® ¢
@

UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
ENVELHECIMENTO HUMANO

MARCOS ROBERTO SPASSIM

AVALIACAO MORFOLOGICA APOS O
USO DO OZONIO GASOSO VIA
INTRA ARTICULAR EM RATOS COM
OSTEOARTROSE INDUZIDA POR
MONOIODOACETATO DE SODIO

Passo Fundo

2020

'3
UPF




UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
FACULDADE DE EDUCACAO FiSICA E FISIOTERAPIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ENVELHECIMENTO HUMANO

MARCOS ROBERTO SPASSIM

AVALIACAO MORFOLOGICA APOS O USO DO 0ZONIO GASOSO VIA
INTRA ARTICULAR EM RATOS COM OSTEOARTROSE INDUZIDA POR
MONOIODOACETATO DE SODIO

Orientador(a):
Coorientador(a):

Dissertagcao apresentada como requisito para
obtencdo do titulo de Mestre em
Envelhecimento Humano, da Faculdade de
Educacao Fisica e Fisioterapia, da Universidade
de Passo Fundo.

Profa. Dra. Charise Dallazem Bertol
Profa. Dra. Lia Mara Wibelinger

Passo Fundo

2020



12
PPGEH

l l P F Programa de Pés-Graduagao
em Envelhecimento Humano

Faculdade de Educagao Fisica e Fisioterapia - FEFF

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO

“Avalia¢iio morfologica apos o uso do 0zonio gasoso via intra articular em ratos com
osteoartrose induzida por monoiodoacetato de sodio”

Elaborada por

MARCOS ROBERTO SPASSIM

Como requisito parcial para a obtengio do grau de
“Mestre em Envelhecimento Humano™

Aprovada em: 24/08/2020
Pela Bunca Examinadora

Q{N’( MM D-Emt{mon Prof. S-., . Q:lf:\glbeunget

Universidade de Passo Fundn UPF/PPGEH Universidade de Passo Fundo — UPF/PPGEH
Ori dora e Presidente da Banca Exami Coorientadora

\

T
,1.7‘4 ,;J\ Q & \_. K ) WN'\.)Q-\"“' AAANS
Prof. Dr. Luciano de Oliveira Siqueira

Universidade'de Passo Fundo UPFPPGEH
Avaliadora Interna

}f\mzb

l’rofa Dra. G nhrleln Goethel
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS
Avaliadora Externa

Profa. Dra. Ana Carolina Bertoletti De Marchi
Universidade de Passo Fundo - UPF
Coordenadora do PPGEH

UPF Campus | - BR 285, Km 292 - Bairro Sao José - Passo Fundo - RS - CEP 99052-900 - (54) 3316.8384- pgeh@upf.br — www.upf brippgeh

Luciana Grazziotin Rossato Grando
Universidade de Passo Fundo — UPF;ICB
Avaliadora Externa



CIP — Catalogacdo na Publicagdo

S737a Spassim, Marcos Roberto
Avaliacdo morfolégica apos o uso do 0zénio gasoso via
intra articular em ratos com osteoartrose induzida por
monoiodoacetato de sédio / Marcos Roberto Spassim. — 2020.
69 f. :1l. : 30 cm.

Orientadora: Profa. Dra. Charise Dallazem Bertol.

Coorientadora: Profa. Dra. Lia Mara Wibelinger.

Dissertacdo (Mestrado em Envelhecimento Humano) —
Universidade de Passo Fundo, 2020.

1. Idosos. 2. Envelhecimento. 3. Osteoartrite. 4. Ozoénio -

Tratamento. I. Bertol, Charise Dallazem, orientadora.
II. Wibelinger, Lia Mara, coorientadora. III. Titulo.

CDU: 613.98

Catalogacdo: Bibliotecario Luis Diego Dias de S. da Silva— CRB 10/2241



DEDICATORIA

Dedico ao meu pai, Valdir pelo exemplo e amor que ajudou a definir o meu
carater e hoje me cuida do céu, cujas lembrangas estardo sempre na minha

memoria por toda minha existéncia.

A minha mae Elizabete, pelo carinho dedicacédo e amor, que sempre me

apoiou e me amparou em todos os momentos da minha vida.

Ao amor da minha vida, minha noiva Emanueli pelo amor, carinho,
compreensao e paciéncia e me incentiva tornando todos os meus dias cada vez

melhores.

Ao meu irmao Mateus por sempre estar ao meu lado, também por todos

os conselhos, carinho, respeito e inspiragao para a minha escolha profissional.

Aos meus sobrinhos e afilhados Gabriel, Rafael, Isadora e Helena. Nada

disso teria sentido se vocés nao existissem na minha vida.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora Professora Dra. Charise Dallazem Bertol, pela acolhida e
entendimento no momento mais dificil da minha vida. Também pelo incentivo,
dedicacdo, confianca e pelo compromisso e exceléncia na arte de ensinar.

Sua orientagao foi fundamental na construcao deste texto.

A minha coorientadora Dra. Lia Mara Wibelinger, que é inspiracdo para a
profissdo, pois ha pessoas que marcam a nossa vida, que despertam algo
especial em nos, que abrem nossos olhos de modo irreversivel e transformam a

nossa maneira de ver o mundo. Vocé é uma dessas pessoas.

Ao Dr. Renato Tadeu Santos, pelo incentivo, apoio e sugestdes para a
construgédo do trabalho, sem a sua ajuda nao seria possivel. Ao Dr. Gustavo
Graeff Kura, pela amizade, formagcao académica que me proporcionou, pelo
exemplo e incentivos que foram fundamentais para meu desenvolvimento

pessoal e profissional.

Aos funcionarios do Biotério da Universidade de Passo Fundo, por todo amparo
prestado, confianga e amizade n&o seria possivel sem o apoio de vocés. Aos
funcionarios da Faculdade de Odontologia da Universidade de Passo Fundo,

pelo apoio durante o desenvolvimento do trabalho.

Aos meus socios e colaboradores da Bees Lifestyle Center pelo entendimento
das minhas auséncias e apoio incondicional. A banca de professores por todos
seus incentivos, apontamentos e corre¢gdes apontadas para a melhoria do

trabalho.

Aos meus amigos Assis e Leonel pela por todo apoio e incentivo dado desde
sempre, essenciais para o meu crescimento como ser humano. As colegas Julia,
Nagila, Veronica, Pamela, Natalia e Leonardo por todo suporte prestado,
conversas e troca de conhecimento. E aos demais colegas do mestrado em
envelhecimento humano por todos os momentos de carinho, conversas e

crescimento pessoal e profissional.

O presente trabalho foi realizado com apoio da FAPERGS - Brasil (FAPERGS)
por meio do Edital ARD 2019.



EPiIGRAFE

" O homem esta sempre disposto a negar tudo aquilo que nao
compreende™.

(Blaise Pascal)



RESUMO

SPASSIM, Marcos Roberto. Avaliagdo morfolégica apés o uso do ozodénio
gasoso via intra articular em ratos com osteoartrose induzida por
monoiodoacetato de sédio. 2020. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em

Envelhecimento Humano) - Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2020.

O envelhecimento é responsavel por uma série de alteracdes fisioldgicas
que acometem o sistema musculo esquelético no idoso, entre elas as
osteoartrose (OA) de joelho. Esta patologia apresenta carater progressivo e pode
causar dor e limitacbes nas atividades de vida diaria. Afeta principalmente os
idosos e cada vez mais torna-se um problema de saude publica, devido a
limitada capacidade de reparo do tecido cartilaginoso. O objetivo desta
dissertagcao é avaliar os efeitos da injegao de ozénio gasoso via intra-articular no
joelho de ratos com OA induzida por monoiodoacetato de sodio (MIA) na
morfologia da cartilagem articular. Trata-se de um estudo experimental, com
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade de
Passo Fundo (UPF) sob o Protocolo n°® 003/2019 e financiado com apoio da
FAPERGS - Brasil (FAPERGS) por meio do Edital ARD 2019. Foram utilizados
40 ratos Wistar machos e fémeas com idades de 12 semanas fornecidos pelo
Biotério da Universidade de Passo Fundo (UPF - Passo Fundo, RS, Brasil). Os
animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: G1 (controle); G2 (leséo);
G3 (tratamento com ozdnio baixa dose); G4 (tratamento com ozdnio alta dose).
O presente estudo fez-se necessario para avaliar os efeitos do 0z6nio gasoso na
cartilagem articular do joelho em ratos com OA. A leséao foi induzida de forma
quimica com uma injegao intra articular com MIA, apds o diagndstico da OA, foi
realizado o tratamento com ozbnio gasoso via intra articular. Para analise
estatistica os resultados foram expresso como média + desvio padrédo. Os dados
foram submetidos ao ensaio de normalidade pelo teste D’Agostino Pearson,
normalmente distribuidos utilizando ANOVA com post test Tuckey e, para dados
nao normais Kruskall Wallis seguido de post test Dunn’s. Valores considerados
significantes com p<0,05. A densidade de volume articular da tibia ****G1/G2 (p
<0,0001), ***G1/G3 (p<0,0008), **G1/G4 (p<0,0012), #H##G2/G3 (p<0,0001),
#H##H##G2/G4 (p<0,0001). E para o fémur **** G1/G2 (p<0,0001), ##H#H# G2/G3



(p<0,0001), ####G2/G4 (p<0,0001). Conclusao: o 0zbnio apresenta efeitos anti-
inflamatorios positivos principalmente nos sintomas clinicos, o presente estudo
demonstra que o uso do ozbnio pode retardar a degeneracdo da cartilagem

articular.

Palavras-chave: Osteoartrose. Envelhecimento. Joelho. OzOnio. Estresse
oxidativo.



ABSTRACT

SPASSIM, Marcos Roberto. Morphological evaluation after the use of
integrated gas ozone in rats with sodium monoiodoacetate induced
osteoarthrosis. 2020. 69 f. Dissertation (Masters in Human Aging) — University

of Passo Fundo, Passo Fundo, 2020.

Aging is responsible for a series of physiological changes that affect the skeletal
muscle system in the elderly, including osteoarthritis (OA) of the knee. This
pathology is progressive and can cause pain and limitations in activities of daily
living. It mainly affects the elderly and it increasingly becomes a public health
problem, due to the limited ability to repair cartilage tissue. The objective of this
dissertation is to evaluate the effects of intra-articular ozone gas injection in the
knee of rats with sodium monoiodoacetate (MIA) induced OA on the articular
cartilage morphology. This is an experimental study, with approval by the Ethics
Committee on the Use of Animals (CEUA) of the University of Passo Fundo (UPF)
under Protocol No. 003/2019 and financed with support from FAPERGS - Brazil
(FAPERGS) through the Announcement ARD 2019. 40 male and female Wistar
rats aged 12 weeks provided by the Vivarium of the University of Passo Fundo
(UPF - Passo Fundo, RS, Brazil) were used. The animals were randomly divided
into 4 groups: G1 (control); G2 (injury); G3 (low dose ozone treatment); G4 (high
dose ozone treatment). The present study was necessary to evaluate the effects
of ozone gas on the knee joint cartilage in rats with OA. The lesion was chemically
induced with an intra-articular injection with MIA, after the diagnosis of OA, the
treatment with intra-articular ozone gas was performed. For statistical analysis,
the results were expressed as mean * standard deviation. The data were
submitted to the normality test by the D’Agostino Pearson test, normally
distributed using ANOVA with post test Tuckey and, for non-normal data Kruskall
Walllis followed by Dunn’s post test. Values considered significant with p <0.05.
The density of tibial joint volume **** G1/ G2 (p <0.0001), *** G1/ G3 (p <0.0008),
** G1/ G4 (p <0.0012), # ### G2 / G3 (p <0.0001), ###H## G2 / G4 (p <0.0001).
And for the femur **** G1 / G2 (p <0.0001), #### G2 / G3 (p <0.0001), #### G2

/ G4 (p <0.0001). Conclusion: ozone has positive anti-inflammatory effects mainly



on clinical symptoms, the present study demonstrates that the use of ozone can

delay the degeneration of articular cartilage.

Keywords: Osteoarthritis. Aging. Knee. Ozone. Oxidative stress.
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1 INTRODUGCAO

O envelhecimento populacional é o resultado da diminuicao das taxas de
fertilidade e aumento na expectativa de vida, essa mudanga resultou em
aumentos crescentes de pessoas com mais de 60 anos de idade (OMS, 2010).
A estimativa da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) é de que em 2050 a
populagdo mundial maior de 65 anos represente 16% da populagéao total, sendo
que em 2010 a mesma populacao representava 8%, isso se deve principalmente
a baixa natalidade devido ao planejamento familiar e pela longevidade da
populacao devido a evolugao e cuidados na area da saude (BEARD; OFFICER;
CASSELS, 2016). O envelhecimento da populagéo traz desafios para o sistema
de saude que, por sua vez, pressionam a previdéncia. Dentre as doencas
cronicas relacionadas ao envelhecimento, destaca-se a osteoartrose (OA), com
prevaléncia em adultos brasileiros de 4,14% (PACCA et al., 2018).

O envelhecimento traz diversas alteragdes bioldgicas, e desta forma pode
tornar os idosos propensos as patologias cronicas e limitagdes funcionais (OMS,
2015). O aumento da idade, o fator genético e a presenca de outras doengas
afetam as estruturas articulares, influenciam a biomecanica das articulagdes e
condicionam a um aumento do quadro inflamatério articular (KIRKWOOD et al.,
2007). O processo inflamatorio potencializa as alteragdes funcionais e estao
presentes em individuos com OA e podem afetar as atividades de vida diaria
(BARDUZZI et al., 2013). O joelho é a articulagdo mais acometida pela OA, os
principais sintomas sdo a diminuicdo da amplitude de movimento, inchaco nas
articulacdes e dor (BELLUZZI et al., 2017).

Os avancos da saude e tecnologia permitem que as pessoas tenham acesso
a servigos publicos ou privados eficientes e tenham uma melhor qualidade de
vida (MIRANDA; MENDES; SILVA, 2016). A ozonioterapia torna-se uma
alternativa para tratar as alteracdes relacionadas a lesao articular principalmente

nos sinais clinicos de dor, edema e melhora da fungdo (COSTA et al., 2018).

Tendo em vista a complexidade de alteracbes que acompanham o
envelhecimento e a OA é necessario criar medidas de prevencao e/ ou

tratamento capazes de proporcionar melhores condi¢gdes devida para os
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pacientes. Dessa forma, pesquisas que busquem a comprovacao dos beneficios
de tratamentos sdo fundamentais para reduzir os agravos ocasionados pelos
processos inflamatorios crénicos. O objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos da injegcdo de ozbénio gasoso via intra-articular no joelho de ratos com

osteoartrose induzida por MIA na morfologia da cartilagem articular.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia do joelho

A articulagéo do joelho € formada pela unido dos ossos fémur e tibia e
anteriormente a patela. Essa articulagdo é classificada estruturalmente como
sendo do tipo sinovial e funcionalmente como uma diartrose, € caracteristica
unica de uma articulacao sinovial a presenga de um compartimento denominado
de cavidade articular, esse espago permite que a articulagado possa realizar uma
vasta amplitude de movimento (GUPTON; IMONUGO; TERREBERRY, 2020).

O joelho apresenta ligamentos que tem por finalidade sustentar, reforgar
e estabilizar a articulagéo, entre eles o ligamento cruzado anterior, cruzado
posterior e os colaterais tibial e fibular (BOURNE; SINKLER; MURPHY, 2020). A
cavidade articular é preenchida por um fluido viscoso chamado de liquido
sinovial. O liquido sinovial exerce varias func¢des, entre elas: oxigenagédo e
nutricdo da cartilagem articular, absorcéao de impactos e redugdo do atrito da
articulagao (JUNEJA; MUNJAL; HUBBARD, 2020). Entre os ossos da articulagéo
do joelho esta presente uma estrutura formada por um disco de fibrocartilagem,
conhecido como menisco. Os meniscos evitam o contato entre a cartilagem
articular dos ossos e auxiliam na estabilidade das superficies Osseas
promovendo um aumento na congruéncia, além disso, atuam como um
amortecedor para os impactos (MARKES; HODAX; MA, 2020).

A cartilagem articular € um tecido que recobre a superficie articular,
responsavel por evitar o atrito entre as estruturas 6sseas, porém apresenta pouca
capacidade de reparo, pois € uma estrutura avascular (KATAGIRI; MENDES;
LUYTEN, 2017). Também apresenta bolsas sinoviais, comumente encontradas
no compartimento extensor do joelho e tem por finalidade de facilitar os
movimentos deslizantes e diminuir o atrito no local de passagem dos tenddes dos
musculos (RAAS et al., 2017).

O musculo quadriceps femoral € um musculo localizado na regidao anterior
da coxa e apresenta importante repercussao na estabilidade do joelho, além
disso, € um musculo que apresenta funcao de realizar a extensado do joelho
(BORDONI; VARACALLO, 2020). Na regido anterior do joelho localiza-se a
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patela, osso classificado como sesamoide é essencial para o funcionamento de
braco de alavanca do movimento do joelho, aumentando assim a vantagem
mecanica e a extensao do quadriceps. O quadriceps apresenta um tendao que
envolve a patela e tem insergao na tuberosidade tibial, conectando os musculos
quadriceps a perna (HSU; SIWIEC, 2020).

2.2 Fisiopatologia da OA

A OA é uma doenga articular progressiva de qualquer articulagao sinovial,
inicia normalmente na cartilagem articular, e na maioria das vezes, a sobrecarga
mecanica pode ser um fator desencadeante do processo de lesédo da cartilagem,
que evolui para um ciclo inflamatorio vicioso, perpetuando a degradacgao articular
(CAMANHO; IMAMURA; ARENDT-NIELSEN, 2011). O aumento da idade, o
fator genético e a presenca de outras doencas que afetam as estruturas
articulares, influenciam a biomecanica das articulagdes e condicionam a um
aumento do quadro inflamatério articular (DUARTE et al., 2013). E o tipo mais
comum de artrite e afeta mais da metade das pessoas acima de 65 anos e, é
mais prevalente em mulheres (MUSUMECI et al., 2015). Diversos sao os
sintomas de OA de joelho entre eles o inchago, crepitagdo, limitagdo de
movimento e rigidez, porém esses s&o os mais comuns (MARCONCIN et al.,
2018).

A ruptura ligamentar, combinada ou ndo a lesdes secundarias, € um fator
potencial que influencia a biomecanica articular, gerando instabilidade que a
longo prazo pode gerar dor defeitos na cartilagem articular (PATTERSON et al.,
2020). A fraqueza dos musculos, também é outro fator agravante que atenua a
lesdo na cartilagem articular, o equilibrio do tbnus muscular € essencial para a
estabilidade articular. A dor no joelho € acompanhada normalmente por uma
reducéao de forga dos musculos extensores da coxa, porém a perda de for¢ga néo
precede a dor no joelho, além disso, alteragbes das estruturas articulares
adjacentes como o quadril, podem afetar a articulagdo do joelho, devido ao
desequilibrio e aumento proporcional de carga principalmente no compartimento
medial do joelho (RAGHAVA NEELAPALA; BHAGAT; SHAH, 2020;
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RUHDORFER et al., 2020). O excesso de peso corporal pode aumentar a
sobrecarga mecanica das articulagdes dos joelhos, diminuindo o espaco articular
e gerando inflamacao, nesse sentido, protocolos orientados para a perda de peso
sdo uma importante ferramenta capaz de melhorar a dor nos joelhos
(RUHDORFER et al., 2020).

2.3 OA e envelhecimento

A populagao de idosos vem aumentando de forma consideravel, nas ultimas
décadas, as pessoas em todo o mundo estdo vivendo mais, estima-se que a
proporcao da populagcdo mundial acima de 60 anos quase dobrara de 12% para
22%. Isso pode ser atribuido aos avangos da medicina, que proporcionam
melhores condi¢gdes de saude e diminuicdo da mortalidade (OFFICER et al.,
2020; WICHMANN et al., 2013). Com o envelhecimento, mudangas na saude
podem ocorrer, entre elas a limitagao funcional. Uma das principais causas de
limitacdo é a OA de joelho, patologia progressiva e apresenta dificil controle de
sua progressao, uma das alternativas terapéuticas é a atividade fisica, apresenta
um importante destaque, pois € uma das formas capazes de diminuir a
sobrecarga mecanica e proporcionar uma manutengdo da funcionalidade das
estruturas fisicas (KIM et al., 2020). A OA se desenvolve de forma lenta e
progressiva, interferindo nas atividades de vida diaria e capacidade funcional,
nesse caso o tratamento deve ser observado com uma perspectiva de prevencao
e atencéo integral, para isso estratégias apropriadas para cada individuo devem
ser tomadas, buscando respeitar a individualidade de cada pessoa e desta forma
selecionar medidas que visem identificar a causa primaria e corrigir os fatores
potenciais para a OA (ROOS; ARDEN, 2016). Células articulares, incluindo
denominadas de condrdcitos juntamente com o tecido fibrocartilaginoso, bem
como a gordura de hoffa, localizada posteriormente ao tendao patelar na
articulagado do joelho, podem ser uma fonte de mediadores inflamatorios que
aumentam com a idade e favorecem para o aparecimento da OA (GREENE;
LOESER, 2015).



23
No Brasil, a OA ¢é a terceira doenga mais comum entre o seguro social e que
recebem auxilio-doenga, correspondendo a 65% da causa de incapacidade
funcional (HAFEZ et al., 2014). Além disso, alguns pacientes que apresentam dor
ou disfungdes no joelho, ndo apresentam alteracdo nos exames de imagem.
Outros ainda, ndo sentem dor ou disfuncdes articulares, apesar de apresentarem
alteragbes radiologicas, nesse sentido é importante perceber que as imagens
auxiliam na correlagao dos sinais clinicos, porém o diagndstico deve ter como
referéncia a avaliacao clinica em particular (HORGA et al., 2020). A OA de joelho
€ controlada através de recursos farmacoldgicos e ndo farmacoldgicas, que
incluem fisioterapia, exercicios fisicos, anti-inflamatérios e analgésicos
(TAVARES et al., 2018). A Sociedade Internacional de Pesquisa em Osteoartrite
relata que ha crescentes evidéncias para a eficacia das intervengdes com
exercicios para o tratamento dos sintomas de OA, porém a dose ideal de atividade
fisica e treinamento resistido ira variar de acordo com a particularidades de cada
individuo (TURNER et al., 2020).

2.4 Diagndstico da OA

O diagndstico da OA se baseia nas manifestagdes clinicas, mas também
na auséncia de sinais nos exames radiolégicos (MADRY et al.,, 2016). O
diagnostico clinico é baseado nos sinais de dor apresentados com piora
progressiva quando a articulagao é submetida a sobrecarga. No exame fisico
verifica-se a diminuicdo do arco de movimento, crepitacdo, estalidos, edema,
derrame e até aumento na espessura articular, além de desvios de eixos
mecanico nos casos mais avangados (HART; SPECTOR, 1995). No entanto,
tais alteragdes sao inespecificas e também podem estar presentes em outras
afeccdes, como nas doencas articulares inflamatoérias. O diagndstico da OA deve
pressupor a existéncia de alteracbes degenerativas reacionais como ostedfitos
e/ou diminuicdo do espaco articular (WANG et al, 2017). Portanto, o
diagnostico da OA é clinico e pode ser confirmado pela analise dos estudos de
imagem, ou seja, o raio x € o principal exame que confirma a hipétese clinica da
doenga (HONG; NOH; KIM, 2020). Na pratica clinica outro suporte para o
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diagndstico é a avaliagdo da forga muscular, considerando que para um bom
funcionamento articular a cartilagem necessitade estabilidade é essencial que
a musculatura apresente uma boa integridade, portanto as alteragdes de forga
muscular contribuem como um agravante na lesédo da cartilagem (SANTOS et
al.,2011).

De forma complementar, o hemograma e a série bioquimica normal,
provas inflamatérias, hemosedimentagao e a proteina C reativa (PCR) também
contribuem com o diagnéstico (LOUATI; BERENBAUM, 2016). A radiografia
convencional € o método mais utilizado, apresenta baixo custo, e faz parte dos
critérios utilizados pelo Colégio Americano de Reumatologia para classificagao
das OA (ALTMAN et al., 1990), porém, variacbes no posicionamento do joelho
influenciam significativamente a avaliagao das caracteristicas radiograficas e isso
torna-se relevante para a avaliacdo qualitativa e quantitativa, dessa forma um
mal posicionamento durante a aquisi¢do da imagem pode interferir na analise de
varios parametros radiograficos incluindo o espaco articular (ROEMER et al.,
2018). Entretanto, como a doenga tem progressado lenta, a avaliacédo da
radiologia convencional fica prejudicada, dessa forma, & extremamente
necessario aumentar a sensibilidade do exame e assim utiliza-se a ressonancia
magnética (CUNHA; RIBEIRO; DOMINGUES, 2010).

A tomografia computadorizada permite uma identificagcdo mais precoce
da OA em relagdo a radiografia convencional. A utilizagcdo de contraste intra-
articular permite uma definicdo mais precisa da topografia das lesbes
(CANTISTA, 2015). No exame de ultrassonografia € capaz de observar erosbes
nas articulagbes (FERNANDES et al.,, 2008). Entretanto a ressonancia
magnética é considerada um exame padréo ouro, capaz de verificar diretamente
as mais importantes partes anatdmicas nas articulagdes, incluindo os tecidos
moles, revelando se ha perda de cartilagem, possiveis lesdes no menisco e na
membrana sinovial, as quais podem contribuir para os sintomas de dor do
paciente (SUN; WU; KALUNIAN, 2007).
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2.5 Métodos de indugéo da OA

Atualmente a utilizacdo de estudos experimentais em ratos tem sido
realizados com o propésito de reproduzir as doengas articulares degenerativas
e desta forma muitos estudos buscam evidenciar formas eficazes para a indugao
da OA.

O modelo cirurgico € utilizado como método para inducao da OA, esse pode
ser realizado de diversas formas, onde a mais comum € a transeccgé&o ligamentar.
A instabilidade provocada pela falta do ligamento altera a mecanica articular e
gera sobrecarga articular, ocasionando um aumento de células inflamatdrias
como as interleucinas, pois estdo relacionadas ao elevado catabolismo nas
doencas inflamatérias, e também desempenham um papel no desencadeamento
de perda de massa muscular (SILVA et al., 2018a). A lesdo ligamentar em
conjunto com o0 menisco sao capazes de alterar geometricamente da
estruturalmente a cartilagem articular (BEYNNON et al., 2020). Outra forma bem
utilizada é a menisectomia, essa é definida como a retirada do menisco, a mesma
pode atrasar a necessidade de artroplastia posterior do joelho, porém a longo
prazo pode aumentar a impactacao das estruturas articulares (PHUA; RAZAK;
MITRA, 2020). O objetivo da menisectomia é remover o tecido meniscal instavel
e ao mesmo tempo preservar o tecido periférico estavel (MOURA; MARQUES;
FONSECA, 2016).

A articulagdo do joelho apresenta um formato incongruente, os céndilos
femorais apresentam um formato convexo e a superficie articular tibial possui um
formato mais plano. Os meniscos proporcionam um encaixe eficaz das
superficies 6sseas melhorando sua superficie de contato e assim distribuem a
carga de forma mais uniforme. Os meniscos protegem a cartilagem articular em
relacdo a sobrecarga mecanica, e a auséncia dessa estabilidade diminui a
congruéncia articular provocando uma sobrecarga excessiva direta na cartilagem
articular, favorecendo o aparecimento das alteragdes articulares (ENGLUND,
2008; KIM et al., 2007; THORLUND et al., 2016).

Um método muito utilizado atualmente para a indugéo da OA € a injegéo

intra- articular de acidos variados, entre eles o mais utilizado € o monoiodoacetato
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de sodio (MIA), diversos estudos demonstram que uma unica injecao de MIA é
capazde induz respostas rapidas semelhantes a dor na articulagdo do joelho e
também capaz de induzir alteracdes periféricas (PITCHER; SOUSA-VALENTE;
MALCANGIO, 2016), que incluem: inflamagédo aguda, desorganizacgéao articular,
erosdo da cartilagem, bem como aumento significativo de células inflamatérias
(ORITA et al., 2011). A injecao intra-articular de MIA leva a morte de celular de
condrécitos e degeneragao da cartilagem articular além da identificacdo de
ostedfitos 6sseos (GUINGAMP et al., 1997). Para isso € necessario identificar a
interlinha articular, a inje¢cado deve ser realizada com o joelho fletido a 90° através
do ligamento patelar, esse método quimico permite achados, tanto clinicos
quanto dos exames de imagem apds o 14° dia do procedimento (MORAIS et al.,
2016).

2.6 Marcadores inflamatdrios

Muitos biomarcadores sao apresentados como potenciais ferramentas de
diagndstico precoce ou progndstico da OA, entretanto seu uso na pratica clinica é
escasso, € mostram pouca ou nenhuma associagao com a dor e sao usados
principalmente na pesquisa (GIORDANO et al., 2020). Esses marcadores sao as
citocinas, enzimas e constituintes da matriz extracelular (marcadores de
formagéo sao as osteocalcinas no sangue, fosfatos alcalinos ésseos no soro e
propeptideos do colageno Tipo I). Os marcadores de degradagdo sao
basicamente fragmentos de colageno Tipo | de toda articulagdo que séao
precursores ou produtos de degradagdo do colageno e dos proteoglicanos,
tornando-se potencias marcadores bioquimicos desses tecidos. As
concentragcdes estdo ligadas ao metabolismo do tecido podendo assim ser
medidas no sangue, urina ou fluido sinovial. Estudos mostram que esses
marcadores tem uma relag&o plausivel com a clinica e a radiologia do paciente
(LOUATI, 2016).
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2.7 Tratamento

Os tratamentos para OA de joelho s&o diversos, porém o mais indicado para
o inicio da lesdo € o tratamento conservador e muitas vezes associado ao
tratamento farmacolégico (REZENDE; GOBBI, 2009). Um dos fatores etioldgicos
de incapacidade em individuos com OA ¢é a fraqueza muscular, ela apresenta
um papel fundamental no comego da progressao da doenca (AGUIAR et al.,
2016). Na avaliagao clinica a ocorréncia mais comum em pessoas com OA de
joelho é a fraqueza muscular do quadriceps femoral (OLIVEIRA NETA et al.,
2016). Com o aumento progressivo da patologia, diversas alteragdes sensitivas
e motoras, proprioceptivas ocorrem, entre elas o equilibrio e o controle muscular
diminuem ocasionando aumento da dor (GOMIERO et al., 2018). A pratica de
exercicios fisicos terapéuticos, através de um programa de cinesioterapia
apresenta beneficios na diminuicao da dor, rigidez articular, e melhora da fungao
(KNOB et al., 2018). O exercicio fisico, também contribui para o0 aumento dos

condrocitos e a espessura da cartilagem articular (WANG et al., 2016).

Quanto aos tratamentos cirurgicos utilizados no tratamento da OA, esses
tém por finalidade deslocar a carga para outro local da superficie articular
(SCHRAMM et al., 1999). A artroplastia total do joelho € um procedimento
complexo, entretanto € uma alternativa devido a capacidade de reparo articular
ser limitada e possui dados satisfatérios na correcdo das deformidades e
instabilidades degenerativas articulares, proporcionando redugdo na dor e
melhora da funcgdo articular do joelho (SILVA et al., 2018). As artrodeses sao
indicadas para os individuos que apresentam perda éssea, muscular, dor e
incapacidade funcional acentuada e recorrente e ndo evoluiram com melhora
clinica (KLINGER et al., 2006).

A ozonioterapia € uma técnica que induz efeitos anti-inflamatérios e
analgésicos, quando utilizada na dose terapéutica adequada, pode aliviar a dor e
melhorar a fungdo articular do joelho (COSTA et al., 2018). Segundo a
Associacdo Brasileira de Ozonioterapia (ABOZ, fundada em 2006), a
ozonioterapia € uma técnica medicinal aplicada pela mistura dos gases oxigénio

e ozbnio, do qual pode ser administradas por diferentes vias de acordo com a
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finalidade terapéutica, apresenta baixo custo e é de facil aplicabilidade (BOCCI
et al., 2001).

A ozonioterapia no Brasil ainda apresenta muitos desafios, principalmente
nos critérios da sua aplicabilidade pelos sistemas de saude. Em 18 de outubro
de 2017 foi aprovado no senado o projeto de lei n® 227 que autoriza a prescricéo
de ozonioterapia em todo territorio nacional, ja em 21 de margo de 2018, através
da portaria n® 702, incluiu-se a ozonioterapia como uma das praticas integrativas
complementares (PICs) do sistema unico de saude (SUS), devido ao seu
potencial terapéutico e capacidade de induzir o estresse oxidativo controlado e
moderado quando administrado em doses terapéuticas precisas, porém, a
ozonioterapia € uma pratica terapéutica de carater experimental e ndo substitui
o tratamento convencional. (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Um estudo realizado por WANG et al. 2018 avaliaram 80 pacientes com OA
sintomatica de joelho, que receberam 20 ml de 20 ug/ ml de ozénio como inje¢cao
intra-articular apds cirurgia artroscopica. O periodo minimo de acompanhamento
foi de 12 meses. Os resultados avaliados para a OA do joelho foram dor na
Escala Visual Analdgica (EVA), indice de Lequesne, Western Ontario e indice de
Osteoartrite das Universidades McMaster (WOMAC) e Impressao Clinica Global
(ICG). O escore da EVA no grupo do ozonio foi significativamente melhor do que
o do grupo controle em todos os momentos pés- operatorios (p <0,05). O grupo
de ozbnio também exibiu uma melhora significativamente maior nos escores do
indice de Lequesne (p<0,05). No grupo do ozénio, o escore nas sub escalas
WOMAC-dor, WOMAC-sem sentido e WOMAC-funcéo, assim como o escore
total do WOMAC diminuiu significativamente (p<0,05). Além disso, no grupo de
ozébnio, foi encontrado um numero significativamente maior de pacientes
(p<0,05) com melhores notas de ICG em comparagdo com o grupo controle na
avaliacdo de acompanhamento de 12 meses. Ja um estudo realizado por
GIOMBINI et al. 2016 apresentaram como objetivo comparar os resultados
clinicos de curto prazo entre a injegao intra-articular de acido hialurénico (AH),
ozbnio e a combinagdo de ambos, em pacientes com (OA) do joelho. Foram
incluidos setenta pacientes com idades entre 45 e 75 anos com diagndstico

clinico de OA de joelho. O questionario KOOS e a escala visual analégica (EVA),
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antes do tratamento (pré) no final (pds) e 2 meses apds o término do tratamento
foram utilizados como medidas de resultado. A analise mostrou um efeito melhor
(p<0,05) das condigbes (pré, pos e acompanhamento) em todos os parametros
do escore KOOS e um efeito maior (p<0,05) dos grupos (AH, Ozbnio e
combinado) para dor, sintomas atividades da vida diaria e qualidade de vida. A
combinacdo do tratamento com ozbénio e AH resultou em um resultado
significativamente melhor, especialmente em 2 meses de acompanhamento,
em comparagao com HA e ozdnio administrados separadamente a pacientes
afetados por OA do joelho. No estudo de RAEISSADAT et al. 2018 foi realizado
uma revisao sistematica com objetivo revisar e reunir na literatura dados sobre
a injecao intra-articular de ozdnio em pacientes com OA do joelho. Uma reviséo
sistematica de trés grandes bancos de dados foi realizada para identificar todos
0s ensaios clinicos randomizados (ECR) em inglés que avaliaram a eficacia da
injecdo intra-articular de ozénio versus uma inje¢cao de controle para pacientes
com OA de joelho, usando as duas ferramentas de medi¢ao a seguir: EVA para
dor e Western Ontario e McMaster Universities Arthritis Index (WOMAC). Foram
incluidos 428 pacientes em cinco ensaios clinicos randomizados, dos quais 53%
(n = 225) estavam no grupo o0zénio e 47% no grupo controle acido hialurénico,
dextrose e injecao de ozénio (n = 203) A idade média dos pacientes nos dois
grupos foi de 64 anos. Todos os estudos tiveram pelo menos 2 meses de
acompanhamento. Foi observado através dos dados obtidos que a injegédo de
controle teve um periodo de alivio da dor mais prolongado. Uma tendéncia
semelhante foi observada em relacdo aos escores do WOMAC; resultados
combinados mostraram que o 0zdnio era um pouco melhor do que as inje¢des de
controle durante o primeiro més. Por fim, concluiram que a eficacia da injecao
intra-articular de ozénio foi significativamente superior ao placebo e ligeiramente
menor que outras inje¢cdes de controle com diferenca nao significativa. Portanto,
0 0zOnio pode ser recomendado como um tratamento ndo cirurgico eficiente,
duravel por pelo menos de 3 a 6 meses, no tratamento leve ou moderado da OA

do joelho.



3 PRODUGAO CIENTIFICA 1: OZONIO GASOSO INTRA-ARTICULAR
RETARDA PROCESSO DE DEGENERAGAO DA CARTILAGEM ARTICULAR
EM JOELHOS DE RATOS COM OSTEOARTROSE

“Capitulo omitido por questdes de originalidade de producao cientifica”



4 CONSIDERAGOES FINAIS

O crescimento da populagao idosa de forma acelerada no Brasil e no
mundo esta intimamente relacionado com o aumento da expectativa de vida, e
traz consigo consequéncias, como é o caso do crescimento das doencgas
crOnicas capazes de gerar diversas incapacidades. A osteoartrose é mais
prevalente na populacao idosa em decorréncia das perdas musculoesqueléticas
e das doencgas articulares degenerativas que acometem a populagao idosa, as
quais sao um desafio para os profissionais da area da saude. Por isso a busca
por novos tratamentos/terapias € fundamental para reduzir a progressao dessa
doenca cronica. Na busca por melhores condi¢cdes de saude e com o intuito de
atender os objetivos propostos, o estudo investigou o efeito do 0zénio gasoso
via intra-articular na morfologia da cartilagem articular em ratos com
osteoartrose. No decorrer da revisdo de literatura e escrita do projeto de
pesquisa percebemos o quao desafiador € o tratamento da cartilagem articular,
tendo em vista que esse tecido apresenta capacidade de reparo extremamente
limitada. Embora muitas terapias apresentem-se eficientes para diminuir a dor,
a ozonioterapia ainda € um procedimento de carater experimental no Brasil.
Nesse contexto, observamos a necessidade de investigar o efeito do ozénio
gasoso na cartilagem articular, uma vez que os efeitos morfolégicos a nivel
macroscopico ndo sado abordados na literatura. Além disso, o ozbnio tem
demonstrado efeitos positivos e anti-inflamatérios em diversas patologias
osteomioarticulares, principalmente na condi¢cao clinica e qualidade de vida.
Diante dos resultados encontrados, esse estudo possibilitou aos pesquisadores
o conhecimento sobre os mecanismos de atuagéo do na OA de joelho, servindo

com uma importante ferramenta para as incapacidades ocasionadas pela lesao.

E possivel concluir através do presente estudo que o uso do 0zdnio gasoso
via intra-articular pode retardar a degeneracdo da cartilagem articular e
marcadores de estresse oxidativo. Em vista disso, nosso estudo € pioneiro na
investigacao dos efeitos do ozénio na morfologia macroscépica da cartilagem

articular.
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A realizagcdo do mestrado também possibilitou um conhecimento mais
abrangente a respeito do processo de envelhecimento humano, e um senso mais
critico em nivel dos sistemas de saude atuais. Fica claro a necessidade de um
cuidado interdisciplinar para uma maior qualidade de saude e novas pesquisas

que abordarem novas terapias para as diversas patologias existentes.
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