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RESUMO

Os hormonios exercem importante influéncia sobtlariage. Variagbes da voz séo
comuns na pratica clinica, e podem refletir altdéescnas pregas vocais ao nivel
macroscopico e ultraestrutural. A prega vocal qongntre outras substancias, o acido
hialurbnico, sendo este responsavel, em grandee,p@elas suas propriedades
viscoelasticas. A concentracdo do acido hialurénm® tecidos pode variar com a agéo
dos horm6niosOBJETIVO : O objetivo deste trabalho é analisar comparatargea
concentracdo do acido hialurénico nas pregas valmisatas durante o ciclo estral e
ciclo gravidico-puerperaMETODO : Foram utilizadas 40 ratas adultas, divididas em
dois grupos, ciclo estral e gravidico-puerperal.pdioneiro grupo utilizamos 20 ratas
para determinacdo da concentracdo do acido hiabargro ciclo estral; no segundo
grupo, também de 20 animais, foi realizado o mesrperimento no ciclo gravidico-
puerperal. Os dois grupos foram divididos em subggwde acordo com a fase do ciclo
em gue se encontravam, e com o tempo de prenhaazigal. Nos subgrupos de cinco
animais, quatro foram utilizados para o estudo alacentracdo do AH e um para 0s
procedimentos histolégicos. O método utilizadodesenvolvido no Departamento de
Biologia Molecular da Universidade de S&o Pauloss®aulista de Medicina e trata-
se de um meétodo fluorimétrico para a determinagdcAd em fluidos bioldgicos,
utilizando sondas de ligacdo do AH. Os cortes Higtoos foram submetidos a
coloracdo de Hematoxilina—Eosina, e azul de aldam e sem tratamento com
hialuronidaseRESULTADOS: No grupo do ciclo estral ndo se observou varialgio
concentracdo do acido hialurénico. No grupo doocigtavidico-puerperal houve
aumento da concentracdo do acido hialurébnico nograpb do puerpério. Na

comparacao entre os dois grupos do ciclo estratagidjco-puerperal ndo houve

Xi



diferenca. Quando comparamos todos os subgrupdigenénca no grupo do puerpério.
CONCLUSOES: Comparando-se todos os subgrupos do ciclo estialegravidico-

puerperal, s6 no puerpério houve aumento da camggiot do acido hialurénico.

Xii



1. INTRODUCAO



Os horménios exercem imgote influéncia sobre a laringe. A voz
humana é sensivel as variagcbes hormonais e suacallepode constituir o primeiro
sintoma de diversas doencas hormonais.

As modificacbes laringea®o nse limitam apenas aos periodos da
puberdade, andropausa e menopausa elas ocorrentedioda a vida do individuo. Os
mais 6bvios e profundos efeitos hormonais saoldigioos e ocorrem na época da
puberdade, quando alteracdes nas dimensfes |lasipg@aocam abaixamento do tom
da voz masculina em aproximadamente uma oitavanaifega em algumas notas ( De
Biase & Silva, 2000). As mudangas vocais na mullassociadas aos hormonios
sexuais, sdo muito comuns na pratica clinica e $&vn investigadas em alguns
periodos, como: pré-menstrual, gravidez, e men@paus

Segundo Greene & Dalton5@)9 no periodo pré-menstrual, quando os
niveis de estrégeno e progesterona estdo maisshaigorre um leve espessamento das
pregas vocais (PPVV). Os autores relatam que algutaatoras de Opera evitam
obrigacdes com o canto, alguns dias antes e apé@snstruacao.

O impacto hormonal se d& rs@mente sobre o trato genital, mas
também sobre as mucosas, 0s musculos, os tecisessos laringe e o cortex cerebral
(Abitbol et al, 1999). Este autor, em estudo comn®iheres, profissionais da voz,
apresentando disfonia pré-menstrual, referiu-seda da progesterona e do estrogénio
sobre os musculos e a mucosa do complexo vocal® efeitos vascular, secretor,
energético, bem como sobre a hidratacdo. Seguadtoo, um ter¢co das mulheres sofre
com a sindrome pré-menstrual, caracterizada pagdagbcal, diminuicdo de alcance
vocal, com perda de tons agudos, aspereza e permbgpdessao vocal, além de edema e

congestdo das pregas vocais.



A atividade da progester@nao estrogeno no periodo pré-menstrual
causa vasodilatacdo, aumentando o volume de sansailtando em edema da prega
vocal (PV) ( Sataloff et al, 1997). Este autor mena que, embora médicos estejam
mais impressionados com as mudancas da voz nodpepi@-menstrual do que com
aguelas ocorridas no meio do ciclo, essas altesagédem ser mais pronunciadas no
periodo da ovulagéo.

Figueiredo et al (2004) doiram, durante a avaliacdo perceptivo-
auditiva nos periodos menstrual e de ovulacdoaqueioria dos parametros utilizados
para detectar modificagdo na voz mostrou alteraggsificativas. As mulheres,
entretanto, ndo apresentaram conscientizacdo sabmaudanca de suas vozes,
confirmando as conclusdes do trabalho de Vasconetlal (2001).

Semple & McComb (2000),uelsindo macacos da regiao de Gibraltar,
observaram que, através de pequenas alteracbeomalas fémeas, os machos
conseguiam distinguir o status reprodutivo das massn@ollins & Missing (2003)
observaram que os homens se sentem atraidos p@boséspecto visual das mulheres,
como também pela sua voz, de acordo com as fasgsldanenstrual.

Como j4 mencionado, os Harims atuam de maneira mais acentuada
dependendo do periodo do ciclo hormonal em quelaemge encontra. A gravidez é
também uma fase em que observamos muitas mudarag@snicas e clinicas.

A laringopatia gravidicauéa condicdo comum, sendo causada por
alteracdes fisiologicas, anatbmicas e psicolégicesnseqientes as alteracdes
enddcrinas. Sao semelhantes as alteracdes préruaénstA elevacdo dos niveis de
progesterona circulante aumenta a fragilidade Yascuevando a hemorragia
submucosa e predispondo a retencdo hidrica. Ardigfuvocal € caracterizada pela

diminuicdo da eficiéncia vocal, perda das notasatfadiga vocal com leve disfonia.



Newmam et al (2000) encawr#tm receptores para estrogeno,
progesterona e andrégeno, no epitélio, citoplasmaldeo de células de PPVV
humanas, assim como nos fibroblastos da laminariptO\ quantidade destes
receptores varia de acordo com o sexo e a idadmaAl et al (2003) encontraram
receptores para hormonio tireoidiano em PPVV husana

As variagcbes que observamas pregas vocais macroscopicamente
devido a estes horménios refletem alteracdes qoetezem ao nivel microscépico e
ultraestrutural. Com o desenvolvimento de métodas mensiveis, podemos detectar e
analisar as substancias que participam deste fer@me

Alguns autores tém estudadpiantificacdo destas substancias nas PPVV
humanas. Pawlak et al (1996) estudaram os glicosgincanos (GAGS) e o0s
proteoglicanos, na lamina propria das pregas vabai$4 cadaveres. Foi detectado o
acido hialurénico (AH) no citoplasma de célulasspreges na lamina propria, que na
imunohistoquimica mostraram ter caracteristicabdeblastos. Hammond et al (1997)
avaliaram 18 PPVV humanas normais, sendo dez homeits mulheres, com idades
entre 20 e 60 anos. Foram realizados dois corsésldgicos. Um deles foi tratado com
hialuronidase testicular, e o outro ndo. Com aise@omputadorizada das imagens foi
possivel observar que as PPVV dos homens tém ma#ntidade absoluta de AH na
lamina prépria, podendo haver variagcfes individggis fogem a esta regra. Este fato
explicaria, segundo os autores, por que as mulénesnaior propensao a ter nédulo
vocal, pois com uma quantidade menor de AH naartetanta protecdo aos traumas
quanto os homens. Butler et al (2001) desenvolveram estudo avaliando a
distribuicdo do AH ao longo de toda a espessurdadana prépria e verificando
variagbes quanto ao sexo e idade. Os resultadadosbtepresentam a proporcao

relativa do AH em quatro regides diferentes da m@mprépria. Observaram que



mulheres apresentam relativamente menos AH na @amad superficial da LP, mas

possuem mais AH nas camadas mais profundas, camdegkariacdo entre individuos

nos resultados. Ndo houve diferencas estatistid@nsgnificantes de acordo com 0s
grupos etarios. Lebl (2004) estudou 32 PPVV humarmgias de necropsias de 16
cadaveres, sendo oito homens e oito mulheres s&u laringea, com idade variando
entre 38 e 68 anos. As PPVV foram decorticadagiéidas em regifes anterior, média
e posterior da borda livre (denominada regido sopee regides anterior, média e
posterior da face subglética (denominada regiderimf). O método utilizado para a

determinacdo do AH em fluidos biolégicos foi des#wido pela Universidade Federal

de S&o Paulo - Escola Paulista de Medicina. Candlei que homens e mulheres
diferem, em todas as regifes, quanto a concentragitha de AH. As mulheres

apresentam média maior que os homens em todagi@sge a concentracdo total € o
dobro da dos homens.

A vibracéo das pregas veckEpende, entre outras coisas, do tamanho e
da composicdo da lamina prépria (LM). Entre as tulegas que compdem a matriz
extracelular (MEC) desta regido, estdo os GAGsotepras fibrosas (Hirano, 1981).
Pequenas alteracBes quantitativas nas macromaéguéaformam a MEC sao capazes
de determinar impactos negativos acentuados nasigiades biomecéanicas das PPVV
. O AH é um GAG e um dos principais componentesLBa Sua influéncia nas
propriedades biomecéanicas das PPVV foi demonsprad&ray et al (1999) e Chan et
al (2001).

Foram realizados diversabalhos onde foi estudada a cicatrizacao das
PPVV em modelo animal, apés dano causado artifigate. Entre substancias
analisadas, a que despertou maior interesse fél,@Ais ficou patente sua importancia

na cicatrizagao das PPVV (Thibeault et al, 2002jReau et al, 2003; Rousseau et al,



2004; Thibeault et al, 2004). Seguindo a mesmaalida raciocinio, alguns autores
estudaram a possibilidade de se fazer a correcétsdficiéncia glotica e de cicatrizes
das PPVV utilizando o AH, em modelo animal e em &nos (Hallen et al 1998; Chan
et al 1999; Hertergard et al, 2002; Hertergard,e2Q03; Perazzo, 2005).

Tateya et al (2005) afirarar em seu experimento, utilizando como
modelo animal o rato, que sua LP é mais parecidaado homem, sendo este animal
mais indicado para se fazer estudos das PPVV.

O acido hialurénico (AH)ifoitado pela primeira vez na literatura
medica por Meyer & Palmer em 1934. Eles isolarampolissacarideo &cido com alto
peso molecular do humor vitreo de boi, que naosalfatado. Propuseram que seu
nome fosse acido hialurénico, de “hialéide” (vifremais acido urénico. O AH é um
GAG.

Os GAGs sdo acucares deiaadongas, nao ramificadas e compostas
de unidades dissacaridicas repetitivas (Figurddis compostos ocorrem em todas as
espécies de animais que possuem organizacao tealésde esponjas até mamiferos
(Lindholm, 1997). Com excec¢do do queratan sulfatounidades dissacaridicas dos
GAGs sao formadas por um monossacarideo aminadacghlglicosamina ou N-
acetilgalactosamina) que, na maioria das vezegjlfatado por um acido urénico
(glicurdnico e idurbnico). A presenca de grupamem@rboxilicos no residuo do acido
urénico e de uma variavel quantidade de gruposatsuffor dissacarideo faz com que os
GAGs apresentem uma alta quantidade de cargasvagat

O &cido hialurénico (AH)rapenta trés caracteristicas fundamentais que
os distinguem dos demais GAGs: ele ndo se assovaentemente a uma proteina
central, ndo € sulfatado e sua sintese ocorre pocamplexo que se localiza na

membrana plasmatica.



A unidade dissacaridicaetgwa do AH é um acido glicurénico e uma
N-acetilglicosamina (figura-2). A cadeia do AH éXivel e extremamente longa,
chegando a 3000 unidades dissacaridicas. A pregsengaipos carboxila, associadas a
extensdo e flexibilidade das cadeias, fazem com quéH forme solucbes
extremamente viscosas, fundamentais a estrutuggdbguns tecidos, como o humor
vitreo e o cordao umbilical, e fundamentais na aggo celular, como ocorre durante o
desenvolvimento e cicatrizacdo. O AH auxilia tamb#éaitas fungfes celulares, como
o controle da morfogénese e diferenciacdo, locomaggular, reparo tecidual e
resposta inflamatéria. Tem sido atribuido ao AH gbapo processo mitético e no
crescimento de tumores.

A sintese do AH ocorre mitamente nos fibroblastos e é realizada pela
enzima hialuron sintetaze, localizada na paredariatda membrana da célula, sendo
esta enzima também responsavel pelo seu trangddora desta. Existem trés tipos
de enzimas para a sintese: “hyaluron syntetaseHAS{1), “hyaluron syntetase 2”
(HAS-2) e a “hyaluron syntetase 3” (HAS-3) . Cadnaurealiza a sintese de cadeias
com pesos moleculares diferentes.

Os principais receptoresAdtb na superficie da célula sdo o “Cluster of
differentation-44” (CD44) e o “Receptor for Hyalman-Mediated Motility”
(RHAMM), e ambos participam da regulagao dos fatale crescimento celular. A alta
concentragdo de AH e altos niveis de CD44 tém sitmntrados com uma grande
relacdo com a génese de tumores, levando o CDddassiderado marcador tumoral

para tumores uroldgicos e de mama, principalmebigae Bourguignom, 1997).
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Figura 12. Acido Hialuroénico: Estrutura molecular

Segundo Santos & Ferrazoli (2005) os periodos depinms podem ser
classificados como ciclos estrais continuos oucistais. O ciclo estral € o periodo

decorrente entre sucessivas fases de receptivsgxdeal, geralmente chamada de cio ou



estro. Os ciclos podem ser monoestrais (uma veammy ou poliestrais (duas ou mais
vezes por ano). A duracdo dos ciclos estrais consig especifica da espécie: na rata,
por exemplo, € de quatro a cinco dias; na cobam@velha, é de 16 dias no maximo; e
na vaca e na porca, € de no maximo 21 dias. A o&alae deve ao bloqueio de
estimulos atuantes sobre o hipotdlamo, gerand@tie de FRH e LRH, que produzem
secrecdo de gonadotrofinas hipofisarias. Emboras nddficil de ser explicada, a
atividade sexual ritmica espontanea da fémea fdadosamente estudada na rata.

O ciclo estral pode seridido em duas fases gerais: 1) fase folicular,
correspondente ao periodo de crescimento e matudigsfoliculos, caracterizada por
secrecédo estrogénica gradualmente acelerada acalbedla mucosa uterina e vaginal; 2)
fase lutea, iniciada pela ovulacao do foliculo @ subsequente transformacao em corpo
amarelo.

A duracdo da fase lUteaethele do corpo amarelo se tornar funcional ou
nao, no primeiro caso secretando progesterona, s|amconseqiente efeito sobre a
mucosa uterinaaginal. As fases da fun¢éo ovariana foram divisliden estagios, que
séo correlacionados com a citologia da vagina.di® 10 esfregago da parede vaginal
revela um padrdo mutavel de células e muco. No cont® estro, o esfregaco é
composto quase exclusivamente de células epitadmisificadas. No fim do estro,
aparece muito muco enquanto que as células cadi#g ainda sdo bastante visiveis.
Doze horas mais tarde, no metaestro, o esfregaesana células cornificadas, muitos
leucécitos e quase nenhum muco. Na rata, o ciclsusede rapidamente: 0s corpos
amarelos ndo sdo secretores e 0 metaestro € auém ser que se instale um processo
de gravidez ou pseudogravidez. Em animais cujogosoamarelos sdo secretores, 0
metaestro é prolongado. O diestro é associado estnegaco vaginal que contém quase

apenas leucdcitos e ocasionalmente células ovaiggcandes nucleos, células epiteliais
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nucleadas. Um dia depois, o0 esfregaco se caractpde células epiteliais nucleadas
apenas - 0 animal esta entdo no proestro. Diggtomstro e estro ocorrem na fase
folicular da funcédo ovariana, enquanto que o0 metmescorre na fase latea. O
conhecimento da relacdo entre a citologia vaginal ®incdo ovariana propiciou a
fisiologistas e bioquimicos um poderoso instrumexjeerimental.

Em primatas, o ciclo reprtido é o ciclo menstrual, que vai do primeiro
dia de sangramento até a véspera do inicio domoiyieriodo de sangramento. Em
macacas Rhesus e mulheres, a duracdo dos cicleseafa cerca de 28 dias. A
ovulacao € espontanea, ocorrendo por volta da meladiclo (entre o 11° e o 14° dia).
Os primatas sdo sexualmente receptivos ao longtode o ciclo; portanto, nao
apresentam o estagio de estro durante o ciclo m@hsO ciclo menstrual pode ser
também dividido em fase folicular e lutea. Duraatdase folicular, 0 endométrio
uterino torna-se mais espesso. Na fase lGtea,tessticamente, as artérias em espiral
se apresentam mais tortuosas, e as glandulas admnétrb exibem maior atividade
secretora. A menstruacdo ocorre quando 0 corpo edmnaressa a secrecao de
progesterona. O sangramento das artérias espiigueda do endométrio persistem
durante trés a cinco dias, seguindo-se novo crestoro endométrio.

Os diversos estudos ctimidemonstram que, de alguma maneira, 0s
hormdnios provocam alteragcbes nas pregas vocaiguas acabam repercutindo na
voz, provavelmente alterando as substancias qeerapdem. Foi demonstrado que o
acido hialurénico é um dos principais componentessRPVV. Sera que a concentracao

do mesmo nao pode variar nos tecidos de acordestimulos hormonais?
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2. OBJETIVO
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O objetivo deste trabalh@nalisar comparativamente a concentracao
do acido hialurbnico nas pregas vocais de ratasntli o ciclo estral e o ciclo

gravidico-puerperal.
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Likar & Likar (1964) reaéizam estudo determinando a localizacdo e
quantificacdo dos mucopolissacarideos acidos naksé&a mama e parede uterina de
bovinos, de acordo com as fases do ciclo estrab(ediestro, metaestro, proestro). O
estudo histoquimico para a localizacdo de mucogaalaxideos acidos revelou uma série
de variacOes de coloracado, de acordo com a faseldoe da camada da parede uterina
estudada. Foi descoberta uma correlacdo entre idadat de mucopolissacarideos
acidos e a fracdo de AH. Descobriu-se, tambémaguelulas da mama e a quantidade
de hialuronato variavam em quantidade, de acordo adase do ciclo. O AH que
estava alto durante o estro, diminuia no diesttooaietaestro e, a seguir, tornava a
aumentar. O autor ainda faz uma discussdo sobrelivessos métodos para a
determinacao dos mucopolissacarideos acidos.

Kofoed et al (1972) afirraar que o estrogeno e a progesterona induzem
a mudancas no conteudo dos GAGs nos oOrgdos dosianiBm seu estudo eles
isolaram e caracterizaram os GAGS em Utero e glarghlivar de ratas. Os animais
foram divididos em quatro grupos: animais castradas castrados, castrados com uma
dose de benzoato de estradiol (1pg) e, finalmergstrados com uma dose maior
(10pg) de benzoato de estradiol. A concentragdéacttb urbnico aumentava com a
castracdo e diminuia com a injecdo de benzoatstdedel, mas a quantidade total do
AH no (tero dos animais castrados era menor queamd®ais que recebiam o
estrogeno. N&o houve mudanca da concentracdo ido &acbnico nas glandulas
salivares.

Cabrol et al (1985) estadara distribuicdo dos GAGs no colo, no istmo
e no corpo do utero de mulheres gravidas e naadgiavOs GAGs foram medidos no
cérvice uterino de mulheres gravidas (n=9) e nawidas (n=14), no istmo de gravidas

(n=8) e ndo gravidas (n=6), e no corpo uterinord®idas (n=12) e nao gravidas (n=5).
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Referiram a presenca do AH e dermatam sulfato eastas regides estudadas, sendo
maior a concentracao ao final da gestacéao.

Pontes et al (1989), reaban estudo histoldégico e histoquimico da
mucosa nasal de 16 ratas no ciclo estral e 24 mataglo gravidico-puerperal. No ciclo
estral, os animais foram divididos em quatro gruigosis, de acordo com a fase do
ciclo - estro, diestro, metaestro e proestro. Ngg@ da gravidez, os animais foram
sacrificados no 7°, 14° e 21° dia, sendo cada gogoo quatro animais. No grupo do
puerpério, os animais foram sacrificados no 7°,e.21° dia, tendo cada grupo quatro
animais. O estudo histolégico foi realizado conobm@cao do Hematoxilina-Eosina e
com azul de alcian, com e sem a hialuronidasect#stj e com outras coloragdes.
Concluiu-se que a mucosa nasal sofre modificacig®riantes no ciclo estral, na
prenhez e no puerpério. No ciclo estral foi en@atdr no corio de toda a mucosa nasal,
uma mucopolissacaride acida ndo sulfatada, proveerge representada pelo acido
hialurénico, que nao varia durante o ciclo estrals que desaparece ou diminui durante
a prenhez, reaparecendo no puerpério.

Rajabi et al (1992) estagtara concentracdo do AH no soro de fémeas
de porcas da Guinea, sendo 13 prenhas, cinco efbgs e quatro ap0s a gestacao.
Como método, realizou um ensaio radiométrico, amdezou uma proteina ligada ao
AH e marcada com iodo-125. Concluiu que a conceitrado AH aumentava
progressivamente até o parto e, dois dias apdsveohos niveis anteriores a ele.

Laurent et al (1995) estada 0 AH em diversos tecidos do aparelho
urogenital de ratos. Utilizaram seis animais, setois machos e quatro fémeas, duas
das quais prenhas. Foi realizado estudo semigaiivititcom imunohistoquimica e
ensaio radiométrico para acido hialurbnico. Obsess® que o AH se acumula

predominantemente no tecido conectivo ao redorita flo musculo liso, na regido
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subepitelial da lamina propria, e tecido conecpreoineural e perivascular. Nas fémeas
foi encontrada maior quantidade na vagina e nagbexsendo que o Orgao que
apresentou maior volume de AH foi a vagina dashasn

Kobayashi et al (1999) daam a quantidade de AH em 388 amostras
de soro sanguineo de mulheres, sendo 250 duratesidez, com idades variando de
20 a 37 anos, e 70 que ndo estavam gravidas, @ie ehtre 25 e 41 anos. Nenhuma
paciente fez uso de medicacdo durante a gravideantdivididas em seis grupos: o
primeiro grupo foi o das 70 mulheres que ndo estageividas o segundo grupo era
composto de 47 mulheres que colheram soro entfea34 semana de gravidez; no
terceiro grupo havia 46 mulheres entre@d 26 semana; no quarto grupo, estavam
58 mulheres entre a 27 a 37 semana de gravidez; no quinto grupo encontra\eam-s
99 mulheres entre a 3& a 40 semana, sem estar em trabalho de parto; e, fmadm
0 sexto grupo foi de 68 mulheres ja em trabalhpatto, entre a 38e a 40 semana.
Observou-se que a concentracdo do AH aumenta geigaenente no soro durante a
gravidez e, de maneira mais intensa, ao seu termo.

Cubas (2001) analisou dés56 no colo uterino de ratas no ciclo estral.
Foram utilizadas 40 ratas e divididas em grupogodedo com a fase do ciclo estral em
que se encontravam. Os animais foram sacrificatbyglo sido retirados os colos
uterinos para estudo morfoldgico, histoquimico ariohistoquimico. O autor detectou
relacdo entre o perfil dos GAGs, o pico de praigéo celular e a variagdo hormonal
que ocorre durante o ciclo estral. Nao houve vadagignificativa da concentracao do

AH durante o citado ciclo.
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4. METODO
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Depois de realizado o projeto da tese, este faadowara o comité de
ética, que aprovou o trabalho sob o numero 1234/05.

Foram utilizadas 40 ratas (sp-wistar) adultas, cenca de 250 gramas.
Os animais ficaram confinados em gaiolas plastioas grade de metal e mantidos com
alimentacdo e aguad libitum, com temperatura e luminosidade do ambiente
controladas. Estes animais ficaram alojados norGel& Desenvolvimento de Modelos
Experimentais para Medicina e Biologia — CEDEME,Utaversidade Federal de S&o
Paulo - Escola Paulista de Medicina.

No primeiro grupo, utilizamos 20 ratas para deteagiio da
concentracdo do AH no ciclo estral. Estas ratasaniorsubmetidas a exame
colpocitdlogico para determinacdo da fase do acloque se encontravam. O animal
era contido por um técnico de laboratério, intradda-se na vagina uma haste com
algoddo embebido em solucado fisiolégica 0,9% (feB)x. A seguir, era feito um
esfregaco em uma lamina (figura-4), a qual eraisadd imediatamente “a fresco”, no
microscopio Optico com aumento de 40 vezes. Assfade ciclo estral foram
determinadas de acordo com a quantificacdo dadaseglapiteliais, cornificadas e
leucécitos no exame colpocitolégico (Quadro 1). 1@ea havia dlvidas quanto a
classificacdo da fase do ciclo estral o animaleradncluido no subgrupo
. Os animais foram divididos em quatro subgrupdsproestro, M-Metaestro, E-Estro

e D-diestro - e imediatamente sacrificados. Em satdgrupo havia cinco animais.



Figura 13. Contencéo da rata para a colpocitologia.

Figura 14- Realizacdo do esfregaco
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Quadro 1. Quadro de classificacao do ciclo estradegundo esfregaco vaginal (Short

& Woodnott-1969)

FASES SECRECAO VAGINAL
Célula Célula Leucocito Muco
Epitelial Epitelial
Cornificada
|. Pro-estro _
FPaF + +/-
II. Estro _ _ _
(‘inicial) +++
[ll.Estro —
(tardio) +/- +++ +/-
V. B
Metaestro + ++ ++
V. Diestro _ Pouco,elast
+ +++ co

= nenhum; +/- ocasional; + = pouco; +mederado; +++ = muito
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Figura 15 - Esfregaco das fases do ciclo estral: éstro; B-diestro; C- proestro;

D- metaestro. Células (setas) c- célula cornificagdk-leucécito; e-célula epitelial.
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No segundo grupo, também 2@e animais, foi realizado o mesmo
experimento no ciclo gravidico-puerperal. Os angnfiaram divididos em subgrupos de
cinco animais e sacrificados no 7°, 14° e 21° digpenhez e no 14° dia de puerpério.
Os animais foram acasalados a noite e, na manhi@nsedpi realizados o diagndstico
de prenhez, com o encontro de espermatozoidesgnaavdas ratas (Hamilton & Wolfe,
1938), e quando foram sacrificadas foi realizadaparotomia para a verificacdo da
presenca de fetos no atero .

Aos animais foram atribigdetras seguidas de nimeros em algarismos
romanos, de acordo com 0s subgrupos em que Ssetevaon.

Em todos os subgrupos deaianimais, quatro deles foram utilizados
para o estudo da concentracdo do AH e um foi ugzal@ os procedimentos
histolégicos. Como as PPVV eram pequenas tivemes wjilizar as duas para os
procedimentos bioquimicos.

Quadro 2. Divisdo numérica dos grupos de animaissaibgrupos, e sua utilizacao.

GRUPOS Subgrupos N° de animai§N° de animais
para g para 09
bioquimica dq procedimentos total
AH. histol6gicos
CICLO ESTRO. 5
4 1
ESTRAL DIESTRO 4 1 5
METAESTRO 4 1 5
PROESTRO 4 1 5
CICLO 7° DIA DE 4 1 5
PRENHEZ
GRAVIDICO- |14° DIA DE 4 1 5
PRENHEZ
PERPERAL 21° DIA DE 4 1 5
PRENHEZ
14° DIA DE 4 1 5
PUERPERIO
total 32 8 40
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Os animais foram sacrificados usandoridiato de tiazina (rompun®) e
ketamina, com injecdo intraperitoneal, em dosé. leta

Apos o sacrificio dos animais foi readla a retirada de suas pregas vocais, com
microscopio cirurgico (DF Vasconcelos) na sala dssetcdo da disciplina de
Otorrinolaringologia. Os aumentos utilizados no noscopio dependiam da fase da
dissec¢do. O animal foi colocado em decubito dpesabio foi necessario tricotomia. A
inciséo foi realizada com bisturi lamina 15 no plaagital mediano, na altura do osso
hidide até o inicio da regido abdominal (figura-8pos, foi dissecada a musculatura
pré-tirdidea, individualizada a traquéia e sepamala@séfago (Figura-7). Em seguida
dissecamos a regido da cartilagem tiredidea. Retsaa peca, com limite inferior na
altura do segundo ou terceiro anel traqueal e sIpea altura do osso hidideo. A
seguir, a peca foi “limpa” de modo que s6 ficamos@ laringe (figura-8), a qual foi
colocada na posi¢cdo anatdmica e feita incisdo madsterior em toda a superficie.
Ficamos entdo com duas hemilaringes (figura-9).alib@mos as pregas vocais e
realizamos incisdo superior e inferior na PV (Fegli®), com bisturi delicado, para
fazer a retirada das PPVV, com o cuidado de ndaiinws as cartilagens aritendideas

nesta peca (figura-10).

Figura 16. Incisdo cérvico-toracica



Figura 17. Dissecc¢édo da traquéia

Figura 18. Detalhe da laringe da rata
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Figura 20. Incisdo para a resseccao da prega vocAlseta

mostra a cartilagem aritendidea.

24



25

Preparo da amostra para estudo bioguimico.

As pregas vocais de cadanalnforam trituradas e colocadas em
acetona, para remocao dos residuos lipidicos. toa@doi evaporada apos periodo de
1 hora em estufa a 50° C e foi obtido o "po6 cet@hique foi pesado. Ao pd cetdnico
foi adicionado maxatase (protease alcalina; BiodonBrasil Industrial Ltda —RJ,
Brasil) na dosagem de 4 mg/ml em tampéao Tris-H@5M, em pH-8,0, acrescido de
NaCl 1 M (100ul de enzima para cada 100 mg de p6 seco). A misbuiacubada a
60° C por 24 horas e, ap0s este periodo, a maxktasetivada por aquecimento a
100° C, durante 20 minutos. Apés resfriamento, raseséras foram centrifugadas e o

AH foi dosado no sobrenadante.

Estufa 50°C - 1h
PREGAS VOCAIS TRITURADAS , .
: > P6 cetdnico
ACETONA
MAXATASE 60°C
24 hs
~ ~ 100°C 20 min
ACIDO HIALURONICO < l Solugédo com
DOSADO NO
maxat
SOBRENADANTE CENTRIFUGADA axatase

Figura 11. Esquema do preparo da amostra para estacbioquimico
Andlise da concentracéo do acido hialurénico
O método utilizado foi degelvido no Departamento de Biologia

Molecular da Universidade de Sao Paulo - Escoldif®alwde Medicina (figura-11) e
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trata-se de um meétodo fluorimétrico para a deteagéin do AH em fluidos biolégicos,
utilizando “sondas” de ligacdo do AH. A sonda dada de cartilagem nasal bovina e €
constituida da regiédo globular do agregam (um pgliano formado por um esqueleto
protéico ao qual se ligam cadeias de queratamtg@faondroitim sulfato) e da proteina
de ligacdo do AH. A sonda € usada tanto imobilizada placas de ELISA, a
semelhanca de um anticorpo de captura, como soitiailada, funcionando nesse

altimo caso como anticorpo secundario marcado.

Determinacédo da concentracao do AH por método flu@métrico.

A placa de ELISA com soradtsorvida foram adicionados 100poco
de solu¢des de AH padrdo em varias concentracdaesQ@ug/l), diluidas no tampéo
de ensaio Tris-HCL 0,05 M, pH 7,75 e BSA 1% (albmenbovina sérica), além das
solucdes das amostras obtidas dos tecidos dilnfasesmo tampéo de ensaio (1:100),
em triplicatas. Foi realizada a incubacao a 4° Cldhoras, sendo a placa entéo lavada
com tampao de lavagem (Tris-HCL 0,05 M, Ph 7,%5)tes vezes. Em seguida foram
adicionadas 10Q da sonda (Img/ml) 1:10000 em tampédo de ensaiplada foi
agitada por 2 horas e em seguida lavada nove genesampdao de lavagem. Apés esta
operacdo, foram adicionados a placa 10Poco de estreptavidina marcada com
eurépio diluido 1:10000 em tampao de ensaio. Aeptdvidina tem afinidade pela
biotina conjugada a sonda. A placa foi agitadameia hora e a seguir lavou-se com
tampao de lavagem nove vezes. Por fim, com o @bjeté soltar o eurdpio ligado a
estreptavadina, adicionou-se uma solucéo de “eehaert”, 28Ql/poco, agitou-se
cinco minutos e o eurépio livre na placa foi lidm @m fluorimetro. O resultado foi

obtido em ng/ml.
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-@—:E: {I} <> Acido hialurénico
_<D—EE: {j} ﬂ Biotina conjugada com

a proteina de ligagdo

-<D_‘:E:| — Eurépio ligado a |

estreptavidina

{E} Eurdpio livre

Figura 12. Representacdo esquematica do ensaiodtimétrico do AH. Placas de

ELISA foram revestidas com a proteina de ligacacAdb(PLAH) e sucessivamente
incubadas com amostras desconhecidas, PLAH corgugad biotina e estreptavidina
marcada com eurdpio. Apés a liberacdo do eurdpim solucdo “enhancement” a

fluorescéncia final € medida em um fluorimetro (tiftes; 2002).

Preparo do material para cortes histolégicos

No preparo do material pasgprocedimentos histolégicos, a laringe foi

mergulhada em uma solucédo de formaldeido 10% pdibeagho. Apos 24 horas, as
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pecas foram desidratadas em concentracdes cresamt@lcool etilico, diafanizadas
pelo xilol e impregnadas em parafina liquida.

Os cortes na laringe for@ronais, tendo sido feitos trés cortes demt
sequenciais na regido membranacea meédia. . Fosirbdidos em laminas, colocados
em estufa a 60° C, por 45 minutos, e depois maseao estufa regulada a temperatura
de 37° C, por 24 horas, para secagem.

A desparafinacdo dos coieeeita mediante trés incubagdes sucessivas
com xilol, por 10 minutos cada. Posteriormentecades foram hidratados com dois
banhos de 10 minutos em etanol absoluto e um bdaH® minutos em etanol 70%.
Em seguida, as laminas foram mergulhadas em agtitada por 10 minutos.

Um corte foi submetido a coloracdo dmmatoxilina-eosina (HE), outro a
coloragdo com azul de alcian e o terceiro cortemstido a tratamento com
hialuronidase deSreptomyces hyalurolyticus (Sigma Cheminal Co. —-St Louis,
MO,USA), sendo posteriormente também corado pelada do azul de alcian

Para o tratamento com dulomidase, a lAmina foi lavada com PBS
duas vezes, por cinco minutos, depois com acetatndio 0,1 M pH 5,0 (tampé&o da
enzima hialuronidase) duas vezes, por cinco mintnesbamos com hialuronidase 500
unidades/ml em acetato de sodio 0,1 M pH 5,0 ONab®s com PBS duas vezes

durante cinco minutos e, finalmente, coramos caética do azul de alcian pH 2,5.

Determinacédo do AH por titulacao eletrénica
O processo de Titulagdo eletronica foi realizado Liadoratorio de
Informética Dedicado a Odontologia (LIDO) do Deparento de Estomatologia da

Faculdade de Odontologia da Universidade de Séo faQ-USP).
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As laminas com cortes cosadom azul de alcian tiveram as imagens
digitalizadas por camera digital (Sony Hyper HADCSBC14), acoplada a microscopio
optico (Laboval 4, Carl Zeiss), utilizando-se autoede 40 vezes. Para titulacao
eletrbnica da PV foram incluidos no campo o epitdémina propria e o musculo das
pregas vocais. Foram coletadas as informacdes deampo por lamina e enviadas ao
computador, via placa de video (VID Cap), onde rforanalisadas pelsoftware
Imagelab 2000® (desenvolvido no LIDO). (Novelliagt 1997)

O Software Imagelab 2000@r§do0 atualizada do programa DIRACOM
3) permite, por processo de decomposicado da cadel™mas cores elementares RGB
(R= vermelho; G= verde; B= azul), identificar estiras a partir de um espectro de cor
selecionado, escolhido dentre 126 tons para cadadan cores elementares. Apés a
definicdo do espectro de cores, que seleciona denasnestruturas de coloracdo azul
(positividade para glicosaminoglicanos), 0 prograrapresenta 0s valores da

concentracéo (em porcentagem) da cor selecionadalagdo ao campo total (fig-12).
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Figura 13. Tela de trabalho software Imagelab 2000.
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Estatistica

Os resultados dos subgrupoam submetidos ao teste de analise de
variancia (ANOVA). O teste de ANOVA ¢ indicado gda se quer comparar trés ou
mais grupos de informacfes com nivel de mensurag@icerica. As amostras séo
independentes e/ou pareadas e deseja-se saberrméddas os grupos sao diferentes.

Pode-se testar mais de um efeito com um Unico raodel
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5. RESULTADOS
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Concentracdo do Acido Hialurénico
Os valores das dosagens das concentracdes do Aithpor meio do
método fluorimétrico, pertencentes aos varios sytmg estdo expressos na tabela 1 e

na tabela 2.

TABELA 1. Dados sobre a amostra no ciclo estral: pesotigiaale e concentragéo do

acido hialurénico. Subgrupos: E-estro, D-diestremtaestro, P-proestro.

AH (ng)
peso na AH
Subgrupos (9) amostra pg/g tec
E-l 0,0114 971,152 85,2
E-ll 0,0124 1015,980 81,9
E-ll 0,0122 1657,432 135,9
E-IV 0,0118 940,968 79,7
95,7 média
23,3 DP
D-I 0,0123 1176,448 95,6
D-lII 0,0136 1622,096 119,3
Dill 0,0136 1319,360 97,0
DIV 0,0127 1138,928 89,7
100,4 média
11,2 DP
M-I 0,0118 915,068 77,5
M-II 0,0125 851,284 68,1
M-Il 0,0126 1094,464 86,9
M-IV 0,0122 1329,916 109,0
85,4 média
15,2 DP
P-1 0,0124 1644,272 132,6
P-1l 0,0131 1515,276 115,7
P-111 0,0129 1217,804 94,4
P-IvV 0,0138 1359,708 98,5
110,3 média

15,1 DP
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TABELA 2. Dados sobre a amostra no ciclo gravidico-puekppeso, quantidade e
concentracdo do acido hialurénico. Subgrupos:sé&timo dia, 14° - décimo quarto dia,

21 - vigésimo primeiro dia, P- décimo quarto digpderpério.

AH
(ng/mL)

Sub peso Na at
Grupos ' (q) amostra  H9'9€C

AH

7-1 0,0125 1181,236 94,5

7-1 0,0133 949,284 71,4

7-111 0,0134 955,304 71,3

7-IV 0,0136 1397,704 102,8
85,0 média
14,0 DP

14-| 0,0124 1571,612 126,7

14-1l 0,0126 956,732 75,9

14-111 0,0127 1209,824 95,3

14-Iv  0,0123 490,532 39,9
84,5 média
315 DP

21-1 0,0115 759,78 66,1

21-11 0,0124 953,484 76,9

21-111  0,0129 1138,088 88,2

21-Ilv  0,0121 917,028 75,8
76,7 média
79 DP

P-1 0,0040 1036,992 259,2

P-2 0,0038 1022,508 269,1

P-3 0,0052 783,132 150,6

P-4 0,0046 1479,612 321,7
250,1 média
62,2 DP
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TABELA 3. Comparativo entre subgrupos no grupo estral,rsega medida AHJ/g

tecido seco.
ESTRO DIESTRO METAESTRO PROESTRO
Média 95,68 100,40 85,38 110,30
Desvio-padréo 26,88 12,97 17,52 17,49
N 4 4 4 4

ANOVA (p) = 0,372 Nao significante. Nado houve déeca entre os subgrupos quanto a

medida avaliada

TABELA 4. Comparativo entre subgrupos no grupo gravidiceryperal no 7°, 14°, 21°

e 14° dia de puerpério (P), segundo a medidaiAjHecido seco.

7° DIA 14° DIA 21° DIA P
Média 84,98 84,45 76,74 250,15*
Desvio-padréo 16,12 36,35 9,07 71,80
N 4 4 4 4

ANOVA (p) < 0,001 *Significante. Por comparacdesltiplas,temos que o grupo P

teve respostas maiores que os demais grupos
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TABELA 5. Comparativo total entre subgrupos no grupo e@&adD, M e P) e

subgrupos no grupo prenhez (7, 14, 21 e P), sequnakedida AHV/g tecido seco.

ESTRAL PRENHEZ
E D M P 7 14 21 P
Média 95,68 100,40 85,38 110,30 84,98 84,45 76,74 250,1*
Desvio-padrédo 26,88 12,97 17,52 17,49 16,12 36,35 9,07 71,80
N 4 4 4 4 4 4 4 4

ANOVA (p) < 0,001 * Significante. Por comparacfesiltiplas temos que o grupo

prenhez P teve respostas maiores que 0s demassgrup

Resultado da histologia

Figura 14. Corte da prega vocal de rata corada comE no puerpério, onde E é o

epitélio, LP-lamina prépria e M-musculo.
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No corte das pregas vochsratas coradas com HE, observamos na
borda livre a presenca de epitélio pavimentosoa#stado ndo queratinizado,
constituido por cerca de trés ou quatro camaddd? Abaixo do epitélio apresenta em
algumas regides duas camadas e, em outras, chégs @amadas. Logo abaixo

podemos observar o0 musculo tireoaritendideo

Figura 15. Corte da prega vocal da fase puerpéricocada com azul de alcian.
E-epitélio, C-cartilagem aritendide, LP-lamina pr@ria e M-musculo.

Nos cortes da prega voeatatas coradas com azul de alcian, podemos
observar uma coloragcdo azul mais intensa no epit@mina propria, glandulas e

principalmente na cartilagem, indicando a preseleg@AGs nestas estruturas.
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Tabela 6. Os resultados apresentados pela analise quasitdéis concentracdes de
GAGs, no corte com coloracdo azul de alcian eectdtado com hialuronidase

especifica para o AH.

Cortes histolégicos
Azul de  Azul de alcian DIFERENCA

alcian com
em % hialuronidase

em %
CICLO ESTRO 15,6 9,2 6,4
ESTRAL DIESTRO 20,9 16,7 42
METAESTRO 21,0 18,0 3,0
PROESTRO 19,8 18,9 0,9
CICLO 7° DIA 13,1 12,2 0,9
GRAVIDICO 14° DIA 19,2 11,7 7.5
PUERPERAL 21° DIA 18,9 9,2 9,7

14° PUER. 16,5 11,5 5,0
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5. DISCUSSAO
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Ha uma grande dificuldade e pesquisar, dos pontos de vista
histolégico e bioquimico, a PV de cadaveres fenosiem relacdo a fase hormonal,
uma vez que geralmente em seus prontuarios nasaocommdos do ciclo menstrual e
medicacdes usadas.

Coelhos e caes ja foramizatlos em experimentos com PPVV
(Rousseau et al, 2003; Rousseau et al, 2004),segsndo Tateya et al (2005), o rato é
um modelo melhor, pois a LP das suas PPVV tem wafsticas semelhantes as
humanas: pode ser dividida em camadas, sendo gquefunda contém mais fibras
colagenas que a superficial. Além disso, no raispainos de extensa informagéo
genética e, como ele tem um ciclo de vida curtgsitdita que diversos ciclos sejam
investigados. Devido ao seu tamanho e fertilidédesn modelo economicamente mais
vidvel. A porcdo cartilagiinea da laringe & cereacthco vezes maior no rato que no
humano, fato que pode ser apontado como uma degesnineste modelo.

Quando determinamos o rgtkr de tempo para o sacrificio dos animais
no ciclo gravidico-puerperal, escolhnemos a cadadias, pois, como a gestacdo da rata
dura cerca de 21 dias, estamos dividindo estegedm trés fases iguais. Escolhemos
0 14° dia de puerpério para o sacrificio, uma vee § neste dia que comecaria 0
desmame, e a rata voltaria a ter 0s mesmos esimuéono ciclo estral.

Nos cortes histolégicoalimdos com a coloracdo de HE, foi observado
que a estrutura das PPVV de ratos é semelhantesahdmanos: com epitélio
pavimentoso estratificado ndo queratinizado comrafis camadas (3 ou 4), a LP com 2
camadas e, mais profundamente, o musculo, 0os v&asws nervos. Foi encontrada
cartilagem aritendide em quase toda a extensad/da Bue confirma os achados de

Tateya et al (2005).
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Tivemos muita dificuldade utdizacdo do software Imagelab 2000, para
estabelecer um espectro de cores em que a medskarealizada, porque as variacbes
de cores eram todas em azul. O tamanho do cam@tarioi fator limitante, pois a LP
da rata € muito pequena. Assim, ficava dificil @aumm campo inteiro para as medidas,
mesmo nos maiores aumentos, e a cartilagem naa paxkr parte dessas medidas.
Quando realizamos a quantificacdo do AH atravéspdmrama Imagelab 2000,
esperdvamos confirmar os achados do método fluoicogobservando um aumento
ou diminui¢do da coloracdo, mas, devido as difedé$ ja mencionadas, os resultados
nao puderam ser comparados.

Os métodos utilizados parpesquisa do AH em outros trabalhos séo
indiretos, como demonstram Pontes et al (1989), rhiamd et al (1997) e Butler et al
(2003), nos quais sao utilizados reagentes pa@A@3s e proteinas, sendo que, depois,
€ usada hialuronidase testicular, para se difeaermide havia presenca do AH por
comparacao ou subtracdo. Ocorre que esta hial@asmidao € especifica para o AH,
podendo degradar também o condroitin sulfato. Rtwfaesses trabalhos, pode-se estar
incluindo outras substancias além do AH.

O método empregado para eteatdo da concentracdo do &cido
hialurdnico foi desenvolvido na Universidade FetldeaS&ao Paulo - Escola Paulista de
Medicina, no Departamento de Biologia Moleculaé, @m dos mais sensiveis descritos
na Literatura. E utilizada uma hialuronidase edmecipara o AH e, no método
fluorimétrico, é usada uma proteina de ligacdo Hoisolada de cartilagem bovina que
reconhece especificamente o AH.

Likar & Likar (1964), em seatudo em células de mama e parede uterina
de bovinos, encontrou um aumento dos mucopolisisker e, junto com estes, a fracao

de hialuronato, de acordo com a fase do ciclo ledbarante a fase chamada de
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folicular (diestro, proestro e estro), houve aurmelt estrogeno e aumento gradativo da
quantidade de hialuronato, que apds a ovulacée |{fiésa) volta a diminuir. Pontes et al
(1989) e Cubas (2001) realizaram trabalhos nossgeraim feitas as quantificacbes do
AH na mucosa nasal e colo uterino de ratas, raspestnte, sendo que ambos
observaram nédo haver variacdo da quantidade de eStes tecidos durante o ciclo
estral. Na pesquisa de Likar & Likar (1964), o modenimal era diferente e a técnica
para a quantificacdo do AH também. Provavelmenteseftores culminaram com
resultados divergentes em relacdo aos nossos.

Em nosso trabalho n&o olmepos variagdo significativa da
concentracdo do AH nas pregas vocais de ratas tduoaniclo estral. Este resultado
confirma os achados de Pontes et al (1989) e C{af¥x) que, em suas pesquisas,
utilizaram o mesmo modelo animal, mas em tecidderatites, a técnica por nés
utilizada para a determinagéo do AH foi a mesmaeadmndo autor.

Kofoed et al (1972) demoaistm que a variacdo do contetado do AH no
Utero de ratas sofre a influéncia dos horménios.esirégeno faria diminuir a
concentracdo do AH, portanto, era de se espeeaa @oncentracdo do mesmo variasse
durante o ciclo estral, uma vez que o estrégenoseumpico durante a fase folicular e
torna a diminuir logo apés a ovulagdo. Acontecdretanto, que o autor ndo realizou
seu experimento com a variacdo fisiologica dos Baios, tendo castrado e
administrado doses diferentes de benzoato de mdiradtalvez por esta razdo, tenha
encontrado uma variagao mais evidente nos seusachssl

Pontes et al (1989) obsewa na sua amostra a existéncia de um
mucopolissacarideo acido ndo sulfatado, possiveéemenAH, que diminuia com a
evolugcédo da gravidez. Nos trabalhos de Cabrol €1385) e Laurent et al (1995), os

tecidos estudados, provenientes de Orgdos urogenita animais no periodo
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gestacional, sdo alvos mais sensiveis a acdo dasbhms, pois com a evolucdo da
gestacdo temos uma diminuicdo do estrogeno e, demonstrou Kofoed et al (1972),
isto causaria 0 aumento da quantidade de AH. Rajaal (1992) e Kobayashi et al
(1999) estudaram o AH no soro de porcas da Guireza eulheres, respectivamente,
encontrando um aumento do AH com a evolucéo dehprert provavel que isto ocorra
por aumento na mobilizagdo do AH nos tecidos.

Na nossa amostra ndo nosavaoiacdo na concentracdo de AH durante
a prenhez. Era de se esperar que houvesse, pormmateet al (2000) demonstraram que
a PV apresenta receptores para os horménios gothcos. Para explicar estes dados,
podemos supor que os hormdnios teriam uma acacewliée nos tecidos de 6rgaos
urogenitais, que participam de maneira mais ativardcesso gestacional, aumentando
a concentracdo do AH e mobilizando o AH atravéssalogue, enquanto nos outros
tecidos sua acdo seria menos evidente.

Pontes et al (1989) obsemaque no puerpério 0 mucopolissacarideo
acido nado sulfatado reaparecia. Em nosso trabadimzontramos um aumento
significativo da concentracdo do AH neste peridta. de se esperar que, apés o parto,
com a volta dos horménios aos niveis normais, o tARibém voltasse a niveis
observados anteriormente. Segundo Rajabi (1992)jvass do AH no soro de porcas
da Guinea voltam ao normal dois dias ap6s o parrificamos que mesmo
comparando com o periodo do ciclo estral, istmé fla gestacdo, a concentracao do
AH estava significativamente aumentada no puerpérigue nos leva a crer que,
provavelmente com a amamentagéo, outras substgrasaam a agir e podem causar
mudancas na dinamica do AH.

Talvez nossa amodtyase pequena e, para podermos detectar

variagbes mais substanciais, tivéssemos que usaanorastra maior. Por outro lado, no
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nosso experimento, o método realizado é um dos sasiveis para a analise da
concentracdo do AH.

Nosso estudo demonstrou gumncentracdo do AH pode variar nas
pregas vocais e que, provavelmente, este fendbnwrn® & acdo de muitos fatores. A
importancia desta substancia na funcao fonatosaimepira a aprofundar as pesquisas

nesta area, para uma possivel correlacao clinifatunm.
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CONCLUSOES
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Da analise da concentracdo de acido hialurénicopnegas vocais de
ratas no ciclo estral e gravidico-puerperal, podeocomcluir que:
1. Nao ha variacdo da concentracdo do acido hialur@hicante ciclo estral.
2. No puerpério ha um aumento da concentracao do a@tlodnico
3. Comparando-se todos os subgrupos do ciclo estall@ gravidico-puerperal,

s6 no puerpério hd aumento da concentracdo do Ricilménico.
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8. ANEXOS
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Anexo 1.Dados sobre a amostra no ciclo estral: quantidadecido hialurénico diluido

1:100, volume da solucéo e concentracédo do acalorbnico na solucéo.

Diluido 1:100 AH (ng/mL)
Sub AH ng/mL) vol. Ress (uL) na solucéo
grupos
E-1 34,684 280 3468,4
E-ll 36,285 280 3628,5
E-llI 59,194 280 5919,4
E-IV 33,606 280 3360,6
D-I 42,016 280 4201,6
D-I 57,932 280 5793,2
DIl 47,12 280 4712
DIV 40,676 280 4067,6
M-I 32,681 280 3268,1
M-I 30,403 280 3040,3
M-Il 39,088 280 3908,8
M-IV 47,497 280 4749,7
P-I 58,724 280 5872,4
P-Il 54,117 280 5411,7
P-1ll 43,493 280 4349,3

P-1V 48,561 280 4856,1
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hialurénico diluido 1:100, volume da solucéo e emiacao do acido hialurdénico na

solucéo.

Diluido 1:100 AH (ng/mL)
Sub AH ng/mL) vol. Res (UL) na solugao
Grupos
7-l 42,187 280 4218,7
7-11 33,903 280 3390,3
7- 34,118 280 3411,8
7-IvV 49,918 280 4991,8
14-| 56,129 280 5612,9
14-11 34,169 280 3416,9
14-1 43,208 280 4320,8
14-1IvV 17,519 280 1751,9
21- 27,135 280 2713,5
21-1l 34,053 280 3405,3
21-1 40,646 280 4064,6
21-Iv 32,751 280 3275,1
P-1 86,416 120 8641,6
P-2 85,209 120 8520,9
P-3 65,261 120 6526,1
P-4 123,301 120 12330,1
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Anexo 3 Grafico comparativo entre subgrupos no grup@akstegundo a

medida AHp/g tecido seco.
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Anexo 4 Grafico comparativo entre subgrupos no grupaacavidico-

puerperal, 7°, 14°, 21° e 14° dia de puerpériog€yundo a medida Alg
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Anexo 5 Graficocomparativo total entre subgrupos no grupo estraD(BV e P) e

subgrupos no grupo prenhez (7, 14, 21 e P), segunukedida AHV/g tecido seco.
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9. ABSTRACT
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Hormones play an important role in the larynx. \éoiariations are common in the
clinical practice and may reflect alterations ie tocal folds at the macroscopic and
ultrastructural levels. The vocal fold is compossfda number of substances that
provideits viscoelastic properties nestly the hahic acid. The concentration of
hyaluronic acid in the tissues may vary accordmgérmone action.OBJECTIVE :
the objective of this study is to analyze the comr@ion of hyaluronic acid in the vocal
folds during estral and gravidic-puerperal cycl8#8THOD : 40 adult female rats were
divided into twogroups: Group I- 20 adult female rats were to deiee concentration
of hyaluronic acid during the estral cycle, andugrdl , 20 animals were submitted to
the same procedure but during the gravidic-puetpeyele. The two groups were
divided into sub-groups according to the rats phas¢he cycle and according to
gestacional phase. In teab-groups of five animals, four were used to arealye HA
concentration and one was used for histologicatgutares. The method used was
developed in the Department of Molecular Biologytleé Federal University of Sao
Paulo University —Escola Paulista de Medicina. It is a fluorometric method that
determines HA in biologic fluids, using a probebiad HA. Histological sections were
submitted to alcian blue/ hematoxylin-eosin stainimethod with and without
hyaluronidase treatmenRESULTS: Variation in the concentration of hyaluronic acid
was not observed during the estral cycle. In ttevidic puerperal cyclgroup, an
increase in the hyaluronic acid concentration waseoved only in the puerperal
subgroup. No difference could be observed in tireparison between the two groups
of estral and gravidic-puerperal cyclesCONCLUSIONS: When comparing all
subgroups of the estral and gravidic-puerperalesychn increase in the hyaluronic acid

concentration could be seen only in the puerpdrate.
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