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RESUMO

Os avancos tecnologicos e cientificos das ultinggadhas influenciaram o aumento da
longevidade tanto da populacdo humana quanto dosm@snde companhia. Este aumento da
longevidade trouxe como consequéncia a maior incidé de doencas degenerativas
relacionadas a idade. Entre estas doencas destagaasteoartrose e entre as opcgdes
terapéuticas da osteoartrose, o farmaco que tessexpgado melhores resultados é o sulfato de
condroitina. Outro ramo da medicina que ja utitizaulfato de condroitina € a oftalmologia,
como cicatrizante e lubrificante ocular, meio dessmvacao de corneas explantadas e como
substancia viscoelastica para uso cirargico. O aBulf de Condroitina €é uma
glicosaminoglicana presente na substancia fundainedbs tecidos conjuntivos de
vertebrados, principalmente nas cartilagens. Aacjpais fontes deste medicamento séo
tecidos cartilaginosos de animais de acougue, edpente bovinos, suinos e aves. O Brasil,
devido a grande quantidade de animais abatidosy §rande exportador de matéria-prima
para fabricagdo do sulfato de condroitina. HA mtétm se estudado novas possibilidades
terapéuticas destas moléculas na medicina humaveteginaria com resultados bastante
promissores: revestimento de formas farmacéuticasmento de tendinites, reparacdo 0ssea,
colapso traqueal em cées, além de inibicdo deioresto de células tumorais e atividade

antioxidante.

Palavras chaves: tecido cartilaginosos - sulfatoahkeroitina — osteoartrose



ABSTRACT

The scientific and technological advances of recgéetades have influenced the
increased longevity of both the human populatiod #re pets. This increase in longevity has
brought as consequence a higher incidence of degtwe diseases related to age. Among
these diseases stands between osteoarthritis aathtent options of osteoarthritis, the drug
that has shown better results is the chondroitiifase. Another branch of medicine that
already use chondroitin sulfate is ophthalmologg, veound healing and ocular lubricant,
method of preservation of explanted corneas ancbeigastic substance for surgical use. The
chondroitin sulfate is a glycosaminoglycan presgnthe ground substance of connective
tissue of vertebrates, especially in cartilage. Thmain sources of this product are
cartilaginous tissues of animal butchery, espegialittle, pigs and poultry. Brazil, due to the
large number of slaughtered animals, is a majorogtqy of raw materials for the production
of chondroitin sulfate. It has long been studyingwntherapeutic possibilities of these
molecules in human and veterinary medicine withy yamomising results: coating dosage
forms, treatment of tendinitis, bone repair, tragheollapse in dogs, and inhibition of tumor

cell growth and antioxidant activity.

Key words: cartilaginous tissue — chondroitin stéfa- osteoarthritis
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1 INTRODUCAO

O sulfato de condroitina (SC) é uma molécula preesem matriz de tecidos
conjuntivos de vertebrados. Muito tem se pesquisadiwe o SC, desde sua biossintese nos
organismos, sua participacdo em doencas e prinogoaé suas aplicacdes terapéuticas. Os
recentes avancos tecnoldgicos impulsionam ainda resias pesquisas, trazendo novas
descobertas de possiveis aplicacdes do SC.

A principal aplicacdo do SC € o tratamento da astate (OA), doenca articular
degenerativa, que atinge pessoas e animais, est@admnada com o envelhecimento. O SC
tem mostrado excelentes resultados neste tratameéenolvendo a qualidade de vida aos
portadores da doenca.

O fendbmeno da longevidade, tanto no Brasil comannodo inteiro, foi alavancado
pelas mudancas no estilo de vida das pessoas. tkipagdo de fatores ambientais, de
processos tecnolégicos e cientificos desenvolvitiosnedicina, associados a melhora nas
condicbes socioeconbmicas, mesmo nos paises emmvdesmento, sdo os fatores
determinantes do aumento da expectativa de vida.

O aumento acentuado do numero de idosos, particetde nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, trouxe diversassegnéncias para a sociedade. A
populacdo idosa brasileira esta mais sujeita algmwds de saude, como enfermidades
cronicas que possuem baixa ou nula taxa de matedié alto grau de incapacidade, como €&
0 caso da osteoartrite (OA), onerando ainda maiergamentos na area da saude, ja tdo
carente de recurs@geras, 1994)

Por volta de 1900, menos de 5% da populacdo chegasa65 anos de idade.
Atualmente as pessoas com mais de 65 anos comdabilimais de 12% da populacdo dos
EUA (Roach, 2001)Atualmente, a populacéo brasileira com idadeliguauperior a 60 anos é
da ordem de 15 milhdes de habitantes. A sua pzatiéo no total da populacdo nacional
dobrou nos ultimos 100 anos, passando de 4% em@3@8M®% em 2000. Projecbes recentes
indicam que este segmento podera ser responsaveb 86 da populacéo brasileira no ano de
2020 (Caramano et al., 19970 Ultimo senso populacional (2001) mostrou quedosos no
Brasil, correspondem a 9,1% da populacéo. SeguadwoBet al. (1993), em 2025, o Brasil
tera a sexta maior populacéo de idosos do mundo.

O grande desafio atualmente € fazer com que o mgatoento da vida seja
acompanhado de melhoria de sua qualidade, autonemi@dependéncia, associados a
sabedoria, indicadores essenciais para uma videgeale felizNéri, 2001)
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Outra consequéncia deste envelhecimento da popufagd aumento de animais
domiciliares. Estes idosos, principalmente os d#gep@quisitivo mais elevado, buscam nos
animais de companhia uma maneira de se ocuparenoenarem uteis.

Na ultima década, o conceito de “pet” ou do anidmhéstico, como parte efetiva da
familia, tornou-se fato no Brasil, por inimeroofas. Com a expansdo dos grandes centros
urbanos, os animais de estimacgéo suprem a cad@mci@ampanhia das pessoas que vivem em
pequenos espacos. Ja foi comprovado em estudd#ficeenque, além de desempenharem
um papel importante na qualidade de vida de seywiptarios, eles também podem atuar
como apoio em situacdes tensas e de estresse, moncaso de separagbes e perdas de
pessoas proximas. A importancia dessa companhia-g& mais evidente no relacionamento
com as criancas. O toque, o carinho, as brincaleraas obrigagbes com o animal
desenvolvem caracteristicas fundamentais da pdigada infantil, como afeto, confianca e
responsabilidadePetBR, 2003)

Segundo a Associacdo Nacional dos Fabricantes deeAios para Animais
(ANFAL), existe atualmente no pais cerca de 21 dethde cdes com endereco fixo, a
segunda maior populacdo do planeta, atras apermEstados Unidos. Destes, 34% séo
alimentados com racao industrializada, um indies duidados diferenciados de que séo
objetos(Veja On Line, 2003)

Estes cdes domeésticos também estéo se benefidasdnesmos fatores ambientais e
processos tecnoldgicos e cientificos desenvolvitiosnedicina, associados a melhora nas
condicBes socioeconbmicas, estando, portanto tandtiégindo idades mais avancadas e
também desenvolvendo doencas degenerativas reddeisicom a idade.

Alternativas terapéuticas para melhorar condictiegcas cronicas associadas a idade
avancada, tanto em homens quanto em animais, géoljeto de estudo e desenvolvimento,
dentre elas, destaca-se o uso do SC na doengdartiegenerativa.

Em paises asiaticos a principal fonte de SC é t@acgmm de peixes e até répteis,
devido aos habitos alimentares destes povos. Nssgacidentais, a principal fonte do SC
sao os tecidos cartilaginosos dos animais de aeodgio que deixa o Brasil em posicdo de
destaque no fornecimento destas matérias-primasopaundo.

Segundo dados da Associagéo Brasileira das Indsigsiportadoras de Car@IEC,
2005) 0 Brasil produz mais de nove milhdes de toneladtascarne bovina, ocupando o
segundo lugar na producdo mundial. Segundo a AssaxiBrasileira da Indastria Produtora
e Exportadora de Carne Sui@eIPECS, 2006) a producdo nacional € de 3,23 milhdes de

toneladas, sendo o quarto pais produtor. J4 sad@ide carne de frango, o Brasil produz 9,7
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milhdes de toneladas, ficando como terceiro maradytor mundial, segundo dados da
Associacao Brasileira de Produtores e ExportaddeeBrangoABEF, 2007). Estes numeros
mostram a capacidade da industria frigorifica Beasi em fornecer os subprodutos do abate
destes animais para a fabricacdo de medicamentusrapicos, tanto no mercado interno
quanto no mercado externo.

O aproveitamento racional dos subprodutos e residameos, além de apresentar
importancia econbmica no custo da carne, é de matrelevancia quanto aos aspectos
laboral, ambiental e de saude publica, pois, sdoss®m aproveitados, seriam transformados
em poluentes de dificil trato e em focos de diseag@o de doeng¢@Barros e Licco, 2007)

Atualmente, o principal objetivo é converter o nmadaide residuos do abate em sub-
produtos comercializaveis ou co-produtos, com alifiade de diminuir o impacto ambiental
da industria da carne e melhorar o rendimento en@wou, no minimo, diminuir o custo da
gestao dos residu¢®omay, 2001)

O presente trabalho aborda toda a cadeia proddtivaC, desde as matérias-primas
utilizadas e os métodos de extracdo e purificatd@s principais aplicacdes terapéuticas e
estudos recentes sobre novas possibilidades de Nsoque se refere as aplicacOes

terapéuticas foi dada énfase a OA, por ser a pahdoenca tratada com sucesso pelo SC.
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2 MATERIA-PRIMA DO SULFATO DE CONDROITINA

2.1 Tecido Conjuntivo e Matriz

A matriz de um tecido conjuntivo € a substanciadémental amorfa e as fibras que
preenchem o espaco entre as células. Os comportenteatriz dos tecidos conjuntivos séo
0S constituintes responsaveis pelas propriedadeseganicas especificas caracteristicas
destes tecidos. No tecido cartilaginoso, as capedeglcompressivas e tensoras da cartilagem
articular estdo relacionadas as GAGs e as fibrE#genas e eldsticas que a constituem. A
habilidade para reter dgua (e desse modo resistiorapressdo) esta relacionada as
glicosaminoglicanas (GAGs) da substancia fundarherdgmorfa. As GAGs séao
polissacarideos que contém aminoacucares e se exanplas proteinas, formando as
proteoglicanas. Numerosas proteoglicanas se comple®m o acido hialurdnico nos tecidos
cartilaginosos para formar os agregados de probaogls(Banks, 1998)

2.1.1 Glicosaminoglicanas

A substancia fundamental viscosa, semiliquida etigpelsa da maioria dos tecidos
conjuntivos é formada predominantemente por carhtwd denominados de
mucopolissacarideos. Os mucopolissacarideos gldfata foram chamados de
mucopolissacarideos acidos; os mucopolissacarid@ossulfatados foram chamados de
mucopolissacarideos neutr@sanks, 1998) Os mucopolissacarideos sulfatados estdo presentes
em todas as formas de vida que tém alguma orgauzagulagCassaro e Dietrich, 197.7)

Os carboidratos predominantes na substancia fumdtamesdo chamados de
glicosaminoglicanas (GAGs). O termo significa Eenente um aminoacucar (glicosamino)
polissacaridico (glicana). As GAGs sao heteropatiagdeos anibnicos lineares formados por
unidades repetitivas dissacaridicas de alto pedecuiar (Lamari e Karamanos, 2006)Um dos
monossacarideos na unidade dissacaridica € um agarar — seja a N-acetilglicosamina,
seja a N-acetilgalactosamina. Os outros monossiecearina unidade repetitiva podem ser, ou
um &cido urdnico, ou a galactose. As GAGs sao wpagheterogéneo de carboiodratos que
tém algumas propriedades significantes em comuias Blo polidnions capazes de reter
grande quantidade de agua. A unidade repetitivéénomma hexosamina e estas unidades
repetitivas sao diferentes nas varias GAGs, caraatelo o tipo de GAG. Todas as GAGS,

exceto o &cido hialurénico, estdo complexadas &eimas e a proteoglicanas. As GAGs tém
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uma distribuicdo variavel por todo tecido conjuaticonforme a Tabela 1. Entre as GAGs
incluem-se 0s seguintes compostos: o acido hiakopna condroitina-4-sulfato, a

condroitina-6-sulfato, o queratossulfato, o suli@odermatana e a hepar{ganks, 1998)

Tabela 1: Tipo e Distribuicdo das Glicosaminoglasan

Tipo Distribuicéo

Acido Hialurénico Liquido sinovial, cordao umbilichumor
vitreo, tecido conjuntivo frouxo

Condroitina Coérnea
Condroitina-4-sulfato Cartilagem, 0sso, cOrneataaor
Condroitina-6-sulfato Cartilagem, nacleo pulposzlerdtica,

tendao, cordao umbilical

Queratossulfato Cartilagem, 0sso, cornea, nuclgmpa

Sulfato de Dermatana Aorta, valvulas cardiacaanignto da
nuca, esclerética, pele, tendao

Heparina Mastocitos

Sulfato de Heparina Superficies celulares

Fonte: Banks (1998)

2.1.2 Proteoglicanas

As proteoglicanas sdo conjugados de GAGs e prateiizevido a essas
macromoléculas possuirem 95% de carboidratos sel@®mportam mais como acgucares do
gue como proteinas. Uma proteoglicana tipica tem prmteina central com o peso molecular
de cerca de 20000, a qual numerosas GAGs estadec@dps (cerca de 100 cadeias de SC,
110 cadeias de gueratossulfato e aproximadamenteiti®s oligossacarideos) ficando com
peso molecular de aproximadamente 2,5 X. Foram identificadas algumas regides
especificas da proteina central: regido de conimalp SC, a regido de conjugacdo do
queratossulfato e a regido de conjugacao do addiarénico, sendo esta ultima envolvida na
formacdo dos agregados de proteoglicanas. A natyselianionica das proteoglicanas as

torna bastante adequadas para o desempenho dieisg@ss basicas e para sua importancia
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biolégica. Por absorverem facilmente a agua, etagribuem para formacdo do liquido
sinovial e para as propriedades compressivas decido, atuando como depdsito quando o
excesso de agua ocupa o espaco intersticial e igiopando uma fonte de agua facilmente
disponivel para as células. Assim, as proteogleaoatribuem para a estabilidade e para o
suporte proporcionado pelo tecido conjuntivo e aimdlaboram com a manutencdo do
volume de &gua e com a distribuicdo de eletroftbstodo organismBanks, 1998)

2.1.3 Sulfato de Condroitina

Os sulfatos de condroitina sdo heteropolimeros n&sué lineares de acido D-
glicurdnico e N-acetil-D-galactosamina. O primeardescrever o SC foi Levene em 1925, ele
mostrou que os constituintes do SC eram o aciddiddrgnico, D-galactosamina, e acido
acético e sulfuricgRoseman, 2001)Porém, a correta estrutura do SC foi elucidadia taade:
composto por unidades repetidas de 4 acido D-glicurénicopl — 3 N-acetil-D-
galactosamingl], também ficou elucidado que, nos mamiferos, EigAo mais comum do
radical sulfato (que determina qual o isbmero fatm)aé o C4 e/ou o C6 da N-acetil-D-
galactosamina, formando a condroitina-4-sulfato @ucondroitina-6-sulfato(Lamari e
Karamanos, 2006) A condroitina-4-sulfato € chamada de sulfato @mdeoitina A e a
condroitina-6-sulfato de sulfato de condroitinaGsulfato de condroitina B é o sulfato de
dermatana (SD), j& que este possui algumas dif@seestruturaigFransonet al, 1990) Estas
diferencas incluem a 5-epimerizacdo do acido Duglicico a acido L-idurénico e a O-
sulfatacdo no C4 e C6 da N-acetil-D-galactosamina €2 do acido L-idurénic(Casuet al,
1998) Uma forma desse composto pode ser néo-sulfatBdses isbmeros tém uma
distribuicdo diferenciada relacionada com o tectdon a idade e com o estado de saude do
organismaqBanks, 1998)A Figura 1 ilustra a estrutura quimica dos tnésqipais tipos de SC.

A sintese do SC comeca com a proteina central seimdetizada no interior do
reticulo endoplasmatico granular (REG) e sendcspartada para o aparelho de Golgi. No
aparelho de Golgi ocorrem trés etapas: formacadored#gho de ligagdo, polimerizagao
(alongamento das cadeias) e sulfatacdo dos pai$daos. A formacao da regido de ligacao,
que € comum a maioria das GAGs, ¢ feita pela adiediom residuo de xilose a uma serina
especifica na cadeia polipeptidica, seguida dadadme duas galactoses e um acido
glicurénico. Estas reacfes sao catalisadas parsjti@nsferases especificas, com adi¢do de
um acucar do respectivo uridina difosfato. A polire;do envolve a adicdo sequencial de N-

acetil-Dgalactosamina e acido glicurbnico pela acade diferentes N-
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acetilgalactosiltransferases e glucoroniltranstsag sulfatacdo ocorre em consequéncia da
doacado de sulfatos pela 3'-fosfoadenina 5'-fosfliagu J&4 a degradacédo de proteoglicanas
em um tecido conjuntivo depende da acdo sequedeigproteases, de glicosidases, de

acetilases e de sulfatageavacet al, 2006)
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Figura 1: Estrutura quiendo sulfato de condroitina
Fonte: Pavébal. (2006)
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2.2 Estruturas Anatdbmicas Utilizadas

2.2.1 Laringe e Traguéia Bovina e Salin

A laringe forma a conexao entre a faringe e a @rtraigueobrdnquica. Situa-se abaixo
da faringe e atras da boca, suspensa da basenio pefo aparelho hidide; esta parcialmente
contida entre os ramos da mandibula e parcialmestendida no pescoc¢o. As principais
cartilagens que compdem a laringe sao: cartilagaegictica, cartilagem tiredidea, cartilagem
cricoidea e cartilagens aritendideas. A cartilaggiglética compde-se de cartilagem elastica
e flexivel enquanto as demais compdem-se de gpatilahialina e, portanto, suscetiveis as
alteracbes que afetam esse tecido com a idades, dbacalcificacdo e até de ossificacdo
tornam-nas mais quebradicas com o avancar da idadagteristicas ndo desejaveis para o
produto.

A cartilagem epiglotica € predominantemente rogrebnsiste em uma pequena haste
e uma grande lamina em forma de folha; estandcst anbutida entre a raiz da lingua, o
basi-hidide e o corpo da cartilagem tiredidea, dmitodas estas estruturas. A cartilagem
tiredidea é a maior da série e consiste em duasnd8mlaterais que se encontram
ventralmente, onde se fundem em grau variavel, dodo a maior parte do assoalho da
laringe. A parte mais rostral do corpo da cartilagiredidea é espessada formando uma
saliéncia. As extremidades rostral e caudal dasbdadsal de cada lamina articulam-se com o
tireo-hidide e o arco da cartilagem cricoidea, eespamente. A cartilagem cricoidea
apresenta um anel em forma de sinete e consist@refiselo” dorsal expandido (Iamina) e
um arco ventral mais estreito. A parte dorsal lewve crista mediana e, em sua borda rostral,
duas facetas para as cartilagens aritendideasc®tam, em cada lado, uma faceta para
articulacdo com a cartilagem tiredidea. As caréifegy aritendideas possuem uma forma
irregular, mais bem descrita como piramidal. Umzefa caudal articula-se com a margem
rostral da lamina da cartilagem cricéidea, de osel@radiam trés processos: um vocal, um
muscular e um corniculado.

A traquéia e os bronquios formam um sistema coatife tubos que conduzem o ar
entre a laringe e as passagens menores (bronguiolgulmades. A traquéia situa-se a frente
da laringe, através do espaco visceral do peseanigmtra 0 mediastino na entrada torécica e
continua até sua bifurcacéo terminal sobre o cora&8parte cervical da traquéia mantém
uma posicdo mediana, ja a parte toracica desvi@gaeamente para direita, onde cruza o

arco aortico.
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A parede da traquéia é composta de uma mucosaimisa, uma camada média
fibrocartilaginea e uma adventicia (no pescocosewsa (no térax). A mucosa continua
revestindo a parte infragldtica da laringe e paatesentar ligeira prega longitudinal, quando
o limen se estreita. Contem glandulas mucosas umul8celurares, que produzem uma
cobertura protetora de muco. A cobertura fibrotlzayiinea € composta de numerosas faixas
curvas de cartilagens, que formam anéis dorsalniecwenpletos. As bordas das faixas estédo
unidas entre si por fibras de tecidos conjuntivassnelasticos, continuo com o pericondrio.
As terminacfes se unem pelo musculo traquealdigmal liga a juncéo dentro do anejde
etal 1999.

Durante o abate dos bovinos, a carcaga ja esfotmg®e uma incisdo longitudinal na
linha média ventral da regido cervical, permitireddisseccdo do eséfago da traquéia até a
regido da cardia, através de um instrumento chardadsaca-rolha. Esse procedimento é
seguido por uma ligadura na porcao inicial do egifgunto a laringe. Essa ligadura é feita
com o objetivo de se evitar a contaminacado da eapelp conteddo ruminal quando houver a
incisdo por ocasiao da separacao desta juntorgdari

O passo seguinte € a evisceracdo abdominal e dayamntemplando nesta o trato
respiratorio, o coracao e a aorta toracica, seguiodo conjunto para inspecao do Servigo de
Inspecdo Federal (SIF). ApOs esta operacao, € idmavlaringe com a traquéia, que sera
encaminhada para secdo de miudos para a sepa@ajate, embalagem e congelamento. Se
devidamente toaletada obtém-se uma laringe conxiapgdamente 240 g e uma traquéia
com aproximadamente 36 - 40 cm e peso meédio dg.250

J& o produto suino é retirado de forma diferenteésAa inspecdo das visceras
vermelhas pelo SIF, separa-se a laringe e traqiésajando-as para sec¢do de manipulacdo de
miudos, onde é feita a retirada do es6fago, segledom breve toalete. A laringe podera ser
separada da traquéia, pesando 80 g a primeirge@S@gunda; ou podem ser comercializadas
juntas, como peca Uunica, dependendo da especiici;&boratorio. A Figura 2 ilustra uma

laringe suina.

Figura 2: Laringe suina
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2.2.2 Cartilagem da Escapula Bovina e Suina

A escapula € um o0sso plano que se situa sobre ta peaniodorsal do toérax,
lateralmente comprimida, onde € mantida em posigiouma estrutura de muasculos, sem
formar uma articulagéo convencional com o tronce. fiase da regido do ombro, termo que
abrange muito mais que a proximidade imediata teucdo umeral ou do ombro. Nos
ungulados, a escapula é prolongada dorsalmenteurpar ampla lamina semicircular de
cartilagem, a cartilagem da escapula, que aumentaea de fixacdo muscular. Essa
cartilagem torna-se cada vez mais calcificada gaptw, mais rigida com a idad®gyceet al,
1996) A cartilagem da escépula é articular, portanttigtp hialina(Banks, 1998)

ApOs o0 resfriamento das meias-carcacas dos boviestas poderdo ser
comercializadas divididas em trés partes: trass@wote, dianteiro e ponta de agulha; ou
poderdo ser destinadas a sala de desossa. Naaldsasaseiro serrote € obtida a cartilagem
da escapula, que fica na extremidade cranial da, peire os cortes filé de costela e capa de
file. Cada cartilagem mede aproximadamente 15 coewe pesar entre 50 — 60 g, se
devidamente toaletada.

A cartilagem da escapula suina também é retiradsla de desossa. Apds a remogao
da pele e toucinho, as carcacas sao divididas etescqernil, paleta, costela, carret e
pescoco. Na desossa da paleta, encontra-se latzaieaextremidade dorsal a cartilagem da
escapula, com um peso aproximado, se bem toaletad®f a 40 g. A Figura 3 ilustra um par

de cartilagens da escapula suina.

Figura 3: Cartilagem da escéapula suina
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2.2.3 Septo Nasal Bovino

As cavidades nasais sdo divididas pelo septo ,nage € predominantemente
cartilagineo, todavia ossificado em sua maior paaiedal (lamina perpendicular do 0sso
etmoide). O septo encontra-se com a superficierisupdo palato duro, que separa as
cavidades do nariz e da boca. Em bovinos, a pauéat do septo ndo alcanca o palato e ha
uma Unica abertura, compartilhada por ambos osldtkse canal mediano Unico se prolonga
com os pares de passagens nasais para o intenasdfaringéDyceet al, 1996)

ApoOs a inspecao do SIF, a cabeca segue para a secambecas, onde sera
desarticulada a articulagdo temporo-mandibular.uS&egntdo o maxilar superior para a
guilhotina abridora de cabecas, promovendo a abelbmgitudinal proxima a linha média,
expondo, dessa forma, a parte interna do osso msagahsequentemente, no maior lado da
cabeca, o tabique ou septo nasal. Com auxilio da fava pontiaguda corta-se todo o
perimetro deste tabique, perfeitamente demarcatio fpsdo do tecido cartilaginoso com
tecido Gsseo.

Cada tabique mede de 18 a 20 cm de comprimertd, &n de largura, com espessura
média de 5 mm e peso médio de 120 g, estandoaitiestma Figura 4. E importante salientar
gue racas zebuinas possuem um tabique mais degeovol

O septo nasal bovino é considerado pela indusniaacéutica como a segunda
melhor matéria-prima para extracdo do SC (ficandisaapenas da cartilagem do esterno de
frangos de corte), porém a producdo do septo basaio poderia ser enormemente superior,

o fator limitante é a auséncia da guilhotina abadie cabecas em alguns abatedouros.

Figura 4: Septo nasal bovino
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2.2.4 Aorta Bovina

A parede arterial € composta de trés tunicas eoncés: tunica intima, tanica média e
tunica adventicia. O endotélio da tunica interrfarénado por células pavimentosas tipicas
que revestem a luz do oOrgdo, € sustentado por wmaachmada de tecido conjuntivo
especializado, que é limitado externamente por l@mana elastica bem desenvolvida, a
membrana elastica interna. A tlnica média é a lAmmmais espessa e mais variavel. E
composta pela mistura elaboradamente organizadieaido elastico e musculo liso. As
grandes artérias, como a aorta, que devem dilataoissideravelmente com o débito sistolico
dos ventriculos, possuem uma tunica média compgms@ominantemente de membranas
elasticas fenestradas, concéntricas, com inte@osile relativamente pouco musculo. A
tunica adventicia € predominantemente fibrosa estoama-se gradativamente no tecido
fibroareolar(Dyceet al, 1996)

A aorta toracica € obtida a partir do conjunto ¢m@, juntamente com o trato
respiratorio e o coracdo. ApoOs a inspec¢éo, segzesegdo de miudos para o toalete. A peca
inteira, corretamente seccionada, mede aproximauand® cm e pesa em média 150 g. A
aorta toracica exige um toalete trabalhoso e dedonor@ que possui tecido gorduroso
bastante aderido a parede externa da artéria, rgeesg ser removido com auxilio de uma

faca e uma gancheira.

2.2.5 Esterno das Aves

O esterno é um grande 0sso ndo segmentado, quesaws longos processos forma
parte consideravel da parede corporea ventral.efeffixacdo aos grandes musculos do voo.
Tem uma quilha proeminente (carina) nas aves camdgr capacidade de v6o, enquanto em
outras espécies a quilha é baixa, mas compenséanp®r largura esternal. O esterno da
galinha é relativamente longo e estreito e, emlaogalinha tenha pouca capacidade para
voar, possui uma quilha profunda. A extremidadedabwla quilha € cartilaginea na ave
jovem (sendo esta a parte usada para extracdo JoESfa extremidade ossifica-se mais
tarde; sua flexibilidade, portanto, € um indicadaridadgDyceet al, 1996) A idade ideal dos
frangos para uma extragdo mais eficiente do S€ ésadi2 diagArcanjoet al, 1994).

Esta cartilagem do esterno das aves é tiradagasiam da desossa, quando se prepara
o filé de peito. Esta € considerada pela induarimacéutica como a melhor matéria-prima
para extracdo do SC, talvez devido a idade de @lbatenizada pela industria avicola. Outro

ponto a favor desta fonte é o grande volume genadabate e desossa de frangos de corte no
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Brasil. A Figura 5 mostra a porcéo cartilagineasi@rno das aves que é usada na extragdo do
SC.

Figura 5: Extremidade caudal do estele frangos de corte.
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3EXTRACAO E ISOLAMENTO DO SULFATO DE CONDROITINA

Existem diversos métodos para isolar o SC a pagtiecidos animais. Esses métodos
sempre incluem a digestao proteolitica para extralgh proteoglicanas e a purificagcdo do
SC, que podem ser feitas de diversas formas. Vartuses e laboratoérios particulares que
comercializam enzimas tém publicado novos métogarsando principalmente fatores como
temperatura, pH, concentracdo das enzimas e teeqEssario para cada reacdo de acordo
com o tipo e origem do tecido. Na sequéncia sexamplificados protocolos resumidos para
0 isolamento do SC a partir das principais fontesnais abordadas neste trabalho. E
importante deixar claro que os protocolos aqui glgicados séo realizados em laboratorios
experimentais de universidades e instituicbes degyea, que os disponibilizam para
reproducéo dos processos em escala industrial.

As cartilagens, em especial, devem ser previambmeas para o processo de
extracao, sendo utilizado o cozimento prévio emadg@0-95° C por 10 minutos, para ajudar
na retirada da carne e tecido conjuntivo aderidds. Brasil existem entrepostos
especializados no recolhimento e preparacdo dessdérias-primas para a induastria
farmacéutica.

Os tecidos utilizados na extracdo do SC estdo rgerdé associados a outros,
principalmente musculares no caso das cartilagéés, disso, as GAGs ficam complexadas a
proteina, formando as proteoglicanas, portantoprosedimentos para extracdo envolvem
primeiramente a digestdo proteolitica com proteasespecificas. Alguns protocolos ainda
sugerem uma dialise do sobrenadante resultantenddfegacédo da solugéo apds a protedlise,
gue pode ser vantajoso para remover moléculas @ Ip@so molecular. Esta digestédo
resultara em uma solucao de GAGs, ja que esteirEo possuem apenas Siva, 2006)

Ha entdo a necessidade de se fazer a separac@ garsd isso é necessario separar a
mistura de GAGs do meio liquido. Esta separacée pedfeita por diversas formas, sendo as
mais comuns: precipitacao idnica em etanol ou aan§uaternaria e adsor¢cdo em resinas de
troca ionica.

A precipitacdo com etanol € um meio simples utilzaara separar GAGs a partir de
solugdes. Sendo necessaria uma concentracdo stdicle sal para precipitacdo completa.
Concentragdo esta, facilmente atingida, ja quella&o proteolitica geralmente contém sais
tamponantes. Numa concentracdo adequada de sdiss tas GAGs sao totalmente

precipitadas em etanol 4 a 5 volun(&ia, 2006)
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Polianions formam sais insoliveis em agua comowgtide detergentes, como o
cetilpiridinio e o cetiltrimetilamdnio. Estes corapbs séo dissociados e dissolvidos por sais
inorganicos em altas concentracdes. Compostos atergario de amoénio séo utilizados para
separacdo das GAGs da massa resultante da digesifewlitica dos tecidos. A baixa
solubilidade dos complexos torna possivel a pregjpd de GAGs a partir de solugbes com
concentracdes 0,01% ou até mengresénet al, 1972)

A cromatografia de troca ibnica também pode sbrada para a separacao das GAGs
devido a alta carga negativa das mesmas. Existémeiros produtos comerciais que podem
ser usados para tal fim. Um tipico protocolo wil& aplicacdo da solucéo digerida na coluna
de troca ibnica equilibrada por solucédo tampéo.olira € lavada com a mesma solucao
tampéao e depois eluida com a mesma solucao tanddorada de 1 M de cloreto de sodio
(NaCl). As GAGs sao eluidas da coluna por repetiises com agua destilada, liofilizadas
e novamente dissolvidas em agua destilada parficpgéo(Silva, 2006)

O passo seguinte é a purificagdo do SC, paraassbém ha diferentes técnicas, como
a precipitacdo sequencial em solventes organiaredcetanol e acetona), cromatografia de
troca i6nica e cromatografia de permeacdo em @gldcs as duas ultimas seguidas da
degradacdo por enzimas altamente especificas.

A purificagdo também pode ser feita por precigitagm etanol. Resumidamente, é
adicionado NaCl a mistura até a concentracédo de 2%GAGs sao fracionados por volumes
crescentes de etanol. Para cada 0,1 volumes i@l etdicionados a mistura, é necessario o
repouso a 4° C por 24 h. Posteriormente, a solagéentrifugada e o precipitado seco em
estufa. Acrescenta-se novamente etanol e repetefgecedimento até o maximo de 2,0
volumes de etanol, de acordo com a GAG que sealpssjipitarSilva, 2006)

Também pode ser utilizado metanol ou propanol,nulmtese resultados semelhantes.
A primeira GAG a precipitar € a heparina, seguidaSD e por ultimo o SC. Observa-se
também que quanto maior o nimero de atomos derwar molécula dos alcodis (metanol
— etanol— propanol), maior a capacidade de precipitacdoG&s com menor uso do
solventgVolpi, 1996)

A purificacdo em acetona é um meétodo rapido epatib a purificacdo de um dnico
tipo de GAG. Este método ndo necessita de cativatehtes e permite uma boa purificagéo
posterior sem necessitar de resinas de troca igmaca remover ions contaminantes. A
heparina € a primeira GAG a ser precipitada, segdal SD em concentracdes de 0,6 a 0,7

volumes. O SC é o mais soluvel em acetona, serittorm a ser precipitad®olpi,1994).
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A purificag@o por troca ibnica, assim como a sefivaé possivel gragas as diferentes
forcas de carga negativa das GAGs. A separacadr@oa iOnica, descrita anteriormente,
permite um elevado nivel de purificacdo das GAGsuteos tipos de macromoléculas. Este
segundo passo trata-se de uma troca com gradiemite m continuo de sal, conseguindo
maior pureza e separando diferentes tipos de GAGssina mais comumente utilizada é a
dietilaminoetil (DEAE), e o NaCl é o sal usado pelair as GAGs. Glicoproteinas residuais
sdo completamente separadas das GAGs por esteanptdisso sdo necessarias técnicas
complementares para isolamento de determinada G&Go a digestdo enzimatica especifica
(Wernecket al, 2000)

A cromatografia de permeacdo em gel pode ser gagacpara separar e purificar
uma unica GAG de uma mistura de GAGs. A escolhmal#iz de suporte, da porosidade e
do solvente eluente depende da GAG que se dese@reA heparina, que tem a maior
massa molecular entre as GAGs, é facilmente sepa@@deste método. No entanto, as GAGs
sulfatadas, como o SD e o SC, que tém tamanho lseme] podem ser mais dificeis de
separar, sendo necessario técnicas complementacigestdo enzimatigaartinset al, 2003)
Uma mistura de SD e SC pode ser tratada pela ac@&ordiroitinase B, enzima que degrada
especificamente o SC que pode ser posteriormeatpeeada por cromatografia de filtracao
em gel(Theocharist al, 2001)

A Figura 6 resume os métodos de extragcdo e isolanmn SC usados atualmente,
inclusive em escala comercial. Ha diversas pogsanies de combinacdes destes métodos que

podem ser utilizadas. A Figura 7 ilustra o produtal SC pronto para ser revestido.

3.1 Histoérico dos Métodos

O SC foi isolado de tecido cartilaginoso pela pirmmeez em 1884, mas a natureza
dos seus monossacarideos e estrutura foram deguelaa primeira vez em 1925 por Levene
(Roseman, 2001)

No inicio das pesquisas para extracdo do SC, esados tratamentos alcalinos, como
o hidroxido de soédio, para degradacédo da proteisaetidos, porém foi observado que tais
tratamentos causavam também a degradacdo do S®, desereveram Jorpes (1929) e
Meyer (1948). Comegou-se entdo a pesquisar novaxdos Meyer e Smyth (1937) e Blix e
Snellman (1945) usaram cloreto de calcio (CaCtg p®todo evita a degradacao alcalina do

SC, mas também dissolve o colageno e € demoradaisiem
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TECIDOS CARTILAGINOSOS DEVIDAMENTE LIMPOS
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DEGRADACAO ENZIMATICA
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SULFATO DE CONDROITINA PURIFICADO

Figura 6: Procedimentos gerais para extracéo éiqgagdo do SC
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Figura 7: Produto final suifate condroitina.
Fonte: Nunes al,, 2008

Einbinder e Schubert (1950) extrairam SC de triagugovinas utilizando cloreto de
potéssio (KCI) e testaram a eficiéncia de quatfereintes métodos, através da avaliagdo das
hexosaminas (N-acetilglicosamina e N-acetilgalastosa). No primeiro método colocaram
50 g de cartilagem de traquéia bovina seca em raedm uma solucdo de 30% de KCl e
agitaram durante dois dias. O liquido foi drenad® garte sélida foi novamente misturada
com 1 L de solucdo de KCI durante mais dois digsdsAa drenagem do liquido, este foi
juntado ao anterior e adicionado 20 ml de acidéi@g&0 g de acetato de potassio, e 20 g de
caulim, sendo a solucdo agitada por 30 min., fiir& dialisada com agua. Ao liquido
dialisado foi adicionado 20 ml de acido acéticogafe acetato de potassio e 20 g de caulim.
A mistura foi agitada por 30 min., filtrada, e quido evaporado a vacuo até sobrar 200 ml.
Foi adicionado 10 g de acetato de potassio e g&wlmisturada a 1 L de alcool absoluto,
produzindo um precipitado floculado branco. Ap&guatas horas de repouso, o liquido foi
centrifugado, o precipitado lavado em alcool e étesolutos e seco a vacuo. O segundo
método incluia 1% de carbonato de potassio na&olde KCI. O terceiro e o quarto métodos
foram idénticos ao primeiro, porém estes utilizarB®0 g de cartilagem fresca e 150 g de
cartilagem armazenada refrigerada, respectivaméntesultado das andlises da quantidade
de SC extraida foi comparado com a quantidade adtinpela analise das hexosaminas. O
primeiro tratamento extraiu 2,1% do total do SGspnte na cartilagem, o segundo 60,0%, o
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terceiro 11,1% e o quarto 73,1%. Os resultadosrarash que a adicdo de 1% de carbonato
de potéassio foi suficiente para permitir a extraci&o mais de metade do SC e que as
cartilagens refrigeradas permitiram uma extracéaaimais completa, o que poderia ser
explicado pela possivel degradacao enzimaticaigisdles entre o SC e o colageno.

Muir e Jacobs (1967) ainda descreveram um métoagoegpdracdo do SC em 10% de
cloreto de césio (CsCl). Posteriormente Tsigandslie (1969) desenvolveram um método de
extracdo em 0,15 M de acetato de sédio e compararginciéncia com a extracdo em CacCl,
ambos em pH 6,8. Para isto utilizaram cartilagerfadage de suinos abatidos entre os seis e
oito meses. No primeiro procedimento, 250 g deilagegm foram cortados em pequenos
pedacos e imersos em 600 ml de solucédo 1,5 M aaadodio. Cada porcao de 200 ml desta
mistura foi homogeneizada em um liquidificador eetogidade maxima por 5 vezes em 1
min., sendo que durante estes intervalos o redgiém refrigerado em uma mistura de
acetona e Cg para que a temperatura néo ultrapassasse o8 #i{Stura homogeneizada foi
rapidamente filtrada duas vezes em filtro de algo@®ds foi adicionada ao liquido filtrado
uma solucdo de 9-aminoacridina, saturada a 60%@aftdo um precipitado floculado, até
nao precipitar mais nada. Todas as operacOes sifadam feitas em intervalo de tempo
menor que 30 min. Apos 2 h, o precipitado foi adet por filtragdo através de papel-filtro e
lavado com uma solucao diluida de 9-aminoacridiraparou-se uma solugcédo de 30 g de
acetato de sodio anidro e 15 ml de &cido acétiomptetando a solugédo até 100 ml.
Misturou-se o precipitado, com auxilio de rolos arecos, em 10 ml desta solu¢do, 290 ml
de agua e 300 ml de resina polianiénica pelo perideduma noite a temperatura ambiente. A
resina foi removida no dia seguinte por filtro d@l e lavada quatro vezes com 50 ml de
agua. O filtrado combinado com a agua teve o pldtafio para 3-5 com acido acético, foi
novamente precipitado em 9-aminoacridina e conadatpor evaporacao até chegar aos 200
ml. Foram adicionados 4 volumes de etanol e pasieente a solucdo acima citada de
acetato de sodio e acido acético até ocorrer aléigdo do precipitado, sendo entdo levado a
4 ° C por 15 h. Passado este tempo foi precipiéatinta ressuspensdo em meio de 80% de
etanol e centrifugado por duas vezes, seguidossaspensao em acetona e centrifugacéo por
uma vez. O precipitado foi seco por pentoxido ddoi@ (ROs) a vacuo, resultando em 2 a 7
g de GAGs. No segundo procedimento, a homogeneizmideita de forma intermitente
durante 20 minutos a 4°C. Apés 48 h a 4°C o honmagado foi filtrado e dialisado em agua
a 4° C. As GAGs foram isoladas da mesma forma qu@rimeiro procedimento. Apoés
separaram-se as GAGs em porcdes de 1 g, dissoltegm@on 100 ml de solucdo 0,4 M NacCl,
e misturando apos, 11 ml de solucédo cloreto dépicetinio a 10 %(Scott, 1960) Depois de
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um periodo de incubacdo a 37° C, a amostra foriftegada a 3500 rota¢cdes por minuto
(rpm) por 45 min. a 20° C, o precipitado foi redivae 0 conteudo ressuspenso em 20 ml de
solucdo 1% de cloreto de cetilpiridinio (sem Na€hntrifugando a seguir e repetindo o
procedimento. Apos ressuspendiam em solucdo déviOge NaCl e 0,1% de cloreto de
cetilpiridinio e centrifugavam. O precipitado erg& redissolvido em 50 ml de solugéo 2,6
M NaCl, precipitado em 4 volumes de etanol, cangatdo, dissolvido em 50 ml de solugao
0,1 M NacCl, reprecipitado em etanol, lavado e sdaomesma forma que no primeiro
procedimento. O rendimento foi em média o dobrolaado no primeiro método.

Ainda nessa mesma época descobriu-se que a partst@al acontém células
musculares lisas e fibroblastos dispersos em umazn@mposta por fibras elasticas e
colagenas, incorporadas na substancia fundamemntatfa rica em glicosaminoglicanas
(proteoglicanos) e que a maioria das glicosaminaghs conhecidas esta presente na parede
arterial de mamifero&aplan e Meyer, 1960; Sire al, 1964; Muir, 1965; Kumaet al, 1967; Madhavan
e Chandra, 1971; Eisenstainal, 1975; Picarckt al, 1975)

As primeiras tentativas de isolamento do SC dad¢eairterial aortico foram feitas
com extracdo em aguyBuddeckeet al, 1963) com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
(Kresseet al, 1971) com 3 M cloreto de magnésio (MgLCkEhrlich et al, 1975) € apds 0
tratamento com colagena@®dhakrishnamurthgt al, 1977) Oegemeet al. (1979) isolaram SC
de aorta bovina utilizando 4 M cloreto de guanidrieapooret al. (1981) desenvolveram um
método, que também utiliza 0 4 M cloreto de guaidobtendo excelentes resultados — 90%
de extracdo do SC presente no tecido.

As aortas sdo dissecadas para retirar-se a tixtiemna, lavadas com agua fria a 0,15
M NaCl e desengorduradas com éter etilico frio. Ap@o trituradas e imersas durante cinco
dias a 4°C, na proporcédo de 10 L por kg, em umauraigle solventes: 4 M cloreto de
guanidine, 10 mM EDTA dissodico, 10 mM de cloret lsknzamidine, 10 mM acido 6-
amino hexandico e 50 mM de tampéo acetato de s@uhio5,8). A suspenséo era filtrada e o
residuo lavado com 5 L de solucdo 0,3 M NaCl. @rafilo e o lavado misturados e
centrifugados a 20000 x g por 30 min. a 4°C e hmwes@dante era analisada a quantidade de
acido urbnico para estimar a quantidade de GAG8sApsuspensao era filtrada e o residuo
lavado com 5 L de solugédo 0,3 M NaCl, o liquidardido e o lavado combinados eram
centrifugado a 20000 x g por 1 h a 4°C. O sobrartadara concentrado cinco a sete vezes
por ultrafiltracéo; dialisado por 6 M uréia, 50 ndd Tris hidrocloreto (Tris-HCI), pH 6,5; e
passado em coluna de 50 x 400 mm de dietilamircelilose (DEAE-celulose) equilibrada

com o mesmo tampdo Tris-HCI. A coluna era eluiéa trezes: primeiramente com 6 M
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uréia, posteriormente com 6 M uréia e 0,15 M Na@hamente com 2 M NaCl e 6 M uréia,
todos em 50 mM do tampéao Tris-HCI e pH 6,5. Rensditanuma mistura de proteoglicanas
sem colageno.

As proteoglicanas foram submetidas a cromatogdai&roca i6nica em coluna de 15
X 400 mm de DEAE-celulose e eluida por 6 M uréja,@2 M de tampao acetato de sodio e
pH 5,8 a 16 ml/h. Foi preparada uma solucédo de %) (le acetato de calcio e 0,5 M de
acido acético com pH 5,0 e dissolveu-se as prdateogls na proporgcédo de 1 a 5 mg/ml nessa
solucéo, deixando pelo periodo de uma noite a @°@aterial ndo dissolvido era removido
por centrifugacao a 20000 x g por 30 min. a 4°C sabrenadante era adicionado etanol gota
a gota até a concentracéo de 25% (v/v). O predipitarmado apds 12 h a 4°C foi coletado
por centrifugacéo, lavado com solucéo de etans$otirido em agua, dialisado e seco.

A degradacéo protéica foi realizada com papaindenM EDTA dissédico, 5 mM
hidrocloreto de cisteina e 100 mM de tampao fosfletsddio e pH 6,5 durante 12-16 h em
temperatura 65° C, com adicdo de 0,5 — 1,0 mg dienana cada 6 h. Os peptideos foram
retirados por cromatografia de troca i6nica emmalde 7 x 140 mm de DEAE-celulose com
20 mM de écido cloridrico (HCI), depois 0,3 M Na€lfinalmente 2 M NaCl. Para
purificagdo dos residuos de iduronato das GAGEefta oxidacdo pelo periodato em pH 3,0,
4°C por 24 h. Apés dialisado o produto foi clivga meio alcalino (pH 12), a 20° C durante
30 min.

A purificacéo foi realizada pelas condroitinasesCA8 AC, utilizando 0,01 U de cada
enzima por mg de substrato. Os produtos da degiadatam extraidos em Sephadex G-50,
com 0,2 M de acetato de piridina e pH 5. As GAGarfoentdo cromatografadas em coluna
de 7 x 140 mm de DEAE-celulose e eluidas por urdignée linear de 0,1 a 2,5 M de acetato
de sédio, pH 5 a 4 ml/h.

Atualmente os principais métodos de extracdo gigagéo do SC séo publicados por
Nakanoet al, como a extracao da cartilagem do esterno daseaes996. A extracdo das
GAGs segue 0s seguintes passos: tritura-se 10 gadgdagem em um liquidificador;
adiciona-se papaina na proporcdo de 4 mg / g dilegam em 100 ml de solucédo de 0,1 M
de tampéao fosfato de sodio, utilizado para mantpHoneutro, 0.005 M de acido acético-
tetraetilenodiamina, 0,005 M de cloridrato de é¢isee 0,02% de azida sddica; as cartilagens
devem ficar embebidas nessa solu¢do aquecida @ §6¢ um periodo 48 h; em seguida é
acrescentado acido tricloroacético até obter aetracdo de 7% e se mantém esta mistura a

4°C durante 12 h; apos, € centrifugada a 132.09@or 30 min ainda a 4°C para remover o
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precipitado de proteinas; o sobrenadante deveideyadlo em agua destilada refrigerada por
24 h e o resultado desta dialise € a solucdo cont@AGs pronta para ser purificada.

A purificacédo é feita da seguinte forma: nessacgmé adicionado 1,5 g cloreto de
cetilpiridinio; centrifuga-se a 6320 x g duranten3id., descartando o sobrenadante; adiciona-
se 40 ml de solucédo de cloreto de sodio a 0,4 Wriigga-se novamente a 6320 x g durante
30 min., descartando o sobrenadante; mistura-sgbersadante em 100 ml de cloreto de
sédio 2,1 M; adiciona-se 1 M de tiocianato de tasresultando numa solucdo com
cetilpiridinio e tiocianato precipitados; passaassolucdo em papel-filtro n° 4; o filtrado &
dialisado em agua destilada refrigerada, evapaaadiruo e seco em estufa a 60°C durante 5
h.

Nakanoet al. (2000) também publicaram um experimento onde @awsty potencial
da cartilagem do septo nasal de bovinos de do#saahos para extracdo de SC e o efeito do
pH no processo, através da medi¢do do acido urd@icue grande parte (98%) do contetdo
de &cido urbnico presente na cartilagem nasal hadfiete o conteddo de SC da cartilagem
(Nakanoet al, 1998)

As cartilagens foram cortadas em cubos de 1°nfivididas porcdes de 1 g e
incubadas em trés meios diferentes: 10 volumegda éom pH ajustado para 4,5 com acido
acético, 0,1 M acetato de sédio com pH ajustada $& com acido acético e agua deionizada
sem ajuste de pH (pH 7,5). As misturas foram indabaa 37°C durante 7 h, apés foram
centrifugadas e o nivel de acido urénico no soldt@nmiz medido pela reacdo de carbazole
(Kosakai e Yoshizawa, 19790 restante do acido urdnico presente no tecidontxido apos
protedlise com papaina, seguido de desproteinizegdoacido tricloroacétic@Nakanoet al,
1998)

A medicdo de acido urdnico da cartilagem tratada égua e pH ajustado a 4,5
resultou 73,2 + 3,0% do acido urdnico recuperadigrv aproximadamente oito vezes maior
gue o encontrado na cartilagem tratada com agumideda e pH inicial neutro, que foi de
8,8 + 1,5%. Ja quando tratada com 0,1 M de acdasmdio e pH 4,5 o valor achado foi 78,8
* 3,4%, valor semelhante ao achado anteriormentex@arimento semelhanggakanoet al,
1998) que foi 79,6 + 8,3%. Esse experimento mostrou @omdncia do fator pH na extracéo
do SC e que a maior parte do SC da cartilagemputo s@sal bovino pode ser liberada sem o
uso do acetato de sédio, utilizando apenas ague#@de acético. O acetato de sédio melhora
ligeiramente a extratibilidade do SC (cerca de §3%)ém ndo é economicamente vantajoso.
Aproximadamente 1 ml de acido acético € suficigat@ manter o pH da mistura de 100 g de

cartilagem nasal bovina e 1 L de 4gua em 4,5 de@»f/ h, enquanto que cerca de 8 ml de
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acido acético e 4,1 g de acetato de sédio sdo sétes para fazer 1 L da solugéo 0,1 M de
acetato de sodio necessaria para manter as me8thgse cartilagem no pH 4,5.

Em 2002 Luoet al. testaram a eficiéncia do tratamento prévio dasilagens do
esterno de frangos de 42 dias com MgCitilizando como controle o tratamento com
guanidine-HClI, ja reconhecido como meio de aumentHiciéncia do processo.

Prepararam 80 ml de uma solugcdo nédo tamponadawe& MgCh e 80 ml de uma
solucéo de 3 M guanidine-HCI, 10 mM de EDTA diséde 50 mM de tampéo acetato de
sodio para manter o pH 5,8 - ambas solucdes desq@adr Arcanjeet al.(1994). Cada solucao
foi dividida em duas partes iguais, adicionadosglge cartilagem liofilizada em cada uma e
mantidas a 4° C, ap0s 24 h uma de cada amostratii@Gida para analise, e as outras duas
restantes apos 48 h, resultando em quatro tratameiferentes: MgGI24 h, MgCl,/48 h,
guanidine-HCI/24 h e guanidine-HCI/48 h. Os exisdimram dialisados em agua deionizada
por um periodo de 48 h, também a 4°C, sendo posternte liofilizados e pesados. Para
remocédo da parte protéica das proteoglicanas tifdado papaina na proporcéo de 40 mg/g
de matéria seca em solucdo de 5 mM de EDTA, 5 mkigdeina-HCI e 100 mM de tampé&o
fosfato de potassio, mantendo o pH em 6,5, sentio ssducdo mantida a 60°C por 3 h
(Karamanos et al, 1992pp0s foi feita uma digestao adicional com mamglg de papaina por
mais 3 h. A solucao foi centrifugada a 4° C, 10.274 durante 30 min., para remover
residuos insollveis. A solucdo digerida foi gotejasbm 2 volumes de etanol para a
precipitacdo dos polissacarideos restantes; apfsad8° C, o precipitado foi entdo extraido
por centrifugacdo também a 4°C, 10.274 x g durd@tenin., lavado duas vezes em etanol
80% e liofilizado. ApOs tratou-se o precipitadofilipado com uma solucdo de 1 M
boroidreto de sédio (NaBfjie 0,05 M hidréxido de sodio (NaOH) por 48 h aClffara
remocao dos aminoacidos residuais, utilizando 4lansolucdo para cada 20 mg de matéria
seca(Michelacci e Horton, 1989)Em seguida fez-se a neutralizacdo com solucabl Heido
acético e repetidas didlises em agua destilad@oEhimg da mistura de GAGs em 2 ml de
solugéo tamponada foram aplicados numa coluna @lex 31 cm de Sepharose CL-6B e
eluida com solucdo neutra de 3 M guanidine-HCE 0/Oacetato de sodio e 0,02% de azida
sodica(Hunter e Schraer, 1981; Lat al, 1994)em temperatura ambiente por 28,1 ml/h, coletando-
se fracdes de 4 ml.

Para purificagdo do SC preparou-se uma solucaode@eg de tampéao Tris-HCI, 2,4
g de acetato de sédio, 1,4 g de NaCl e 0,05 ghderaha sérica bovin@separou-se por¢coes
de 4 mg do produto em 0,8 ml de agua deionizada. iRéizacdo diluiu-se a solugdo-mée na

proporgéao de 1:4, dividiu-se em por¢cdes de 0,1% trescentou-se 0,4 U de condroitinase
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ABC, misturando esta solu¢do a 4gua com o prodeizando por 4 h a 37°%@unter e Schraer,
1981),sendo que apo6s duas horas acrescentou-se malsi@,&nzimasgSatoet al, 1985)

A eficiéncia dos métodos foi estimada pela quadigddo SC extraido e pela analise
da quantidade nos residuos. Os resultados confirmamelhor eficiéncia do Guanidine-HCI
e ainda mostraram que a extracdo é mais compléta4fph em solucdo: 85,2 + 1,5 apds as
24 h e 88,1 + 4,0 apbs as 48 h. A extracdo em MgBibém se mostrou eficiente, porém
sem diferencas significativas entre os tratamepbo24 ou 48 h: 76,6 + 3,4 apos 24 h e 73,2
*+ 4,4 apos 48 h. ApOs esta comparacao, 0s pesqQuésaainda repetiram a extragcdo com o
tratamento por MgCI2 em diversas amostras paratifjaan a eficiéncia do processo;
obtendo 32,9 + 4,5 mg de GAGs por g de cartilagem,porcentagem do SC obtida variou
entre 69,3 e 81,1%.
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4 PRINCIPAIS APLICACOES DO SULFATO DE CONDROITINA

4.1 Osteoartrose

Doenca articular degenerativa (DAD), osteoartroesteoartrite séo sindbnimos usados
para classificar a alteracdo nao-infecciosa e pesiva que acontece na cartilagem das
articulacbes sinoviaigCaldeira et al, 2002) Os problemas articulares como osteoartrites
acometem tanto animais como seres humanos, sehaacd®s recorrentes na pratica
veterinaria e meédica. Geralmente a lesdo causaedonitacdo de movimento, trazendo
sofrimento ao seu portad@fulse, 1998)

A OA é uma doenca crbnica, multifatorial, que lexaincapacidade funcional
progressiva(Coimbra et al, 2002) e constitui-se na mais importante doenca reungitao
(Moreira e Carvalho, 2001)EStima-se que aproximadamente 50% das pessoagladmacima
de 60 anos mostram algum sinal clinico de OA equieatemente, apenas algumas
articulacdes sao afetad@achmeier e Brooks, 1996)

Um estudo realizado em Curitiba-PR, com pessoasaade 50 anos, demonstrou que
18,61% das mulheres e 7,75% dos homens apresen@#&ate maogReyet al, 2000) Alguns
autores ja ndo consideram a OA como um processdéduel associado ao envelhecimento,
visto que um tratamento adequado pode efetivanvemitolar ou até reverter a progressao da
doencakelly, 1998)

Em cées, considerando o peso corporal dos caedegran gigantes e as pressoes
mecéanicas sofridas pelos tenddes, ossos e arfi@sla@s doencas osteo-articulares s&o
frequentes. Segundo a raca e a idade do céo,iadquaf/ anos de idade, quase 40% dos cées
de porte gigante apresentam lesfes osteo-artisbargeset al, 2003)

Os objetivos da terapia para OA sdo diminuir a @lenanter ou melhorar a funcéo
articular. Nesses ultimos anos numerosos estudosnéestigado o potencial da fungédo dos
condroprotetores no reparo da cartilagem articldama desaceleragdo do processo
degenerativ@BRIEF et al, 2001)

Entre os medicamentos disponiveis para o tratameéatoOA ha os que séo
essencialmente analgésicos e que nao interferecurso da doenca; bem como os anti-
inflamatdrios, controversos por seus efeitos codigee pelo seu papel na OA, porém, com
propriedades analgésicas e anti-inflamatérias dundigeis; e, por fim, as drogas

modificadoras de estrutura, que retardam a evoldgaA. As medicacdes ainda podem ser
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de uso tdpico, intra-articular, oral e injetagrdzende e Gobbi, 2009\s GAGs sulfatadas, como
0 SC, possuem efeito anti-inflamatério nestes casos

As condroitinas 4 e 6-sulfato despertam granderdege em medicina, por serem
estruturas hidrolisaveis e fornecedoras dos mordsngrara a sintese dos demais
mucopolissacarideos, todos de grande importancéaqsatecidos de sustentacdo, nas doencas
articulares e do tecido 6sseo. O tratamento condrodma visa estimular a regeneracao da
cartilagem articular, diminuir a velocidade de degacao da cartilagem e, portanto, prevenir
ou diminuir a velocidade de desenvolvimento da(@#geset al, 2003)

Para facilitar o estudo das opg¢des medicamentddesmdas na artrose, costuma-se
dividir as drogas em dois grandes grupos: drogasraéticas de acdo rapida e lenta; dentre
as ultimas, estdo as drogas modificadoras de esratas drogas analgésicas de acdo rapida e
prolongada. Deve ser sempre lembrado que a tefapacoldgica tem que ser vista como
um complemento, nunca uma substituicdo a teramianmgicamentosa. O objetivo primario
do tratamento conservador da OA é o autocuidadoagesnimento e controle motor)
(American College of Rheumatology, 2000)

Drogas sintomaticas de acao lenta devem ser usadasterapia base para OA; estes
compostos ndo tém acao rapida como as drogasnflatiatorias ndo esteroidais (AINES) e
sua eficacia clinica s6 pode ser demonstrada eiwnsis funcionais apos algumas semanas
de ingestdo regular. Uma vez que administracdo s€odénuada, elas mostram efeito
continuo por um longo periodo de tempo. A princigddo por tras do uso desta classe
terapéutica é a reducao do uso dos AINEs no centneldicamentoso global da OA, e entéo,
consequentemente, limitar os riscos muito sigrtiffoa de erosdes do trato gastrintestinal
superior, Ulceras com sangramento e/ou efeitossrelamosogUebelhart, 2008)considerando,
principalmente, que os mais acometidos pela OArsemidosos.

O SC possui um modo de acédo retardado em OA, csigndica que 0S primeiros
efeitos na dor e na mobilidade podem ser avaliagesas apds algumas semanas de terapia
(duas a trés semanas em humanos), em contrastara@geésicos e AINEs que agem mais
rapidamente (um a trés dias). O ponto positivo € quando interrompida a administracao
diaria o SC apresenta um efeito remanescente gleechoar varios meses (aproximadamente
trés meses com as formulagdes orais e seis a nesesmom as formulagdes intra-articulares
em humanos) em alguns casos. Esta caracteristivza rél observada com analgésicos e
AINES, que precisam ser administrados continuameetea fornecer alivio da dor e aumentar

a mobilidade em pacientes com QAbelhart, 2008)
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O SC, portanto, se enquadra no grupo drogas sititaaadde acdo lenta para o
tratamento de OA. Estes sdo compostos prescrito® coedicamentos em paises europeus
desde muitos anos, porém séo vendidas como nuii®unos Estados Unidos. Na Europa, a
publicacdo das recomendacdesEldL AR Recommendations for the Treatment of Knee OA
em 2003 listou o SC oral como evidéncia 1A e fatearecomendacdo A, representando o
nivel mais alto para uma estratégia terapéuticaBhNgil o SC também é registrado como
medicamento.

Uma consequéncia importante da diferenca de regist SC nos EUA e na Europa é
gue vendido como medicamento nos paises eurogsasgtie cumprir 0s severos critérios de
qualidade e seguranca e foi completamente analisadgiderando suas caracteristicas
farmaco-toxicolégicas e processo industrial. Jdotlama como € comercializado nos EUA,
sem prescricdo médica, ndo € necessario o cumpameestas exigéncias. Nao ha davida de
gue o conteldo da substancia ativa e a qualidad&Cdeendido no mercado dos EUA séao
infeirores a do mercado europeu, o que também jodeplicar por que os resultados dos
trabalhos clinicos poderiam diferir tdo signifivatnente entre o EUA e Europaebelhart,

2008)

4.1.1 Cartilagem Articular, Envelhecimento e Fisimgenia da Osteoartrose

A cartilagem é constituida por células imersas era substancia amorfa e gelatinosa.
As células da cartilagem (condrocitos) secretanmasé&ubstancias, ficando imersas em seus
proprios produtos de secrecdo, que formam uma zZnéitrne e elastica. As células
mesenquimatosas (condroblastos), das quais surgegorarocitos, estdo localizadas na
periferia da cartilagem, em uma membrana chamadedpdrio (capsula da cartilagem). A
linha de diferenciacdo do pericondrio € o meio mglal novos condroécitos sdo adiconados a
cartilagem, estes seguem adicionando matriz sobrearsilagem preexistente, num
crescimento chamado aposicional e também dividenpa@e atividade mitética, num
crescimento chamado intersticial. A cartilagem ¢é tenido avascular. Embora vasos
sanguineos passem através da cartilagem, néo idresntracartilaginosos que supram as
necessidades nutricionais deste tecido. A aus@ediaigacao no interior vascular no interior
dos tecidos cartilaginosos os torna totalmente rides da difusdo dos metabdlitos dos
leitos capilares situados no pericondrio. Os mdit@isédevem se difundir da periferia para as
células mais profundas do tecido, movimentacaosguerna mais dificil com a idade, ja que

o0 destino natural da cartlagem é tornar-se mir@h. A manutencdo da matriz
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cartilaginosa é responsabilidade do condrécit@gsesélulas tém a capacidade de adicionar
GAGs a matriz e devem remover e substituir os corapies amorfos e fibros@anks, 1998)

A cartilagem articular (CA) é, na vade, produto de secrecao do condrdcito, formada
por uma matriz de colageno tipo Il altamente hattat conjuntamente com agregados de
proteoglicanos. Os proteglicanos tém rapido ritmadainolico, ao contrario da quase fixidez
do colageno. O colageno tipo Il é a mais abundanteeina fibrilar presente na CA,
perfazendo cerca de 85% do conteddo de colagensteeta. O principal tipo de
proteoglicano presente na CA é o0 agrecano, coitkiitpior um nudcleo protéico no qual se
aderem muitas cadeias de sulfato de condroitima,gredominio daquelas 4- ou 6-sulfatadas.
A composicdo e a organizacdo estrutural entre eota@ proteoglicanos (macromoléculas
organizadas numa complexa estrutura anionica gsepgérmitem atuar como uma verdadeira
mola bioldgica) é que possibilita as caracteristicde resisténcia, elasticidade e
compressibilidade da CA, tecido que amortece apdigercas recebidas, além de reduzir a
friccdo. As Figuras 8 e 9 mostram um modelo esqtiemd@la estrutura do agregado de
proteoglicanas e as relacdes entre estes e as fami@genas na cartilagem articular

respectivament@Rossi, 2008)
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Figura 8: Modelo esquematico da ésteudo Figura 9eRc¢des entre agregados de proteoglicanas

agregado de proteoglicanas. e as fibras colagenasartilagem articular.
Fonte: Felicet al(2005) Fonte: Banks (1998)
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O condrdcito sofre a acdo reguladora de mediaqoeesatabdlicos, metaloproteases
(MMP) e citocinas que promovem a degradacdo cginitsa; e pré-anabolicos, fatores de
crescimento que ativam mecanismos de regenerag@@rifripais agentes da degradacéo
cartilaginosa sdo as MMP e enzimas zinco-depensieqte sdo distribuidas em trés grupos:
colagenases, gelatinases e estromelisinas; pagaédap suas acdes, ha os inibidores das
MMP. Das citocinas, destaca-se a acao catabdlidateideucina-1 (IL-1), a mais importante,
da interleucina-6 (IL-6) e do fator-alfa de necraseoral (TNFe). Dos fatores anabdlicos,
destacam-se as acOes umsulina-like-growthfactor-I (IGF-1) e do transforming growth
factor-p (TGF$) na formacéo de cartilagem articular e na sintiesproteoglicanograanet
al., 2002; Velosat al, 2003)

O envelhecimento cartilaginoso traz consigo um memuder de agregacdo dos
proteoglicanos, aliado a menor resisténcia mecataazrtiiagem. O colageno adquire menor
hidratacdo, maior resisténcia a colagenase e nadimdade pelo célcio. A CA tem uma
capacidade reparadora limitada, que mais aindatssgta com o envelhecimento e/ou quando
da ecloséo de condi¢cdes degenerativas. Evidén@agam que a sintese e a degradacéao do
colageno tipo Il se associam com a matriz periaekellse mantém em um estado de equilibrio
dindmico ao longo dos anos, nao apresentando esages moleculares comumente
associadas a OA. Enquanto os condrécitos de id@ésesnenor capacidade para manter e
reparar a CA. Demonstrou-se também que estresistions contribuem para a senescéncia
dos condrdcitos, fato que explica, em parte, o maszo de OA com a idade avancada
(Yudoh, 2005)

Muitas das caracteristicas fisico-quimicas da maixiracelular da CA se devem as
proteoglicanas, seu principal constituinte. Esiéésn de capacitarem a cartilagem a suportar
cargas compressivas variaveis, influenciam direteena atividade dos condrocitos. Muitas
das interacdes biologicas decorrem das cadeiasAdgs Gprincipalmente cadeias de SC),
unidas por ligacao covalente a nucleos protéicom € envelhecimento da CA, reconhecem-
se muitas alteracdes na estrutura do agrecanoagdegados multimoleculares que ele forma
com o hialuronato, fruto de processos anabolicost&bolicos, geridos por eventos celulares
e extracelulares, numa extensdo que varia segutigho,carticulacéo, local e profundidade.
Assim, a sintese etarn overde agregados sofrem influéncia da idade e do tearigem.

A funcdo reparadora dos condrdcitos diminui pragjuesnente com a idade, o que é
demonstrado por uma sintese decrescente de agsecanmr menor capacidade para a
formacdo de agregados moleculares de grande tamAnidade do individuo é a principal

responsavel pela composicdo da cartilagem. Comgeegise assim o motivo de serem as



39

doencgas articulares mais frequentes na velhicaudgstem cartilagem humana femoral
mostram que alterac6es em sua composi¢cao quintgaad pronunciadas do nascimento até
os 20 anos de idade, periodo em que diminui 0 Gdotdos dissacarideos 4-sulfatos. Com o
progredir da idade, diminui-se a espessura ddageth e a composi¢cdo predominante passa
a ser de 6-sulfatq®ossi, 2008)

A modificacdo ndo enzimatica de proteinas tisssl@@ acucares redutores € uma
caracteristica marcante do envelhecimento. No bagghento cartilaginoso, a rede colagena
se torna cada vez mais rigida, paralelamente am dat apresentar niveis elevados de
pentosidina, cujos produtos finais de glicacaocsgralam com a idade. Tanto na cartilagem
velha quanto naquela experimentalmente enriquexadaprodutos finais de glicacéo, a taxa
da sintese dos proteoglicanos é inversamente miopal ao grau de glicacdo. Assim, o
aumento idade-relacionada dos produtos de glicagé&martilagem pode ser responsavel, em
parte, pelo declinio na capacidade de sintesdacgntisaRossi, 2008)

A estimulacdo mecéanica de condrécitos articuldresianos in vitro aumenta a
producdo de acido ribonucléico mensageiro (RNAmpagecanos, enquanto diminui a de
RNAmM de metaloproteinase-3, essa resposta condedgra ao estimulo mecanico ndo ocorre
em condrdcitos provenientes de cartilagens ostétiEas (Rossi, 2008)

A estabilidade da CA depende das atividades bitgtgias dos condrécitos, que se
contrapdem a degradagdo normal das macromolécalasttiz. Embora estresses mecanicos
e quimicos possam ter efeitos desastrosos sobregridade estrutural da cartilagem, eles
parecem ser determinantes apenas para alguns dnokyi ndo explicando o declinio
irreversivel idade-dependente das respostas amedatle crescimento dos condrécitos e a
sintese da matriz intersticial. Essas alterac@mpém observadas em cultura de células,
refletem mais um processo intrinseco de envelhedondo condrdcito. Sabe-se que 0s
condrdcitos de idosos tém menor capacidade ddgraajo e capacidade reduzida de formar
tecido novo. A hipotese de que o envelhecimentalaelestqd regulado por um reldgio
biolégico intrinseco associado a alteracfes n@snilos (sequéncias de DNA localiza das
nas extremidades dos cromossomos necessarias paicacdo dos mesmos) motivou
estudos semelhantes nos condrécitos. Observouesecom 0 aumento da idade, ocorre um
decréscimo tanto da atividade mitética quanto dogromento médio do telémero, ao lado de
maior atividade d&-galactosidase, um marcador de senesc@nzain e Buckwalter, 2001;
Pluijm et al, 2004) Esses achados comprovam o efeito da senescéacrapficacdo dos
condrqcitos in vivo, o que explica, em parte, @eisgdo entre idade e OA. Envelhecimento e

degeneracdo da CA na OA sdo processos distintsyign ha uma forte associacdo entre a
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idade e a incidéncia e prevaléncia da OA. Ao coptrda impressao inicial, a apoptose de
condrdcitos ndao € um fendbmeno generalizado queaecom o envelhecimento da cartilagem
humana, tampouco na osteoart(iigneret al, 2001)

Apesar de OA ser uma doenca de toda a articulagditiggem, ligamentos, sindvia e
0Ss0), a lesao inicial costuma ser na cartilagemuér. A OA tem um forte componente
genético e, na maioria das vezes, tem a sobregaganica como um iniciador do processo
de lesado da cartilagem, que acaba evoluindo par@alonvicioso inflamatorio, perpetuando a
degradacéo articular. Essa via inflamatoria temacagentes primarios a IL-1 e o TNEque
induzem maior expressdao de MMP e Oxido nitrico, pomicipais agentes catabdlicos
produzidos pelos condrdcitos em resposta a le&n, e mais IL-1. O tratamento da artrose
pode ter como alvo tanto a sobrecarga mecanicdeyaea leséo articular quanto o ciclo
inflamatorio que perpetua essa lesédo, em um oos/aontos dessa casc@aerican College of
Rheumatology, 2000)

Os eventos patolégicos da OA ocorrem como resuldeddiversas interagdes entre a
cartilagem articular e tecidos adjacentes, em stap®d lesdo dos condrocitos ou da matriz
(Johnston, 1998)Uma vez ocorrida a leséo, inicia-se a degradagamatriz por enzimas e
mediadores da inflamag&o. Ao mesmo tempo, os coempes da cartilagem tentam impedir a
progressao da degeneragéipowitz, 1993) Ocorrem quebra dos proteoglicanos e da rede de
coldgeno, aumento da quantidade de agua com cargeqgmcremento do espaco entre as
fibrilas colagenas, da espessura da cartilagemosecdos condrdcitos superficiais e reducao
de sua densidade. O edema e a fibrilacdo da casoeééficial resultam em irregularidade da
superficie articular. O aumento da hidratacdo dtlagem e a diluicdo das proteoglicanas
produzem alteragbes nas propriedades mecanicamtdagem, com perda da integridade da
superficie e presenca de fissuras verticais qugrideam para erosdes profundas e exposicao
do osso subcondralignon et al, 1983; Lipowitz, 1993; Vaughan-Scott e Taylor, ZpgHa diminuicdo
do contetudo de proteoglicanas, diretamente propuatia gravidade da doeng@apowitz,
1993) A cartilagem reage com mecanismo compensat@mando impedir a progressao ou
reparar 0 processo degenerativ@non et al, 1983; Schiavinatet al, 1989; Johnston, 1997)0S
condrdcitos viaveis tornam-se volumosos, disposiosgrupos; ocorrem hiperatividade e
aumento da divisdo nas camadas média e profuntieetrofia da cartilagem. Portanto,
coexistindo com a redugcdo da densidade celularamsada superficial, ha aumento da
espessura da cartilaggignon et al, 1983; Schiavinatet al, 1989) A hipertrofia da cartilagem

esta também associada ao aumento da sintese erelgdsedos componentes da matriz pelos
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condrécitogVignon et al. 1983; Schiavinatet al. 1989) Essas alteragdes podem ser acompanhadas
de esclerose do osso subcondral e formacao dditustgaericondraigMcliwraith, 1996)

A membrana sinovial desempenha importante papelolaicdo da OA. As alteracdes
da membrana associadas a doenca articular degeaevariam de inflamacdo média a
moderada e incluem hipertrofia e hiperplasia dadulag sinoviais, infiltracdo
linfoplasmocitéria, aumento da vascularizacdo rexsdbs sinoviais e fibrose subsinovial
(Lipowitz, 1993) A membrana libera enzimas proteoliticas no espaigoular que virdo a agir

na degradacéo da cartilageymughan-Scott e Taylor, 1997)

4.1.2 Mecanismo de Acao do Sulfato de Condroitm®asteoartrose

Agentes condroprotetores acumulam-se no fluidovsahe cartilagem e supostamente
estimulam a saude da cartilagem fornecendo os @®@s necessarios para manutengao e
reparo cartilagine@vicLaughlin e Roush, 2002b)S&0 utilizados glicosamina, diacereina, acido
hialurénico, glicosaminoglicanos polissulfatadosniosana polissulfatada e o SC.

Pela conformacado de sua estrutura, as GAGs compaonista agua, 0 que permite a
eles a atuacdo no suporte dos componentes celdafibsosos do tecid@Davidson, 200Q)
Além disto, o SC aparentemente tem efeitos ardaiinditorios e reguladores dos condrécitos,
sinovidcitos e leucocitos. Ha evidéncias de queAa&s reduzem a perda de proteoglicanas e
de colageno, ao inibirem enzimas degradativas dalagem (hialuronidase, catepsina,
elastase, colagenase e metaloproteinases neubs)) de estimular a sintese de
proteoglicanas e colageno, sendo capazes de aunzemm@®liferacdo dos condrécitos e a
biossintese da matriaitman et al, 1989 e 1990; Francist al, 1989; Clark, 1991) Esses efeitos
suportam a hipotese de que as alteracfes da gantilarticular na OA podem ser manejadas
e que o uso das GAGs pode complementar o tratanyemian et al, 1989; Clark, 1991; Biast
al., 2005)

Em alguns estudos, o SC exdgeno tem demonstrado gdéestimulacdo direta da
cartilagem, inibicdo da IL-1 e MMarzel e Lee, 1982; Mathieu, 20028 bloqueio da ativacéo do
sistema complemento, retardando a degradacdo tilagem e outros tecidos das articulacdes
(Davidson, 200Q)

A condroitina € uma molécula grande, que é quebaadser absorvida pelo intestino.
Na sua formacédo, ha glucosamina que além de fusrcmmmo substrato, age diretamente no
condrdcito, estimulando a sintese de proteoglicaniashindo a de MMP, além de inibir os

efeitos da IL-1 e a producédo de oxido nitricaransforming growthactor (TGF). Tem acéo



42

também sobre o osteoclasto e sobre a sindmianez e Dodge, 1997aumentando a producgao
de acido hialurbnico pelos sinovidcit@soffoletto et al, 2005) A glucosamina também é
utilizada isoladamente no tratamento da OA, amiliseentes mostraram que a glucosamina
tem, além da melhora sintomatica, um efeito de mimio estreitamento articul@cAlindon

et al; 2000 Towheeet al, 2005)

4.1.3 Osteoartrose em caes

A lesdo inicial da cartilagem pode ser idiopatiaa resultar de acbes mecéanicas
anormais sobre a cartilagem, podendo variar destt@midades congénitas, conformacéo
anormal, ou traumatisma@selson e Couto, 1998)

O colapso da estrutura de sustentacdo da cartilagera-se com a condromalacia,
seguida de fibrilagdo e fissuras verticais, loealas, respectivamente, nas camadas
superficial e profunda da cartilagem articular. Coprogresséo da fibrilacdo na superficie, as
alteracOes tornam-se mais profundas no tecidoytdagem € perdida e o 0sso subcondral
torna-se espessado. NOodulos de 0sso ou ostedétpgehtemente formam-se na regiao lateral
da interface cartilagem 0sso, refletindo uma reg@aranadequada da cartilagétaldeiraet al,
2002)

Rigidez apods repouso e claudicacdo séo os sina@eaia da OA que 0s proprietarios
frequentemente detectam a principio. Infelizmentango estes sinais sado detectaveis, o
processo de degeneracgédo articular j4 se encontes&gio avancado. Logo, percebe-e como
o diagndstico precoce é imprescindiy@ldsberg e Fox, 1999; Piermattei e Flo, 1999; Raisal,
2002; McLaughlin e Roush, 2002a; Pederserl, 2004) A claudicacdo € geralmente causada pela
dor, que emana do periosteo, dos osteofitos, dasofrdturas trabeculares, do 0sso
subcondral exposto por eburnacdo, da distensd@ukula e dos ligamentos e da sinovite
(Piermattei e Flo, 1999; Lust, 2002)

No diagndstico, o exame radiografico convencioassociado aos sinais clinicos, é a
base para o diagndstico, devendo ser feitas dugscpes padronizadas em angulos retos
entre si(Dunn, 2001) As principais alteracdes a serem avaliadas msgiafias convencionais
sdo: diminuicdo do espaco articular, aumento daidade do osso subcondral (esclerose
0ssea subcondral), neoformacdes 0sseas nas martjeakares (osteofitose) e remodelacdo
Ossea(Carrig, 1997).0 0sso subcondral pode tornar-se fino, espessasodou irregular.
Densidades ésseas intra ou periarticular podemvistas devido a fraturas por avulsao,

calcificacdo da capsula ou do tenddo, ou calcificage fragmentos articulares livres. A
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proliferacdo do peridésteo periarticular ocorre rnosais onde a capsula articular e os
ligamentos se inserem e nas margens da cartilageular. Esta proliferacdo € usualmente
macia e uniformemente mineralizada com margens blefimidas. A progressdo das
mudancas durante as radiografias comparativas astran as alteracbes progressivas ao
longo dos mese@®urk, 1996) Porém a avaliacdo radiografica convencional ndo é surfieie
para o diagndstico especifico, necessitando deptocedimentos auxiliarésarrig, 1997) O
grau de OA definida radiograficamente, as vezes,t&d relacdo com o grau de claudicacao
ou alteracdes observadas clinica, macroscopicéstaldgicamentéMay, 1996; Mcllwraith, 1996;
Rendano e Shoup, 1998)Alguns animais com achados radiograficos minimpsesentam
claudicacédo acentuada, enquanto outros, com desagdegenerativas graves, claudicam de
forma discretgrendano e Shoup, 1998)

Além do exame radiogréafico, podem ser utilizaddaegrafia, ressonancia magnética,
artroscopia e artrocentese. Artrografia e ressoadnagnética sdo mais usadas na articulagéo
escapulo-umeral, na articulacdo fémoro-tibio-patpladem ser utilizadas para detectar a
presenca de corpos livres no espaco articular. s&orédncia magnética possibilita obter
imagens em multiplos planos, com 6timo contrasteeetecidos moles e cartilaginosos. A
imagem da ressonancia pode revelar alteragbes sigudednicas da cartilagem e do 0sso
subcondral, tais como fraturas condrais e cistbs@udraigPiermattei e Flo, 1999; Caldeiea al,
2002) Artroscopia é um método que consiste em intradumia cdnula de maneira asséptica
na cavidade articular, dando a capacidade de wdanaliferentes posicoes oferecendo uma
avaliacdo minuciosa do interior da cavidade. Fgfies e ulceracdes da cartilagem, ruptura
de ligamentos, fragmentagdo dos meniscos e form#gasteodfitos, podem ser rapidamente
detectados pelo exame artroscépico. Além dissoafescbes da membrana sinovial sdo
diagnosticadas pelo espessamento, hiperemia e daarde vilosidades anormgaldeiraet
al., 2002) Artrocentese € a retirada e a avaliacdo do lggsidovial. Pederseat al. (1978)
declaram que o maior valor deste exame consisted&erminar se a causa da lesdo é
inflamatodria ou ndo. Nas condi¢des inflamatoriapadréo eletroforético do liquido sinovial
esta alterado, os acucares estdo diminuidos, adagdps de células estdo aumentadas e as
proporcdes entre 0s tipos celulares estao alteradasattei e Flo, 1999)

O programa de tratamento inclui reducdo de pesetcixos fisicos controlados,
alteracdo de ambientes, agentes modificadores de lpta como o SC e medicacéo
antiinflamatéria. O manejo da OA € um compromisam@ resto da vida e envolve trabalho

intenso, sendo fundamental o comprometimento dmgrigtariosMillis, 2001).
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Préticas alimentares apropriadas (ndo superaliméittates) e dietas corretamente
balanceadas podem ajudar a reduzir a incidénciasendolvimento da OA. Mas o0 mais
importante é associar um programa de exercici@gssegurar um emagrecimento constante
e a manutencéo do peso ideal. Animais com OA mathar quadro clinico apds a perda de
peso(Martinez, 2000; Millis, 2001; McLaughlin e RoustQ02b)

A atividade fisica melhora a forca, a resisténcisscular e a coordenagdo, também
proporciona uma carga frequente na cartilagemudaitico que aumenta o metabolismo da
cartilagem e sintese dos proteoglica(smattei e Flo, 1999; McLaughlin e Roush, 2002artinez,
2000) Natacdo e hidroterapia permitem as articulac@dizarem movimentos de longo
alcance enquanto que o peso do animal é minimipadestar flutuando na agua. O peso
sobre o ponto de apoio pode ser ajustado de acmmoa profundidade da agua. O ideal é
comecar gradativamente aumentando a duracao ddesaeonforme o paciente for ganhando
resisténcigMcLaughlin e Roush, 2002b)

O ultra-som terapéutico € um método util para &apdo de calor nos animais, e tem
sido utilizado nos tratamentos de luxacdes, OAjtarteumatica, bursite, tendinite entre
outras condic¢des, sendo capaz de aquecer os terittes40 a 45°C na profundidade de 5cm,
sem elevar consideravelmente a temperatura dodogesuperficiaigPiermattei e Flo, 1999;
Caldeiraet al, 2002)

O método mais utilizado experimentalmente paradestda OA em veterinaria é a
seccdo do ligamento cruzado cranial. A rupturaigamento cruzado cranial € uma lesao
frequente nos cées, e a restauracao da funcao Indon@elho é dificil de ser obtida, mesmo
apos tratament@arvineret al, 1995) O procedimento cirlrgico, com o objetivo de eifitzdr a
articulacdo e reduzir a progressdo da QRAosteret al, 2001; Sandman e Harari, 2008
amplamente recomendado, porém em 85 a 90% dos cmoados a OA progride,
independentemente da técnica cirurgica adotadaséeél971), Heffron e Campbell (1979)
e Vasseur e Berry (1992) relataram progressdo dae@Aoelho de cdes mesmo apdés a
reconstrugcao do ligamento cruzado cranial.

Arias et al. (2003) avaliaram a associacdo de hialuronato de 9461S) e SC no
tratamento da OA em caes. Dez cées sem raca aefiolhm submetidos a seccéo
artroscépica do ligamento cruzado cranial visandtesenvolvimento da OA. Apos 21 dias,
foi substituido cirurgicamente o ligamento cruzadanial pela fascia-lata em todos os
animais e iniciado o tratamento com associacdo 8eeHSC em cinco caes, sendo 0s

remanescentes utilizados como grupo-controle. Higicamente, o efeito da associacdo de
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HS e SC foi mais evidente na membrana sinovialemasdo-se regeneracdo da camada
intima e diminui¢é@o da infiltracdo linfoplasmocitna sub-intima.

Biase et al. (2005) avaliaram o efeito do SC na evolucdo da Auzida
experimentalmente em cées, ap0s a reconstrucamatoento cruzado cranial. Vinte caes
higidos, sem raca definida, com peso corpéreo eb¥ree 25kg, foram submetidos a
desmotomia do ligamento cruzado cranial. Trinta dipds, foram separados em dois grupos
de 10 animais. Um grupo foi submetido a reconstrud@ ligamento cruzado com uso de
aloenxerto de ligamento patelar congelado, o cudia Trinta e um dias apds a desmotomia,
cada grupo foi dividido em dois subgrupos de cimromais. Um recebeu sulfato de
condroitina, o outro ndo. Os cades foram avaliadosica e radiograficamente antes da
desmotomia e aos 30, 60 e 90 dias ap6s a desmofdmiadtimo momento foram realizados
exames macro e microscopico.

Ao exame radiogréfico, observaram-se ostedfitodes#ifitos e erosdo do 0sso
subcondral no joelho dos cées. Houve progressacaltlamcdes O0sseas no periodo pos-
operatorio em todos os subgrupos, o que esta delcmoom Pearson (1971), Heffron e
Campbell (1979) e Vasseur e Berry (1992), queasdat progressdo da OA mesmo nos caes
submetidos a cirurgia para estabilizacdo articltta. foi mais acentuada no subgrupo sem
cirurgia e sem SC, quando comparada a do subgmmocsurgia e com SC, ao final do
periodo de observacdo. Esse fato pode demonsef®ito protetor do SC, como citado por
Diaz et al. (1996), Hannaret al. (1987), Bealeet al. (1990), Pipitone (1991) e Lees (1999),
mesmo com a instabilidade articular.

Ao exame macroscopico, os joelhos dos caes semgieire com tratamento com SC
mostraram pigmentacédo alaranjada na membrana alnovin menor intensidade do que a
dos cées do subgrupo sem cirurgia e sem tratansenidcSC, o que pode indicar menor grau
de sinovite.

Concluiu-se que condroitina reduz a velocidade alegacdes Osseas radiograficas
compativeis com OA em joelho de caes, dentro dea 8D dias de tratamento e que a
reconstrucao ligamentar associada ao SC promov®naemais rapida na funcdo do membro
guando comparada com a reconstrucao isoladamente.

Melo et al. (2008) estudaram o efeito do SC para o tratamdat®A em cées,
comparando com o HS e com énfase na andlise hygtaldSubmeteram 15 caes, sem raca
definida, de ambos os sexos, de peso entre 18kg,2® seccdo artroscopica do ligamento
cruzado cranial para inducdo da OA. ApoOs trés samale instabilidade articular, o

ligamento cruzado cranial foi substituido pela iAidata segundo a técnica de Schwalder
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(1989) e os animais foram distribuidos em trés gsuge cinco. Os animais do grupo |,
controle, ndo receberam tratamento medicamentasdo grupo I, 24 mg/animal de SC, por
via intra-muscular (IM), de cinco em cinco diadatizando seis aplicacfes; e os do grupo lli
foram tratados com HS na dose de 20 mg/animalipantra-venosa (IV), de cinco em cinco
dias num total de trés administragcdes. Ao finaB@edias, os animais foram eutanasiados e
procedeu-se a colheita e 0 processamento histolé@ianembrana sinovial e da cartilagem
articular para avaliagcbes morfolégica e morfométric

As alteracbes mais marcantes foram observadas rtilagem articular e eram de
natureza degenerativa. A camada superficial massavirregular, com sinais de fibrilagéo,
edema e lise da matriz em todas as secc¢Oes diagmami avaliadas, independentemente do
grupo, alteracbes caracteristicas da OA. Com abitstade articular, ha desequilibrio na
distribuicdo das forcas sobre a superficie articul@vando a ruptura dos arranjos de
proteoglicanas e consequente aumento da hidratdgdoartilagem (edemaciacdo) com
exposicdo das fibrilas de colageno (fibrilagdo)esgar disso, os condrécitos ainda guardavam
a capacidade de proliferacéo e, com o aparecintentbones celulares, tentavam a reparacao
da superficie articular lesada. Essa associacalesdes degenerativas e regenerativas foi
observada por Vignoet al. (1983), que mencionaram ser a hipertrofia dalaggm um
evento inicial da OA induzida pela instabilidadécaitar. Isso demonstra a capacidade de
remodelagéo do tecido em resposta ao estresse iseeaéonrmal.

Nos animais tratados com SC e HS, a cartilagem sapteu acentuada
hipocelularidade ou até auséncia da camada supérfgso foi observado por Vignaat al.
(1983), Schiavinatet al. (1989), e Marshall e Chan (1996), que consideraaaeducao da
densidade de condrdcitos na camada superficialad@dlagem como lesdo precocemente
detectada pela andlise histologica em animais didhwsea instabilidade articular. Dessa
forma, pode-se supor que as drogas utilizadasdestao processo degenerativo. Entretanto,
perda de basofilia da matriz, vacuolizagdo, picnmsenecrose de condrocitos, fissuras e
erosdes da superficie da cartilagem foram altesagi@cantes no grupo controle, bem como
no tratado com HS.

Nos animais tratados com SC, os condrocitos apeesan-se dispostos de forma
colunar com aumento da basofilia da matriz exttdael Esses achados refletem
hiperatividade dos condrdcitos e divisdo celulamnetizando o retorno da cartilagem ao
crescimento. A superficie articular estava maisulegg com poucas areas de fibrilagcdo e

edema. O tratamento, portanto, com SC pareceu menirou retardar a evolucao de lesdes
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degenerativas da cartilagem. Esses resultado®g@mdentes com os de Altman al. (1989)
e Franciet al. (1989), os quais sugeriram que as GAGs alteravolagio da OA.

O numero de condrdcitos da cartilagem articular glogos 1l (47,24 + 9,94) e Il
(45,32 + 11,53) foi semelhante entre si e signifiganente maior em relacdo ao grupo |
(33,77 11,02). O aumento do numero de células, mesmoredocdo da densidade celular
na superficie articular é determinado pela dividd® condrécitos nas zonas média e profunda
em resposta ao estresse anormal causado pelalidatibarticulanVignonet al, 1983),porém
nos grupos Il e lll, a proliferacdo de condrécitoissignificativa. No caso do HS, apesar do
namero elevado de condrdcitos, muitos pareciamauais, apresentando citoplasma
vacuolizado, ndcleos picnéticos e outros necroétidédsno grupo tratado com SC, a elevada
densidade celular foi acompanhada de aumento deaalia cartilagem e os condrdcitos
mostravam-se ativos e responsivos a lesdo da Oadus similares foram observados por
Franciset al. (1989), os quais sugeriram que as GAGs aumentamt@se celular da
cartilagem.

A Figura 10 mostra a andlise histoldgica da patelanimal tratado com SC (107,1x).
E possivel visualizar o aumento da celularidadecaasadas média e profunda com fibrilacio

da camada superficial (seta), proliferacédo celkleondrocitos dispostos de forma colunar.

o com SC.

Aumento 107,1 X. Forielo et al,, 2008
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O aumento do numero de condrécitos permite conaue o SC estimulou os
condrdcitos a se proliferarem e a produzirem mattzacelular, o que determinou o aumento
do namero de células e consequentemente da alurartilagem. As células demonstraram-
se responsivas ao tratamento, aumentando a atviiatttica e secretora de GAGs. Altman
et al. (1989) e Francist al. (1989) também afirmaram que as GAGs aumentam acickgule
biossintética da cartilagem articular. Schiavirettal. (1989), no entanto, consideram tal fato
aceitavel somente em articulagbes com OA avancape ®s condrocitos viaveis tornam-se
volumosos e com grande numero de organelas, sdgeaimimento das atividades de sintese e
secregao.

Apesar do aumento significativo do numero de corith®, o0 HS ndo determinou
elevacdo expressiva da altura da cartilagem totalooada pela safranina-O. Isso poderia ser
explicado pela inviabilidade da maioria dos condodg ja mencionada, que determinou baixa
atividade de sintese da matriz extracelular. O aton@do niumero de condrdcitos, neste grupo,
foi tipicamente zonal e, principalmente, nos locaim extensas lesées da camada superficial,
caracteristicas semelhantes as do grupo-contraleoth o SC, o aumento do namero de
células foi distribuido de forma homogénea por tadartilagem articular.

Este estudo teve resultados mais satisfatoriospamdo a um estudo semelhante
também realizado por Melet al. em 2003, onde avaliaram clinica e radiograficamerst
efeitos do SC e do HS no tratamento da articulde&wrotibiopatelar de cdes com OA
induzida experimentalmente.

Da mesma forma que o experimento citado antericiendoram utilizados 15 cées,
sem raca definida, de ambos os sexos, pesando Ehtee 25 kg, submetidos a seccgéo
artroscépica do ligamento cruzado cranial parasiaséizacao articular e inducdo da OA.
Apos trés semanas de instabilidade articular, amgnto cruzado cranial foi substituido pela
fascia lata. Os animais foram divididos em tréspgsude cinco. Nos do grupo | fez-se
somente a substituicdo do ligamento cruzado crécoaltrole). Os do grupo Il receberam 24
mg/animal de SC, via IM, de cinco em cinco diaglipando seis aplicagdes. Os do grupo Il
foram tratados com HS na dose de 20 mg/animal\ide cinco em cinco dias, num total de
trés aplicacdes. Os animais foram observados palie®) e avaliados clinicamente quanto a
claudicagcdo, a capacidade de suportar peso no roeafbrado, a mensuracdo da atrofia
muscular e a amplitude de movimento articular. half foram encaminhados para exame
radiografico.

Estatisticamente ndo se observou diferenca sigtifec entre os graus de claudicacéo

dos animais que receberam SC e HS quando comparattessi e com o0s do grupo-controle.
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Também ndo se observaram diferencas significatjuasito as caracteristicas amplitude de
movimento, circunferéncia da coxa e pressdo deoagoi membro. O resultado clinico
encontrado neste trabalho pode ser explicado psknaia de resposta aos tratamentos ou por
resposta discreta, ndo detectavel pelos examesdisRadiograficamente, aos 90 dias de
estudo, o grupo tratado com SC ndo apresentavas savédentes de uma cartilagem
osteoartrotica, enquanto os outros dois grupossaptavam osteofitose, mostrando que o SC
estava agindo satisfatoriamente na cartilagem. é3sltados nao foram tdo satisfatérios

devido a fatores ja mencionados por Ineeal. (2000) como a acao lenta desses farmacos e a

necessidade de avaliagédo dos efeitos medicamergostsmpo prolongado no tratamento da
OA.

Grupo | Grupo Il Grupo I

Figura 11: Radiografias do joelho de c&o - senatnanto medicamentoso (Grupo I), tratado com SC&H) e
tratado com HS (Grupo Ill). As setas mostram a afétse nos animais ndo-tratado e tratado com HS.
Fonte: Meloet al. (2003)

4.1.4 Sulfato de Condroitina na Osteoartrose em ahas

Uebelhart (2006) revisou e avaliou os efeitos doo&l em casos de OA do joelho.
Foram estudados casos de 1.443 pacientes da Ffwica, Bélgica, Hungria e Republica
Tcheca. Foram utilizados SC de varias origens (lmpviubardo e ave). Além da origem o
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tratamento diferia na dose, 500-1200 mg/dia; teagdratamento, 3-24 meses; e modo de
administracdo, diario e continuo (3-24 meses) ternmtente (2 x 3 meses). Os resultados
desta pesquisa foram muito positivos para o us@@aomo tratamento da OA do joelho,

provando que a administracdo a longo prazo de S érsegura, bem tolerada e

completamente indicada para controlar os sintoraasod e aumentar a mobilidade global do
joelho nos pacientes com OA. Estimou-se também au®&C poderia ndo apenas atuar
positivamente nos sintomas e mobilidade dos pasetdmo também modificar o curso da
lesé@o, parando sua progressao.

Outros trés estudos foram analisados, um com pasiéia Suica e dois com pacientes
da Franca, Italia e Bélgica. Um informou um esqudmé&atamento intermitente com SC oral
800 mg por dois periodos de trés meses diariangemémte um an@ebelhart, 2004)enquanto
0S outros dois usaram um esquema de tratament@&oanal 800 mg continua e diariamente
administrado por um total de 1Qebelhart, 1998 24 (Michel et al, 2005)meses. A progressao
radiologica foi avaliada em todos os trés estudasdo o estreitamento espacial mediano na
articulacéo femorotibial, medido com uma analiggtdlizada de alta qualidade de raios-X do
joelho. Os resultados das analises digitalizadeenfdadénticos nestes estudos, mostrando a
eficiéncia do SC mesmo com uso intermitente.

Ha também trabalhos do Departamento de Reumatottzgidniversidade de Ghent,
Bélgica sobre a OA dos dedos de 284 pacientes.oSaamhinistrado SC oral 1200 mg/dia
durante um periodo de trés anos, sendo os ressiltaddiados por raios-X das articulacbes
interfalangianas. Os resultados deste estudo mastrague houve uma diminuicao
significativa no niumero de pacientes com OA erosinanovas articulacdes no grupo de
pacientes tratados com $¢&rbruggen, 1998)

Bourgeois (1998) testou a diferenca da administralgédose diaria recomendada em
uma ou trés fragdes, comparando ainda com um gragebo. Foram usados no experimento
127 pacientes: 40 foram tratados com dose Uniceadié 1200 mg, 43 com trés doses diarias
de 400 mg e 44 com capsulas placebo. O periodmtiantento foi de trés meses. Nos dois
grupos de tratamento com SC houve reducao sigivficdos sintomas, sem diferenca entre
0s grupos e sem nenhum efeito colateral, no grdacepo houve uma leve reducédo dos
sintomas.

Todos estes trabalhos provaram a eficacia do SOAnaintomatica do joelho e dos
dedos. Além disso, a tolerabilidade e o perfil @gusanca da substancia mostraram ser muito

favoraveis.
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4.2 Usos em Oftalmologia

A condroitina ndo sulfatada e a condroitina-6-galfsdo encontradas na cornea de
mamiferos (Tabela 1). Além disto, o SC possui d&grcaracteristicas que o tornam
recomendado para o tratamento sintomatico de tada®rmas de insuficiéncia lacrimal,
alteracdes corneanas por déficit de mucopolissheasj ceratoconjuntivites secas e como
auxiliar da reepitelizacdo corneana. Atualmentesteri diversas solucbes oftalmicas
comerciais que utilizam o SC como principio atisendo usadas tanto na medicina humana

Como na veterinaria.

4.2.1 Ceratoconjuntivite Seca

Devido a sua alta viscosidade e tempo de permamérisuperficie ocular, esta
substancia reduz os sintomas da ceratoconjunsigita. Desde 1987, o sulfato de condroitina
€ amplamente usado como lubrificante ocular pateammento sintomatico de todas as
formas de insuficiéncia lacrim@behlen, 2005)

Cansiet al. (2006) realizaram tratamento de ceratoconjuntisgea em um cdo com
colirio a base de ciprofloxacina associado ao SCimervalos de 12 horas e colirio
lubrificante a base de dextrano 70 e hipromeloge,fgnciona como lagrima artificial, trés
vezes ao dia durante 30 dias. Ap6s uma semanaifairfova avaliacdo do quadro clinico,
onde foi constatado a auséncia de pus, podendass@@ cornea e a conjuntiva que estavam
brilhantes e com lubrificagdo. A membrana nictamtela estava edemaciada. O animal n&o
demonstrava mais sinais de desorientagao.

Outro tratamento relatado utilizando sulfato dedroitina foi realizado em um céo
que apresentava ceratoconjuntivite seca bilatezalirglaria a cinomose. Foi inicialmente
tratada com ciclosporina 0,2%, porém sem melhomi. Wilizado entdo sulfato de
condroitina, observando-se melhora no prazo deodras, com o desaparecimento dos sinais

clinicos(Defante Jr. 2006)
4.2.2 Ulcera de Cornea
Outra utilizacdo do SC é o tratamento para Ulcdeasdrnea. O SC estimula a sintese

de proteoglicanos por mecanismos intra e extraaresl Em adicdo a este efeito restaurativo,

a incorporagdo do SC diminui o processo inflamatagindo diretamente sobre as enzimas,
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inibindo o sistema complemento e a atividade amistaglandingBrandaoet al, 2003) Além
disso, as GAGs possuem agéo inibidora da plasmima,enzima fibrinolitica encontrada em
altas concentrac6es em cérneas lesplask et al, 2006)

Foi realizado um estudo para avaliar a eficaci&8oa 20% no tratamento de Ulcera
de cérnea experimental em coelhos. Utilizaram-seddhos, divididos em tratado e nédo
tratado, subdivididos em trés grupos de cinco asimada. Em todos os animais foram
realizados os procedimentos de ceratectomia dddipelar, feita em ambos os olhos, sendo
um deles tratado com colirio de SC e ciprofloxa@raoutro olho como controle, utilizando-
se somente um colirio de ciprofloxacina. Institsutratamento duas vezes ao dia no 1° dia e
uma vez ao dia nos subsequentes. Os olhos forallados diariamente, quanto aos sinais
clinicos, bem como suas corneas, em exame histogaim, no periodo de sete, 14 e 30 dias.
N&o foram observadas diferencas significativaseeosr grupos tratado e nao tratado quanto
aos sinais clinicos. Foi observada a eficacia wot@gico do sulfato de condroitina, quanto a
organizacao cicatricial do tecido estromal, carszdado sua acao sobre o tecido composto
por colagen@Cremoniniet al, 2004)

Wouk et al (2006) realizaram uma pesquisa paradastos efeitos clinicos da
instilagédo topica de uma associacao de ciprofloeaei SC sobre a cicatrizagdo de Ulceras
corneanas experimentais produzidas em cavalosigaydoram utilizados 10 olhos de cinco
cavalos, nos quais a cornea foi submetida a tgmaentral e observacédo durante 24 horas
para inicio dos tratamentos. Considerando-se aaideahcomo seu proprio controle, os olhos
do lado direito compuseram o grupo controle, naaigyge instilou colirio de tobramicina
quatro vezes ao dia e os olhos do lado esquerdopm gratamento, submetidos a instilacdo
de uma associacdo de SC com ciprofloxacina duassvem dia. Os cavalos foram
examinados a cada dois dias, durante 30 dias, @aabiacdo dos sinais clinicos. A
cicatrizacdo das Uulceras foi confirmada por progaretencdo de fluoresceina negativa. Os
olhos tratados com SC e ciprofloxacina apresentaeaiucdo precoce dos sinais clinicos e
preenchimento do leito da Ulcera com tecido ciciairide melhor qualidade, obtendo
cicatrizacdo sem leucoma em 80% dos olhos em 11 @ia olhos controle apresentaram
edema corneano e neovascularizacdo mais importardeeducdo dos sinais clinicos, bem

como a cicatrizacado iniciaram-se tardiamente, tasdb em discreto leucoma.
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4.2.3 Uso Intra-Ocular Cirdrgico

Na cirurgia da catarata € necessario o uso imméao de substancias viscoelasticas.
Estas substancias passaram a ser utilizadas esndarmécada de 80, com a funcdo de manter
a camara anterior formada, facilitando a abertara&bsula anterior, e promover a expansao
do saco capsular para o implante da lente intréap@Duke-elder e Stewart, 1969Além disso,
elas protegem as células endoteliais da cornedas tas estruturas intra-oculares durante o
ato cirurgico.

Acompanhando o aperfeicoamento das técnicas opest@rincipalmente com o
surgimento da facoemulsificacdo, do implante daelentra-ocular, tornou-se necessaria a
utilizacdo de substancias mais viscosas e elasggasmelhor mantivessem o volume da
camara anterior e preservassem as estruturas orutares (Kara Junior, 2002) O
desenvolvimento de substancias mais viscosas paso antra-ocular foi fundamental no
aprimoramento da cirurgia ocular, permitindo agsargides a manipulagcédo de instrumentos
na camara anterior e disseccao de tecidog € Chalita, 2000)

Entre as substancias viscoelasticas mais usadasdadas encontram-se o HS e o SC,
0s mais biocompativeis, ambos presentes em tecmgsntivos(Kara Junior e milani, 2003)
Geralmente a apresentacdo para uso intra-oculagicio € SC 40 mg/ml e HS 20 mg/ml
(Sobrinho, 1999)

4.2.4 Conservacao de Corneas

Outra importante utilizagdo do SC em oftalmologia preservacdo de cérneas para
transplantes. O objetivo do transplante de corndasebancos de olhos € fornecer cérneas
fisiologicamente funcionais a individuos cujas e&® possam estar descompensadas ou
opacas. Antes do transplante, no entanto, as mgalantadas devem ser armazenadas.
Conservantes a base de SC e dextrana séo atualmer@® de armazenamento de escolha.
Estudos mostraram que esta formulacdo mantém aidaaendotelial funcionalkim et al,
1994) e a viabilidade do endotélio das céluldganset al, 1995) até 21 dias. Porém a
viabilidade do epitélio é significativamente redi&zipelo décimo dia de armazenamento
(Means, 1996)

Bourne (1986) analisou os transplantes de 37 csrmmaservadas em 2,5% de sulfato
de condroitina a 4°C por um a 13 dias (média 6#&)diA meédia de perda endotelial

observada dois meses apo0s o transplante foi deNg¥ou uma significativa correlacdo
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positiva entre o tempo de preservagao e o temmpitelizacdo e da espessura da cornea trés
semanas apés o transplante. Notou também uma agieelpositiva entre o tempo de
preservacado e perda de células endoteliais, sameEl@agimaiores perdas ocorreram apos dez
dias de armazenamento. Os resultados achados paneBparecem justificar 0 uso de meios
de SC na preservacdo das corneas, com o objetigsteleder o tempo de armazenamento dos
orgaos doados, mas também indicaram que as codewasn ser utilizadas o mais cedo
possivel.

Steinet al. (1986) testaram trés meios de preservacdo daaarhase de SC: 1,5%,
2,0% e 5,0%. Utilizaram 36 pares de cOrnea, umaeedde cada par foi colocada em meio de
McCarey-Kaufman (MK) e a outra foi colocada em uas agneios de SC. A preservacéo
endotelial foi avaliada por microscopia eletroréqeds o armazenamento a 4°C por um, trés,
cinco, sete, 10 e 14 dias. A preservacdo a 1,5%oldeédo de SC foi semelhante a média do
MK, mas a 5,0% de solugcéo houve melhor preservegéotelial, sendo perdidas apenas 3%
das células endoteliais apds os 14 dias de arnmaeaa a 4°C.

4.3 Outras Aplicacbes em Medicina Veterinaria

4.3.1 Tendinites em Equinos

As tendinites sdo causas frequentes de claudicaequinos atletas, e essas podem
ser consideradas as mais frustrantes dentre @mfasmidades do aparelho locomotor com
relacdo a resolugdo clinica, uma vez que € caizatier por longos periodos de recuperacao e
grande tendéncia a recidiva ap0os o retorno a atieidhtléticaGibsonet al, 1997) O processo
de reparacdo tendinea € semelhante ao de outridestedo organismdHenninger, 1994;
Goodship e Birch, 1996 0S eventos envolvidos nesse processo, bem cootoc@los de
tratamentos foram estudados por meio de pesquma@soladas utilizando-se a indugao
experimental da tendinite com colagenase em equ@idst al, 1992; Alves, 1998) No que
concerne o tratamento medicamentoso, existem véglags na literatura de farmacos que
tém influéncia nestas etapas da reparacéo tenddea#e estes, os mais citados ultimamente
estdo as GAGs.

Alves et al. (2004) avaliaram a eficacia do SC eraitramuscular no tratamento de
lesbes tendineas agudas induzidas experimentalnegnteequinos. Foram utilizados 12
equinos, divididos aleatoriamente em trés grupos ogeceberam a administracdo de

colagenase nos tenddes flexores digitais supesficia terco médio da regido metacarpiana,
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com a finalidade de se induzir a tendinite agugmsfsete dias desta administracéo iniciou-se
o tratamento com SC pelas vias IM (grupo 1) e @@alpo 2), e sem tratamento (grupo 3 —
controle). Estes animais foram avaliados atravésxdenes clinicos e ultra-sonograficos em
diferentes momentos pelo periodo de 150 dias.

Apé6s analise dos dados concluiram que o SC admaidis pelas vias intramuscular e
oral reduziu o tempo de cicatrizacdo da lesdo meadiobservado aos 30 e 60 dias do
experimento, porém nao interferiu de forma sigatfia na qualidade do paralelismo das
fibras colagenas tendineas, observado aos 120 €id$@lo experimento. Conclui-se que a
grande contribuicdo da utilizacdo do SC tratamelgdendinites em equinos seja na fase
inicial da reparacéo tendinea. Nesta fase ocomreu wisivel diminuicdo da area da leséo até
o 30 dia do experimento tanto no grupo 1 (IM) quantognapo 2 (via oral), acelerando o
processo de reparacao tendinea. Este achado refossiudos de Gaughan (1994) e Bertone
(1996), pelos quais relatam uma acdo anti-inflamratinportante do glicosaminoglicano
polissulfatado, farmaco esse com efeitos similaceSC, por inibir as enzimas lisossomais e
promover o aumento de matriz extracelular pelo®déms. Dessa forma, considerou-se
indicada a utilizacdo do SC no tratamento da tétedeguina aguda pelas vias intramuscular

e oral.

4.3.2 Colapso Traqueal em Céaes

Colapso traqueal € uma forma de obstrucao tracgueidd frequente em cées de meia-
idade ou idosos, de ragas pequenas, com hist&itasde crénica do tipo "grasnar de ganso”
(Hedlund, 1991). Os sinais clinicos séo caracteristicos, corset@gio produtiva por exercicio,
sons anormais na regido toracica, cianose e iatu&xr ao exercicipodnick e Nwadike, 1997;
Johnson, 2000)Exame radiografic@radlinsky e Fossum, 20Qoullrassonografia, fluoroscopia e
tragueoscopia sao utilizados no diagnostico defmitHedlund, 1991; Rudortt al, 1997) O
tratamento é feito com o objetivo de melhorar diqade de vida do paciente. Supressores de
tosse tém sido usados para controlar os sinaiglirea injlria cronica das vias aéreas
(Johnson, 2000)Métodos cirurgicos, como a aplicacdo de protesssanéis traqueais, podem
ser utilizados na terap{Radlinsky e Fossum, 2000; Ayres e Holmberg, 1999)

Na fisiopatologia do colapso traqueal € possivehiificar deficiéncias de condroitina
na matriz cartilaginosa, resultando em uma redugdoligacdo de &gua e perda da
turgescéncia da cartilagem, levando a reducéo diaédo didmetro luminar da traquéia, ou
colapso traqueafHediund, 1991) A reducdo da excitacdo do animal € parte imptetaa

terapia do colapso traqueal, porém néo resolveadrqude tosse crénica. Uma tentativa de
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melhorar o aporte de agua para o interior das aglyermitindo uma melhor atividade
cartilaginosa da traquéia durante as trocas dejwade ar nos pulmdes, pode ser conseguida
pelo uso do SC exogeno.

Saitoet al. (2003) descreveu um caso clinico em que tratoapsol traqueal de um
cdo Poodle miniatura, nove anos de idade, mad,aises de tosse quando se agitava e
guando acordava, com SC, obtendo resultados pmsiti® uso do SC comprovou
clinicamente que o farmaco € uma opcao de alté@ficno tratamento a longo prazo dos
distarbios cartilaginosos traqueais, permitindo umahora significativa na qualidade de vida

dos pacientes, melhorando a fung&o nos ciclosree§pos.

4.4 Perspectivas Futuras

4.4.1 Reparagdo Ossea e Cartilaginea

A consolidacdo 0ssea € um processo complexo quaveninultiplas fases que se
superpdem(Einhorn, 1998) As respostas celulares proximas ao local da raateavam
primeiramente a producdo de um tecido cartilagingse posteriormente se calcifica. Esse
molde cartilaginoso inicial é fundamental no repasseo da maioria das fraturas e depende
da proliferacdo e producdo de matriz cartilaginog® mineralizada pelos condrdcitos
(McKibbin, 1978)

Sendo o SC empregado na terapia da OA devido aedeiigs biologicos sobre a
cartilagem articular, promovendo aumento da sintsematriz cartilaginosa, tém sido
estudados possiveis efeitos benéficos desta solzst@mbém na consolidacdo de fraturas,
porém os resultados tém sido bastante controversos.

Moreira (2006) testou os efeitos do SC e sulfatgl®samina na reparacdo 0ssea de
48 coelhos, onde estes foram anestesiados e sdbméti ostectomia do coéndilo femoral
medial direito e osteossintese, sendo eutanasaulizss2 e 6 semanas de pés-operatorio. Os
achados mostraram que com duas semanas 0 SC desaciasulfato de glicosamina
promoveu um aumento do calo 6sseo estatisticanmgtéficante quando comparado ao
grupo controle. Ja com seis semanas este caloeaprasse num tamanho semelhante ao do
grupo controle, sugerindo que este aumento seja evalente no periodo mais precoce do
reparo 0sseo.

Oliveira (2006) avaliou microscopicamente a inflci@ndo laser a diodo de Arseniato

de Galio associado ao SC e quitosana no processepdeacdo da superficie articular da
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cabeca do umero de caes apods defeito osteoconghalireental. Foram utilizados 16 cées

adultos, distribuidos aleatoriamente em quatro syt de quatro animais de acordo com a
data da eutanasia para realizacdo das analisegsgopicas. Em todos os animais foi

induzido um defeito cirurgico na articulacdo esédumeral esquerda sendo, posteriormente,
submetidos a aplicacdo do laser e a administraggilodo SC e quitosana. Foi evidenciado
aumento da vascularizacdo da area de reparacaenciizacdo da reparacdo e da
osteogénese local, aumento da atividade de siat@sanutencdo da matriz cartilaginosa e

reparacao do defeito por tecido fibrocartilaginoso.

4.4 .2 Revestimento de formas farmacéuticas

O revestimento de formas farmacéuticas tem inunfarg®es: mascarar sabores e/ou
odores desagradaveis, melhoria da aparéncia, potes formas frente aos fluidos gastricos,
prevencdo das interacdes entre constituintes daufacdo e aumento da estabilidade
(Bashaiwolduet al, 2004).Entretanto, aquela que mais merece destaque éitadeimente, o
desenvolvimento de formas revestidas para liberalgdarmacos em sitios especificos
(Bashaiwoldet al, 2004; Beclet al, 2005)dotados de elevado grau de sitio-especificidade.

A aplicacdo da tecnologia de revestimento usandteriags poliméricos tem sido
frequentemente utilizada para se obter efetivorona liberacdo de farmacos das formas
farmacéuticas, uma vez que essa alternativa tepppmionado liberacdo controlada e precisa
do farmaco, com excelente reprodutibilid@t@vaineret al, 2004).

Os polimeros naturais (inulina, galactomanana, ganddica, quitosana, dextrana,
sulfato de condroitina, etc.) apresentam baixectdade, alta estabilidade, flexibilidade para
modificacdo quimica, baixo custo e biodegradahikédaspecifica, justificando sua aplicacéo
atrativa e ampla como carreadores de farmacos.esqusa e desenvolvimento de novos
sistemas terapéuticos para liberacdo modificadstjindelos a administracdo or&keiset al,
2003) Segundo Liwet al. (2003) estes sistemas apresentam a vantagemete gélizados,
em larga escala, pela industria farmacéutica seressalade de recorrer a equipamentos
muito sofisticados.

A liberacdo especifica de farmacos no colon depeedeiversos fatores, como: pH,
transito gastrointestinal, microflora intestinadt@ogias e capacidade do célon para absorver
farmacos. A liberacdo especifica de farmacos noncofo é facil uma vez que estes devem
evitar as condi¢cdes adversas do trato gastroingtssiuperior (pH acido do estbmago e

atividade enzimatica intensa no intestino delgagla@gtingir regiées especificas do cdlon,
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sendo o ceco e a regido do colon ascendente as m@is adequadas para a liberag@eters
e Kinget, 1993; Ashforét al, 1994)

Bactérias anaerobicas do célon, tais cddacteroides thetaiotaomicroaB. ovatus
degradam o SC, justificando sua aplicacdo como idattd promissor ao transporte de
farmaco para liberagdo especifica no intestinosgroende se encontram bacterdides em
abundancia(Sinha e Kumria, 2001) O SC foi inicialmente introduzido na perspectida
liberacdo colon-especifica por Rubinsteiat al. (1992). Entretanto, a elevada
hidrossolubilidade do SC constitui forte argumedéolimitacdo da sua aplicacdo, podendo
acarretar uma liberagdo prematura do farmaco quamissacaridio estiver inserido como
excipiente farmacotécnico. As modificagbes quimidastes polimeros naturais tém sido

motivo de muitas investigacdes, na expectativaeededuzir a solubilidadeéiset al, 2009.

4.4.3 Combate ao Cancer

O SC também pode ser usado diretamente como ag@ntancerigeno ou como alvo
no tumor para outros quimioterapicos. Estudos ramstn que o SC exposto a carbodiimida
induziu apoptose em células de mieloma e célulasetasas de glandula mamaria in vitro. O
SC modificado, quando injetado diretamente em tesionamarios de ratas, reduziu e até
cessou o crescimento do tumor, aparentemente sesarceoxicidade nos tecidos normais
adjacentes. O SC demonstra potencial para seradkli como droga anti-cancer e pode
desenvolver-se como uma nova classe de agentpg8udtasPumphreyet al, 2002)

Glioma sdo a forma mais comum e maligna de tumgprésarios cerebrais em
adultos, contabilizando cerca de 78% de todos o®res malignos do SNC, e ainda,
apresentam uma uma alta taxa de mortalidgdehornsumeteest al, 2007) Durante o
desenvolvimento neoplasico, ocorre um continuo dataonento da matriz extracelular sob o
controle das células neoplésicas e alteracdes dtelaio de proteoglicanas, afetando a
progressao, invasdo e o crescimento do tugh@uiar et al, 2002) Componentes da matriz
extracelular tém sido propostos como possiveiscutdé chaves para o fendtipo invasivo dos
gliomas, incluindo 0 SCrysneset al, 1999)

Cappellari (2008) avaliou os efeitos de glicopmdsie glicosaminoglicanas, sozinhas
ou em associagdo, em culturas de células de glimmeano linhagem U138-MG e observou
uma diminuicdo da proliferacéo celular de 37% res@nca de dextran, 28% na presenca de
colageno tipo | e dextran, 29% na presenca de laen dextran sulfato e 40% na presenca

de colageno tipo | e SC. Estes resultados estaoaldo com outros apresentados por Aguiar
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et al. (2005) que demonstraram o efeito de GAGs e glatefmas sobre a proliferacdo da
linhagem de células de glioma de rato C6, ondetratamentos fibronectina associada a
heparina ou SC houve uma reducéo do potenciafgnativo destas células.

Além disso, no desenvolvimento de tumores, varrasepglicanas (incluindo o SC)
sdo expressas e depositadas na matriz extraceutante o crescimento do tumor. Estas
participam da estrutura da matriz extracelular eduteam o comportamento das células
(Wegrowski e Maquart, 2006Com base nisto, desenvolveu a idéia de usar od®8® um alvo
para a entrega seletiva de drogas de polietilermglievestidas por lipossomas. Estes
lipossomas catibnicos devem conter o lipidio ca@dn 3,5 cloridrato de
dipentadecicloxibenzamidina (TRX-20) que ¢é intemazalo pelas células do tumor.
Lipossomas com TRX-20 carregados com cisplatinamagtfetivamente as células tumorais
que expressam o SC, fato ja comprovadeitro e in vivo. Sugere-se que o SC como alvo
para entrega de drogas anti-cancer em lipossonténicas representa uma estratégia
potencialmente Util para evitar o crescimento loeainetastases de células tumorais que

expressem o0 S(Leeet al, 2002)

4.4 .4 Atividade Antioxidante

As moléculas em sistemas biol6gicos muitas vezesutam mais de uma funcao e
muitas moléculas tém a capacidade de “limpar” gamismos dos radicais livres, mesmo néo
sendo esta sua principal funcdo. Durante o esti@dggativo, 0 aumento da concentracao
destas moléculas parece ser uma resposta biolgg&aem sinergismo com outros sistemas
de defesa antioxidante podem proteger as célulagidagdo. Entre estas, estd o SC, que tém
sido alvo de estudos como agente redutor de daaosados pelos radicais livres. A
condroitina-4-sulfato exerce atividade antioxidamtaior do que a condroitina-6-sulfato. O
padrdo de sulfatacdo especifica parece desempemhpapel central na atividade inibitéria
das moléculas de radicais livres, uma vez que @anigmo sugerido é a quelagdo dos cétions
metélicos, como F&e C*. A protecdo oferecida pelo SC esta presente ei@svétlulas de
diferentes orgaos. Varios estudasvitro mostraram que a condroitina-4-sulfato é capaz de
reduzir os danos biolégicos e a geracdo de radicass em varios casos de estresse
oxidativo induzido por danos em culturas celula@&C poderd ser utilizado no futuro como

agente terapéutico em patologias onde os radivegs lestdo envolvidggampoet al, 2006)
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5 EFEITOS ADVERSOS

Poucos efeitos adversos do SC sdo citados, mesmasguemas terapéuticos
prolongadogHulse, 1998) Moreira (2006), que pesquisou os efeitos do S@paracao 6ssea
de coelhos, fez analise hematologica dos animaifceencontrou nenhuma alteragdo no
parametros no tempo estudado. McNamataal. (1996), apés estudos dos efeitos
hematolégicos e hemostaticos do SC e da glicosaadmanistrados via oral, por 30 dias em
cées, sugeriram que esses compostos ndo causamahdades clinicamente importantes.
Ensaios clinicos em humanos mostraram que o SCdataminou efeitos tdéxicos nem
teratogénicos na espécapitone, 1991)

Melo et al. (2003) em um de seus experimentos com SC relatgu@nos animais que
receberam SC demonstraram sinais de dor a adragéstiM, mas néo foi verificada reacéo
local. Quanto ao efeito sistémico, observou quadranorexia que se iniciou apos a terceira
aplicacdo do medicamento. Relatou também que gaatnoais (80%) apresentaram diarréia
sanguinolenta uma semana apos o término do tratapternando necessario medicacao de
suporte. Encontrou-se resultado negativo na pesgi@ishemoparasitas e de parasitas fecais.
Essas manifestacbes clinicas sugerem efeito hépmindo SC, semelhante ao dos
glicosaminoglicanos polissulfatos ja citados narditura(Huber e Bill, 1994; Todhunter, 1994;
McNamara, 1997)

Estudos toxicolégicos com o SC ndo sdo comunsciesgpente no que se refere a
toxicidade reprodutiva. Segundo recomendacfebotal and Drug AdministratioffFDA),
qualquer farmaco ou suplemento alimentar usadg@@dodo prolongado, que pode incluir a
gestacao, deve ser testado sob o aspecto de amecidprodutivéNeubertet al, 1996)

Camus (1972) alimentou ratas e coelhas com 0,f/&glde sulfato de condroitina e
nao observou malformacdes nos fetos e filhotesinKee al. (2003) desenvolveram um
trabalho com o objetivo de avaliar a segurancaude wilizacdo, administrado durante o
periodo de organogénese em ratas prenhes (modetoacionalmente recomendado para
estudos dessa natureza). Os resultados obtidogsamamstque o SC, administrado a ratas
Wistar durante o periodo de organogénese, do sextbécimo quinto dia de gestacdo, nas
doses de 200, 400 e 600 mg/kg, por via oral, nderméou aumento na percentagem de
alteracdes 0Osseas nos fetos. Kretnal. (2003) também analisaram sinais de toxicidade
sistémica como: reducdo na massa corporal dos enawperimentaigBlack e Marks, 1992),

reducdo nos consumos de agua e racao, alteragbgsrtamentais como prostracao e apatia,
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mé condicdo da pelagemello et al, 1997)e alteracdo da massa relativa dos orgdaegrave,
2003) ndo encontrando nenhuma alteracéo destas varideaoxicidade.
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6 MERCADO

Os abatedouros fornecedores da matéria-prima ensgars subprodutos diretamente
para unidades processadoras ou para entrepostesiatizados na preparacao dos tecidos
para extracdo. O mercado nacional possui trés desdprocessadoras da matéria prima, que
enviam toda sua producédo para paises europeusspania para Franca, onde existem os
maiores laboratorios formuladores de medicamelixistem também no continente europeu,
importadores de matéria prima in natura, na fororggelada, que abastecem as unidades de
processamento localizadas principalmente na Dinsan&tolanda e Espanha. Na América do
sul existe uma unidade processadora na Argentspecelizada na producdo de SC a partir
da cartilagem do esterno de frangos de corte. Bgesg também como importador de
matéria-prima in natura o mercado da China, qualyroum SC de baixa qualidade,
entretanto sabe-se que estes produtos sdo utdizad®s no segmento ligado a producao de
cosmeéticos. Essas unidades processadoras de géneas possuem métodos de extracédo
diferenciados, constituindo, quase sempre, segnadostriais. Algumas ainda realizam um
processo de semi-processamento, ou seja, ndo ean@ucadeia produtiva e exportam o
produto semi-acabado.

O Brasil contempla hoje lugar de destaque como réxgor de proteina animal para
fins de consumo humano, € também um dos paisesngige rapidamente responde as
restricdes e imposicdes técnico-sanitarias do rderoaportador, isto o torna cada vez mais
competitivo no cenario mundial. O que € preocup&ntgue o espaco ocupado pelo pais
poderia ser enormemente superior, ndo fosse admliacentivo, por parte do poder publico,
as pequenas e médias empresas que abatem esgea@saidue. Todos estabelecimentos de
abate sob inspecdo municipal e estadual poderigan @sstinando seus subprodutos para
unidades processadoras de SC, ndo fossem tado grarsdempecilhos impostos pela
legislacao.

As induastrias processadoras nacionais apresentanmaraento uma cenario de
absoluta competitividade, vivendo eventualmentaralts situagdes semelhantes a um “leildo
de matéria prima”, o que as torna altamente vuleésado ponto de vista comercial. Os
tecidos cartilaginosos extraidos das espécies aléggae ainda encontram outros fatores que
geram grande turbuléncia no mercado, como por eikkerapnercado destinado ao consumo

humano em alguns paises asiaticos, onde todostesidss sdo muito apreciados fritos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O SC parece ser uma excelente opcdo para o trtmmdas doencas articulares
degenerativas. O uso do SC para este fim ja € gmatha pela maior parte dos médicos e
veterinarios no mundo todo, ocupando grande esmaditeratura meédica internacional. Cabe
salientar que o presente trabalho procurou mossrgontos positivos do SC, existindo ainda
algumas publicacdes que atribuem a melhora cl@osgpacientes humanos ao efeito placebo.
O uso oftalmolégico do SC também ja é consagraéio restando duvidas a respeito de suas
propriedades benéficas nas diversas aplicacfesempaglas neste trabalho. Um uso muito
comum do SC é como constituinte de cremes faq@iem o presente trabalho procurou
mostrar as aplicacOes terapéuticas do produto eeegsos patologicos, ndo em medicina
estética.

O acesso aos métodos de extracdo e purificagéadtis pela industria farmacéutica
€ muito restrito, porém se assemelham muito aagitiesneste trabalho. Por tratar-se de um
medicamento, pelo menos no Brasil, 0 SC deve tdrop&ados os méetodos de extracao,
isolamento e purificacdo utilizados pela indUstaianacéutica, cabendo a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o controle desteocessos. Durante a realizacdo deste
trabalho foi observado que, no Brasil, todos osodwt de extracdo do SC encontrados
estavam protegidos por patentes ou incubadorasniersidades hd muitos anos e sem
divulgacdo. E importante que universidades e inglies governamentais de pesquisa
continuem aprimorando e principalmente divulgando métodos de extracdo do SC,
melhorando cada vez mais o rendimento dos proce€3®slaboratérios fabricantes de
enzimas e solugdes utilizadas nos processos dacaéaté que tém desenvolvido pesquisas
nesta area, aperfeicoando cada vez mais as téenadeendo rendimentos cada vez maiores.

Por ser uma molécula abundante na matriz do temdpntivo, o SC esta envolvido
em diversos processos fisioldgicos e patologicodinAlidade biolégica do SC no tecido
cartilaginoso ja é conhecida, porém ainda ha maiger esclarecido sobre sua funcdo em
outros tecidos. Recentemente descobriu-se que®exPresso em varios tipos de neoplasias,
0 que pode ajudar na elucidacado de seus mecaniSianmbem foi descoberto que inimeros
microorganismos utilizam as GAGs como receptoresnac 0 Plasmodium falciparum
causador da maléria, que infecta os eritrocitosteseaderem-se a placenta de mulheres
gravidas através do SC presente na placenta. ossevtambém que o SC aumenta

acentuadamente no inicio de lesbes ateroscler@icesempenham um papel importante na
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retencdo e acumulacéo de lipidios. Todos estedvememtos fazem do SC alvo constante de
pesquisadores das diversas areas da biologia,guémnedicina.

Avancos no conhecimento do uso do SC sao impedaambém para a economia do
Brasil, devido ao enorme potencial de fornecimetgdecido cartilaginoso do pais; e para o
meio-ambiente, j& que sem esta finalidade, todudde atualmente utilizados para extracao
do SC seriam destinados a graxarias, como ainéanfazuitos abatedouros, ndo sendo este o
melhor destino para produtos tdo nobres. Além doefdmento de matéria-prima o Brasil
tem enorme potencial para extracdo do farmaco. 3 paveria aproveitar a farta
disponibilidade de matéria-prima e investir maisertztacdo do produto final, exportando um
produto com valor enormemente superior, reduzindbos com logistica e com a importacao
dos farmaco para abastecer o mercado interno.

E importante salientar a importancia do Médico evietirio em toda cadeia de
producdo do SC: na producéo animal, na inspecagakdgde dos tecidos utilizados, nos
testes e pesquisas experimentais, e finalmentep adimico. Trata-se, portanto, de um
assunto de interesse geral dos Médicos Veterinatigentes nas mais diversas areas. Cabe
aos clinicos, tanto médicos quanto veterinariostotartopedistas quanto oftalmologistas,
procurarem conhecer melhor as aplicacdes e berefttdh SC, para poderem fazer uso
adequado do farmaco, tendo como foco, sendo a @urglhora na qualidade de vida dos

pacientes.
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