CYNTHIA DO PRADO VENDRUSCOLO

Avaliacao dos efeitos inflamatorio e oxidante do é@nio medicinal

em articulacfes sinoviais de equinos higidos

Sao Paulo
2017



CYNTHIA DO PRADO VENDRUSCOLO

Avaliacédo dos efeitos inflamatoério e oxidante do énio medicinal em articulagbes
sinoviais de equinos higidos

Versao Original

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduaca
em Clinica Veterindria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de SaodPaul
para a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias

Departamento:
Clinica Médica

Area de concentracio:
Clinica Veterinéaria

Orientadora:
Prof. Dr2. Raquel Yvonne Arantes Baccarin

Sao Paulo
2017



Autorizo a reproducéo parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde que citada a fonte.

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAO NA PUBLICAGCAO

(Biblioteca Virginie Buff D’Apice da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo)

T. 3454 Vendruscolo, Cynthia do Prado
FMVZ Avaliacdo dos efeitos inflamatério e oxidante do ozdnio medicinal em articulacdes
sinoviais de equinos higidos. / Cynthia do Prado Vendruscolo. -- 2017.
92 f. :il.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia. Departamento de Clinica Médica, S&do Paulo, 2017.

Programa de P6s-Graduagdo: Clinica Veterinaria.

Area de concentrag&o: Clinica Veterinria.

Orientador: Profa. Dra. Raquel Yvonne Arantes Baccarin.

1. Liquido sinovial 2. Interleucina. 3. Sinovite. I. Titulo.




BIOETICA

UMY ERSIARE -DF SA0 LD a

P LA T B AREETIEAR S VETERIRAILES B SCHFE AR

Ll *EIIJ ALV R LY —_—a

CERTIFICADOD

CEMifcamos que & proposta intitulacs "svaliasse do efeto inflamatdio o midinke do cobefo medcnal em akodagies sincdss de
waings higidos", prowocliyds sob o CEUA n@ 6405110215, sob 2 mesporsabdidade de Raqued Yvone Arantes Bacoarln o eosion:
Cyrefiia go Frago Yendrusoolo - que eveolve 3 produglo, manubengbe sios uliiizaddo do snimes petenconies 30 Slo Crordata,
subfiio Verisheata [exceto o hormamy, para fins do pesguss cientifica ou ergino - estd de scordo com os precedios da Lel 11754 da
£ o puiubno de 2D0E, com o Decrebo S.899 de 15 de juho de J009, bemn 00 oM 35 normas ediadas peio Comeciho Raconal de
Controle da Experimentagdo snimal {CONCES), o ol aprovada pela Comissio de Etca no Uso de Andmais da Faculdade de
Medicing Veteriniels ¢ Jootecnia da Undvertidade de S3o Paulo (CELMAEMVT] na reunido o DRLZE00%.

Wa certily that the propisal "Inflammatery and caldant offect evaluation of te medidnal ozone ks synovial joinks in Realthy
Sguines", utiizing 17 Equines {12 mades), protocol mommber CBUA 6409110315, under the responsibiity of Ragies| Toone Aranbes
Baeccarim and team; CyRcia 0 Prace Wenamsrohy - which irsohies the prosoction, mainbenance andfor use of armaks boonging
to ke phylum Chordata, subpiylum Vorlebrata (ewcept humas baingsl, lor sclentdic research punposes or teaching - i
scrordance with Lam 11.794 of Qcicbher B, 2008, Decres 5839 af july 15, 2009, as well az with B rules iszued by the Natioral
Courci for Control af Arémal Edpermaentation |ODMCEA), and was approwed by tho Echic Committes on Animal Lise of the Schoo
of Weterinary Medicine and Animal Science {Usiversiy of Sho Faulke) {CELATFMYT) in the meeting of 1200872015,

Finalifade da Froposta: Pesguian

mmmn:ummuwm Area: Clnkca Mibchca Yebericdina

Origam:

Esgaiiia: Equideas sen: Machos Il @ W 12
Lrkagem: RO Peto: &

REsuma: O presents estudo tom gor finakdade avallar a resposta inflamatdeia & oxdanto &8 articsdfacies hgidas & aplicagso de
oaeio medcinal. Fara o serdo utiizados 16 artiodardes bhiotirsicas de B cguinos higidos gue receberdo 3 aphicagbes semanals
de oztinio modidinal no grupn tratads & de owlglnke medcinal no grops ontmile, durante T semanas. Antes das ipAlraghes o
it singvial serd oletade para andlises O animais serdo avallados tom e clinico ddrio ¢ ecame oo daudicatio,
seranalmanbe serdo realizadas avaliagies ulmnssorograficas O Fguido sinovial coletado serd subenetido & avaliagbes aboratoriaks.

Local oo expaimantn:

‘S30 Padn, 31 oo setombm de 201G

i, TP, e e <

Profa. Dra. Denise Tabacohl Fantomn FRomadl da Costa Gomies
Peusidiente da Comisslo de ERca mo Lisn Oe Animnals Sarretaria Execullva da Coméssha de E2Ca nd Uso oo Anlmais
Faculdsie de Medicing Wetersdria e Zoctecnia da Unhversicade  Faodidads ce Medicla Velennana e Tosbsonia da Unisersdade
de 53z Paulo de S0 Paulo

. P (. O Sharcpass e Pais, 57, Ciceds: Univemikes: Arrenos e Sl Sivers S5 BE000-390 Sle Puin /S - S -t 55 11} B Ten0Es s 55 {11] 3E0-215
=i Ll ITh ek
L= TUR TR Bt g




Autor: VENDRUSCOLO, Cynthia do Prado
Titulo: Avaliagéo dos efeitos inflamatorio e oxidante do @nio medicinal em articulagdes

sinoviais de equinos higidos

Aprovado em: / /

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduaca
em Clinica Veterindria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de SaodPaul
para a obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias

Prof. Dr.

Banca Examinadora

Instituicdo:

Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicdo:

Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicdo:

Julgamento:




DEDICATORIA

Aos meus pais, Leiva e Hilario, por
me darem a oportunidade, total
apoio e for¢a para lutar por meus

objetivos e sonhos sempre,

Aos meus amigos e familiares, por
me  ampararem  em  todos  0s

mowmentos.



AGRADECIMENTOS

A Deus e Nossa Senhora Aparecida que sempre @stiveomigo e guiaram meus passos
pelos caminhos que trilhei.

Aos meus pais, Leiva e Hilario, que sempre me apmiasdo meus exemplos de vida e me
forneceram o que foi necessario para que consegalisEncar meus objetivos.

Aos meus amigos e professores Carla B. Belli, WilBb Fernandes, Luis Claudio Lopes
Correa da Silva, André L.V. de Zoppa, Rodrigo Ram€orrea, Cristina O. Massoco Salles
Gomes.

As minhas duas casas de cora¢do FMVZ-Unesp BotwdiMVZ-USP, por toda a base,
inUmeros ensinamentos, profissionais e pessobm®momentos vividos ao lado de pessoas
especiais que conheci nessa jornada.

A minha orientadora Raquel Yvonne Arantes Baccagie me acolheu como orientada
estando sempre presente para auxiliar no projet® barocracias necessarias e que mesmo
sem financiamento fez com que sua realizacéo fosssvel.

A minha primeira orientadora Ana Liz Garcia Alvegye me acolheu na graduacio,
despertando meu interesse e paixao por pesquesade d solida base para a pos-graduagao.

Aos meus companheiros e irmdos de pos-graduacdianaluJoice, Sarah, Fernanda e
Henrique que me ajudaram durante essa ardua jornadauidado com nossos adoraveis
arabes, nas inUmeras coletas, andlises, confeaEmosito da tese.

Aos meus colegas e amigos de residéncia e mestfadtgn, Tiago, Milena, Nathalia,
Murillo, Paulo, Marina, Carolina, Joyce, Sérgio, nkieo, Analia, Aurélio, Guilherme,
Rodrigo, Maria Eduarda e Teresa pelo auxilio derantealizacdo do projeto, pelas risadas e
bons momentos, deixando o fardo muito mais levexpariéncia inesquecivel.

Aos enfermeiros Marquinhos, Cicero, Henrique, Rdsgfservasio, Felipe e Ganga por toda
ajuda, companheirismo e amizade nesses 5 anoskle US

Ao Giancarlo Bonagura por ceder gentiimente o geraé ozénio para que fosse possivel
realizar o experimento em tempo habil.

A equipe de residentes que me auxiliou nos momesosjue precisei, além da amizade,
trocas de experiéncia e as boas risadas.

A Cristina de Oliveira Massoco Salles Gomes e Nicpéla ajuda com a citometria de fluxo e
as analises.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sfo (FAPESP) pela concessédo da
bolsa de mestrado processo n°® 2015/04006-9.

Aos animais, nossos amados arabes, criaturas apaites, que se comportaram muito
durante as coletas e involuntariamente auxiliaramealizac&o do projeto.



EPIGRAFE

“Jamais considere seus estudos como uma obrigagdo, mas como uma
oportunidade invejavel para aprender a conhecer a influéncia libertadora
da beleza do reino do espirito, para seu proprio prazer pessoal e para
proveito da comunidade a qual seu futuro trabalho pertencer”

Albert Eistemn



RESUMO

VENDRUSCOLO, C. P.Avaliacdo dos efeitos inflamatério e oxidante do @mnio
medicinal em articulagbes sinoviais de equinos hips [Evaluation of the inflammatory
and oxidant effects of medical ozone in synoviaht® of healthy horsés 2017. 92 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade ddidiha Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2017.

A ozonioterapia consiste na aplicacdo de ozonioiemed, uma mistura de ozénio e
oxigénio, que através das espécies reativas detrogige produtos de lipoperoxidacdo
exercem diversos efeitos no organismo como, meldaraxigenacdo e metabolismo dos
tecidos, angiogénese, aumento dos mecanismos idatides, melhora do sistema imune,
efeito anti-inflamatorio, entre outros. Esta modiadie terapéutica jA é amplamente estudada
na medicina humana e vem sendo aplicada na medsipartiva equina no tratamento de
osteoartrite, porém sem estudos expressivos qu@rogam sua seguranca e eficacia. O
objetivo do presente estudo é analisar os efeiftematério e oxidante do 0zénio medicinal
em articulacdes sinoviais de equinos higidos. Paméo foram utilizadas 24 articulagdes
tibiotarsicas distribuidas aleatoriamente em trépag. Nos grupos tratados foram realizadas
trés aplicacbes semanais de 15 ml de ozdnio matlinen concentracdo de 20 (GA) e 40
png/ml (GB), no total de 10 aplicagdes. Ja no gropatrole, as articulacdes receberam trés
aplicacbes semanais de 15 ml de (GC), também no total de dez aplicacbes. Foram
realizados exames fisico, de claudicacdo e ulmaggéfico, bem como analise do liquido
sinovial, incluindo contagem total de células nadks e quantificacdo de proteina total,
prostaglandina £ Substancia P, interleucina-1, interleucina-6, letesina 10, fator de
necrose tumoralk; acido hialurénico (concentracdo e peso molec@arpndroitim sulfato.
Para avaliagdo antioxidante no liquido sinovial determinada a atividade da superdxido
desmutase e burst oxidativo. Houve aumento da temperatura em GA ¢ @Banimais de
GB apresentaram maior claudicacdo comparado acaislgmipos e observou-se aumento em
todos os grupos dos escores ultrassonograficosandise do liquido sinovial observou-se
aumento nas contagens celulares de GA e GB, actraparde polimorfonucleares em GB,
aumento da concentracdo de proteina no GA e G&jddade da superoxido desmutase e do
indice de ativacdo em GA e diminuicdo da conceatrale acido hialurénico em todos os
grupos e condroitim sulfato em GB e GC. Nao houferehca nas concentracdes de PGE

substancia P, IL-1, IL-6, IL-10 e TNé-A aplicagao consecutiva do 0z6nio medicinal intra



articular provocou alteragfes ultrassonograficas exame de claudicacdo, mais perceptivel
na dose de 40 ug/mL. Estas alteracdes estdo ntatsoreadas a distensdo articular causada
pela infusdo de gases do que aos efeitos inflammat@rovindos do O3, uma vez que as
analises de liquido sinovial ndo mostraram relevamftamacédo. Conclui-se que a aplicacao
intra-articular de ozénio medicinal em equinos @usa em ambas as doses, e que
experimentos devem ser realizados utilizando-s@aisicom diferentes doencgas articulares,

para que os beneficios da ozonioterapia sejammuiaios e compreendidos.

Palavras-chave: Liquido sinovial. Interleucina.dvite.



ABSTRACT

VENDRUSCOLO, C. PEvaluation of the inflammatory and oxidant effectsof medical
ozone in synovial joints of healthy horsegAvaliacdo dos efeitos inflamatério e oxidante do
oz6nio medicinal em articulacdes sinoviais de ewmgiihigidos]. 2017. 92 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicinarirétéa e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2017.

Ozone therapy consists of the application of madicozone, a mixture of ozone
and oxygen, which through reactive oxygen specns @oducts of lipoperoxidation exert
various effects on the body, such as improvemertissiie oxygenation and metabolism,
angiogenesis, increase of antioxidant mechanismsovement of the immune system, anti-
inflammatory effect, among others. This therapeuticdality is already widely studied in
human medicine and has been applied in equine sspoddicine in the treatment of
osteoarthritis, but without expressive studies firavve its safety and efficacy. The objective
of the present study is to analyze the inflammatorgt oxidizing effects of medicinal ozone
on synovial joints of healthy horses. Twenty-fobidtarsic joints were randomly distributed
in three groups. In the treated groups three weaptications of 15 ml of medicinal ozone in
the concentration of 20 (GA) and 4@ / ml (GB) were carried out for a total of 10
applications. Already in the control group, thenjsireceived three weekly applications of 15
ml of O2 (GC), also in the total of 10 applicatiordhysical, lameness and ultrasound
examinations were performed, as well as synowad fhnalysis, including total nucleated cell
count and quantification of total protein, prostaglin E, Substance P, interleukin-1,
interleukin-6, interleukin-10, tumor necrosis faetg hyaluronic acid (concentration and
molecular weight) and chondroitin sulfate. For #mgioxidant evaluation in the synovial
fluid, the activity of the superoxide dismutase #nel oxidative burst was determined. There
was an increase in temperature in GA and GB, GBnalsi presented greater lameness
compared to the other groups and an increase v&s\aa in all groups of ultrasound scores.
In the synovial fluid analysis, GA and GB cell ctainwere observed, followed by
polymorphonuclear cells in GB, increased proteincemtration in GA and GB, superoxide
desmutase activity and activation index in GA, aedrease in concentration of Hyaluronic
acid in all groups and chondrocyte sulfate in GBI &G. There was no difference in the
concentrations of PGE2, substance P, IL-1, IL-6;10L and TNFe. The consecutive

application of intra-articular medicinal ozone cadisiltrasonography changes and lameness,



more noticeable at 40 ug / mL. These changes cehatae to joint distension caused by gas
infusion than to inflammatory effects froms,Gsince synovial fluid analyzes did not show
relevant inflammation. It is concluded that theanarticular application of medical ozone in
horses is safe in both doses, and that experintaost be performed using animals with

different joint diseases, so that the benefitsznimmtherapy are evidenced and understood.

Keywords: Synovial fluid. Interleukin. Synovitis.
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1 INTRODUCAO

Os equinos tém sido amplamente utilizados tanta patrabalho quanto para o
esporte. A crescente utilizacdo desses animaidifementes modalidades atléticas tem gerado
uma série de lesbBes articulares como a osteoarfd), sendo responsavel por
aproximadamente 60% das claudica¢cdées (MCILWRAITH,O3.

A OA é considerada uma doenca progressiva queaalimios os tecidos da
articulacéo, se apresentando como degeneracéo rtlagesn, também acompanhada de
inflamag&o sinovial, leve a moderada, e alteracao edtrutura do 0sso subcondral
(ROUSSEAU; GARNERO, 2012).

A terapia convencional € formulada com o objetieodiminuir dor e desconforto,
envolvendo normalmente a utilizacdo de anti-infl@imas nao esteroidais sistemicamente e
de esteroidais intra-articulares (IA). Por tratarde uma afecgéo crbnica necessita de terapia
prolongada, geralmente acompanhada dos efeitoe@tada terapia com anti-inflamatorios
(TRUMBLE, 2005).

Sabe-se desde 1955, com Wheat (1955), que € necasgsaperiodo de repouso apos
a aplicacédo IA de corticoide, para que a lesdogosatrizar. Normalmente esse periodo nao
é respeitado, “acabando como um ciclo destrutivo fim que € posto em movimento, e se
continuado, produzira uma artropatia por esterpingendo deixar o animal sem utilidade”,
como escrito por autor anénimo (ANONIMO, 1958).d8sequinos normalmente apresentam
queda de performance, sendo constantemente meslicadtendo como final comum
encerramento precoce das atividades.

Na procura por terapias que impegcam a progressategieneracdo articular, com o
objetivo de diminuir a inflamacdo e a progressds datropatias, tem-se estudado a
ozonioterapia, que possui efeitos colaterais miajngoando corretamente aplicada, e pode
ser utilizada em animais em competi¢cdo, que sastaotemente submetidos ao controle de
antidopagem.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1ARTICULACAO SINOVIAL

A OA é o tipo de artrite mais comum em humanos eines, sendo a causa mais
frequente de claudicacédo, gerando perda de diatredigamento e podendo levar a
aposentadoria precoce dos animais acometidos (SNTeE@l., 2009).

Na articulacdo saudavel, a cartilagem apreseniaigessa e opaca nas regidbes mais
espessas e com coloracdo azulada nas regidesinaaissendo formada principalmente pela
cartilagem hialina. Este tecido € constituido deléowas de agrecam resistentes a
compressdo, de colageno que é forte e resisterttns@io e de um fluido com livre
movimentacdo carregando ions moveis, o liquidovsahdLS) (BAXTER, 2011). Existem
variacbes na espessura, densidade celular, coripod& matriz e propriedades mecanicas
dentro da mesma articulagéo, entre articulaco@sre espécies, entretanto, todas articulacdes
sinoviais consistem dos mesmos componentes, mesimduea geral e possui as mesmas
funcdes (BUCKWALTER; MANKIN, 1997a).

A cartilagem articular é dividida em quatro camadas

1. Camada tangencial ou superficial — é formada podidzitos achatados ou ovoides e

fibras colagenas orientadas tangencialmente. Bstada funciona como uma barreira

ao sistema imune. Sua destruicdo acarretara desafe propriedades mecanicas e

estruturais e estimulo para resposta imune infl@ana(BUCKWALTER; MANKIN,

1997b).

2. Camada intermediaria ou de transicdo — contém oOoitds largos que podem ser

anicos ou pareados e fibras colagenas orientadfasrda aleatoria.

3. Camada radiada ou profunda — nesta camada os capndr@stdo arranjados em

colunas verticais separadas por fibras colagemmnimadas radialmente.

4. Camada calcificada — composta por cartilagem milizada e condrécitos em varios

estagios de degeneracao.

O condrécito € uma célula arredondada que podesaqe diferentes formas,
tamanhos e, provavelmente, funcdes nas camaddlagindsas. Para manter a homeostase
tecidual ele detecta alteracdes na composicao ti&ratravés da interacdo com fragmentos
provenientes da degradacdo dos componentes, endespom a sintese de macromoléculas,
de tipos e em quantidades apropriadas (BUCKWALTERANKIN, 1997a). Outro

mecanismo que interfere na atividade do condrééita intensidade de carga sobre a
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articulacdo, que provoca a deformacdo da matridyziado sinais mecanicos, elétricos e
fisioquimicos, resultando no estimulo celular (BUGKLTER; LANE, 1996). A
movimentacdo articular com carga equilibrada é ssf@ para nutricdo, excrecdo de
residuos e estimulacdo dos condrocitos, mantendbiomeostasia e diminuindo a
probabilidade de lesbes (BUCKWALTER, 1995).

A matriz extracelular (MEC) é um complexo de celdms, fibrilas, proteoglicanos
(PG) amorfos, glicoproteinas e agua que dao summsecondrocitos (BUCKWALTER;
MANKIN, 1997a). Os tipos de colagenos presenteMB& sao I, VI, IX, X e Xl, sendo o
principal o tipo Il, com 90 a 95% do total. A orgeatado das fibrilas em uma malha densa
que se estende pelo tecido resulta em rigidezcadra resisténcia da cartilagem articular,
contribuindo com a coeséao através da ligacdo megcaam os grandes PGs. Os colagenos
tipo I, IX e Xl sdo os principais responsaveis gselligacbes cruzadas que conferem
resisténcia. J4 o tipo VI parece cercar os contdr§icsendo importante na adesdo destes a
matriz (MARCELINO; MCDEVITT, 1995).

Os PGs consistem de um nucleo de proteina e umamais cadeias de
glicosaminoglicanos (GAG) (POOLE et al., 1996), meudo os espacos entre as fibrilas
colagenas, conferindo maior resisténcia a comprg&AXTER, 2011). Os principais GAGs
encontrados na cartilagem sao o acido hialurénidd),( condroitim sulfato (CS), keratam
sulfato e dermatam sulfato (BUCKWALTER; MANKIN, 188). A cartilagem articular
contém duas classes principais de PGs: os grargtega@os de mondmeros de PGs ou
agrecam, e o0s pequenos PGs, incluindo a decorgticdm e fioromodulim (POOLE et al.,
1996), os quais se ligam a macromoléculas da matndliando na sua estabilizacdo
(BUCKWALTER; MANKIN, 1997a). Os PGs conferem cargagativa a MEC, resultando
em resisténcia fisico-quimica e também afetanderagabilidade da cartilagem (BAXTER,
2011).

Ainda constituindo a MEC temos as glicoproteinamteinas de ligacdo como a
condronectina e fibronectina, que participam das@dgerespectivamente, de condrécitos a
superficie do colageno tipo Il e das células a mbés, superficies e a proteina oligomérica
de matriz cartilaginosa (BUCKWALTER; MANKIN, 1997a)

A cartilagem ndo possui vasos e nervos, sendosgaenutricdo ocorre atraves da
difusdo de nutrientes provenientes do LS. A press@mitente exercida na cartilagem
durante o movimento da articulacdo é necessareacquer o liquido flua através da cartilagem,

levando nutrientes para a célula e eliminando detrgos (BAXTER, 2011).
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Para que ocorra o movimento articular em harmotadps os componentes da
cartilagem interagem, proporcionando as caradmassmecanicas e fisicas de: 1) uma matriz
permeavel e resistente a compressao, 2) uma tawsdi capaz de sustentar forcas elevadas
de pressao, 3) um liquido que flui quando sob pAressu deformacdo e que ajuda na
dissipacéo do estresse elevado no tecido e 4) msadw pelo inchago que resulta em matriz
inchada com agua (BAXTER, 2011).

2.2. OSTEOARTRITE

A OA é o tipo de artrite mais comum em humanogen®s e causa mais frequente de
claudicacéo, prejudicando o treinamento e podeentr la aposentadoria precoce dos animais
acometidos (SUTTON et al., 2009). Durante a vidagandrocitos degradam e sintetizam as
macromoléculas da matriz, sempre mantendo a hoassodDs mecanismos que controlam
esse balangco ainda ndo sao totalmente compreendidss as citocinas parecem ter um
importante papel, sendo as principais a interleuéin(IL-1), fator de necrose tumoral-
(TNF-0), fator de crescimento dependente de insulina@F{1) e fator de crescimento
transformantds (TGF{3), sendo que os dois primeiros agem na destruigddEC e os dois
altimos na sua sintese (BUCKWALTER; MANKIN, 1997b).

Quando ocorre a quebra do equilibrio entre sintesdegradacdo da cartilagem
articular, seja por trauma anormal em articulacdonal ou trauma normal em estruturas
anormais, surgem lesées que geram aumento dasagquo-inflamatorias, IL-1 e TNé&-
Estas, por sua vez, estimulam o0s condricitos aralibe e ativarem as enzimas
metaloproteinases (MMP), entre elas as colagemassgomelinases, e serino-proteinases e a
produzir a prostaglandina:EPGE), iniciando quebra das fibrilas colagenas, PGs e
glicoproteinas, culminando com a degradacédo da MERGE, desencadeia a vasodilatacao,
desmineralizacdo d&ssea, ativagdo do plasminogéfiieracdo de cicloxigenases,
sensibilizacdo das terminagdes nervosas e aumarordMCILWRAITH et al., 2016).

Tanto a IL-1 quanto a TNEk-aumentam a taxa de degradacao de PGs e diminem su
sintese no condrdcito (RICHARDSON; DODGE, 2000; SHG BERNIER, 2003). Ambos
exercem diversas acdes em diferentes tipos cedulaoeno aumento da reabsorgdo 0ssea e
cartilaginea (KUMAR et al., 2001), estimulo de astrcélulas a produzirem citocinas pro-
inflamatorias (BEUTLER, 1999; LISIGNOLI et al., 199 producédo de enzimas proteoliticas
(SPIERS et al., 1994), liberacdo de fatores progagiicos (HONORATI; CATTINI;
FACCHINI, 2004), producédo de 6xido nitrico (ON) (BMER et al., 1996; GOODSTONE;
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HARDINGHAM, 2002) e inducdo da apoptose dos conitwéc(SCHUERWEGH et al.,
2003).

Em menor escala, temos acdo de outras citocinamftatatorias como interleucina-

6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), interleucina-17L(17) e interleucina-18 (IL-18). A IL-6, ao
agir sobre os condrécitos e sinoviécitos, inibeirdese de PGs, reduz a proliferacdo de
condrdcitos, aumenta a atividade da MMP-2 e aumemi@abolismo de PGs mediados pela
agrecanase (JIKKO et al., 1998; DAMIENS et al., RZOBLANNERY et al., 2000). A IL-8
atua sobre monacitos, sinoviocitos, condrécitosteablastos, recrutando leucocitos (ENDO
et al., 1994), provocando quimiotaxia de neutr&fil@kEONARD; YOSHIMURA, 1990),
estimulando a liberagdo de citocinas pro-inflamasdr(YU et al., 1994) e provocando
diferenciacao hipertrofica e calcificacdo dos coodos (MERZ et al., 2003). A IL-17 atua
sobre os linfocitos-T ativados induzindo a sindsé@N e MMP, aumentando a producao de
IL-1, IL-6 e IL-8 e estimulando a liberacao de fawpré-angiogénicos (SHALOM-BARAK;
QUACH; LOTZ, 1998; FAHMI et al., 2001; HONORATI et., 2006). Ja a IL-18 exerce sua
funcdo nos macréfagos e fibroblastos sinoviaistegéindo a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, induzindo a sintese de ON (GRACIElet 1999), agiogénese (CHO et al.,
2006), provocando a hiperplasia sinovial e recabacélulas inflamatérias (LEUNG et al.,
2000), induzindo a apoptose dos condrdcitos, redazia expressdo dos componentes da
MEC e aumentando a liberagao de fibronectina, ndedida destruicdo da cartilagem (JOHN
et al., 2007).

Compondo ainda este complexo quadro inflamatoriicudar temos o estresse
oxidativo, provocado pelas espécies reativas dgéaiv (EROs). Quando o nivel oxidativo
ndo excede a capacidade celular, ele é vital ncepso fisioldgico de diferenciacdo celular,
fosforilacdo proteica, transcricdo do fator de agdo, apoptose, imunidade -celular,
esteriodogenese e defesa celular contra micromasis (MILLER; BRZEZINSKA-
SLEBODZINSKA; MADSEN, 1993). Em condi¢des patoldage ha producdo excessiva de
EROs que pode comprometer a funcionalidade celatardanificar lipidios celulares,
proteinas e DNA. As EROs modificam proteinas padarxaminoacidos, prejudicando a
atividade biologica, alterando a estrutura protescacumulando proteinas degradadas no
tecido (HENROTIN; BRUCKNER; PUJOL, 2003).

As EROs séo capazes de degradar varios comporstitegares incluindo colageno,
PG e AH (BATES; JOHNSON; LOWTHER, 1985). O AH quandegradado perde sua
capacidade de inibir a fagocitose e a producaadieais livres, as EROs por sua vez seréo

liberados em maior quantidade, gerando diminuigiagpbrte energético para os condrdcitos,
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podendo levar a morte celular (KVAM et al., 1998% radicais livres sao capazes, ainda, de
quebrar diretamente as cadeias colagenas (RATHAKRFN et al., 2009) e diminuir a
sintese de PGs (BATES; JOHNSON; LOWTHER, 1985).

Dimock, Siciliano e Mcllwraith (2000) avaliaram oSLde articulagbes normais e
acometidas, com fraturas em lasca e osteocondsgeainte, quanto ao contetdo de proteina
carbonila, como marcador do dano oxidativo, e ad#tde antioxidante sinovial. Os autores
observaram maior dano oxidativo nas articulacbetadfs, comprovando o papel das EROs
na inflamacao articular, corroborando com o estu#o Auer, Ng e Wright (1993).
Curiosamente, o poder antioxidante também foi m@éar articulagbes afetadas, ao contrario
do que observaram Koster, Biemond e Swaak (1988DA. Dois fatores podem explicar
esse achado: a administracdo de fenilbutazonaindmgfica e o fato de serem alteracdes
agudas, caracterizadas por aumento dos mecanisendsfesa, ao contrario de alteracdes

crdnicas, nas quais ja ha deplecdo dessas defesas.

2.3. DEFESA E REPARO DA CARTILAGEM ARTICULAR

Apoés a leséo ocorre cicatrizacdo, restauracaotdgridade estrutural e funcional, ou
reparo, reposi¢cdo das células lesadas ou perdidasretriz por novas células e matriz, mas
nao necessariamente restaurando a estrutura efanigéais como ocorre na regeneragao. A
resposta limitada da cartilagem a leséo teciduaireadevido a baixa atividade mitética, a
sintese ineficiente das células e vascularizagéxistente. Ha uma incapacidade de resposta
natural de reparo partindo de tecidos adjacentespmduzir tecidos com propriedades
morfologicas, bioquimicas e biomecéanicas idéntieagla cartilagem articular normal,
formando normalmente fibrocartilagem (BAXTER, 2Q1Rarticipando desta etapa temos o
IGF-1 e TGFB que estimulam a sintese da MEC e a proliferachtac§ BUCKWALTER;
MANKIN, 1997b).

As citocina anti-inflamatérias que participam destapa séo a interleucina-4 (IL-4),
interleucina-10 (IL-10), interleucina-13 (IL-13)aeantagonista de receptor de IL-1 (IL-1Ra).
Atuando sobre os condrocitos e sinovidcitos temkhs4g que suprime a expressao génica de
TNF-a e da IL-1 (COPE et al., 1993), reduz a producgaccitiecinas pro-inflamatorias,
vascularizacédo e degradacéo de cartilagem (WOODRKE, €£001), inibe o estimulo da IL-1
para a sintese de P&SESEITZ et al., 1994), reduz a transcri¢do e asigelda MMP-3 nos
condrdcitos articulares (NEMOTO et al., 1997), antaea expressao e producéo de IL-1Ra

pelos sinoviocitos (SEITZ et al., 1994), reduz saabdo 6ssea ao diminuir a formacdo de
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osteoclastos (GOODSTONE; HARDINGHAM, 2002) e iniheapoptose de sinovidcitos,
contribuindo para hiperplasia sinovial na OA (SCHRYEEGH et al., 2003).

A IL-10 diminui a producdo de TN&-e IL-1 por sinoviocitos, condrécitos e
macrofagos (HART et al., 1995) e inibe a liberagdd®GE pelos sinoviocitos (TAKAFUJI,
MCILWRAITH; HOWARD, 2002). A IL-13 age inibindo arpducdo de TNFt e IL-1,
aumentando a expressdo de RNAm de IL-1Ra, suprovargintese de MMP-3 (JOVANIC et
al., 1997), inibindo a apoptose de sinoviocitositcbuindo para hiperplasia sinovial (RELIC
et al., 2001) e revertendo a producdo de P@GEAAEDDINE et al., 1999). A IL-1Ra atua
na membrana sinovial competindo com o receptorLek ¢ inibindo a producdo de MMP,
diminuindo a ativagcédo de parte do processo denmat@io e destruicdo articular (SMITH et
al., 1991).

2.40ZONIOTERAPIA

A ozonioterapia consiste na utilizacdo do ozoniaimeal (Gs), formado por uma
mistura de oxigénio (£) e ozbnio, contendo ndo menos que 95% de oxigen#&n mais que
5% de oz6nio (BOCCI, 2006b). O:@m altas concentracdes é toxico, porém ha umalgan
terapéutica” com doses variando de 10 a 80 pg/mbguam efeitos imunomoduladores, anti-
inflamatdrios, bactericidas, antivirais, antifiuragc analgésicos, entre outros (SCHWARTZ;
MARTINEZ-SANCHEZ, 2012). Quando administrado em cemtracdes menores que
10pg/ml, o gas € prontamente neutralizado pelosoxiéantes sanguineos, sendo
biologicamente ineficiente por ndo atingir o limiarapéutico (SAGAI; BOCCI, 2011a).

O objetivo da ozonioterapia é provocar um estresgdativo agudo controlado e
adequado, ndo sendo placebo, e transitério, sear @stresse oxidativo cronico. E de
extrema importancia nao ultrapassar a capacidatx@ante do organismo para nao causar
toxicidade. A estimulacdo e ativacdo do sistemepddante € atingida atraves de pequenos e
repetidos choques oxidativos (BOCCI, 2011).

Para tanto, esta pro-droga se dissolve em poudustas no plasma e desaparece,
gerando mensageiros essenciais em suas acOesutmapéas EROs, principalmente o
peroxido de hidrogénio (@®>), responsavel pelos efeitos imediatos, e uma mistiera
produtos de lipidioperoxidacédo (LOPSs), respons@ebbs efeitos tardios (SAGAI; BOCCI,
2011a). Estes produtos aumentam a capacidade egutaioria, ou seja, ocorre estimulo dos
mecanismos naturais responsaveis pela protecacétidas e do organismo, ao contrario das
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doses altas que geram processo inflamatério (VIEBAHNSLER; LEON FERNANDEZ;
FAHMY, 2012).

O ozodnio provoca diversas acdes no organismo c@AGAI; BOCCI, 2011a; JANI

et al., 2012; SCHWARTZ; MARTINEZ-SANCHEZ, 2012):

melhora na oxigenacéo e circulagcdo sanguinea parecmos isquémicos devido ao
efeito do ON e do monéxido de carbono (CO), aumdetglicolisacéo, plasticidade e
desvio a direita da curva de dissociacdo do oxggéemoglobina do eritrécito;
aumento geral no metabolismo devido a melhor odgéo, causando melhora na
utilizacdo da glicose, maior producdo de adenognfasfato (ATP), melhor
metabolismo proteico e efeito direto sobre os igsdnsaturados, oxidando-os e ao
mesmo tempo induzindo mecanismos de reparacao;

melhora da angiogénese e, possivelmente, na inagimida célula-tronco da medula
0ssea;

aumento das enzimas celulares antioxidantes: gingaperoxidase (GSH), glutationa
redutase (GSR), catalase (CAT) e superoxido desa(&0OD);

inducdo moderada do sistema imune, ativando osGfiéag e a liberacdo de citocinas,
e aumentando a liberacdo de fatores de crescimgatees da ativacao plaquetaria;
efeito analgésico e anti-inflamatoério: diminuicd@ groducdo de mediadores
inflamatdrios, inativacdo dos metabolitos da daenais da oxidacdo, auxilio na
reparacdo das lesdes ao melhorar a microcirculaghiminacdo das toxinas e
resolucao dos disturbios fisiolégicos dolorosos;

excelente atividade desinfetante, quando utilizag@amente;

sensacdo de bem-estar, provavelmente devido a udstiio do sistema

neuroenddcrino através da liberagdo de hormdéniesiotransmissores.
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Figura 1 - Resumo dos principais efeitos biolégicos duranéx@osicdo do sangue a misturd@®, ex vivg e
depois da sua administracdo ao paciente (tradasdOCCI, 2006b).

Substratos Mensageiras Alves Modificagbes funcionais

Eritrocitos ~ Melhor oxigenagio

ROS Z——» Lecdcitos Ativagio imune
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QOutros érgios Aumento dos OSP e enzimas anti-oxidantes
(tolerancia ao ozdnio)

A administragdo de ozdnio € bastante segura coroogoefeitos adversos relatados,
sendo contraindicada em casos de deficiéncia denanglicose-6-fosfato desidrogenase,
hipotireoidismo néo controlado, nos primeiros ti$ines de prenhez, em casos de leucemia,
trombocitopenia, pacientes tratados com inibidatasenzima conversora de agiotensina,
instabilidade cardiovascular e alergia ao 0zO6niolEBAHN-HANSLER; LEON
FERNANDEZ; FAHMY, 2012). Apesar dos seus efeitosimitrobianos, ha na literatura
alguns relatos de infecgéo apods a aplicacdozd®d@néendez, Garcia, Pelaez (2014) relataram
abscedacéo paravertebral e intra-abdominalSpaphylococcus aureusenivel a cloxacilina
apos o tratamento de lombalgia com ozonioterapsacéeda a corticdéide. Seyman et al.
(2012) relataram artrite séptica géseudomonas aeruginosgds tratamento de articulacédo
femurotibiopatelar.

Devido aos seus diversos efeitos no organismooaiazrapia tem sido estudada e
utilizada em diversas afec¢cdes como em osteomié&UZ et al., 2011), doenga pulmonar
obstrutiva cronica (BORRELLI; BOCCI, 2014), hepati¢XI-BING et al., 2010), cistite
(BAYRAK et al., 2014; NEIMARK et al., 2014), arteitreumatdide (CHANG et al., 2005;
CHEN et al., 2013), osteoartrite (CARDELLI et &008; YU et al., 2010; MAWSOUF et al.,
2011; MISHRA et al., 2011; CALUNGA et al., 2012; A 2012; VAILLANT et al., 2013;
CAMELIA et al., 2014), dor lombar (DE NEUTON et ,a2013; FIORELA; SCHWARTZ,
2013; APUZZO, 2014), esclerose multipla (LINTASa&t 2013), peritonite (SOUZA et al.,
2010), em defeitos 6sseos (KAZANCIOGLU; EZIRGANIAYDIN, 2013; OZDEMIR et
al., 2013), doenca arterial coronariana (MARTINEENEHEZ et al., 2012), entre outras

afeccoes.
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Tabela 1 - Indicacdes gerais da ozonioterapia (CAKIR, 2014)

Especializacéo Patologia

Dermatologia Herpes Zoster e simplex, acne, ecziaaljstrofia, micose, psoriase
dermatite atépica

Medicina interna Hepatite, diabetes, ateroscletupertensdo arterial, osteoartrite, asma,

bronquite cronica, gastrite, Ulcera gastrica, daate Crohn, constipagéo
crdnica, hipotireoidismo
Nefrologia/Dialise Adjuvante no tratamento de pagids isquémico-metabdlicas

Neurologia Depresséo, cefaléia vasomotora, doear@a®-vasculares, enxaquecas

Odontologia Tratamento de cavidades, desinfeccamddades durante a cirurgia e
no pods-operatorio, periodontite e afta

Reumatologia Conflitos disco-radiculares, hérnialideo, reumatismo articular
lumbago, osteoartrite, artropatia, periartriteri@treumatoide

Angiologia Insuficiéncia venosa, Ulcera diabétmdropatia, coronaropatia,
gangrena, Ulcera pos-flebite, vasculopatia peciééri

Ginecologia Infeccéo bacteriana por protozoa owsgccisto de Bartholin, vaginite,
menopausa, inflamacéo pélvica crbnica, infertilelad

Imunologia Imuno-modulador, doencas autoimunesjvadite no tratamento de

pacientes submetidos a radioterapia

A ozonioterapia pode ser administrada por diveksas como a auto-hemoterapia,
intravenosa direta (IV), agua ou solucdes fisialagi ozonizadas, insuflacbes retais ou
vaginais, IA, prolo/escleroterapia, azeite de otizanizado por via topica ou oral, auricular,
intra-peritoneal, subcutaneo, entre outras (BOCXIN6a; JANI et al.,, 2012). A auto-
hemoterapia maior € realizada retirando-se de 1022% ml de sangue, mistura-se
externamente com o mesmo volume ded@rante 5 minutos, com concentragdes variando de
10 a 80 pg/ml, e reinfunde no paciente lentamelitea menor retira-se 10 ml de sangue e
0zoniza-se na seringa com o0 mesmo volume do gaspdeneiza a mistura e aplica-se por
via intramuscular (BOCCI, 2011).

Em pacientes com hepatite cronica severa (XI-BIN@l.e 2010) a auto-hemoterapia
maior provocou diminuicdo da alanina aminotranskerdilirrubina total sérica, aumento da
atividade da protrombina e aumento da albuminzaé6 fluxo sanguineo renal melhorou,
com diminui¢do da atividade plasmética da reningjadensina Il e aldosterona, resultando
em menor dano renal e aumento da taxa de sobredwesigpacientes. Lintas et al. (2013)
observaram em pacientes com esclerose multipla etidibs a auto-hemoterapia ozonizada
grande melhora na atividade da citocromo-c-oxides#yzindo assim 0 estresse oxidativo
cronico e melhorando a funcdo das mitocondriascdhsas neurais. Ja na doenga pulmonar

obstrutiva crénica houve melhora na districdo respiia e no teste de tolerdncia ao



32

exercicio, porém sem alteracdo significativa nteteée funcdo pulmonar e hemogasometria
arterial (BORRELLI; BOCCI, 2014).

A administracéo intra-retal também é efetiva, poréenos controlada, em casos de
doenca coronaria (MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2012pa (MAWSOUF et al., 2011). Na
doenca arterial coronariana houve melhora no tesegarotrombina, porém sem alteracdo no
tempo de coagulacdo. Observou-se ainda diminuigddsbmarcadores de oxidagéo lipidica
e protéica, gerando menor producdo de radicaisslier melhora na detoxificacdo daCu
(MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2012). Ja na OA, Mawsaifal. (2011) testaram o efeito de
aplicacdes de ©pré e pos indugcdo de OA em ratos, concluindo qtatamento pré-OA
exerceu efeitos protetores importantes, preservasd@arametros analisados dentro dos
padrées normais. Ja no tratamento pés-OA houveugradiminuicdo dos antioxidantes,
obtendo valores muito proximos ou abaixo dos nasmai

A solucao salina ozonizada foi utilizada em afgestudos para tratamento de cistite
com resultados promissores (BAYRAK et al., 2014;IMERK et al., 2014). Bayrak et al.
(2014) observaram reducdo significativa da quadédale mastocitos e leucocitos e
manutencéo da integridade da mucosa no tratamemntcolucdo salina ozonizada. Neimark
et al. (2014) trataram mulheres com cistite e thstwm solucao salina ozonizada intravesical
ou IV, observando reducao de 72% e 80% da hiperdenraucosa e de 87% e 64% do edema
nos grupos tratados intravesical e 1V, respectivameHouve, ainda, melhora na circulagéo
sanguinea e das analises histopatologicas, sendeelb®res resultados obtidos no grupo
tratado por via IV. Bonforte et al. (2013) trataramlheres com infeccao urinaria recorrente
provocadas poMorganella morgannie Escherichia coliatravés de instilacdes de solugéo
salina ozonizada intravesicais em volumes cresseHt@uve completa remissao dos sintomas
com resultados de cultura negativos. Ainda nestedlesuma vulvovaginite paCandidasp
foi tratada com lavagens ozonizadas, e ap0s 6d#iasatamento a mucosa vaginal estava
normal.

No tratamento de lombalgia, a ozonioterapia termdobresultados superiores aos
procedimentos cirargicos. Magalhdes et al. (20i&atam 13 pacientes com dor lombar
cronica ndo responsiva ao tratamento cirdrgicovasrale aplicacfes des @ia endoscopia
espinal. A dor foi reduzida em 43,7% dos paciergesdo acompanhada de reducao da dor na
perna em 60,9% casos, havendo melhora nos esaptedak de Deficiéncia de Oswestry em
44% dos tratados. Os melhores resultados forandasbtem casos sem dor neuropatica,
reduzindo a utilizacdo de analgésicos em 38,5% seodéinuando o uso em 30,8% dos

pacientes. Outro estudo (APUZZO, 2014) comparoduegcdo postural (RP) com aplicagbes
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intramusculares bilaterais ao local da lesdo esacés;do dos dois tratamentos. Apesar dos
casos mais severos serem tratados caf@Ocom ou sem RP, estes grupos apresentaram
maior diminuicdo da dor quando comparado a RP apéng@orcentagem de pacientes sem
recorréncia do quadro foi de 64,2% no grupfO+RP, 59,6% no grupo 4ID; e 24,1% no
grupo RP.

A associagcado de ozonioterapia ao plasma rico equptas (PRP) foi realizada por
Fiorela e Schwartz (2013) para tratamento de @epses com hérnia de disco refratarios a
terapia conservativa. O tratamento consistiu emcagqies de €O, e procaina para-
vertebrais e interpofisaria, seguida de aplicagdé®discal e periradicular de3@: e,
finalmente, de PRP ozonizado intradiscal e epidittalive progressiva diminui¢cdo da dor a
palpacdo dos processos espinhosos e, na escahangloga (VAS), de 7-8 para 3-4 com 15
dias, 2-3 com um més e 0-1 apds 4 meses. A sdisfagm o tratamento foi avaliada como
boa em 90% dos pacientes, razoavel em 8,3% e mirh,&%0. Ainda se associanda/Q; ao
PRP, Anitua et al. (2015) testaram dois métodaszdaizacdo, um por fluxo continuo e outro
misturando-se o derivado sanguineo em uma serihgdluxo continuo houve inibicdo da
ativacao plaquetéaria apds a aplicacao de cloretaldeo, dificultando a formacéo da rede de
fibrina e, consequentemente, diminuindo a liberagédatores de crescimento, o que nao
ocorreu quando misturados na seringa.

A aplicacao intraperitoneal dexf0@> mostrou-se capaz de prevenir 0 aparecimento de
aderéncias uterinas em modelo experimental (UYS/dl.e2012). Os autores observaram a
reducado das enzimas SOD, GSH e dos niveis dealtNF-liquido peritoneal. Apds a inducéo
de peritonite, Souza et al. (2010) trataram ossratum aplicacdes des(@. e apenas &)
constatando-se reducdo na citocina indutora deiqgtisiria de neutréfilos-1 e de IL-10, no
entanto sem diferenca nos niveis de IL-6 e aunaataxa de sobrevivéncia.

Kazancioglu, Ezirganli e Aydin (2013) e Ozdemiraét(2013) estudaram o efeito do
Os topico em defeitos 6sseos criados na calvariatts.rNos grupos tratados houve melhora
histomorfométrica, com maior porcentagem de arsaa)smaior numero de osteoblastos e
significativa neoformacao 0ssea (OZDEMIR et al.130 Quando comparado ao laser de
baixo nivel houve melhora histomorfométrica e maiarea de formacdo Ossea
(KAZANCIOGLU; EZIRGANLI; AYDIN, 2013).
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2.4.1 Ozonioterapia na veterinaria

Existem varios estudos coms @nedicinal na Medicina humana e em animais de
laboratorio, porém, na Medicina Veterinaria, el@réa pouquissimo estudado. Na literatura
h& apenas alguns estudos com equinos (ALVES e2@04; BALLARDINI, 2005, 2006;
GARCIA LINEIRO et al., 2009) e bovinos (OGATA; NAGMTA, 2000; ZOBEL et al.,
2012).

Alves et al. (2004) testaram o efeito da solugéimlbgica ozonizada apos lesao de
iIsquemia e reperfusédo experimentais, observandomaasprendimento epitelial da mucosa,
infiltrado de neutrdéfilo, hemorragia e edema. Oudsiudo utilizou a solucéo fisiolégica
ozonizada em equinos higidos apds a sensibilizegdoauto-hemoterapia maior na dose de
30png/ml. Um grupo recebeu 500 ml da solugcéo na @inakde 35 pg/kg, enquanto outro
recebeu um litro a cada trés dias, totalizando aglicagcbes com dose final de 70 pg/kg
(HADDAD et al., 2009). Os autores observaram dingéaa dos valores de glicemia a partir
da primeira aplicacdo, aumento do fibrinogénio emidlicio discreta da gama-
glutamiltransferase.

Ballardini (2006) testou o efeito da auto-hemoterapaior em equinos e observou
melhora no desempenho atlético de animais higidmsmalizacdo de quadros de
trombocitopenia, anemia e leucocitose, apoés tei@pia 500 ml de sangue. Ja Tsuzuki et al.
(2015) avaliaram o efeito de uma aplicacéo de hatneterapia maior em equinos de corrida
em inicio de treinamento sobre a capacidade adaoxe, observando aumento no potencial
antioxidante biolégico e menor estresse oxidativ® animais tratados até 14 dias depois.

No tratamento de lombalgias, Garcia Lifiero et(2009) descreveram 15 casos de
lombalgia toracolombar tratados com quatro aplieacéemanais na periferia da leséao,
obtendo auséncia da dor a palpacdo e melhora olugée da claudicacdo em 100% dos
casos, além de melhora no desempenho atlético &nd®8 animais. Ja Ballardini (2005)
tratou quatro equinos de trote com aplicacdes sabeas de ©na concentracao de 75 mg/ml
semanalmente durante trés a quatro semanas, obemdsao da andadura rigida e da dor a
palpacdo muscular. Em outro estudo (VIGLIANI; BORERTI; SCUDO, 2005), 30 equinos
atletas foram tratados para lombalgias causadaali@racOes toracolombares. O tratamento
consistiu de duas aplicagdes com intervalo de H3 die 15 ml da mistura@s; na
concentracdo de 30 pg/ml. Apos a primeira aplicdg@iose diminuicdo da dor em coluna
toracica e lombar em 44% e 78% dos animais, respewnte, sendo que ao final 72% e

93% apresentaram melhora clinica.
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Desta vez com infec¢des atipicas de celiotomiagjiféz et al. (2013) relataram dois
casos tratados com gas, salina e 0leo ozonizado,boa resolucdo do quadro clinico. No
primeiro houve crescimento déscherichia colie Actinomycesspp, e no segundo de
Escherichia coli Staphylococcus intermedi@sEnterococcus faeciunNo acompanhamento
clinico observou-se desprendimento do tecido nadmseguido de boa granulagédo da ferida
e epitelizagéo.

No tratamento de mastites em vacas, obteve-séugésodo quadro em 60% dos
casos, com melhora clinica dos animais e das esatls leite, mostrando-se como uma
alternativa viavel e de baixo custo (OGATA; NAGAHAT2000).

Em casos de urovagina houve diminuicdo no numergnsEminactes artificiais e
menor descarte de vacas no grupo tratado com sofigi@logica ozonizada. Tal resultado
provavelmente ocorreu devido ao efeito bacterieidmti-inflamatério do € melhorando o
ambiente para a fecundagdo com maior eficicia gselwgdo com antibidtico utilizada
(ZOBEL et al., 2012).

Vacas com retencdo de placenta foram separadas gmpbs: A) ozonioterapia
intrauterina e cefalexina sistémica, B) ozonioteraptrauternina, C) cefalexina parenteral e
antibioticos intrauterinos, D) cefalexina parentezaE) prostaglandinas parenterais com
intervalos de 11 dias. Os grupos tratados com ofmaipia tiveram menor quantidade de dias
vazias, diminuicdo no numero de inseminacfes @dié, diminuicdo de dias com febre,
maior porcentagem de animais com prenhez e merantigade de animais descartados por
infertilidade comprado aos demais grupos (ZOBELAIKIC, 2013).

2.4.20zonioterapia intra-articular

A aplicacdo da ozonioterapia em casos de OA telm amplamente estudada em
casos clinicos humanos (CARDELLI et al., 2008; MRGKet al., 2011; CALUNGA et al.,
2012; DAIF, 2012; CAMELIA et al., 2014), gerandogahs protocolos de tratamento
conforme demonstrado na tabela 2 (VIEBAHN-HANSLERON FERNANDEZ; FAHMY,
2012). Na literatura ndo foram encontrados estedoslvendo a aplicacéo intra-articular de
O3 medicinal em equinos.

Acredita-se que o $£quando aplicado por via intra-articular, gera ERO&OPs
responsaveis pelos efeitos de: a) inibicdo/inafivada liberacdo de enzimas e citocinas pro-
inflamatorias; b) estimulacdo da proliferacdo dedeécitos (provavelmente via.8, —

EROs) e fibroblastos, aumentando a produgdo da BIBEE cartilagem articular; c) provavel
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inibicdo da liberacdo de bradicinina e citocinae-ipflamatérias gerando reabsorcdo do
edema e diminuicao da dor; d) liberacdo de IL-1Rateos receptores e antagonistas capazes
de neutralizar citocinas pro-inflamatorias comalllt-8, IL-12, IL-15 e TNFe,; €) liberacao

de citocinas imunosupressivas (TG IL-10), que devem diminuir a inflamacéo (ILIAKIS
et al., 2001; PAOLONI et al., 2009). Dentre os tsos fatores de crescimento, TGE-
modula a expresséo de integrinas e estimula aseid& proteinas da matriz, como o colageno
e 0s GAGs (TRIPPEL, 1995; Ql; SCULLY, 1997; GRIMAUBEYMANN; REDINI, 2002;
JANI et al., 2012).

Os mensageiros da ozonioterapia, EROs e LOPs, pgeravelmente em duas fases
no LS. Na primeira fase ha inibicdo da inflamagdiopinuindo a PGEe citocinas pro-
inflamatorias através da diminuicdo da fosfolip@se inibicdo da cicloxigenase | e I, e
reducdo da calicreina e bradicinina. Ele pode, aimtiminuir a liberacdo de serotonina e
MMPs, como colagenase, agrecanase e gelatinasenchvia destruicdo da cartilagem
articular (BOCCI, 2011; BURIC; RIGOBELLO; HOOPER)®). Na segunda fase, @ &ge
aumentando as enzimas antioxidantes, proteinaatosdd de choque (OSP), como a heme-
oxigenase-1 (HO-1), citocinas inibitérias (IL-4, -0 e TGFB), estimulando a
neoangiogenese, a sintese de ON e liberacdo e d®rfieas, de hormbnio
adrenocorticotrépico (ACTH) e cortisol. Esse panmaage no processo de reparo articular
através da estimulagdo de condrocitos, fibroblastaglulas tronco que sintetizam PGs,
GAGs e colageno (BOCCI, 2011).

Yu et al. (2010) induziram a OA em 40 ratos, quar divididos em grupo controle
sem lesdo (A), grupo controle com lesdo e semntiexito (B), grupo tratado com ar (C),
grupo tratado com 35 pg/ml de (@) e grupo tratado com 70 pg/ml de (&). No grupo D
observou-se cartilagem mais regular, com menorapgadcoloracdo de Masson. Ja no grupo
E os escores foram semelhantes ao grupo B, derandstrque a dose utilizada gerou
processo inflamatorio. Vaillant et al. (2013) olyseam menor dano articular, diminuigdo da
concentracdo de TN&-e dos niveis de RNAm para TNFe IL-1B e reducdo no estresse

oxidativo articular no grupo tratado com &0ds indugao de inflamacéo articular.
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Tabela 2 -Injec&o intra-articular — conceitos de tratamefMtEBAHN-HANSLER; LEON FERNANDEZ;
FAHMY, 2012).

Forma de Concentracdo Quantidade Frequéncia de
Indicagéo aplicacéo de ozbnio Volume de 0zbnio tratamento
Artrose Intra-articular ~ 7-20 pg/ml 1-20 ml 7-400 ug 1-2 vezes por semana
Peri-articular 2-11 pg/ml 2-5ml 4-55 pg 1-2 vepes semana
Art FTP Intra-articular 10-20 pg/ml 5-20 ml 50-400 ug 1-2 vezes por semana
Art do ombro Intra-articular 10-20 pg/ml 5-20 ml 50-400 pg 1-2 vezes por semana
Art da falange Intra-articular 10-20 pg/ml 1-2 mi 10-40 ug 1-2 vezes por semana

Em estudo clinico (MISHRA et al., 2011), pacieniaam OA em articulacdo
femurotibiopatelar foram tratados com trés apliesg@e @O, de 30 pug/ml (10 ml) e 2 ml de
lidocaina a 2%, obtendo 80% de sucesso na priraeakacdo e melhorando para 90% apds
seis meses, com maior satisfacdo do paciente aeulgéo nos escores de WOMAC (Western
Ontaro and McMaster Universities Ostearthritis k)dé&lo entanto, outro estudo envolvendo
a mesma articulacdo (CAMELIA et al., 2014) compaadisioterapia com a ozonioterapia (2-
5 pg/ml com 40-50ml de volume por 12 sessdes) e oliervou nenhuma diferenca,
provavelmente, pela baixa concentracéo glatilzada.

A associagdo de duas vias de aplicagéo d@:Qintra-retal (25-40 pg/ml) e intra-
articular (20 pg/ml), foi testada por Calunga et @012), que obteve reducdo dos
hidroperoxidos totais e proteina de produtos ddapédo avancada e melhora na avaliagcdo da
VAS. Ao final do experimento as concentracdes d® #Qle GRH estavam semelhantes ao
controle saudavel e 57% dos pacientes ndo apreaemtéimitacbes da movimentacao
articular.

Varias pesquisas foram conduzidas utilizando-senioterapia em animais de
laboratério e humanos, contudo, ainda ndo foraniqgadwos estudos focando a utilizacdo do
Os em articulagbes sinoviais de equinos. Previamentaplicagdo desta terapia em
articulacdes lesionadas, faz-se necessario conhecao dos tecidos articulares, frente a

aplicacdo desse gés, ou seja, conhecer a segu@ng@todo antes de avaliar sua eficacia.
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3 JUSTIFICATIVA

A ozonioterapia surgiu como opc¢ao acessivel e aeggara o tratamento de diversas
afeccdes em humanos e apesar de amplamente ddusdid emprego acontece a despeito de
lacunas no conhecimento dos métodos ideais de edrag&o em equinos, bem como de seus
mecanismos de acgéao.

Estas lacunas, somadas a escassez de estudasandafos multiplos aspectos dos
efeitos anti-inflamatério e antioxidante da apl@age oz6nio medicinal em articulagdes de

equinos motivaram a realizacao deste trabalho.
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4 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo € avaliar os efditflamatorios e oxidantes da
aplicacdo de o0z6nio medicinal intra-articular ermuiegs por meio do exame fisico,
ultrassonogréfico e andlise de LS. A hipotese @uiea utilizacdo de 0zoénio ndo estimule
processos inflamatérios e que o choque oxidativatrotado provoque aumento da
capacidade antioxidante nas articulacdes sinodeigquinos, mostrando sua seguranca; e

gue minimize possiveis efeitos causados pelascariteses repetitivas.
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5 MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pela comissaétida no uso de animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia davdvgsidade de S&o Paulo, conforme o
protocolo de numero 6409110215.

As analises foram realizadas no Laboratério de ikrssqlo Departamento de Clinica
Médica, no Laboratério de Farmacologia e Toxicaodo Departamento de Patologia da
FMVZ/USP e no Laboratorio Especializado em AnaliSestificas (LEAC).

5.1ANIMAIS

Foram utilizadas 24 articulacdes tibiotarsicas deequinos higidos, ndo atletas, sem
histérico de doencas articulares, machos, da raga ®angue Arabe, com idade de dois a
quatro anos. As articulacdes foram divididas aléattente em grupos de oito, sendo o grupo
controle tratado com oxigénio a 100%, o grupo Aatta com oz6nio na concentracao de 20
png/ml e o grupo B tratado com 0z6nio na concentragd0 pg/ml.

Os animais ficaram alocados em baias no Departaméat Clinica Médica da
FMVZ/USP. ApoOs periodo de adaptacdo, foram vermaidiog, receberam 1 kg de
concentrado comercial duas vezes ao dia, fenoak cooss e agual libidum.

5.2CRITERIOS DE INCLUSAO
5.2.1 Exame clinico para selec¢do dos animais

Os animais selecionados nao apresentavam histigidmencas articulares. Ao exame
ultrassonogréfico e radiogréfico ndo foram encalatsaalteracdes compativeis com doenca
articular. No exame fisico ndo foram observadasragbes na inspecdo e palpacdo das
articulacoes.

5.2.2 Exame ultrassonografico

Para a realizacdo do exame ultrassonografico, osasx|foram contidos em tronco

apropriado para espécie. As articulacoes tibiatassioram tricotomizadas e foi utilizado gel
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para conducdo. O aparelho utilizado foi o ultras&BAOTE MyLab 30 VETGOLD®, com
transdutor linear de 7,5 a 12 MHz, utilizando @jér@éncia de 10 a 12 MHz.

5.2.3 Exame radiografico

Para realizacdo do estudo radiografico, foi util@® aparelho Sound EKLIN Mark
2®. Foram realizadas quatro projeces da articaléib@otarsica, sendo elas: dorso-palmar,

latero-medial, dorsolateral-palmaromedial obliqudbesomedial-palmarolateral obliqua.

5.2.4 Avaliacao fisica dos animais

A avaliacao fisica consistiu na afericdo das féegias cardiaca (FC) e respiratOria
(FR), motilidade, tempo de preenchimento capil&), coloracdo de mucosa e mensuracao
da temperatura retal.

5.3DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As 24 articulag@es tibiotarsicas foram divididesa&briamente em trés grupos:
GRUPO A (GA): Grupo tratado 1 — receberam trés aplicacOes sesnd@d5 ml de ozonio
medicinal na concentracéo de 20 pg/ml, totalizek@aplicacdes.

GRUPO B (GB): Grupo tratado 2 — ap6s 15 dias do término do gertte observacao do
grupo tratado 1, receberam nas articulacbes catdrals do grupo A trés aplicacOes
semanais de 15 ml de oz6nio medicinal na conceéidrale 40 pg/ml, totalizando 10
aplicacoes.

GRUPO C (GC): Grupo controle — oito articulacbes de oito equimbierentes, néo
utilizados nos grupos A e B, receberam trés aglesigemanais de 15 ml de, otalizando

10 aplicacgdes.

5.4 AVALIACAO CLINICA

A avaliacdo fisica consistiu na auscultacdo das FHE e movimentagdo cecal,
mensuracao da temperatura retal, inspecdo das asu@sIPC. A avaliacdo fisica foi
realizada no momento O (controle) para selecdoatia®ais e diariamente até o final do

experimento.
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O exame de claudicacdo ocorreu nos dias 0 (cehteoldiariamente até o final do
experimento, e consistiu de:

A) inspecao (aumento de volume, postura antalgicastacao).

B) palpacéao (calor, dor, consisténcia)

C) dinamica (presenca de claudicagao), detectadaliada e quantificada pelo
equipamento Lameness Locator TM, previamente atentientos.

A presenca de claudicacdo nos cavalos foi avalgeldorma objetiva utilizando
equipamentb capaz de indicar o membro de origem e quantifigaclaudicacdo. O
equipamento é composto por sistemabligetooth que recebe informacdes de trés sensores
sem fio, ndo invasivos, colocados na cabeca (&cetdro), face dorsal do membro toracico
direito (giroscopio) e pelve (acelerbmetro). Os mmntos captados sdo convertidos em
vetores e interpretados pelo programa, que atrbuinimero ao vetor resultante. Para os

membros pélvicos, a amplitude total da movimentalgpelve ndo pode exceder + ou — 3.

Figura 2 - Imagem fotogréfica localizando (circulos verme)ms sensores do Lameness Locator instalados no

equino a ser avaliado.

Fonte: VENDRUSCOLO (2017)

5.5AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

A avaliacdo ultrassonogréafica foi realizada no matmé, 7, 14, 21 e 28 dias depois

da aplicacdo dos gases. Os exames foram realizzmloso equipamento de ultrassom

1ILamenessLocator®
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ESAOTE MyLab 30 VET, com transdutor eletronico &nemultifrequencial de 7,5 a 12
MHz. Neste exame foram avaliados segundo Silva4R01

- Liquido sinovial segundo o aspectanecodico em quantidade normal (0), efuséo
sinovial anecdica (1), heterogéneo predominandaidég anecoico (2), predominio de
material amorfo heterogéneo e liquido anecéicog3Inaterial amorfo heterogéneo e/ou
liquido com material denso e com focos hiperrefleziem suspenséao (4)

- Liguido sinovial segundo sua quantidadem alteracao (0), quantidade aumentada
até metade da fisiologica (1), até o dobro dalbgica (2), mais que o dobro da fisiolégica
(3) e trés vezes ou mais que a fisioldgica (4)

- Cépsula articular segundo a espessusam alteracdo (0), espessura aumentada até
20% em areas localizadas (1), aumento da espessurada a extensdo (2) e aumento maior
que 20% em toda a extenséao (3)

- Capsula articular segundo a é&rea de insercd&®em alteracbes (0), discreta
irregularidade (1), irregularidade evidente (2xerduada irregularidade (3)

- Capsula articular segundo aspectxogenicidade homogénea (0), presenca de areas
hipoecogénicas localizadas (1) e presenca de Aigascogénicas e de focos hiperecogénicos
(2)

- Ligamentos periarticulares segundo aspecem alteracao (0), heterogéneo com
areas hipoecogénicas (1), heterogéneos com angaedngénicas (2) e lesdo massiva e/ou
ruptura (3)

- Ligamentos periarticulares segundo area de origeseicdo sem alteracdes (0),
presenca de irregularidades (1), proliferacdo 6g2gaproliferacdo Ossea intensa (3) e
proliferagcéo intensa e presenca de fragmentos (4)

- Cépsula articular e sindvia quanto a vascularizac&em observacédo de fluxo
sanguineo (0), vascularizacao visivel/pontos addariesparsos e em pequena quantidade (1)
e vascularizacdo aumentada/pontos coloridos enodlBem grande quantidade (2)

- Superficie articular segundo a espessura da cayéita articular linha de cartilagem
bem definida, continua, lisa e facilmente iderdiiel (0), linha de cartilagem de dificil
identificacdo, porcOes observadas lisa e contindatectada em mais de 50% da superficie
avaliada (1), linha de cartilagem de dificil idéinticdo, por¢cBes observadas descontinua e
rugosa (2), sem identificacdo da linha de cartiageresenca de fragmento no liquido
articular (3) e auséncia de linha de cartilagemlteragdo difusa da superficie do o0sso

subcondral (4)
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- Osso subcondral segundo superficgeperficie lisa (0), superficie irregular (1) e
presenca de areas de depresséo (2)

- Osso subcondral segundo presenca de ostediboda articular lisa (0), borda
articular rugosa (1), presenca de ostedfitos (teofitos grandes/fragmentos (3)

Os achados receberam escores que estdo desanies parénteses apdés cada
descricdo sendo que estes escores poderao vafla 84.

5.6 ANALISE DO LIQUIDO SINOVIAL

As amostras do LS foram colhidas previamente asamiles com ©ou O e 7 dias
apos o fim do tratamento, visando analise compara&ntre a articulacao tratada e controle.
Foram colhidas amostras de 4 ml de LS das artiGatagbiotarsicas.

ApoOs cada coleta, as amostras de LS foram imedémtancentrifugadds 4°C e 2000
G, durante 15 minutos. O sobrenadante foi aliquotad tubos de 2 ml e congelado a -80°C
para futuras analises.

O acesso escolhido para a artrocentese foi mediédngeveia safena, logo abaixo do
maléolo medial da tibia, na face dorsomedial dsota® local de punc¢éo foi tricotomizado e
realizada antissepsia com o uso de clorexidinerdeayee a 2% e clorexidine alcoolico 0,5%.
O LS foi acondicionado em tubos secos e contengarhma sodica.

5.6.1 Contagem total e diferencial de células, preina e uréia

A contagem total de células nucleadas foi realizzmiacamara de Neubafiecom
aliquotas de LSin natura As amostras contaminadas com sangue foram dsluiaa
proporcéo de 10 pl de LS para 90 ou 190 pL de &oldigiologica 0,9%, e o numero de
células viaveis foi ajustado para x10 e x20, rehpoente. Para o diferencial celular foram
confeccionados esfregagos corados com Rosenfeld.

A dosagem da proteina total foi realizada pelo d@to biureto, com a utilizacdo do
analisador bioguimico automatico. A analise da eatracéo de ureia foi realizada através do

método da uréase-glutamato desidrogenase.

2 Centrifuga 5417 R - Eppendorf
3Neubauer — Hirschmann — EM — Techcolor
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5.6.2 Determinacao da PGEe Substancia P

A quantificacdo de PGEe Substancia P foram realizadas por ELISA, corkito
Prostaglandin Ee Substéancia P EIA Kit — Monoclonal da empresan@ay Chemical
Company (EUA). O LS utilizado estava acondicionaglo tubos tipo eppendorf sem
anticoagulante, mantidos a temperatura de -80°C.

EIA Bufferfoi adicionado aos pocos de ligacdo inespecifl€®ifl) e aos pocos de
maxima ligacdo (50 pl). A curva padrao foi feita daplicata, adicionando 50 pl em cada
poco. Em seguida, 50 pl das amostras de LS foracioaddas em duplicata. Com excecéo
dos pocos de atividade total e branco, os demamsbeesam 50 pl dAChE Tracer O
anticorpo monoclonal foi adicionado na quantidade5@ pl com excecdo dos pocos de
atividade total, ligacéo inespecifica e branco.l@ca foi incubada por 18 horas a 4°C e em
seguida lavada cinco vezes cdmMash Buffer Foram adicionados 200 pl de&llman’s
Reagent preparado imediatamente antes de sua utilizag&otodos 0s pogos, e apenas o
poco de atividade total recebeu também 5 plrdedr. A placa foi protegida da luz e mantida
no agitadot por 60 a 90 minutos para P&S& de 90 a 120 para Substancia P. A absorbancia
da amostra foi lida & 405nm em leftde ELISA e correlacionada a concentragdo pelaleso
uma curva padrao com variagcdo de 7.8 a 1000 pgand PGE, e 3,9 a 500 pg/ml, para
Substancia P, pelo programa Gen5. Foram utilizddas amostras de LS de articulagdes com

artrite séptica para validacao do teste.
5.6.3 Determinacao da IL-1, IL-6, IL-10 e TNFe.

A quantificacdo das citocinas foi realizada poriango kit MILLIPLEX ® MAP
(Equine Cytokine/Chemokine Panel) da EMD MillipaZerporation, baseada na tecnologia
Luminex xXMAP®. O LS utilizado estava acondicionadm tubos tipo eppendorf sem
anticoagulante, mantidos a temperatura de -80°C.

5.6.4 Determinacao dos GAGs

Para a determinacéo de GAGs foram utilizadas astaasoacondicionadas em tubos

tipo eppendorf sem anticoagulante a -80°C.

4 Mini Shaker PSU-2T - Biosan
SELx808 - Biotek
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Cinquenta microlitros de cada amostra foram adados a 100 pl de protease alcalina
P126 maxatase (4mg/ml Tris HCI 0,05M pH 8,0) e bados em banho-maria a 50°C,
overnight.No dia seguinte, as amostras foram fervidas derafitminutos e centrifugadas
em temperatura ambiente a 3000 G por 15 minutas gaemocao de residuos insoluveis. O
sobrenadante foi transferido para um tubo de 6@0g&ico em vactgor pelo menos 2 horas
a 45°C. As amostras foram ressuspendidas gihd2bagua destilada.

As amostras foram submetidas a eletroforese endgedgarose, em tampéo 1,3-
diaminopropano-acetato 0,05M e pH9 (PDA), em cufagerada, por aproximadamente
uma hora, como descrito por Jaques et al. (1968)dificado por Dietrich; Dietrich (1976).
Foram utilizados 5ul de um padrdo de CS e um padeddH, ambos na concentracdo de
1mg/ml. O corante vermelho de cresol foi adicionedmo indicador da distancia percorrida.
Apés a eletroforese os GAGs foram fixados no gelr petavion (brometo de
cetiltrimetilaménio) 0,1% pelo tempo minimo de dimsas. Em seguida o gel foi coberto
com papel filtro e seco sob corrente de ar aque€d@&S foi corado com azul de toluidina
0,1% em solugéo de acido acético 1% em etanol 5894 % minutos. O excesso de corante
foi removido pela solugdo de acido acético 1% eanat50%. Ato continuo, o AH foi corado
com azul de toluidina 0,1% em acetato de sodio2pH 5 por 15 minutos, sendo o
excesso de corante removido pelo acetato de sdii2é 0.

As laminas foram escaneatlas as imagens editadapara analise das bandas

metacromaticas e obtencgdo das unidades densitoastri

5.6.5. Mensuracao do peso molecular do AH do liquidsinovial

Para determinacdo do peso molecular do AH do L&nfoutilizadas as mesmas
amostras tratadas para a determinacao dos GAGs.

As amostras foram submetidas a eletroforese emegabarose 1 %, em tampao Tris-
acetato-EDTA 1 x 0,04M, pH 8 (acetato 0,02M, EDTAIM), em cuba refrigerada, por
aproximadamente 40 minutos, Foram utilizados 5ulddes padrbes de AH de pesos
moleculares conhecidos em todas as laminas, sepddréo de alto peso de crista de galo 2
mg/ml (800 kDa) e o padréo de baixo peso de tragoevina 1 mg/ml (20kDa). O corante
azul de bromofenol foi adicionado como indicador diatancia percorrida. Apos a

Centrifuga 5418 - Eppendorf
"Vacufugevaccum concentrator - Eppendorf®
SEpson Expression 1680®

SLaund Silver Fast Epson IT8®

9 auchVisionWorksLS®
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eletroforese, o gel foi corado com azul de tolladin1% em acetato de sédio 0,025 M pH 5
por 15 minutos, sendo o excesso de corante rempeildoacetato de sodio 0,025 M.

Os geéis foram escaneados e as imagens editadas gpalese das bandas
metacromaticas e obtencdo das distancias de migragido a migracdo inversamente
proporcional ao logaritmo do peso molecular do A seguida confeccionou-se o gréafico
no qual o peso molecular é expresso em equacadtioga e a distancia de migracdo em

milimetros.

5.6.6 Andlise ddourst oxidativo por citometria de fluxo

AplOs a coleta do LS, as amostras foram divididas adiguotas para analises
subsequentes. Cada amostra foi dividida em 3 tdbamnsaio de 12x75mm, em poliestireno
cristal transparente: brancburst basal e phorbolmiristato acetato (PMA). Pardurst
oxidativo foram necessarios 50 pl de amostra era talob de ensaio. Apenas nos tubos de
ensaio referentes dmrstbasal e PMA foram adicionados 200 ul do reageicterd-diidro-
fluoresceina-acetato (DCFH), na concentracéo fileab5 UM, que fluoresce em verde na
presenca de EROs e quando excitado em 488 nm. épesmtubos denominados PMA
foram adicionados 100 pl do reagente PMA, na cdmagdo final de 90,9 ng/ml ou
aproximadamente 150 nM, o qual age como estimulmiga para dourstoxidativo, atuando
via proteina kinase C (PKC) e fosfolipase D (PLD) eeutrofilos. Em todos os tubos foi
adicionada solucao salina tamponada com fosfat&)RBficiente para completar o volume
final de reacdo de 1,1 ml. Os tubos foram incubaadd7°C por 20 minutos. Apdés a
incubacdo as amostras foram lavadas com 2 ml de ¢éd88ifugadas a 400 G por 7 minutos
em temperatura ambiente. O sobrenadante foi dadcare o pellet de células foi
ressuspendido em 200 pl de PBS para a analisétparetria de fluxo.

As amostras foram verificadas por meio de cittme&dluxd, por meio do software
de aquisicat?. As populagdes de células foram definidas em apgfide tamanho por
complexidade (FSCxSSC) em escala linear. A popaldgédmaior tamanho e complexidade
foi caracterizada como os neutrofilos e foi utidiaapara definir parametros de aquisicao e
posterior analise. Tubos brancos foram usados geaterminar auséncia de fluorescéncia,
enquanto tubos dburst basal foram aplicados para definir positividadeflderescéncia

verde no detector FL1, sem ultrapassar os limitssipeis. Foram salvos 7000 eventos da

11 FACSCalibur (BD Bioscience)
12 Cell Quest (BD Bioscience)
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populacdo de neutrofilos para cada arquivo (antemafjo). Os arquivos foram analisados em
softwaré®. Foi solicitado ao programa o calculo de médiang&dca de fluorescéncia
(geomean) no canal FL1 e os valores obtidos forgporéados para planilhas de Microsoft

Excel.

13 FlowJo versdo 7.6.4 para Windows (Treestar, Inc.)
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6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram avaliados segundo a noraakigelo teste de Kolmogorov-
Smirnov; em seguida utilizou-se o teste T pareadm@o pareado, respectivamente, para
comparacao dos valores nos diferentes momentoosomalores basais (momento 0) dentro
do mesmo grupo, bem como os valores entre grupesasmo momento de observagédo. O

grau de significancia adotado para os testes &t#tat foi de 5% (p<0,05).
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7 RESULTADOS

Nenhum animal apresentou infeccdo da articulacdantll o experimento, porém
alguns apresentaram dermatite devido a alta frejué@&® degermacdes necessarias para as
coletas, o que foi minimizado ao utilizar o clodire degermante a 2% e nao a 4%. A
dermatite foi facilmente controlada a aplicacaad@ple nitrofurazona em pasta.

7.1AVALIACAO FISICA DOS ANIMAIS
7.1.1 Avaliacao fisica diaria

Na avaliacao fisica diaria ndo houve alteracdo délidade, TPC e coloracédo de
mucosa. A FC e FR média estiveram sempre dentropdodmetros normais, sofrendo
pequenas variacbes nao significativas (p>0,05)cmgd do experimento. A temperatura
média dos animais manteve-se entre leve hipoteam@mal, ndo havendo diferenca entre os
grupos (p>0,05). Houve diferenca no GA entre o Dilee no GB entre DO e D9, 11 e 16
(p<0,05).

Gréfico 1 - Frequéncia cardiaca média dos animais submetidadieacfes intrarticulares de oxigénio
0z0nio — Sdo Paulo - 2017
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Grafico 2 - Frequéncia respiratéria média dos animais subog@daplicacdes intraticulares de oxigénio
0z6nio — S&o Paulo — 2017
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Gréfico 3 - Temperatura retal média dos animais submetidgdi@aades intra-articulares de oxigénio zBic
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7.1.2. Andlise de claudicacao

No exame de claudicacdo néo foi observada poshiédgaca, sensibilidade, calor ou
alteracdo de consisténcia da articulacdo a palpacéias articulacdes apresentaram grau leve
de efusado durante o experimento.
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O GB apresentou animais com claudicacdo em tosldgas apds inicio do tratamento.
No GA a maior sequéncia de dias de animais comdidagdo ocorreu mais tardiamente

(D14) quando comparada aos demais grupos.

Tabela 3 - Quantidade média de equinos submetidos a aplicagéa-articular de oxigénio e ozdnio
apresentando claudicagdo — S&o Paulo — 2017

Data GA GB GC
DO 0 0 0
D2 0 1 0
D4 0 1 1
D7 0 2 0
D9 0 1 1

D11 0 3 1

D14 1 3 0

D16 1 1 0

D18 1 1 1

D21 0 1 0

D23 0 1 0

D25 0 1 0

D28 0 1 0

Gréfico 4 - Quantidade média de equinos submetidos a aplicagdaarticular de oxigénio e 0zor
apresentando claudicacdo — Sao Paulo — 2017
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A avaliacdo da claudicacdo com o aparellamneness Locatofoi positiva em 2
animais do grupo controle, 1 animal do grupo deg2®le 4 animais do grupo de 40ug/ml.
A maior frequéncia de claudicac¢éo foi observad®hd e D14 correspondendo a 50% (4/8
animais) dos animais.

Na avaliacdo da diferenca altura maxima da pelvax(miff), que nos reporta
claudicacOes de retirada, ndo houve diferenca @strgrupos e dos momentos dentro dos
grupos (p>0,05). J& quando se avalia a diferengédtula minima da pelve (min diff), que nos
reporta claudicacbes de impacto, houve diferencBIentre o GB e os grupos GA e GC
(p<0,05), no mesmo momento em que se observa rinaguéncia de animais apresentando

claudicagéo.

Gréfico 5 - Diferenca da altura maxima da pelve (mm) medidavés do aparelho Lameness Locator nos
grupos GA, GB e GC nos diferentes momentos - SawPa2017
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Grafico 6 - Diferenca da altura minima da pelve (mm) medidavés do aparelho Lameness Locator nos grupos
GA, GB e GC nos diferentes momentos - Sdo Paulail+ 2

4,0
3,5
3,0

2

U

2

©

(%))

1
1

g 1l N 111 .z

0
DO D2 D4 D7 D9 D11 D14 Dle D18 D21 D23 D25 D28

©

Diferenga da altura minima da pelve (mm)
)

Momento (dias)

T diferenca em relagéo ao grupo GA e GC

7.2 AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

Na avaliagdo DO todos os animais apresentavaneise adteracdes osteocondrais,
espessamento de capsula articular ou proliferag&ndvia. Apenas trés, um em cada grupo,
apresentaram maior quantidade de LS de aspectbéiemedo exame radiografico os animais
nao apresentaram alteracdes significativas.

Durante as avalia¢gfes todos os animais apresentaramento da quantidade de LS de
aspecto anecoico e de sinovia, e posterior dimiiougm D28 (Figura 3, 4 e 5). Houve leve
espessamento da cépsula articular no local da pusitd25% (2/8) dos animais do GA,
62,5% (5/8) no GB e 37,5% (3/8) no GC, mas a megmnasentou aspecto homogéneo. O gas
aplicado foi absorvido rapidamente, sendo visiada apenas pequena quantidade no aspecto
dorsal do recesso medial da articulagéo no diairsiega aplicacao (Figura 6).

N&o foram observadas alteragcGes na espessuraldadirticular, irregularidades do
0sso subcondral ou formacéo de osteofitos no decdortratamento.

Os escores iniciais variaram de 0 a 1 no grupo @ e de 0 a 2 no GB. Houve
aumento progressivo nos escores durante o tratamaationados a maior quantidade de LS,
a proliferacdo de sindvia e ao espessamento dale&osicular até o D21, sendo significativo
no D14 em todos os grupos e no D21 no GB e GC @B¥0A diminuicdo dos escores

ocorreu em todos os grupos em D28. Nao houve difarentre os grupos (p>0,05).
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Tabela 4 -Valores médios dos escores ultrassonogréaficoaudiosais submetidos a aplicagdes intra-articulares
de oxigénio e 0zbnio — S&o Paulo — 2017

DATA GA GB GC
DO 0,38+0,35 0,38+0,52 0,13+0,74
D7 1,13+0,76 1,38+0,99 1,00+1,19
D14  2,25+1,46*2,50+1,04* 2,13+1,07*
D21  2,00+1,28 3,13+1,312,75+1,46*
D28  0,88+1,28 2,00+1,13 1,75+1,60

* diferenca em relagéo aos valores iniciais

Graéfico 7 - Valores médios dos escores ultrassonograficoauiosais submetidos a aplicacdes irdriaeulare
de oxigénio e 0zbnio — S&do Paulo — 2017
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Figura 3 - Imagens ultrassonogréficas da evolu¢édo de unmikagéo tratada do GA — S&o Paulo — 2017

LegendaA) Imagem do DO demonstrando pequena quantidadiguido e de membrana sinovial. B) Imag
do D7 demonstrando aumento na quantidade de licgifdvial anecéico. C) Imagem do D14 demonstr
aumento da quantidade de liquido sinovial e lewdifpracdo de sindvia em relagdo ao D7. D) Imagem dc
demonstrando estabilidade do quadro sem aumentoestomes em relagdo ao D14. E) Imagem do
demonstrando diminui¢cdo da quantidade de liquidovial em relagdo ao D21, com o final do tratamento
Fonte: VENDRUSCOLO (2017)
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Figura 4 - Imagens ultrassonogréficas da evolu¢édo de unmikagéo tratada do GB — S&o Paulo — 2017

Legenda: A) Imagem do DO demonstrando pequena igadet de liquido e de membrana sinovial. Bagen
do D7 demonstrando aumento na quantidade de licgirdvial anecéico. C) Imagem do D14 demonstr
aumento da quantidade de liquido sinovial e lewdifpracéo de sinévia em relacdo ao D7. D) ImagenD#]
demonstrando proliferacdo da membranaosal em relacdo ao D14. E) Imagem do D28 demondt
diminuicao da proliferacédo de sindvia em relaca®am, com o final do tratamento.

Fonte: VENDRUSCOLO (2017)



Figura 5 - Imagens ultrassonogréficas da evolucdo de unwmibatéo tratada do GC — Sao Paulo — 2017

LegendaA) Imagem do DO demonstrando pequena quantidadiguido e de membrana sinovial. B) Imag
do D7 demonstrando leve aumento na quantidade gléddi sinovial anecéico. C) Imagem do I
demonstrando levergliferacdo de sindvia em relacdo ao D7. D) ImagenD21 demonstrando estabilidade
quadro em relagdo ao D14 e pequena quantidadesdeigiilizado como pequenos pontos hiperrreflesivE
Imagem do D28 demonstrando estabilidade do quadnekcao ao D21, com o final do tratamento.
Fonte: VENDRUSCOLO (2017)
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Figura 6 - Imagens ultrassonogréaficas das articulacdes tratadan oxigénio e ozo6nio demonstrand
guantidade de gas encontrado — Séo Paulo — 2017

Legenda: A) quatidade leve a moderada; B) pequena quantidadggeGlienos pontos de gas dispersc
liquido sinovial visibilizados por pontos hiperetivos.
Fonte: VENDRUSCOLO (2017)
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7.3ANALISE DO LIQUIDO SINOVIAL
7.3.1 Contagem celular total e diferencial

O aumento da quantidade total de células apoésoirda tratamento (D2) foi
significativo apenas em GB. N&o houve diferenceeaws grupos (p>0,05).

N&o houve alteracao significativa no GC.

Tabela 5 - Contagens celulares médias do liquido sinovial aléisulagbes submetidas a aplicagdes intra-
articulares de oxigénio e ozbénio — Sao Paulo - 2017

DATA GA GB GC
DO  252+170 184+91 189+145
D2  772+409 702+474*717+552
D4 5114223 4741234 348+268
D7 2070+217 396+250 4351658
D9 4134212 304255 355+369
D11 7604492 331+266 405+262
D14  404+358 254+193 148+161
D16 4594408 423+351 289+251
D18 6794558 350+264 280+272
D21  421+259 271+162 462+504
D28 229+171 170+154 219+152

* diferenca em relacdo aos valores iniciais

Grafico 8 - Contagens celulares médias do liquido sinovial atéisulagdes submetidas a aplica¢des intra-
articulares de oxigénio e ozénio — S&o Paulo - 2017
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A porcentagem inicial de polimorfonucleares foi anano GA. Houve aumento
gradual com pico ap6s o 5° tratamento (D11) emstamogrupos, porém foi significativo
apenas em GB (p<0,05).

Gréfico 9 - Porcentagem média de neutrofilos do liquido smladas articulagBes submetidas a aplicagdes intra-
articulares de oxigénio e ozénio — Sdo Paulo — 2017
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7.3.2 Concentracao de proteina e uréia

A concentragdo de proteina no LS aumentou sigtiifex@mente em D21 tanto em GA
quanto em GB (p<0,05) em comparacdo ao DO. O GC amdesentou alteracbes
significativas. Nao houve diferenca estatisticareemts grupos nos diferentes momentos
(p>0,05).
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Gréfico 10 - Concentragdes médias da proteina no liquido sihdaa articulagdes submetidas a aplica
intra-articulares de oxigénio e 0zénio — Sdo Pauwl917
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As concentracdes de ureia ndo diferiram signifiaatente entre os grupos e entre 0s
momentos do mesmo grupo (p>0,05).

Gréfico 11 - ConcentragBes médias da ureia no liquido sina\dalarticulag6es submetidas a aplicagdes intra-
articulares de oxigénio e ozénio — Sao Paulo — 2017
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7.3.3 Concentragéo de PGEe Substancia P

N&o houve diferenca significativa nas concentragi®&ePGE entre 0s grupos e entre
0S momentos do mesmo grupo (p>0,05).
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Gréfico 12 - Concentracdes médias da RGE liquido sinovial das articulagbes submetidaplacacdes intra-
articulares de oxigénio e ozénio — Sdo Paulo — 2017
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N&o houve diferenca significativa nas concentragi@esubstancia P entre os grupos e

entre os momentos do mesmo grupo (p>0,05).

Gréfico 13 - ConcentragGes médias da substancia P no liquideiai das articulagfes submetidas a aplica
intra-articulares de oxigénio e 0zénio — Sdo Paul917
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7.3.4 Concentracao de citocinas

N&o houve alteracdo significativa nas concentrag@sscitocinas avaliadas entre os

grupos ou entre os diferentes momentos dentrodiegraipo (p>0,05).
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Gréfico 14 - Concentracdes médias do TN liquido sinovial das articulagdes submetidaplecacdes intra-
articulares de oxigénio e ozénio — Sdo Paulo — 2017
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Gréfico 15 - Concentragdes médias do IL-1 no liquido sinovas drticulagbes submetidas a aplicacdes intra-
articulares de oxigénio e ozbnio — Sdo Paulo — 2017
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Grafico 16 - Concentrag6es médias do IL-6 no liquido sinovasd drticulagcdes submetidas a aplica¢c@es intra-
articulares de oxigénio e ozénio — Sdo Paulo — 2017
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Gréfico 17 - Concentracdes médias do IL-10 no liquido sinodé&d articulagdes submetidas a aplicacdes intra-
articulares de oxigénio e ozénio — Sdo Paulo — 2017
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7.3.5 Atividade da enzima Superéxido desmutase

Apesar da enzima SOD ter aumentado sua atividade@os os grupos ao longo do
tratamento, somente no GA esse aumento foi sighific no D28 em relacdo aos valores

iniciais (p<0,05). Nos demais momentos e entrerogas nao houve diferenca significativa.
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Gréfico 18 - Atividade enzimatica média da SOm liquido sinovial das articulagdes submetid
aplicac@es intra-articulares de oxigénio e 0z6ng8#e Paulo — 2017
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7.3.6 Concentracao dos GAGs

As concentracdes de AH diminuiram significativateeem relacdo aos valores
iniciais em GA e GC a partir do D7 e em GB a pattirD4 (p<0,05). Nao houve diferenca
entre os grupos (p>0,05).

Houve diminuicéo significativa em relacdo aos vedomiciais nas concentracfes de
CS dentro do GB, a partir do D16, e GC, a partiD&o(p<0,05). Nao houve diferenca entre

0s grupos (p>0,05).

Gréafico 19 - Concentracdes médias do Acido Hialurdnico no liqusthovial das articulagdes submetid:
aplicacdes intra-articulares de oxigénio e 0z6ng8ae Paulo — 2017
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Gréfico 20 - Concentragdes médias do CondroiBulfato no liquido sinovial das articulagfes suliaest ¢

aplicac@es intra-articulares de oxigénio e 0z6ng8#e Paulo — 2017
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Figura 7 - Eletroforese em gel de agae dos glicosaminoglicanos do liquido sinovial masmentos 0, 2, 4,
9, 11, 14, 16, 18, 21 e 28 dias de um equino de-&&o Paulo — 2017

Do D2 D4 D7 D9 D11 D14 Dl6e D18 D21 D28 AH C8
Fonte: VENDRUSCOLO (2017)
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose dos glicosamirage do liquido sinovialas momentos 0, 2, 4,
9, 11, 14, 16, 18, 21 e 28 dias de um equino de-&&o Paulo — 2017

DO D2 D4 D7 D9 D11 D14 Dlé D18 D21 D28 AH CS
Fonte: VENDRUSCOLO (2017)

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose dos glicosaminaglgdo liquido sinovial nos momentos 0, 2,
9, 11, 14, 16, 18, 21 e 28 dias de um equino de-&&o Paulo - 2017

DO D2 D4 D7 D9 DIl DIl4 Dle DI8 D2l D28 AH G5
Fonte: VENDRUSCOLO (2017)

7.3.7 Peso Molecular do AH

Na analise do peso molecular do AH nao houve diferentre os momentos e grupos
(p>0,05).
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Gréafico 21 - Porcentagem de Acido Hialurdnico de alto pestemdar nos momentos DO, 7, 14, 21 e X
Paulo — 2017
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Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose dos pesos motesula acido hialurénico do liquido sinovial nos
momentos 0, 7, 14, 21 e 28 dias de um equino d¢A3AGB (B) e GC (C) — Sao Paulo — 2017

C
Fonte: VENDRUSCOLO (2017)
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7.3.8Burst oxidativo

O burst oxidativo foi avaliado utilizando-se o indice devacdo dos neutrofilos apés
exposicdo ao PMA. Na comparacéo entre os grupogehaumento significativo em GA no
D11 em relagéo a GB (p<0,05).

Gréfico 22 - indice de ativagéo dos neutrofilos do liquido siabapds exposicdo ao PMA medidos através da

citometria de fluxo - Sao Paulo - 2017
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8 DISCUSSAO

A ozonioterapia intra-articular tem sido empregada medicina humana para o
tratamento de quadros inflamatérios, sejam eled@gou crénicos, sinovites, capsulites ou
osteoartrites com sucesso (CHANG et al., 2005; CERD et al., 2008; YU et al., 2010;
MAWSOUF et al., 2011; MISHRA et al., 2011; CALUNG& al., 2012; DAIF, 2012; CHEN
et al., 2013; VAILLANT et al., 2013; CAMELIA et al2014).

Os quadros de OA sdo normalmente acompanhados déestacdes clinicas de
postura antalgica, como forma de diminuir a carganmeembro acometido, aumento da
temperatura local, efusdo articular, podendo ouesdiar acompanhada de edema articular e
peri-articular, claudicacdo e, normalmente em casais cronicos, alteracdo da consisténcia
articular a palpacao (BAXTER, 2011; MCILWRAITH dt,&2016). Ja os quadros de sinovite
sao caracterizados por efuséo articular, provemidatespessamento da membrana sinovial e
aumento da quantidade de LS, normalmente acompamtedlaudicacdo (BAXTER, 2011).
Durante o periodo experimental alguns animais,csmEnente do GB, apresentaram efusao
e claudicagéo transitdrias, provavelmente devidmador concentracdo deszOconferindo
carater mais inflamatorio a esse tratamento e boramdo com os relatos de sinovite aguda.

A ultrassonografia consiste em método diagnostitibzado para controle por
permitir, de forma n&o invasiva, monitorar a pregé® da doenca e a resposta a terapia
(MOLLER et al., 2008), além de visibilizar as adtefies de forma precoce, como a formacéo
de ostedfitos, antes que eles aparecam na imagd#iniogica. Este exame permite, ainda,
avaliar as alteracdes das partes moles de intenessxperimento como cpsula articular,
membrana sinovial e a quantidade e qualidade d®kSinais ultrassonograficos de sinovite
relatados na literatura sdo o0 espessamento dal@apsdicular, aumento da membrana
sinovial, material denso e amorfo, aumento do veld® LS e alteracdo da sua caracteristica
anecoica para heterogéneo (KIDD; LU; FRAZER, 20143. alteracdes encontradas nas
avaliacdes ultrassonograficas deste estudo nositparnconcluir que as artrocenteses
repetidas provocaram sinovite leve a moderada. mslganimais também apresentaram
capsulite, com espessamento da estrutura, poréiiveram o aspecto homogéneo do tecido.
As alteracbes de sinovite e capsulite foram respais pelo aumento significativo nos
escores ultrassonograficos no D14, em todos oogrygpincipalmente em GB e GC no D21,
sugerindo controle do processo inflamatério peliatnento de GA. Tais alteracdes, no

entanto, foram transitérias e ndo evoluiram para @Aa vez que ndo houve mudancas na
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espessura da linha cartilaginea, no osso subcanirébrmacéo de ostedfitos (KIDD; LU;
FRAZER, 2014).

A andlise do LS com contagem celular total e diferal e quantidade de proteina é
rotineiramente empregada na pratica clinica, paolérader informacdes importantes sobre o
ambiente articular. A quantidade normal de leuoécé de até 1000 cel/uL, sendo 90%
mononucleares e 10% polimorfonucleares (KAY et 2008), colocando todos os animais
utilizados dentro do normal no inicio do experinserfabe-se que as puncdes articulares
seriadas funcionam como estimulo mecéanico causaedgQado inflamatoria transitéria
(MORAES et al.,, 2015; MOREIRA et al., 2015). N&oram observadas contagens
semelhantes as encontradas por Moraes et al. (20®yeira et al. (2015), provavelmente
pelo maior intervalo entre as coletas. O aumensacdatagens observado em D2 no GB pode
ter ocorrido, provavelmente, pelo estimulo mecamamal articular. Nos demais momentos
as artrocenteses nao causaram alteracoes sigudsat

Quadros articulares inflamatorios ou infecciososnmvem aumento da contagem
celular e quantidade de polimorfonucleares (HAWKINSI., 1995; FRISBIE et al., 2007). A
maior porcentagem de polimorfonucleares foi obslavao D11 em GB, ocorrendo
provavelmente pelo estimulo inflamatério da maiosal empregada, visto que em GA e GC
nao houve aumento significativo estatisticamenie.[EL1 observa-se em GB maior niumero
de animais apresentando claudicagao.

O LS € um filtrado do plasma produzido pela memérainovial, possuindo
caracteristicas semelhantes, com 25 a 35% da domc@&m de proteina plasmatica (STEEL,
2008). Os valores encontrados em cavalos normaignvade 1,8 +0,3 g/dL (VAN PELT,
1974), sendo considerado normal valores de atél 2GMCILWRAITH et al., 1979). O
aumento da quantidade de proteina esta relaciondwiar permeabilidade vascular da
membrana sinovial, permitido que moléculas de pestecular mais alto ultrapassem a
barreira, passando a compor o LS (STEEL, 2008)e-Sabque o0 ©causa aumento da
vascularizacdo e vasodilatacdo, ao provocar liderag ON pelo endotélio, o que pode ter
provocado 0 aumento da permeabilidade vasculameegoentemente da concentracédo de
proteina no LS no GA e GB no D21 (SAGAI; BOCCI, 2b1 JANI et al.,, 2012;
SCHWARTZ; MARTINEZ-SANCHEZ, 2012).

A PGE é considerada um dos principais mediadores infianas e de dor (PARK;
PILLINGER; ABRAMSON, 2006). Ela é produzida prinaimente pela membrana sinovial,
processo que requer duas enzimas: cicloxigenaggr@taglandina E sintetase, sendo ambas
induzidas pela IL§ (MCILWRAITH et al., 2016). Suas ag¢bes na articéagncluem
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vasodilatacdo, aumento da percepcédo de dor, depléeaproteoglicanos da cartilagem
(degradacdo e inibicdo de sintese), desminerabzésdea e promoc¢do da secrecdo de
ativador de plasminogénio (MCILWRAITH et al., 2016)

Bertone, Palmer e Jones (2001) consideram aR&HEO um bom a excelente preditor
de OA para valores acima de 22,5 pg/ml, porém curegdes mais elevadas tem sido
observados em outros estudos em articulagbes sadiaando de 28,5 a 65,06 pg/ml
(MORAES et al., 2015; MOREIRA et al., 2015). A m&dninima observada no presente
estudo foi de 38,02 pg/ml, corroborando com osreslencontrados por Moraes et al. (2015)
e Moreira et al. (2015). No entanto, nossas conagies de PGEndo sofreram alteracao
significativa como observado por Lamprecht e Wiliga(2012) possivelmente pelo maior
intervalo entre as punc¢des. Em doses baixas, ceruealas em GA, a ozonioterapia diminui
as concentracdes de P&do LS (BOCCI, 2011; BURIC; RIGOBELLO; HOOPER, 2014
que ndo foi observado no presente estudo, dado deuarticulacées saudaveis.

O neropeptideo conhecido como Substancia P éaeéorpelas fibras nervosas tipo C
e exerce efeito direto sobre os condrécitos, rasdd em aumento da dor articular,
vasodilatacdo, ativacdo de macroéfagos, linfoécitpsdbulas polimorfonucleares, plaquetas e
mastocitos, estimulo das células sanguineas a zireduIL-13, TNF-o e IL-6, inducdo da
proliferacdo celular e a expressdo de P@Ecolagenase dos sinovidcitos, aumento da
formacgao de osteoclastos e hipertrofia sinovial TZOCARSON; VAUGHAN, 1987; LAM,;
FERRELL, 1993; MENKES et al., 1993; HERNANZ et &003; MATAYOSHI et al., 2005;
DE GRAUW; VAN DE LEST; VAN WEEREN, 2009). A Substéa P, ainda, esta
relacionada a ativacdo dhurst respiratério de neutrofilos (YANG; FA, 2002). Noepente
estudo ndo foram observadas alteracdes signifasatias concentracdes deste neuropeptideo,
e nem correlacdo entre suas concentracdes e angamede claudicacdo, indicando que a
sinovite provocada foi leve

Na OA varias interleucinas pro-inflamatérias proidas pela membrana sinovial estéo
relacionadas ao processo de destruicdo da camilaggcular, principalmente ILfl TNF-u
(SCANZELLO; GOLDRING, 2012). Observa-se aumento dascentracbes de ILBle
TNF-o no LS quando compara-se articulacbes com OA easaigl(MORRIS et al., 1990;
ALWAN et al., 1991; HAWKINS et al., 1995). Em estudtilizando apenas articulagdes do
carpo, observou-se que as concentracdes de Ilafforaiores em articulagbes doentes e nao
medicadas, enquanto as concentracfes de aTN&o variaram com o0s graus de lesdo e
instituicdo de tratamento prévio, tampouco se i@ram com as concentracdes de proteina

e leucécitos (LEY et al., 2011). Em outro estud@-& foi considerada excelente preditor de
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doenca articular, sendo sua presenca no LS indicate OA (BERTONE; PALMER,;
JONES, 2001). Apesar da IL-6 ter sido identificadatodos os momentos de todos 0s grupos
no presente experimento, ndo podemos atribuirerardtamatorio, visto que outras variaveis
nao alteraram simultaneamente, podendo atribugtecddo a metodologia de mensuracao
mais sensivel, detectando até mesmo baixas coacées.

As concentragbes de TNEmantiveram-se sempre dentro da normalidade segundo
Bertone; Palmer e Jones (2001), porém os valorel -d¢ ficaram acima de 4,5 pg/mi
concomitantemente a maior frequéncia de claudicatcyerindo que mesmo em doses baixas
a ozonioterapia nao foi capaz de inibir a produd@olL-13 e TNFa em quadros de
inflamacg&o articular (ILIAKIS et al., 2001; PAOLOIt al., 2009).

Nos quadros de OA ha aumento da atividade da Sf@lapgresenta importante efeito
contra o anion superoxido e o estresse oxidatitroudar, resultando em resposta adaptativa
com aumento da transformacdo de superdxido e, HOSTALOWSKA et al., 2006;
SURAPANENI; VENKATARAMANA, 2007; CALUNGA et al., 202). No entanto, a
ozonioterapia também parece estimular o aumentatig@lade da SOD (MOTOHASHI,
YAMAMOTO, 2004; ZHANG, 2006; SAGAI; BOCCI, 2011a;®CCl, 2012; MAGESH,;
CHEN; HU, 2012; PECORELLI et al., 2013), como obséo no estudo. A ativagdo da SOD
ocorre através dos aldeidos, que ativam os faweerasncricdo nucleares, fator nuclear
eritroide-2 — relativo ao fator 2 (Nrf2), presentes citoplasma celular. Estes, por sua vez,
ligam-se a proteina kelch 1 associada a ECH (Kéapiiteragindo com os elementos de
resposta antioxidante nucleares, culminando com umeato de diversas enzimas
antioxidantes, dentre elas a SOD.

Os GAGs sao considerados bons biomarcadores dabatismo da cartilagem
articular como demonstrado por Alwan et al. (1993)mer, Bertone e McClain (1995),
Mcllwraith (2005), Moraes et al. (2015) e Moreied al. (2015). Fuller et al. (2001)
observaram menores concentragcbes de AH em arii@dacom OA, embora estas néo
tenham sido correlacionadas com danos a cartilaiyenpresente estudo as concentragdes de
AH diminuiram ao longo do experimento em todos ospgs, podendo indicar que as
puncdes articulares geraram inflamacéo leve, efguexacerbada pela concentracdo mais
alta de @ e nao controlada pela dose mais baixa. Estegadeslcontradizem os observados
por Moraes et al. (2015) e Moreira et al. (2015)e pao observaram alteracbes nas
concentracdes de AH tanto quando puncdes repdtdas realizadas em curto intervalo de

tempo quanto a intervalos mais longos.
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As concentragfes de CS diminuiram significativamesmh GC e GB, ao contrario do
observado ap0s as puncdes repetidas por Moraés (B085) e Moreira et al. (2015), que
relataram aumento, e também por Fuller et al. (R6QJamprecht e Williams (2012), que nao
observaram alteracGes. Neste estudo as puncoeslasgeram acompanhadas da infuséo de
O, diferentemente dos estudos citados anteriormBwige-se supor que a atuacado dos gases
sobre as estruturas articulares foram os respoisga@ia divergéncia dos resultados.

No processo de inflamacéo articular ocorre a qudbrAH de alto peso molecular em
moléculas de médio e baixo peso, sendo um dosmedpeis pela diminuicdo da viscosidade
do LS na OA (BAXTER, 2011). Em todos os grupos letendencia de diminuicdo do AH
de alto peso molecular, ocorrendo em menor escaarupos tratados, os quais voltaram a
produzir, nos demais momentos, moléculas de tamardior e finalizaram o experimento
com porcentagem acima dos valores iniciais, aor@watdo GC, embora sem diferenca
significativa. Apesar da diminuicdo da quantidageAH este manteve-se com qualidade
elevada nos grupos tratados, ao ndo observarmasutgi&io significativa do peso molecular
do AH. Correlaciona-se a quebra do AH principalreemts EROs produzidos pelos
polimorfonucleares, principalmete os neutréfilosvide ao burst respiratorio (TULAMO;
HEISKANEN; SALONEN, 1994), o que pode justificarmeenor porcentagem do AH de alto
peso apods o inicio do tratamento.

Apos o processo destrutivo inicia-se a reparagdesfio articular medida por diversas
citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10. Estibcina age nos sinoviocitos, condrocitos e
macrofagos provocando a diminuicdo do TiNE-IL-1 (HART et al., 1995) e inibicdo da
liberagdo de PGEdos sinovidcitos na articulagdo com osteoartriediada pelo TNFe
(TAKAFUJI; MCILWRAITH; HOWARD, 2002). No presentestudo nao foi observada
correlacéo entre os aumentos de IL-10 e diminuilggomediadores inflamatdrios associados.
Segundo Bocci (2011), o tratamento coma@menta as citocinas inibitorias, entre elas a IL-
10, porém nédo foram observadas diferencas estadsignificativas em nosso estudo. Estes
resultados podem também estar relacionados aaléaés articulagbes serem saudaveis, nao
havendo grande estimulo para a producéo dessaneitoc

A citometria de fluxo foi utilizada para analisacomportamento dos neutroéfilos e a
sua mudanca no indice de ativacdo. Segundo Bd@til)2 ozonioterapia age nestas células
melhorando sua funcdo e fazendo com que elas wematnais facilmente e com mais
eficiéncia. No GA o aumento da média desse moméoitalevido a dois animais que
apresentaram pico deste indice, voltando a dimidepois. No D11 os mesmos equinos

apresentaram as maiores porcentagens de neutridiloS.
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9 CONCLUSAO

A aplicacdo consecutiva do o0z6nio medicinal inttecalar provocou alteracdes
ultrassonogréficas e no exame de claudicacado, peaceptivel na dose de 40 ug/mL. Estas
alteracdes estdo mais relacionadas a distensauolartcausada pela infusdo de gases do que
aos efeitos inflamatorios provindos d@, @ma vez que as analises de liquido sinovial ndo
mostraram relevante inflamac&o, com resultadosonsgiimelhantes ao GC. Conclui-se que a
aplicacéo intra-articular de 0z6nio medicinal emiegs € segura em ambas as doses, e que
experimentos devem ser realizados utilizando-s@aisicom diferentes doencgas articulares,

para que os beneficios da ozonioterapia sejammuiaios e compreendidos.
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