cido hialurénico somente foi determinada
em 1950 por Karl Mayer e seus associados (Laurent, Fraser, 1992; Necas et
al.,, 2008) e em 1986, o termo “hyaluronan” foi introduzido para ficar em
conformidade com a nomenclatura internacional dos polissacarideos (Necas et
al., 2008).

11




Revisdo da Literatura

Principais caracteristicas

7

O &cido hialurénico é um polimero linear de alto peso molecular,
carregado negativamente e formado por unidades dissacaridicas repetitivas de
acido D-glucurénico e N-acetil-D-glucosamina, com ligacdes B (1-3) e B (1-4)
respectivamente (figura - 1) (Laurent et al., 1995; Frost et al., 1997; Itano et al.,
1999; Tammi et al., 2002; Kakehi et al., 2003).

Figura 1 - Estrutura quimica do dissacarideo que compde a molécula de acido hialurénico. A
esquerda, representacao da molécula de acido D-glucurdnico B (1-3) e a direita, representacéo
da molécula de N-acetil-D-glucosamina B (1-4) (Laurent, 2000)

co.© CH,0H

H

H

Este glicosaminoglicano € encontrado na matriz extracelular, na
superficie das células (Evanko, Wight, 1999; Huang et al., 2000), no citoplasma
e ndcleo de algumas células (Evanko, Wight, 1999; Evanko, Wight, 2001). Na
pele humana, grandes concentracfes de acido hialurdnico estdo presentes na
derme, entretanto, podem estar presentes também na epiderme em

concentracOes elevadas (Tammi et al., 1989; Tammi et al., 2005).

Segundo Kakehi et al., (2003), além da pele, o acido hialurénico é
encontrado em grandes concentracfes em outros tecidos como articulacdes e
cornea. Distingui-se dos demais glicosaminoglicanos pela auséncia de
grupamentos sulfato e por ndo estar covalentemente ligado a proteinas para
formar proteoglicanos. (Lee et al., 2000; Day, Sheehan, 20001). Em condi¢bes

fisiolégicas normais, o acido hialurbnico consiste de 2.000 - 25.000
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dissacarideos e o0s polissacarideos formados possuem massa molecular
relativa de 10° — 10’ com comprimento de aproximadamente 2 — 25 pm (Toole,
2004). Porém podem também existir como pequenos fragmentos ou
oligossacarideos em certas condic¢des fisiologicas e patofisioldgicas (Straach et
al., 2005).

O 4cido hialurbnico ¢é sintetizado por uma familia de
glicotransferases associadas a membrana plasmatica (Camenisch, McDonald,
2000), ao contrario dos outros glicosaminoglicanos onde a estrutura protéica é
sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso e o componente acucar
adicionado no complexo de Golgi para, posteriormente, serem secretados por

vias semelhantes a das glicoproteinas (Toole, 2004).

Foram descritos trés genes que codificam as enzimas responsaveis
pela biossintese destes polimeros, sendo denominadas HAS1, HAS2 e HAS3
(acido hialurénico sintases 1, 2 e 3) (Spicer, McDonald, 1997; Taylor, Gallo,
2006). Dados sugerem que HAS1 e HAS2 sintetizam o acido hialurénico de alto
peso molecular e HAS3 produz cadeias menores deste composto (Itano et al.,
1999; Camenisch, McDonald, 2000). Os genes destas trés enzimas estéo
localizados em diferentes cromossomos, sendo HAS1 localizada no
cromossomo 19q13.3-q13.4; HAS2 no cromossomo 8qg24.12 e HAS3 no
cromossomo 16q22.1 (Spicer et al., 1997).

As acido hialurénico sintases sédo expressas diferencialmente umas
das outras em diversos tipos de células, sendo que um mesmo fator pode
estimular determinado tipo celular e inibir outro no que diz respeito a producao

de acido hialurdnico (Jacobson et al., 2000; Sayo et al., 2002).

Quando comparadas as taxas de sinteses de acido hialurénico entre
as enzimas HAS1, HAS2 e HAS3 observa-se que HAS3 é mais ativa do que
HAS2, a qual é por sua vez mais ativa do que HAS1 (figura - 2) (Spicer,
McDonald, 1998).
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Figura 2 - Esquema representativo dos tamanhos das cadeias de acido hialurénico sintetizados
pelas &cido hialurdnico sintases (Spicer, McDonald, 1998)
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Conforme vai sendo sintetizado, o acido hialurénico, é translocado
através da membrana plasmatica para a superficie celular ou para a matriz
extracelular (Laurent, Fraser, 1992; Weigel et al.,, 1997; Spicer, McDonald,
1998; Tammi et al., 2002).

Segundo Laurent e Fraser (1992), cerca de 10 a 100 mg de acido
hialurbnico entra na circulacdo de um humano adulto todos os dias. A
degradacdo € feita por sua clivagem por meio de enzimas denominadas
hialuronidases, as quais diminuem o tamanho do polimero de forma gradativa
levando a formacéo de oligossacarideos (Stern, 2004). Os humanos possuem
seis genes que codificam as enzimas hialuronidases com diferentes
propriedades e localizacdo celular (Csoka, 2001). O processo de degradacéo
do &cido hialurénico também pode ser controlado por meio de inibidores das
hialuronidases, porém a maior parte destes inibidores ndo foram ainda
identificados (Stern, 2004).

Foi proposta por Toole (1990) a denominacdo genérica de
hialaderinas, para as proteinas com a capacidade de se ligarem ao acido
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hialurénico. Estas proteinas podem ser encontradas na matriz extracelular, na
superficie celular ou intracelularmente (figura - 3) (Turley, Harrison, 1999;
Toole, 2001).

Figura 3 - Representacdo da distribuicdo e localizacdo das principais hialaderinas (Turley,
Harrison, 1999)
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O CD44 (Cluster of differentiation 44) é a molécula que melhor
caracteriza a ativacdo de sinalizagdo intracelular em resposta ao &cido
hialurénico (Camenisch, McDonald, 2000; Lesley et al., 2000). Este receptor
celular de &cido hialurénico esta envolvido em seu catabolismo bem como na
interacdo do &cido hialurénico com respostas imune, processos fisiolégicos,
invasdo tumoral e metastase (Oliferenko et al., 2000; Fitzgerald et al., 2000;
Harada, Takahashi, 2007). Outras proteinas intracelulares recentemente
identificadas sdo RHAMM, P32, CDC37 e IHABP4 (Huang et al., 2000; Hascall
et a., 2004).

A interacdo do acido hialurénico com proteinas de ligacdo e com
receptores na superficie celular, influencia o comportamento das células, tais
como processos de adesdo ceélula-célula, migracdo e diferenciacao celular
(Knudson, Knudson, 1993).

15




Revisdo da Literatura

O &cido hialurénico exerce diversas fun¢des nos tecidos. Entre as
funcBes do acido hialurbnico estdo: expansao do espaco extracelular, ligando
sais e agua; devido a sua viscosidade possui propriedades ideais para
lubrificacdo de articulacdes; interacdo com moléculas extracelulares para
formar compostos da matriz extracelular; ativacdo de vias de sinalizacao
intracelulares por meio de receptores de superficie celular que o reconhecem;
retencdo de agua; homeostase e integridade biomecanica dos tecidos (Laurent,
Fraser, 1992; Laurent et al., 1995; Laurent et al., 1996). Sabe-se também que a
sintese de &cido hialurénico aumenta durante o processo mitético (Evanko,
Wight, 1999; Hascall et al., 2004).

Estudos demonstram que o tamanho das cadeias do polissacarideo
pode determinar a sua funcdo bioldgica (Camenisch, McDonald, 2000).
Cadeias de &cido hialurénico maiores do que 10° Da estdo envolvidas na
manutencdo da estrutura e na viscosidade do tecido (Laurent et al., 1996),
assim como no favorecimento da migracdo de células tumorais e metastase
(Itano et al., 1999), e na adeséo ceélula-matriz extracelular (Zimmerman et al.,
2002). As cadeias menores estdo envolvidas com processos de angiogénese
(Lees et al., 1995) e inflamagé&o (Camenisch, McDonald, 2000; Taylor, Gallo,
2006).

2.1.1.6 Glicosamina sulfato

A glicosamina sulfato € um amino acglcar presente em quase todos
os tecidos humanos. Este substrato é essencial na formacdo do acido
hialurénico e dos glicosaminoglicanos sulfatados que subseqientemente séo
ligados covalentemente a um eixo protéico, formando a molécula de
proteoglicano (Bissett, 2006). A glicosamina e o0 seu derivado N-acetil-
glucosamina sédo prontamente sintetizados pelo organismo a partir da glicose
(Anderson et al., 2005). A administracdo da glicosamina sulfato em humanos
geralmente é realizada por via oral e sua absorcao no aparelho digestorio é de
90% da dose administrada (Setnikar, Rovati, 2001; Anderson et al., 2005). O
seu metabolismo é altamente regulado em varios tecidos, sendo intermediado

sobre padrdes enzimaticos (Uldry et al., 2002; Anderson et al., 2005). Estudos
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indicam que o uso de glicosamina sulfato em ratos é similar aqueles relatados

em humanos (Aghazadeh-Habashi et al., 2002).

Pesquisas recentes descrevem a glicosamina e o condroitim sulfato
como sendo agentes que interferem na progressao da osteoartrite (Hungerford,
Jones, 2003; Kobayashi et al., 2005; Bruyere, Reginster 2007). A osteoartrite é
caracterizada como uma degeneracdo da cartilagem articular e esta
relacionada com a progresséo da idade (Lippiello et al., 2000; Kobayashi et al.,
2005). A utilizacdo da glicosamina e do condroitim sulfato como agentes
modificadores da osteoartrite, esta no fato destes componentes serem
essenciais para a sintese de glicosaminoglicanos e na montagem dos
proteoglicanos (Lippiello et al., 2000; Morelli et al., 2003). Baseado nestas
evidéncias, a glicosamina tem sido utilizada para acelerar a cicatrizacdo de
feridas, aumentar a hidratacdo da pele e na diminuicdo de rugas (Bissett,
2006).

2.1.1.7 Condroitim sulfato

A molécula de condroitim sulfato € um polimero de cadeia longa
formada por unidades dissacaridicas repetitivas contendo galactosamina
sulfato e acido glucurénico (Lippiello et al., 2000; Blitterswijk et al., 2003). O
condroitim sulfato € um glicosaminoglicano que faz parte da composicado da
estrutura do proteoglicano Versican presente na pele (Carrino et al., 2000;
Carrino et al.,, 2003). Este proteoglicano é detectado na camada basal da
epiderme e na derme associado com fibras elasticas. E um dos mais
abundantes proteoglicanos encontrado na pele humana de adultos. Estudos
demonstram que em funcdo da idade, ocorre uma grande diminuicdo da

guantidade deste proteoglicano na pele (Carrino et al., 2000).

A absorcdo no aparelho digestorio pela administragdo oral é acima
de 70% (Lippiello et al.,, 2000). Na pele humana ocorre uma diminuicdo da
quantidade deste proteoglicano em razéao da progressao da idade, contribuindo
para mudancas nas propriedades fisicas da pele (Carrino et al., 2000). Assim

como a glicosamina sulfato, o condroitim sulfato também tem sido utilizado no
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tratamento da osteoartrite (Towheed, Anastassiades, 2000), e ambos diminuem
0s sinais e sintomas da doenca (Vangsness Jr. et al., 2009).

2.2 Influéncia da ooforectomia no horménio estrogen o]

A ooforectomia em ratas € um procedimento muito utilizado como
modelo de estudos associados as mulheres na menopausa (Ozyazgan et al.,
2002). A deficiéncia de hormdnio ovariano influencia substancialmente as
caracteristicas mecanicas da pele (Circosta et al., 2006; Verdier-Sévrain,
2007), ocorrendo mudancas nas propriedades funcionais da matriz extracelular
(Kafantari et al., 2000; Ozyazgan et al., 2002).

O estado de hipoestrogenismo na menopausa causa mudancas na
quantidade de colageno, perda da elasticidade, alteracbes na concentracao de
glicosaminoglicanos e diminui¢do da quantidade de 4gua da matriz extracelular
(Raine-Finning et al., 2003; Brincat et al., 2005; Verdier-Sévrain et al., 2006).

Os efeitos do estrogeno sdo mediados por receptores intracelulares
especificos, os quais pertencem a super familia de hormdénios esteredides e
tiredideos (Haapasaari et al., 1997; Oikarinen, 2000). Receptores do hormdnio
estrogeno, assim como receptores de outros horménios tem sido isolados e

caracterizados na pele humana (Schmidt et al., 1990; Oikarinen, 2000).

Vérios estudos demonstram que a presenca do estrégeno aumenta
significativamente a quantidade de acido hialurénico da pele (Uzuka et al.,
1981; Thornton, 2002; Gendimenico et al., 2002; Kanda, Watanabe, 2005).
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Materiais e Métodos

Este trabalho foi submetido a avaliacdo e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo - Escola Paulista de
Medicina (UNIFESP-EPM) em 2007, CEP 1188/07.

3.1 - Animais

Foram utilizadas trinta ratas submetidas ao processo cirdrgico de
ooforectomia bilateral e vinte ratas ndo submetidas ao processo cirargico de
ooforectomia bilateral (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar, com dois
meses de idade, fornecidas pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais em Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de
Séao Paulo — Escola Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM). Os animais foram

divididos em dois grupos, sendo:

» Grupo | — animais ooforectomizados (experimental)

. E45G: ratas (n = 5) ooforectomizadas e mantidas por 45 dias com

administracéo oral de glicosamina sulfato (dinaflex® 1,59).

. E60G: ratas (n = 5) ooforectomizadas e mantidas por 60 dias com

administracéo oral de glicosamina sulfato (dinaflex® 1,59).

. E45C: ratas (n = 5) ooforectomizadas e mantidas por 45 dias com
administracdo oral de glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato
(condroflex® 1,5g + 1,29).

. E60C: ratas (n = 5) ooforectomizadas e mantidas por 60 dias com
administracdo oral de glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato
(condroflex® 1,5g + 1,29).

. E45A: ratas (n = 5) ooforectomizadas e mantidas por 45 dias com

administracdo oral de agua potavel.

. E60A: ratas (n = 5) ooforectomizadas e mantidas por 60 dias com

administracdo oral de agua potavel.
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» Grupo Il — animais ndo ooforectomizados (controle)

. C45A: ratas ciclantes em estro (n = 5) foram mantidas por 45 dias com
administracdo oral de agua potavel.

. C60A: ratas ciclantes em estro (n = 5) foram mantidas por 60 dias com

administracdo oral de agua potavel.

. C60G: ratas ciclantes em estro (n = 5) foram mantidas por 60 dias com

administracéo oral de glicosamina sulfato (dinaflex® 1,59).

. C60C: ratas ciclantes em estro (n = 5) foram mantidas por 60 dias com
administracdo oral de glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato
(condroflex® 1,5g + 1,29).

Os animais foram alimentados com uma dieta comercial normal
(racdo Purina) e agua “ad libitum”. A iluminagéo artificial foi controlada para
obtencéo de ciclos claro e escuro de doze horas cada e a temperatura media

mantida a 24°C.

3.2 — Métodos
3.2.1 - Procedimento cirargico de ooforectomia bila  teral

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal com xilazina
(1mg/100g de peso animal) (relaxante muscular - anasedan®) e ketamina
(5mg/100g de peso animal) (anestésico - dopalen®). Em seguida foram
posicionados em decubito ventral e apds tricotomia foi feita uma incisdo de
aproximadamente 3,5cm de comprimento ao longo da coluna vertebral,
centrada na altura do rebordo costal caudal. Com a ponta de uma tesoura fina
fechada foram perfurados as camadas musculares e o peritdneo nos dois lados

da coluna vertebral.
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Com o auxilio de uma pinca, direcionada para a regido medial e
cranial do animal, foram exteriorizados os ovarios, a ponta do corno uterino e a
gordura adjacente para em seguida seccionar 0s ovarios e 0s vasos adjacentes
(figura 4).

Os demais tecidos foram cuidadosamente reintroduzidos na
cavidade peritoneal ap0s a certificacdo de estancamento do sangramento.
Foram realizados pontos cirdrgicos com fio de seda preta 3,0 (Ethicon -

Johnson & Johnson) e a pele limpa com alcool iodado.

Figura 4 - Foto representativa do processo cirlrgico de ooforectomia bilateral, onde apés
tricotomia e incisdo de aproximadamente 3,5cm ao longo da coluna vertebral a altura do
rebordo costal caudal fez-se o seccionamento dos ovarios, vasos e gordura adjacentes

3.2.2 - Procedimento para exame colpocitolégico

Apds uma semana do procedimento cirargico, os animais foram
submetidos a exames vaginais colpocitolégicos durante quatro semanas
consecutivas. Foi coletado material suficiente para a realizacdo do esfregaco
em laminas histologicas, onde foi permitido observar células epiteliais da

vagina, que indicaram o periodo do ciclo estral o qual a rata se encontrava. O

22




Materiais e Métodos

material coletado em laminas histolédgicas foi fixado em uma solucéo de alcool -
éter (1:1), corado pelo método de Harris-Shorr (Shorr, 1941) e analisado ao
microscopio de luz. Os animais que se apresentaram ap0s quatro semanas
consecutivas do procedimento cirirgico de ooforectomia bilateral em periodo
de préestro (produzindo hormdnios — figura 5) foram descartados e somente
animais que se apresentaram em periodo de diestro (ndo produzindo

horménios — figura 6) foram utilizados para a administracdo dos medicamentos.

Figura 5 - Exame colpocitoldgico de esfregaco vaginal de rata em préestro (produzindo
hormonios). Observar que sao vistas em grande quantidade células epiteliais em descamacéo
(células eosindfilas) e raros leucdcitos (células baséfilas). Coloragdo por Harris-Shorr

Figura 6 - Exame colpocitolégico de esfregaco vaginal de rata em diestro (ndo produzindo
hormdnios). Observar que ndo sao visualizadas células epiteliais em descamacdo, mas
somente leucdcitos (células basofilas). Coloragdo por Harris—Shorr
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3.2.3 - Tratamento com a glicosamina sulfato ou gli  cosamina associada

ao condroitim sulfato

A administracdo da glicosamina sulfato (dinaflex® - figura 7 e anexo
1) e da glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato (condroflex® -
figura 8 e anexo 2) foi iniciada logo apds o encerramento do procedimento dos
exames colpocitolégicos. Os medicamentos empregados foram dissolvidos em
250 ul de agua potavel administrando-se diariamente 0,0214mg por grama de

peso do animal, nos periodos de 45 e 60 dias.

Figura 7 - Foto representativa do Figura 8 - Foto representativa do

medicamento dinaflex® da empresa Zodiac, medicamento condroflex® da empresa

contendo 1,59 de p6 para solucdo oral de Zodiac, contendo 1,59 de pd para solucao

glicosamina sulfato oral de glicosamina sulfato e 1,29 de
condroitim sulfato

A padronizacdo da dose de glicosamina sulfato e de glicosamina
sulfato associada ao condroitim sulfato foi embasada em calculos da dose em
relagdo ao peso do animal, comparados com a dose diaria administrada de
1,59 ao dia em humanos com peso corporeo de 70kg. A gavagem foi a via de
administracdo escolhida por assemelhar-se a via oral, comumente utilizada

pelos usuérios destes compostos (figura 9).
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Figura 9 - Foto representativa da aplicacdo oral em rata Wistar dos medicamentos dinaflex®
ou condroflex®, pelo método de gavagem utilizando-se canula acoplada em seringa de 1,0ml

3.2.4 - Retirada das peles e sacrificio dos animais

Os animais foram anestesiados, colocados na posi¢cdo decubito
dorsal e submetidos a tricotomia de aproximadamente 9cm?2 na regido do
abdome. Em seguida foram retirados dois fragmentos de pele com
aproximadamente 1cm? cada. Um fragmento foi utilizado para procedimentos
histoldgicos e deteccgdo histoquimica do &acido hialurdnico e o outro utilizado na
extracao e quantificacdo bioquimica do acido hialurénico.

Os animais foram sacrificados logo apos a retirada dos fragmentos

por overdose do anestésico ketamina.

3.2.5 - Processamento do material para procedimento s histolégicos e

deteccao histoquimica do acido hialurénico
3.2.5.1 - Fixacao

Os fragmentos utilizados para procedimentos histoldégicos e
deteccdo histoquimica do acido hialurénico foram fixados em formol 10%,
diluido em tampéao fosfato de sodio (PBS — 0,1M, pH 7,4) por 24 horas, a

temperatura ambiente.
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3.2.5.2 - Inclusdo e microtomia

Apés a fixacdo, as pecas foram lavadas em &agua destilada e
passadas pelo processo de desidratacdo em gradiente crescente de etanol
(70%, 80%, 95% e 100%). O tempo de permanéncia em cada concentracao de
etanol foi de uma hora. Em seguida, foram submetidas a diafanizagdo em trés
trocas de xilol. O tempo de permanéncia em cada banho de xilol foi de trinta
minutos. Apos estes processos, foram embebidas e incluidas em parafina a
65T formando blocos. Estes, ja contendo as pecas f oram submetidos a cortes
seriados de 7um utilizando-se um micrétomo manual LEICA - RM 2145. Os
cortes histologicos foram montados em laminas contendo uma fina camada de
albumina. Os cortes para deteccdo histoquimica do acido hialurénico foram

montados em laminas silanizadas.

3.2.6 - Procedimentos histolégicos
3.2.6.1 - Métodos de coloracéo

Hematoxilina-Eosina

Os cortes histolégicos foram desparafinados em xilol, hidratados em
gradiente decrescente de etanol (100%, 95% e 70%), corados durante dois
minutos na Hematoxilina de Harris, lavados durante trés minutos em agua
destilada e contracorados com Eosina aquosa durante quatro minutos. Depois
de coradas as laminas foram lavadas em agua destilada, desidratadas em
gradiente crescente de etanol (70%, 95% e 100%) e montadas com entellan.
Entdo, foram analisadas sob microscopia de luz e fotografadas em

fotomicroscopio Nikon Eclipse ES800®.

3.2.6.2 — Analise morfométrica

ApoOs coloragdo, os cortes foram submetidos ao processo de
captacdo de imagem e avaliacdo morfométrica através do sistema digital de
processamento e analise composto por um microscépio Nikon Eclipse E800®,

acoplado a uma camera de video digital Nikon DXM1200F® e comandados
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pelo programa Nikon (ACT-1 versdao 2.62 2000®) instalado em um
microcomputador no Laboratério de Biologia Celular da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (FMUSP). As medidas histomorfométricas foram
realizadas no programa de analise de imagem Image Pro Plus 6.0 (Media
Cybernetics), no mesmo laboratério. A epiderme e a derme foram medidas em
10 diferentes locais em cada amostra. Em seguida, para cada corte foi
calculada uma média das espessuras da epiderme e da derme, utilizada entéo

para obtencédo da média de cada grupo.

3.2.7 — Deteccéao histoquimica do acido hialurdénico

A deteccao histoquimica do acido hialurénico foi realizada utilizando-
se sonda para acido hialurénico biotinilada, desenvolvida pela Disciplina de
Biologia Molecular da Universidade Federal de S&o Paulo, UNIFESP-EPM, a
partir da proteina de ligacdo da regido de ligacdo do agrecam ao &cido
hialurénico, extraida da cartilagem nasal de boi e acoplada a biotina (EZ-Link
™ Sulfo-NHS-LC-Biotin, Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA).

Os cortes apods terem sido montados em laminas silanizadas foram
desparafinados em xilol, hidratados em gradiente decrescente de etanol (100%,
95% e 70%), lavados em agua destilada e em seguida receberam dois banhos

de solucéao tampéao PBS (0,05M, pH 7,4) de 5 minutos cada.

Posteriormente os cortes foram tratados com peroxido de
hidrogénio 0,3% em solugdo PBS, durante 30 minutos em temperatura
ambiente para blogueio da atividade da peroxidase endogena. Foram entdo
novamente lavados trés vezes em solucdo tampdo PBS durante 10 minutos
cada e em seguida, foi feito o bloqueio dos sitios inespecificos em PBS BSA
1% por 10 minutos. Logo apos, foi realizada a aplicacdo da sonda biotinilada
para &cido hialurénico diluida em PBS + BSA 1% na proporcao de 1:150 por 1
hora a 4C.

Decorrido este tempo, os cortes foram lavados trés vezes em
solugdo tampao PBS durante 10 minutos cada e entdo foi feita a incubacgao
com estreptoavidina-peroxidase em PBS-BSA 1% durante uma hora em
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temperatura ambiente e camara Uumida (NOVOCastra Novostain Super ABC
Reagente Kit). Apds este processo, cada corte foi lavado duas vezes com Tris
HCI (0,1M, pH 7,4), durante 5 minutos cada. Por fim, a revelacao foi feita com
3,3’-diaminobenzidina (NOVOCastra Liquid DAB Substrate Kit NCL-L-DAB), por
no maximo cinco minutos. As laminas foram entdo lavadas em agua destilada,
contracoradas pelo corante Verde de Metila por trinta minutos e montadas em
meio sintético. Para o controle foram utilizados cortes incubados por 12 horas
com 100U/ml de hialuronidase bovina (Sigma) a 37°C (Suzuki et al., 2005).

3.2.8 — Extracéo e quantificacdo do acido hialuréni  co
3.2.8.1 — Protedlise do tecido

As amostras de pele retirada dos animais foram pesadas
separadamente obtendo-se o peso molhado. Posteriormente, as amostras
devidamente identificadas foram cortadas em pequenos fragmentos e, em
seguida, mergulhadas em acetona para remocao de lipidios por um periodo de
24 horas. A seguir, as amostras foram secas na estufa a 60°C durante 30
minutos para obtencdo do p6 cetdnico. Depois de pesado, adicionou-se 2ml por
0,1g de po cetdnico de solucdo enzimatica (1ml de alcalase + 40ml de tampéo
Tris acetato 0,05M pH 8,0) por 24 horas, a 60°C. Decorrido este periodo, foi
adicionado acido tricloroacético (TCA) a 90%, até a concentracao final de 10%
e mantido por 20 minutos em banho de gelo. As amostras foram entéo
centrifugadas, os precipitados descartados e aos sobrenadantes foram
adicionados dois volumes de metanol em banho de gelo. Apds este
procedimento, as amostras permaneceram por 24 horas a -20°C, ocorrendo
nessas condicbes a precipitardo dos glicosaminoglicanos. Em seguida, as
amostras foram novamente centrifugadas e o sobrenadante contendo apenas
metanol foi descartado. As amostras foram secas a 37°C e o precipitado
contendo os glicosaminoglicanos foi ressuspenso em agua destilada baseando-
se na quantidade de pé cetdnico inicial. Assim, para cada amostra foi
acrescentado ao precipitado final dos glicosaminoglicanos extraidos 4ul de
agua destilada por mg de po cetbnico e finalmente fervidas para inativar as

proteases.
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3.2.8.2 — Quantificacdo do acido hialurénico (ELISA )

Apoés proteodlise da pele, o glicosaminoglicano acido hialurénico foi

quantificado através do método de ELISA desenvolvido por Martins et al., 2003.

A placa de ELISA com sonda absorvida foram adicionados
100ul/pocgo de solucdes padrédo de &cido hialurénico em varias concentractes
(0 a 500ug/ml) diluidas no tampéo de ensaio (Tris-HCI 0,05M pH 7,75 e 1%
BSA - albumina bovina sérica), aléem das solucbes das amostras contendo o

acido hialurénico em triplicatas.

Apés incubacdo da placa por 12 horas a 4°C, a placa foi entdo
lavada, trés vezes, com tampao de lavagem (Tris-HCI 0,05M pH 7,75). Em
seguida foram adicionadas 100ul da sonda (1mg/ml) 1:10000 em tampéao de
ensaio, sobre agitacdo durante 2 horas. Em seguida, a placa foi lavada nove

vezes com tampao Tris-HCI 0,05M pH 7,75.

A sequir, foi adicionada a placa 100ul/poco de estreptavidina
marcada com europio diluido 1:10000 em tampao de ensaio. A estreptavidina
tem afinidade a biotina conjugada a sonda. Apos agitacdo por 30 minutos a

placa foi lavada nove vezes com tampéao Tris-HCI 0,05M pH 7,75.

Com o objetivo de soltar o eurdpio ligado a estreptavidina, adicionou-
se 280ul “enhacement” por poco, agitou-se por 5 minutos e o europio livre na

placa foi lido em fluorimetro.

3.2.9 — Andlise estatistica

Apds a contagem dos dados apresentados, estes tiveram suas
meédias e desvios-padrao calculados. A analise estatistica foi realizada através
do Teste de ANOVA, seguido do Teste de Bonferroni. Todas as decisdes foram

baseadas no nivel de significancia de p < 0,05 (Fowler, Cohen, 1990).
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Resultados

O procedimento cirargico de ooforectomia bilateral proporcionou a
andlise das alteragdes morfologicas, morfométricas e histoquimica na pele de
ratas, apos 45 e 60 dias sem o efeito dos hormonios sexuais e tratadas com
glicosamina sulfato (dinaflex®) ou glicosamina sulfato associada ao condroitim

sulfato (condroflex®).

4.1 - Analise morfolégica

Para a descricdo da morfologia das amostras de pele foram

analisadas as laminas histologicas coradas com HE.

4.1.1 - Analise morfolégica dos grupos (controle) n  &o ooforectomizados e
tratados com agua nos periodos de 45 e 60 dias (C45 A e C60A)

As amostras de pele retiradas dos grupos nao ooforectomizados
apresentam epitélio estratificado bem definido com poucas camadas de células
e fortemente corado pela hematoxilina. Nota-se também uma discreta
descamacdo da queratina na camada cornea. Na derme corada fortemente
pela eosina, nota-se uma camada delgada de tecido conjuntivo mais frouxo que
acompanha o epitélio. Esta camada corresponde & camada papilar, a qual
forma as papilas dérmicas. Uma camada constituida de tecido conjuntivo denso
ndo modelado localizado logo abaixo da camada papilar corresponde a
camada reticular. Nesta ultima, nota-se a presenca de uma grande quantidade
de fibras coldgenas que se disp6e em varias direcbes, além da presenca de
glandulas em cortes variados (figura 10-A). Entre os periodos de 45 e 60 dias

nao foi observada diferenca morfoldgica.
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4.1.2 - Analise morfoldgica dos grupos (experimenta  |) ooforectomizados e
tratados com agua nos periodos de 45 e 60 dias (E45 A e E60A)

Nestes grupos, nota-se os mesmos padroes morfolégicos descritos
nos grupos controle C45A e C60A (figura 10-A), no entanto, na pele das ratas
ooforectomizadas ha um discreto aumento dos espacamentos entre as fibras
de colageno da camada papilar (figura 10-B). Entre os periodos de 45 e 60 dias
nao foi observada diferenca morfologica, indicando que a parada hormonal por
45 dias foi suficiente para produzir esses efeitos na pele desprovida dos

hormonios sexuais.

4.1.3 - Anélise morfologica dos grupos (experiment  al) ooforectomizados
e tratados com glicosamina sulfato (dinaflex®) ou g licosamina sulfato
associada ao condroitim sulfato (condroflex®) nos p eriodos de 45 e 60
dias (E45G, E45C, E60G e E60C)

Os grupos ooforectomizados e tratados com o0s acucares também
seguem os mesmos padrées morfolégicos descritos nos grupos controle C45A
e C60A. Quando comparados ao grupo experimental tratado com agua (E45A e
E60A), observa-se que ndo ocorreram mudancas morfolégicas na disposicao
das fibras de colageno. Entre os periodos de 45 e 60 dias também nao foi

observada diferenca morfologica (figura 10-C).

4.1.4 - Analise morfologica dos grupos (controle) n o ooforectomizados e
tratados com glicosamina sulfato (dinaflex®) ou dgli cosamina sulfato
associada ao condroitim sulfato (condroflex®) no pe riodo de 60 dias
(C60G e C60C)

Os grupos C60G e C60C (figura 10-D), também apresentam padrdes
morfolégicos semelhantes aos grupos controle C45A e C60A.
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Figura 10 — Fotomicrografia de cortes histolégicos da pele corada com Hematoxilina-Eosina
dos grupos de animais: A - ndo ooforectomizados e tratados com agua nos periodos de 45 e 60
dias (C45A e C60A); B - ooforectomizados e tratados com agua nos periodos de 45 e 60 dias
(E45A e EB60A). As setas indicam os espacos existentes entre as fibras de colageno na camada
papilar; C - ooforectomizados e tratados com glicosamina sulfato (dinaflex®) ou glicosamina
sulfato associada ao condroitim sulfato (condroflex®), nos periodos de 45 e 60 dias (E45G,
E45C, E60G e E60C). Nao foi observada mudanca no padrdo morfolégico quando comparado
aos grupos (experimental) tratados com agua (E45A e E60A); D - ndo ooforectomizados e
tratados com glicosamina sulfato (dinaflex®) ou glicosamina sulfato associada ao condroitim
sulfato (condroflex®), no periodo de 60 dias (C60G e C60C), também indicou semelhanca
morfolodgica com a pele dos animais dos grupos (controle) C45A e C60A. Barra = 100um

A B

t - Camada Papilar
Epitélio %
Papila Dérmica

Camada Reticular

Tecido Conjuntivo

*

Glandulas

Tecido Adiposo
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4.2 — Analise morfométrica

Para as analises morfométricas, a epiderme e a derme foram
medidas em 10 diferentes locais em cada amostra para a obtencao dos valores

meédios (figura 11).

Figura 11 — As linhas amarelas representam os limites de cada medicdo. A epiderme e a
derme de cada amostra foram medidas em 10 diferentes locais. A média das 10 diferentes
medidas representou o valor da medida da epiderme ou derme da amostra. Barra = 100um,
Este valor representou a medida

A analise estatistica foi realizada através do Teste de ANOVA,
seguido do Teste de Bonferroni para andlises multiplas. Todas as decisdes
foram baseadas no nivel de significancia de p < 0,05.




Resultados

4.2.1 - Efeito da ooforectomia bilateral nos period os de 45 e 60 dias para

0s grupos tratadas com agua

Epiderme

No presente estudo detectou-se que a espessura da epiderme nos
grupos ooforectomizados (experimental) e tratados com agua (E45A e E60A)
foi estatisticamente inferior a espessura da epiderme dos grupos nao
ooforectomizados (controle) e tratados com agua (C45A e C60A). A tabela 1 e
a figura 12 mostram que os grupos C45A e C60A apresentam os maiores
valores médios da epiderme e sdo estatisticamente significativos quando
comparados aos valores médios dos grupos E45A e EGOA.

Tabela 1 - Valores médios e desvios padrdes da espessura da epiderme para o grupo de
animais ndo ooforectomizados e tratados com agua (C45A e C60A) e para o grupo de animais
ooforectomizados e tratados com agua (E45A e E60A)

Grupos Espessura d a Epiderme
(animais) (um)
C45A 14,381 + 0,483
C60A 14,600 + 0,693
E45A 9,944 + 0,470
E60A 9,633 +0,221
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Figura 12 - Gréfico das médias e desvios padrBes da espessura da epiderme para 0s grupos
C45A, C60A, E45A e E60A
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(*p = 0,001)
Derme

Com relacdo a espessura da derme, os grupos ooforectomizados
(experimental) e tratados com agua (E45A e E60A), também apresentaram
espessura estatisticamente inferior a espessura da derme dos grupos néo
ooforectomizados (controle) e tratados com agua (C45A e C60A). A tabela 2 e
a figura 13 mostram que os grupos C45A e C60A apresentam 0S maiores
valores médios da derme e sao estatisticamente significativos quando

comparados aos valores médios dos grupos E45A e EGOA.

Tabela 2 - Valores médios e desvios padrfes da espessura da derme para 0 grupo de animais
ndo ooforectomizados e tratados com agua (C45A e C60A) e para o grupo de animais
ooforectomizados e tratados com agua (E45A e EG0A)

Grupos Espessura d a Derme
(animais) (Hm)
C45A 397,544 + 12,649
C60A 395,311 +£ 15,530
E45A 355,207 £ 8,736
EG60A 346,911 £12,058
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Figura 13 - Gréfico das médias e desvios padrées da espessura da derme para 0S grupos
C45A, C60A, E45A e E60A
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Os resultados analisados evidenciaram que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos C45A e C60A, a0 mesmo tempo
em que também ndo houve diferencas entre os grupos E45A e EG60A. Os

resultados foram o mesmo para a epiderme e para a derme.

4.2.2 - Efeito da ooforectomia bilateral nos period os de 45 e 60 dias para
0s grupos tratados com glicosamina sulfato (dinafle X®) ou glicosamina

sulfato associada ao condroitim sulfato (condroflex ®)

Epiderme

De forma semelhante aos grupos ooforectomizados e tratados com
agua (E45A e E60A), os grupos tratados com o0s acucares também
apresentaram espessura da epiderme inferior aos grupos néo
ooforectomizados e tratados com agua (C45A e C60A), ou seja, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na espessura da epiderme quando
comparamos entre si 0s grupos ooforectomizados e tratados conforme

mostram a tabela 3 e a figura 14.
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Tabela 3 - Valores médios e desvios padrfes da espessura da epiderme para 0S grupos
ooforectomizados e tratados por 45 e 60 dias

Grupos Espessura d a Epiderme
(animais) (Mm)
E45A 9,944 + 0,470
E60A 9,633 +0,221
E45G 10,067 + 0,458
EGO0G 9,667 + 0,356
E45C 9,922 + 0,423
E60C 10,156 + 0,446

Figura 14 - Grafico das médias e desvios padrfes da espessura da epiderme para 0s grupos
ooforectomizados e tratados por 45 e 60 dias
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Derme

Na espessura da derme, detectou-se que 0s grupos tratados com
glicosamina sulfato (E45G e E60G) ou glicosamina sulfato associada ao
condroitim sulfato (E45C e E60C) se comportam de maneira semelhante ao
descrito pela epiderme. De modo que, a espessura da derme nos grupos
tratados com os acucares (E45G, E60G, E45C e E60C) nao apresentam
diferencas estatisticamente significativa quando comparados aos grupos
ooforectomizados e tratados com agua (E45A e E60A) conforme mostram a

tabela 4 e a figura 15.

Tabela 4 - Valores médios e desvios padrées da espessura da derme para os grupos tratados
por 45 e 60 dias

Grupos Espessura d a Derme
(animais) (pm)
E45A 355,207 + 8,736
EGOA 346,911 + 12,058
E45G 356,478 + 8,972
EGO0G 354,550 + 10,819
E45C 345,677 +12,984
E60C 355,256 + 8,608

Figura 15 - Gréfico das médias e desvios padrées da espessura da derme para 0S grupos
tratados por 45 e 60 dias
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4.2.3 - Efeito da glicosamina sulfato (dinaflex®) e da glicosamina sulfato
associada ao condroitim sulfato (condroflex®) nos ¢ rupos nao

ooforectomizados no periodo de 60 dias

Nos grupos nado ooforectomizados e tratados com glicosamina
sulfato (C60G) ou com glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato
(C60C), observou-se que néo houve diferencga estatisticamente significativa na
epiderme e na derme quando comparados aos grupos que também nao foram
ooforectomizados, porém tratados com agua no periodo de 45 e 60 dias. A
tabela 5 e a figura 16 mostram os valores médios da epiderme e os desvios
padrdes, a tabela 6 e a figura 17 mostram os valores médios da derme e os

desvios padroes.

Tabela 5 - Valores médios e desvios padrdes da espessura da epiderme para 0s grupos C45A,
C60A, C60G e C60C

Grupos Espessura d a Epiderme
(animais) (Hm)
C45A 14,381 + 0,483
C60A 14,600 + 0,693
C60G 13,922 + 0,168
C60C 14,077 £ 0,152

Figura 16 - Gréfico das médias e desvios padrées da espessura da epiderme para 0s grupos
C45A, C60A, C60G e C60C

17.5
£ 15.04
g 1254
o
W~ 10.0-
35
s > 759
2 5.0
(7]
s
2 2.5
Ll

0.0~

C45A C60A C60G ce60C

p < 0,05

40




Resultados

Tabela 6 - Valores médios e desvios padrdes da espessura da derme para 0s grupos C45A,
C60A, C60G e C60C

Grupos Espessura d a Derme
(animais) (um)
C45A 397,544 + 12,649
C60A 395,311 + 15,530
C60G 390,244 + 8,650
C60C 392,531 + 6,323

Figura 17 - Gréfico das médias e desvios padrées da espessura da derme para 0S grupos
C45A, C60A, C60G e C60C
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4.3 - Deteccao histoquimica do acido hialurdnico

A deteccéo histoquimica do &cido hialurénico foi realizada com a
utilizacado de sonda para acido hialurénico possibilitando a andlise das laminas
histolégicas apO0s serem contracoradas pelo corante Verde de Metila. Através
deste método foi possivel visualizar a presenca do acido hialurénico na
epiderme e na derme do tecido conforme mostra a figura 18. A presenca deste
glicosaminoglicano foi observada em todos o0s grupos (controle,
ooforectomizados, ndo ooforectomizados, tratados e n&o tratados com o0s

agucares).

Figura 18 - Fotomicrografia da deteccao histoquimica do acido hialurdnico. As regides coradas
de marrom indicam a presenca de acido hialurdnico no tecido epitelial e conjuntivo da amostra
de pele. As regifes coradas pelo Verde de Metila indicam nicleos de células. Barra = 100um

Epitelio —»

Tecido Conjuntivo

Tecido Adiposo
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4.4 — Quantificacdo bioquimica do acido hialurdnico

Para a quantificacdo bioguimica do acido hialurdnico utilizou-se

fragmentos da pele total, ou seja, a epiderme e a derme conjuntamente.

4.4.1 - Efeito da ooforectomia bilateral na concent racdo de acido
hialurénico nos periodos de 45 e 60 dias

Os grupos ooforectomizados e tratados com agua (E45A e E60A)
apresentaram valores médios da concentracdo de acido hialurénico
estatisticamente inferiores aqueles apresentados pelos grupos néo
ooforectomizados e tratados com agua (C45A e C60A). A tabela 7 e a figura 19

mostram estes resultados.

Tabela 7 - Valores médios e desvios padrdes da concentracdo de acido hialurénico em ug/g de
tecido molhado das amostras de pele dos grupos C45A, C60A, E45A e E60A

Grupos Concentragao do HA
(animais) (Mg/g de tecido molhado)
C45A 201,145 + 42,675
C60A 194,598 + 29,313
E45A 59,554 + 0,725
EGOA 62,191 £ 9,414

Nota-se que a ooforectomia bilateral levou a uma diminuicéo
estatisticamente significativa da concentracdo de acido hialurénico, tanto no
periodo de 45 dias quanto no periodo de 60 dias quando comparados a

concentracéo de acido hialurénico da pele de animais ndo ooforectomizados.

43




Resultados

Figura 19 - Gréfico das médias e desvios padrdes da concentracdo de acido hialurénico na
pele para os grupos C45A, C60A, E45A e EGOA
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4.4.2 - Efeito da ooforectomia bilateral na concent racdo de acido
hialurénico apés 45 e 60 dias de administracdo de g licosamina sulfato
(dinaflex®) ou glicosamina sulfato associada ao con droitim sulfato

(condroflex®)

O efeito da diminuicdo da concentracdo de acido hialurdénico apos a
ooforectomia nao foi alterado com a administracdo de glicosamina sulfato ou
glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato, quer seja por 45 ou 60
dias. De forma semelhante aos grupos ooforectomizados e tratados com agua
(E45A e E60A), os grupos ooforectomizados e tratados com glicosamina
sulfato (E45G e E60G) ou glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato
(E45C e E60C) apresentaram valores médios da concentracdo de &cido
hialurdénico estatisticamente inferiores quando comparados aos grupos nao
ooforectomizados e tratados com agua (C45A e C60A). A tabela 8 e a figura 20

mostram que os grupos C45A e C60A apresentam os maiores valores médios




Resultados

da concentracdo de &cido hialurdnico no tecido analisado, estatisticamente
significativo, quando comparados aos valores médios dos grupos E45A, EGOA,
E45G, E60G, E45C e E60C. Entre os grupos ooforectomizados, ndo houve

diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 8 - Valores médios e desvios padrdes da concentracéo de Acido hialurénico em ug/g de
tecido molhado das amostras de pele dos grupos C45A, C60A, E45A, E60A, E45G, E60G,
E45C, E60C

Grupos Concentragao do HA
(animais) (Mg/g de tecido molhado)
C45A 201,146 + 42,675
C60A 194,598 + 29,313
E45A 59,554 + 0,725
EGOA 62,191 £ 9,414
E45G 65,553 + 2,920
EGO0G 64,323 + 5,968
E45C 60,521 + 3,959
EG0C 65,536 + 9,357
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Figura 20 - Gréfico das médias e desvios padrdes da concentracdo de acido hialurénico na
pele para os grupos C45A, C60A, E45A, E60A, E45G, E60G, E45C, E60C
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4.4.3 - Efeito da glicosamina sulfato (dinaflex®) e da glicosamina sulfato
associada ao condroitim sulfato (condroflex®) nos ¢ rupos nao

ooforectomizados no periodo de 60 dias

Nos grupos ndo ooforectomizados, porém tratados com glicosamina
sulfato (C60G) ou glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato (C60C),
observou-se que nao houve diferenca estatisticamente significativa da
concentracdo de &cido hialurénico quando comparados aos grupos que
também nao foram ooforectomizados, porém tratados com agua nos periodos

de 45 e 60 dias conforme mostram a tabela 9 e a figura 21.

Tabela 9 - Valores médios e desvios padrdes da concentragdo de acido hialurdnico em pg/g de
tecido molhado das amostras de pele dos grupos C45A, C60A, C60G e C60C

Grupos Concentra ¢&o do HA
(animais) (Mg/g de tecido molhado)
C45A 201,145 + 42,675
C60A 186,598 + 37,313
C60G 192,960 + 52,417
Ce60C 197,129 + 59,761

Figura 21 - Grafico das médias e desvios padrées da concentragdo de acido hialurdnico na
pele para os grupos C45A, C60A, C60G e C60C

3001

200+

100+

Quantidade HA em ug/g
de tecido molhado

O

C45A CG60A C60G Ce0C

p <0,05

47




Resultados

Os resultados demonstraram ainda que a concentracdo de acido
hialurénico foi em média 68% menor na auséncia dos horménios sexuais

conforme mostra a figura 22.

Figura 22 - Quantidade relativa de &cido hialurénico dos grupos nado ooforectomizados
(controle) e ooforectomizados (experimental)
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5. DISCUSSAQO



Discussao

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano (Gartner,
Janes, 2007). Sua qualidade piora com a idade devido aos efeitos do
envelhecimento cronoldgico do organismo, fatores ambientais e de deficiéncia
hormonal (Bolognia et al., 1989; Brincat et al., 2005). O estrégeno € um
hormonio que possui uma profunda influéncia sobre a pele (Circosta et al.,
2006).

O estado de hipoestrogenismo na menopausa causa efeitos nas
caracteristicas fisicas da pele, levando a uma diminuicdo do numero de fibras
de colageno, perda de elasticidade, além de reduzir a quantidade de agua e de
glicosaminoglicanos presentes neste tecido (Raine-Finning et al., 2003; Brincat
et al., 2005), contribuindo assim, para a desidratacao da pele e o aparecimento
de rugas (Andre, 2004).

Sabe-se também, que a osteoartrite pode ser causada pela
diminuicdo na secrecdo de estrégeno apos a menopausa (Hochberg, 2002).
Estudos recentes demonstram a eficiéncia do tratamento com glicosamina
sulfato ou glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato como sendo
agentes que interferem na progressdo da osteoartrite (Hungerford, Jones,
2003; Bruyere, Reginster 2007), porém, ainda nao foi verificada a influéncia

destes componentes na pele de mulheres na menopausa.

No presente estudo, realizamos a ooforectomia bilateral, em ratas
(grupo experimental) com a intencdo de promover nas mesmas a parada da
producdo de horménios sexuais. Assim, através de exames colpocitoldgicos
realizados durante quatro semanas consecutivas, verificou-se a parada de
producdo de hormdnio. Segundo Ozyazgan et al., 2002, a ooforectomia em
ratas € um modelo experimental muito utilizado para estudos associados ao

envelhecimento causado nas mulheres durante a menopausa.

AplOs a supressao dos hormoénios os animais ooforectomizados
receberam por gavagem agua ou glicosamina sulfato ou glicosamina sulfato

associada ao condroitim sulfato por 45 e 60 dias.
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Os resultados tanto morfolégicos quanto morfométricos nos animais
ooforectomizados tratados apenas com agua estdo de acordo com a literatura
que evidencia uma diminuicado da espessura da epiderme e da derme devido a
auséncia de hormonios sexuais (Oikarinen, 2000; Ozyazgan et al., 2002). A
concentracéo de &cido hialurénico também diminui com a ooforectomia (Tabela
7 e Figura 19). Estas alteracfes sdo semelhantes tanto apds 45 quanto 60 dias
sem hormoénio, indicando que a parada hormonal por 45 dias ja é suficiente
para produzir esses efeitos na pele desprovida dos horménios sexuais. Os
quinze dias a mais sem hormoénio n&do produziram diferencas estatisticamente

significativas na pele.

O acido hialurbnico € sintetizado por uma familia de
glicotransferases (HAS1, HAS2 e HAS3) associadas a membrana plasmatica
(Camenisch, McDonald, 2000). Seu efeito é mediado por receptores
intracelulares especificos (Haapasaari et al., 1997; Oikarinen, 2000) presentes
nos fibroblastos na derme e nos queratinocitos da epiderme (MacLean et al.,
1990; Brincat et al.,, 2005). A presenca do hormoénio estrégeno aumenta
consideravelmente a concentragdo de acido hialurénico na pele (Uzuka et al.,
1981; Thornton, 2002; Kanda, Watanabe, 2005) e também contribui para o
aumento da atividade mitética no tecido (Thornton, 2002; Verdier-Sévrain et al.,
2006). A auséncia do estrogeno sugere entdo que ocorra uma diminuicdo na
proliferacdo dos fibroblastos (derme) e dos queratindcitos (epiderme) e,
também uma diminuicdo de &cido hialurbnico. Este fato sugere ainda que a
diminuicdo da concentragdo de &cido hialurénico na pele possa estar ocorrendo

pela diminuicdo do numero de células.

A administracdo de glicosamina sulfato ou glicosamina sulfato
associada ao condroitim sulfato apds ooforectomia nao alterou os resultados
obtidos ap6s a ooforectomia, isto é, ndo alterou a morfologia dos tecidos da
pele, ndo aumentou a espessura dos tecidos da pele e a concentracdo de
acido hialurénico, tanto apés 45 ou 60 dias de administracdo. Os dados aqui
apresentados mostram que estes agucares nao alteram os efeitos observados

na pele sobre efeito da auséncia dos hormonios sexuais.
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Na cartilagem, um tecido que também tem alteracdes ap0Os a parada
dos hormoOnios sexuais, a literatura mostra que estes acucares revertem
clinicamente os efeitos desta auséncia, melhorando os sintomas da osteoartite.
(Hungerford, Jones, 2003; Kobayashi et al., 2005; Bruyere, Reginster 2007). A
glicosamina sulfato estimula os condrécitos aumentando a secrecdo de
glicosaminoglicanos e proteoglicanos (Hungerford, Jones, 2003) e o condroitim
sulfato inibe a degradacdo da cartilagem que € caracteristica da osteoartrite
(Bassleer et al., 1992; Hungerford, Jones, 2003).

A glicosamina sulfato € um amino acgUcar presente em quase todos
os tecidos humanos e € essencial na formacdo do &cido hialurdnico (Bissett,
2006). Juntamente com seu derivado N-acetil-glucosamina € prontamente
sintetizada pelo organismo a partir da glicose (Anderson et al., 2005). A
administracdo da glicosamina sulfato em humanos geralmente é realizada por
via oral e sua absorcdo no aparelho digestério € de 90% da dose administrada
(Setnikar, Rovati, 2001; Anderson et al.,, 2005). O condroitim sulfato € um
glicosaminoglicano que faz parte da composicéo da estrutura do proteoglicano
Versican presente na pele (Carrino et al., 2000). A absor¢cdo do condroitim
sulfato no aparelho digestério pela administragcdo oral € acima de 70%
(Lippiello et al., 2000). A utilizacdo da glicosamina sulfato e do condroitim
sulfato esta no fato destes componentes serem essenciais para a sintese de
glicosaminoglicanos e na montagem dos proteoglicanos (Lippiello et al., 2000;
Morelli et al., 2003). Apesar da presencga destes componentes no organismo,
0s resultados demonstraram que nao ocorre aumento da concentracdo de
acido hialurbnico na pele apés a ooforectomia. Este fato sugere uma

especificidade na acao destes agucares para cada tecido.

Os grupos ndo ooforectomizados C60G e C60C, submetidos ao
tratamento oral de glicosamina sulfato ou glicosamina sulfato associada ao
condroitim sulfato, por 60 dias de administracdo, ndo apresentaram alteracdes
em sua estrutura morfologica, assim como também n&o apresentaram
diferencas estatisticamente significativas na espessura da epiderme e da
derme quando comparados aos grupos ndo ooforectomizados, porém tratados

com agua C45A e C60A. A quantificacdo bioquimica do acido hialurénico
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demonstrou que também n&o houve aumento da concentracdo de A&cido
hialurénico apdés o tratamento com os acgucares durante 60 dias de
administracdo (Tabela 9 e Figura 21), sugerindo que mesmo com a presenca
dos horménios sexuais e apds administracdo destes acucares, ndo ocorre
alteracdo morfolégica, morfométrica e na quantificacdo bioquimica do acido

hialurénico nas amostras de pele.

Para deteccdo do acido hialurénico na epiderme e na derme, foi
utilizada uma sonda biotinilada especifica para o acido hialurénico. A marcacéo
da sonda foi evidenciada em todos os grupos (controle, ooforectomizados, néao
ooforectomizados, tratados e nao tratados com o0s medicamentos) tanto na
epiderme quanto na derme (Figura 18). A literatura mostra que na pele
humana, grandes concentracdes de acido hialurbnico estdo presentes na
derme, entretanto, na epiderme ha também grandes concentra¢des de acido
hialurénico (Tammi et al., 1989; Tammi et al., 2005).

Ainda neste estudo, foi possivel observar que na auséncia do
horménio estrégeno ocorre uma diminuicdo de aproximadamente 68% da
concentracdo de acido hialurbnico na pele, isto é, quando comparado 0s
grupos de ratas nao ooforectomizadas com o0s grupos de ratas
ooforectomizadas, nota-se uma queda acentuada da concentracdo de &cido
hialurdnico. Este resultado € bem relatado na literatura, onde varios estudos
mostram que a presenca do horménio estrégeno esta diretamente ligada a
concentracdo de &cido hialurdnico produzido na pele (Uzuka et al., 1981;
Thornton, 2002; Kanda, Watanabe, 2005).
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Conclusbes

. A diminuicdo da espessura da epiderme e da derme nos animais
ooforectomizados ndo é alterada apds a administracao de glicosamina
sulfato ou glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato por 45 ou
60 dias;

. A concentracdo do 4&cido hialurbnico na pele dos animais
ooforectomizados ndo é alterada apds a administracao de glicosamina
sulfato ou glicosamina sulfato associada ao condroitim sulfato por 45 ou
60 dias;

Nao ha alteragdo da concentragdo de acido hialurénico entre os tempos

45 e 60 dias sem hormonio;

. A administracdo terapéutica da glicosamina sulfato ou glicosamina
sulfato associada ao condroitim sulfato deve levar em consideracdo as

peculiaridades de cada tecido.
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Anexos

ANEXO 1

Dinaflex®: Glicosamina sulfato [bula de remédio]. Responsavel técnico Dra. Maria Rita

Maniezi. Pindamonhangaba - SP: Zodiac Produtos Farmacéuticos.
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ANEXO 2

Condroflex®: Glicosamina sulfato em associacdo ao Condroitim sulfato [bula de
remédio]. Responsavel técnico Dra. Maria Rita Maniezi. Pindamonhangaba - SP:

Zodiac Produtos Farmacéuticos.
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9.ABSTRACT



Abstract

Several factors contribute to the skin changes that are associated
with  menopause, including chronologic aging of the organism and the
withdrawal of steroid hormones. It is known that sexual hormone suppression
leads to alterations in the skin extracellular matrix. Hyaluronic acid (HA) high
molecular weight glycosaminoglycan and a major component of the
extracellular matrix. In the skin, which contains 50% of the total body HA.
Several biological functions have been assigned to HA, among them the
stabilization of the extracellular matrix, water homeostasis, joint lubrification,
proliferation cell and regulation of the cellular activities. Glucosamine sulfate
(Glc) and chondroitin sulfate (CS), both components to the extracellular matrix,
have been used for treatment of osteoarthritis. The Glucosamine sulfate is an
amino monosaccharide that is present in all human tissues and is precursors for
the biosynthesis of the glycosaminoglycan and ploteoglycans. The chondroitin
sulfate is a glycosaminoglycan formed for repeating disaccharide units
containing galactosamine sulfate and glucuronic acid. However, the
glucosamine sulfate and its association with chondroitin sulfate (Glc/CS) and
their effects on the aged skin tissue are still unknown. This study was done to
observe the profile of the hyaluronic acid in the skin after ovariectomy in rats
treated and untreated with Glc or GIc/CS. Wistar rats (n = 50) were divided in
two groups: not ovariectomized (control) and ovariectomized (experimental).
The animals received by gavage either water (0,25ml) or 0,0214 mg/g of animal
weight of Dinaflex® 1,5g (glucosamine sulfate) or Condroflex® 1,59 + 1,2g
(glucosamine sulfate + chondroitin sulfate) during 45 and 60 days. Their skins
were dissected and analyzed the following parameters: 1) thickness of dermis
and epidermis; 2) histochemical localization of the hyaluronic acid; 3)
biochemical quantification of the hyaluronic acid. Through this study we
conclude that: 1) ovariectomized animals decreased the amount of hyaluronic
acid in the skin; 2) ovariectomized animals and treated with water or Glc or
Glc/CS for 45 and 60 days to administration they do not present alterations in
the acid hyaluronic concentration: 3) the therapeutical administration of these

composites must take in consideration the peculiarities of each tissue.
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