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SILVA JUNIOR, J.1.S. Avaliac&o dos efeitos do acido hialurénico reticulado,
puro e ozonizado, na osteoartrite da articulagdo coxofemoral de cées.
Botucatu, 2020. 54p. Dissertagéo (Mestrado em Biotecnologia Animal — Cirurgia
de Pequenos Animais) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
(FMVZ), Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).
RESUMO

O estudo teve por objetivo avaliar o acido hialurdnico reticulado, puro e
ozonizado, no tratamento da osteoartrite secundaria a displasia coxofemoral em
caes. Foram empregados 14 céaes distribuidos aleatoriamente em dois grupos:
Grupo 1 - infiltracdo Unica intra-articular de &cido hialurdnico; Grupo 2 —
infiltrac&o Unica intra-articular de acido hialurdénico associado ao gas ozénio. Os
cées foram avaliados quanto a condicdo de escore corporal, escores de exame
ortopédico e radiografico das articulacbes coxofemorais, escores de
claudicacdo, goniometria manual das articulagbes coxofemorais e analise
cinética. As analises foram realizadas antes (M0) e aos 30 (M1), 60 (M2) e 90
(M3) dias apds o inicio dos tratamentos. Nao foram observadas diferencas
estatisticas dos cdes dentro de cada grupo, tanto para a massa corpérea como
escore de condicao corporea. O escore do exame ortopédico mostrou melhora
apos os tratamentos, mas ndo ocorreram mudancgas nos escores radiograficos.
Também néo foram detectadas diferencas estatisticas com relacéo a avaliacdo
goniométrica entre momentos e entre grupos. Nao foram detectadas diferencas
significativas nos escores de claudicacéo entre os grupos. Entretanto, diferencas
estatisticas foram observadas para o escore de claudicacdo entre momentos,
sendo MO>M2 e MO>M3 para o Grupo 1, e MO>M1, MO>M2 e MO>M3 para o
Grupo 2. A porcentagem de mudanca do pico de forca vertical comparando MO
e M1 foi positiva em oito e negativa em seis membros pélvicos do Grupo 1, e
positiva em 12 e negativa em dois membros pélvicos do Grupo 2. Foi possivel
concluir que o emprego do acido hialurénico reticulado intra-articular, isolado e
associado ao gas ozbnio, em cdes com osteoartrite secundaria a displasia
coxofemoral permitiu uma melhora estatistica nos escores de claudicagéo, e
uma mudanca de porcentagem positiva do pico de forca vertical em 71,43% dos

membros pélvicos.

Palavras-chave: Doenca articular degenerativa; Dor; Viscosuplementacao;
Tratamento.



SILVA JUNIOR, J.I.S. Evaluation of the effects of pure or ozonized
reticulated hyaluronic acid on hip osteoarthritis in dogs. Botucatu, 2019.
56p. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Animal — Cirurgia de Pequenos
Animais) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — (FMVZ), Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

ABSTRACT

This study aimed to evaluate pure or ozonized reticulated hyaluronic acid in the
treatment of osteoarthritis due to hip dysplasia in dogs. Fourteen client-owned
dogs were randomly assigned into two groups: Group 1 - single intra-articular
injection of hyaluronic acid; Group 2 - single intra-articular infiltration injection of
hyaluronic acid associated with ozone gas. Dogs were evaluated for body
condition scoring, orthopedic examination and radiographic scores of the hip
joints, lameness scores, goniometric measurements of the hip joints, and kinetic
analysis. The evaluations were conducted immediately before treatments (MO0),
and at days 30 (M1), 60 (M2) and 90 (M3) after treatments. There were no
significant differences in body mass and body condition scoring (5-point scale) in
each group in all evaluation moments. Orthopedic examination scores showed
improvement after treatments, but no change was detected in radiographic
scores. No significant differences were found between groups and in each group
between moments for goniometric measurements of the hip joints. No statistical
differences between groups were found concerning the lameness score. There
were significant differences for lameness score among moments in Group 1,
being MO>M2 and MO>M3, and Group 2 in which MO>M1, MO>M2 and MO>M3.
The percent change of the PFV (%BW) comparing MO and M1 was positive in
eight and negative in six hind limbs in Group 1, and positive in 12 and negative
in two hind Ilimbs in Group 2. In conclusion, the intra-articular
viscosupplementation alone or associated with ozone gas showed similar effects
and allowed statistical improvement of lameness scores, and positive percentage
change of PFV (%BW) in 71.43% of the hind limbs.

Key words: Articular degenerative disease; Pain;  Treatment

Viscosupplementation



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A displasia coxofemoral € uma afeccao articular biomecanica, que
tem uma base hereditaria poligénica, sendo a lassitude articular um dos maiores
fatores de risco, com contribuicdo, também, dos fatores ambientais e sobrepeso
(VEZZONI, 2007; HEDHAMMAR, 2007; GINJA et al. 2010; SCHACHNER e
LOPEZ, 2015). O tratamento a ser instituido depende da gravidade e do periodo
da identificacdo da lesdo (SCHACHNER e LOPEZ, 2015; DeCAMP et al., 2016).
Existem procedimentos cirirgicos empregados para melhorar a congruéncia
articular, ou os paliativos, quando a doenca osteoartritica j4 estiver instalada
(VEZZONI, 2007; GINJA et al. 2010; SCHACHNER e LOPEZ, 2015; DeCAMP et
al., 2016). H4 também os tratamentos conservativos que incluem o controle de
massa corporea, fisioterapia, restricdo de atividade fisica, administracdo de
suplementos condroprotetores, acupuntura e medicina regenerativa
(ARNBJERG, 1999; VEZZONI, 2007; KIRKBY e LEWIS, 2011; SCHACHNER e
LOPEZ, 2015; DeCAMP et al., 2016), entre outros

A viscosuplementacdo é uma modalidade de tratamento pouco
estudada no tratamento ou prevencao da osteoartrite naturalmente adquirida em
cdes (NGANVONGPANIT et al.,, 2013; CARAPEBA et al., 2016). A mesma
consiste em infiltrar o &cido hialurénico exdégeno ou derivados do acido
hialurénico intra-articular, com o objetivo de diminuir a dor e melhorar a
mobilidade articular (BEKEROM et al., 2006; REZENDE e CAMPOS, 2012;
LEGRE-BOYER, 2015). Os efeitos terapéuticos do acido hialurénico incluem a
restauragdo das propriedades elasticas e viscosas do liquido sinovial, acao anti-
inflamatoéria, acdo anti-nociceptiva e a manutencdo da sintese de &cido
hialurénico pelos sinoviocitos (BEKEROM et al., 2006). As divergéncias em
relacdo ao uso da viscoestimulacdo em pacientes humanos estédo relacionadas

ao tipo de farmaco utilizado, nimero de aplicacdes, técnica de aplicacdo, forma



de avaliacéo e pela heterogeneidade dos casos de osteoartrite (LEGRE-BOYER,
2015).

O gés ozobnio sob condicbes controladas pode ser terapéutico,
desencadeando uma cascata de compostos quimicos que atuam em multiplos
alvos celulares (BOCCI, 2007). Estudos e relatos do seu uso em medicina
humana tem sido demonstrado resultados positivos no tratamento de doencas
infecciosas e isquémicas, na cicatrizagéo de feridas e em casos de osteoartrite,
entre outros (Di PAOLO et al., 2004; BOCCI, 2007; BOCCI et al., 2011). Na
osteoartrite do joelho em pacientes humanos, o o0zb6nio atua diminuindo o
processo degenerativo e melhorando a amplitude articular, além de favorecer a
permeabilidade celular e diminuir a efusao articular, sendo considerado seguro
e barato (FERNANDEZ-CUADROS, 2016).

Desde que estudos com viscosuplementacdo e/ou ozonioterapia
em casos ortopédicos sdo ainda pouco explorados em caes (NGANVONGPANIT
et al., 2013; CARAPEBA et al., 2016), a presente pesquisa avaliou de forma
prospectiva caes portadores de displasia coxofemoral, como doenca
osteoartritica, tratados com estas modalidades terapéuticas. Foram assim
estabelecidos dois capitulos, sendo um referente a Introducdo e Revisdo da
Literatura e outro apresentado a pesquisa propriamente dita.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Displasia coxofemoral em cées

A displasia coxofemoral € uma das mais comuns doencas
ortopédicas em caes, a despeito de varios programas de controle racial (GINJA
et al., 2010). Trata-se de doenca biomecanica, relacionada ao desenvolvimento
anormal das articulacbes coxofemorais, que se inicia apdés o nascimento e
progride durante a vida, ou cessa a progressao devido ao estabelecimento de
fibrose e osteoartrose (ARNBJERG, 1999). A doenca tem uma base hereditaria
poligénica, sendo a lassitude articular um dos maiores fatores de risco, com
contribuicdo também dos fatores ambientais e alimentares (VEZZONI, 2007;
HEDHAMMAR, 2007; GINJA et al. 2010; SCHACHNER e LOPEZ, 2015).

Ha uma maior prevaléncia em cdes de grande porte,
braquiocefélicos, bem como naqueles com alta proporcdo de comprimento
corpéreo e altura (SCHACHNER e LOPEZ, 2015). O diagndstico clinico é
efetuado pelo historico, sinais clinicos, palpacao articular e forma anormal de
locomocéo, que varia conforme a idade de apresentacéo, podendo o cdo mostrar
dificuldade de subir e descer escadas, andar de coelho quando corre, dificuldade
de se levantar, andar rigido, claudicacdo uni ou bilateral, entre outros
(ARNBJERG, 1999; DeCAMP et al., 2016).

A confirmacgé&o do diagndstico requer, no entanto, o uso de métodos
de imagens, sendo o exame radiografico por esquema de escore subjetivo, como
o determinado pela OFA (Orthopedic Foundation for Animals), um dos mais
utilizados (ADAMS, 2000; FLUCKIGER, 2007b). Para o laudo oficial da displasia
coxofemoral, o céo precisa ser avaliado por exame radiografico com no minimo
um ano de idade em locais como Australia, Europa e Reino Unido, ou dois anos
idade no caso dos Estados Unidos (FLUCKIGER, 2007a) e Brasil. Deve-se ainda



considerar que a severidade do sinal radiografico ndo corresponde muitas vezes
a severidade dos achados clinicos e que aproximadamente 25% dos cées
podem também ter lesbes da coluna vertebral (ARNBJERG, 1999;
SCHACHNER e LOPEZ, 2015).

2.2 Tratamentos padrdes da displasia coxofemoral em caes

A meta do tratamento da displasia coxofemoral € a reducao da dor,
com o estabelecimento de uma locomoc¢ao o mais préximo possivel do normal e
com capacidade de suporte de peso (ARNBJERG, 1999). Na dependéncia da
época da identificacdo da lesdo, algumas técnicas cirargicas podem ser
utilizadas para melhorar a congruéncia articular, tais como a sinfisiodese, a
osteotomia tripla ou dupla da bacia, e a artroplastia, em cdes ainda jovens
(VEZZONI, 2007; GINJA et al. 2010; SCHACHNER e LOPEZ, 2015; DeCAMP et
al., 2016).

No animal adulto uma vez que a doenca osteoartritica ja estiver
instalada sdo necessarios outros tipos de tratamentos cirirgicos (denervacéo,
prétese total da cabeca do fémur, excisdo da cabeca e colo femoral), ou 0 uso
de tratamentos conservativos (emagrecimento, tratamentos fisioterapicos,
mudancas de ambiente, restricdo de atividade, medicamentos, suplementos,
acupuntura, medicina regenerativa), sendo a opc¢do determinada pelas
condi¢cdes ambientais e de salude geral, temperamento do animal, condi¢cdes
financeiras do proprietario e presenca de demais comorbidades (ARNBJERG,
1999; VEZZONI, 2007; SCHACHNER e LOPEZ, 2015).

Entre os medicamentos e suplementos, podem ser citados o
emprego de anti-inflamatérios ndo esteroidais, analgésicos, antioxidantes e
condroprotetores (ARNBJERG, 1999; KIRKBY e LEWIS, 2011). O exato
mecanismo das drogas anti-inflamatérias no alivio dos sinais da osteoartrite ndo
estad completamente compreendido, mas acredita-se que o mais significativo seja
a inibicdo das prostaglandinas (ARNBJERG, 1999). O uso prolongado de anti-
inflamatorios ndo esteroidais ndo € recomendado pelo potencial de lesGes

gastrointestinais, mesmo com os inibidores de COX-2 (DeCAMP et al., 2016).



Entre os indicados para o tratamento da osteoatrite em cédes podem ser citados:
firoxibe, deracoxibe, carprofeno, meloxicam, e aspirina tamponada (MORISHIN
FILHO e RAHAL, 2008; DeCAMP et al., 2016). Contudo, a efetividade do

farmaco pode mostrar variacao individual (DeCAMP et al., 2016).

2.2.1 Viscosuplementacao

Outra modalidade de tratamento ainda pouca explorada no
tratamento ou prevencdo da osteoartrite naturalmente adquirida em caes é a
viscosuplementagdo (NGANVONGPANIT et al., 2013; CARAPEBA et al., 2016).
A viscosuplementacdo consiste em aplicar acido hialurénico exégeno, ou
derivados do &cido hialurénico, por via intra-articular, com o objetivo de diminuir
a dor e melhorar a mobilidade articular (BEKEROM et al., 2006; REZENDE e
CAMPOS, 2012; LEGRE-BOYER, 2015). O &cido hialurénico é classificado
como glicosaminoglicano, cujas moléculas de alto peso molecular se entrelacam
e formam uma solucao de alta viscosidade (REZENDE e CAMPOS, 2012). Na
articulacdo normal o &cido hialurdnico é responsavel por proporcionar a funcéo
viscosa e elastica do fluido sinovial, porém na articulacdo com osteoartrite a
concentracdo e o peso molecular estdo diminuidos (BEKEROM et al., 2006).
Com a viscoelasticidade diminuida do liquido sinovial hd uma maior
susceptibilidade do desenvolvimento de lesdes por sobrecarga na cartilagem
(REZENDE et al., 2000).

Ha pelo menos quatro mecanismos relacionados aos efeitos
terapéuticos do acido hialurénico: restauracdo das propriedades elasticas e
viscosa do liquido sinovial; efeitos anti-inflamatérios; efeito anti-nociceptivos; e
normalizacédo da sintese de acido hialurénico pelos sinoviocitos (BEKEROM et
al.,, 2006). Em pacientes humanos, a injecao, especialmente no joelho,
geralmente é bem tolerada e segura, sendo realizada ambulatoriamente;
contudo, efeitos adversos como derrame, artralgia e calor tém sido citados em
alguns pacientes (BEKEROM et al.,, 2006; REZENDE e CAMPOS, 2012;
LEGRE-BOYER, 2015; BOWMAN et al., 2018). Ha cita¢cdes que o tratamento



nao proporciona alivio imediato para muitos pacientes humanos, sendo as vezes
necessario em torno de 5 semanas para a total acdo (BOWMAN et al., 2018).

De acordo com Rezende e Campos (2012), existem Varios
produtos no mercado com caracteristicas diferentes. H4 aqueles de origem
aviaria e os de origem néo aviaria ou fermentados por bactérias. Com relacéo a
sintese, existem os hialuronanos com cadeias de moléculas longas extraidas da
crista do galo, ou por biofermentacéo, e os hilanos com molécula de hialuronano
guimicamente modificada por meio de ligacbes cruzadas. Ha também
preparacdes com adjuvantes (manitol, sorbitol, sulfato de condroitina),
reticulados ou nédo, com o intuito de prolongar a acdo, embora isso ndo esteja
claramente demonstrado (LEGRE-BOYER, 2015).

Petrella et al. (2010) ao compararem a eficacia e a seguranca do
acido hialurénico de origem aviaria (Synvisc) com o de origem nao aviaria
(Suplasyn) em pacientes humanos com osteoartrite do joelho, aplicados 1 vez
por semana em trés semanas consecutivas, observaram maior niumero de
efeitos adversos com acido hialurénico de origem aviaria. Os efeitos adversos
incluiram dor, efuséo e eritema.

Embora controverso, parece que o peso molecular, a concentragéo
e a presenca de ligagbes cruzadas podem influenciar de forma positiva nos
resultados da viscosuplementacdo (REZENDE e CAMPOS, 2012). A dose
depende da forma do acido hialurénico (reticulado ou néo) e a capacidade da
articulacdo (LEGRE-BOYER, 2015). O Hylan G-F 20 permite aplicacéo Unica
(trés ampolas de Synvisc Classic® ou uma ampola de Synvisc One®), ao passo
qgue os hialuronanos requerem aplicagdo semanal, por trés a cinco semanas
(REZENDE e CAMPOS, 2012).

Os estudos de meta-andlise com relacdo a efetividade da
viscoestimulacdo, principalmente no tratamento da osteoartrite do joelho em
pacientes humanos s&o muito variaveis, com alguns recomendando (BELLAMY
et al., 2006; LEGRE-BOYER, 2015) e outros questionando a validade
(RICHETTE et al., 2009; AMMAR et al., 2015). Naqueles que indicam a utilizacao
é citado que a viscoestimulagdo tem demonstrado eficacia significante (20%) em
relacdo ao placebo em termos de dor e funcdo, permitindo a reducdo da

administracdo de opidides analgésico e anti-inflamatorios ndo esteroidais



(LEGRE-BOYER, 2015). Além disso, foi observado que o emprego do &acido
hialurénico em pacientes humanos com osteoartrite do joelho tem permitido um
retardo na cirurgia de protese articular, em uma relacéo dose-resposta (ALTMAN
et al., 2015). As divergéncias nas recomendacdes provavelmente tém relacéo
com o tipo de medicamento utilizado, nimero de aplicacbes, técnica de
aplicacao, forma de avaliacdo e pela heterogeneidade dos casos de osteoatrose
(AMMAR et al., 2015; LEGRE-BOYER, 2015). Foi também referido que uma das
potenciais razdes da variabilidade dos efeitos dos tratamentos seria 0s niveis de
hilauronidases (enzimas que degradam o acido hialurénico) no fluido sinovial dos
pacientes (BOWMAN et al., 2018).

Henrotin et al. (2015) conduziram um consenso relativo ao
emprego da viscosuplementacdo com acido hialurbnico no manejo da
osteoartrite em pacientes humanos, a partir do qual foram determinadas algumas
diretrizes, tais como: a viscosuplementacdo foi considerada efetiva nas
osteoatrites de classificacdo média a moderada do joelho; ndo deve ser indicada
nos casos avancados de osteoartrite da articulacdo do coxal; ndo deve ser
indicada apenas em pacientes que nao mais respondem aos analgésicos e anti-
inflamatorios; a reticulacdo € um forma comprovada para prolongar o tempo de
permanéncia intra-articular do produto, entre outras.

Henrotin et al. (2017) avaliaram o efeito de um composto do &cido
hialurénico reticulado, em pacientes humanos sintomaticos com osteoartrite do
joelho. Foi aplicada uma Unica injecdo de acido hialurénico reticulado com
manitol, que foi comparada a um grupo que recebeu solucdo salina. Nao
ocorreram diferencas significativas entre grupos relativos a funcéo e a dor, mas
foi possivel demonstrar que o0 uso do &cido hialurbnico diminuiu
significantemente o marcador de catabolismo de cartilagem (Coll2-1).

Em estudo de reviséo relativo a viscosuplementacdo com éacido
hialurénico na osteoartrite do coxal em pacientes humanos, Abate et al. (2008)
citaram a importancia de a infiltragédo ser efetuada de forma guiada por ultrassom
ou por fluoroscopia, que além de permitirem a correta inser¢cdo da agulha
também possibilitam a realizacdo da lavagem articular. Segundo os autores, a
viscosuplementagédo é recomendada nos casos em que anti-inflamatorios néo

esteroidais sao contraindicados ou pouco tolerados, ou mesmo quando séo



ineficientes, além dos casos de pacientes jovens. A dor parece ser reduzida
dentro de trés meses e o efeito pode ser mantido por mais tempo (12-18 meses).

Com relacdo aos cées os resultados das pesquisas sdo também
contraditorios, especialmente nos com lesfes experimentais, como
apresentados abaixo.

Por meio de avaliacbes bioquimicas, Smith Jr. et al. (2001)
avaliaram o efeito da aplicacéo intra-articular de acido hialurénico (1,5 x 10° Da)
adicionado de solucéo salina (10 mg/0,67 ml) na modificac&o do liquido sinovial
do joelho de caes (n=30) com osteoartrite induzida pela ruptura do ligamento
cruzado cranial. Os resultados demonstraram que o uso de acido hilaurénico nao
alterou o volume do fluido sinovial, ou o peso molecular do acido hilaurénicos no
fluido sinovial dos joelhos com osteoartrite. Os autores concluiram que as
aplicacbes da medicacdo intra-articular utilizada ndo restauraram as
caracteristicas do &cido hialurénico da articulacdo natural dos cées.

Smith Jr. et al. (2005) promoveram osteoartrite no joelho de cdes
(n=30) por meio da transeccéo do ligamento cruzado cranial e testaram o acido
hialurdnico intra-articular (0,5-0,73 x 10°% Da; Hyalgan®) como tratamento
profilatico (cinco aplicacfes semanais de 1 ml juntamente com salina), que foi
iniciado apds a ruptura do cruzado, bem como o efeito terapéutico no qual o
produto foi aplicado apds a presenca das mudancas osteoartriticas. Segundo os
autores, o produto ndo alterou a progressao da osteoartrite e ndo promoveu
mudanca de carga do membro instavel pela avaliacdo na plataforma de forca.

Sagliyan et al. (2009) analisaram o uso do &cido hialurénico com
enxerto esponjoso autdgeno no tratamento de defeitos osteocondrais (10 mm)
induzidos no joelho de cées. Os defeitos foram induzidos em ambos os joelhos,
sendo que o direito recebeu enxerto e o esquerdo enxerto e acido hialurénico.
Foi empregado 2 mg/kg de acido hialurdnico intra-articular imediatamente ao
procedimento cirirgico e 1 més apds. Pelas avaliagbes macroscopicas e
histopatolégicas, no terceiro e sexto meses pds-operatorios, 0 grupo que
recebeu o &cido hialurénico recuperou rapidamente comparado ao grupo
controle.

Hellstrom et al. (2003) empregaram dois tratamentos na artrite em

uma articulagéo (ombro, cotovelo, carpo, joelho e tarso) de 36 cées: hialuronato
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sédio de alto peso molecular (Hylartil - 4,000,000) aplicado por duas injecdes
articulares (3 a 18 mg) com intervalo de trés semanas, ou 2mg/kg de carprofeno
por via oral, duas vezes por dia, por quatro semanas. Com trés semanas nao
ocorreu diferenca entre os grupos, com um terco dos casos completamente
recuperado e o restante com melhora significativa. Com seis semanas, 0 grupo
com o hialuronato sodio foi significativamente melhor (58% totalmente
recuperado e 10% sem melhora) que o grupo controle. Conforme os autores, 0
efeito de uma ou trés injecdes de hialuronato dura em torno de 6 a 12 meses.

Cades com osteoartrite devido a displasia coxofemoral foram
avaliados por Carapeba et al. (2016), sendo que um grupo (n=8) recebeu acido
hialurénico (5-10 mg) e o outro (n=8) injecao de solucéo salina (0,5-1,0 mL) em
combinacdo com tratamento conservativo convencional (nutracéutico oral e
carprofeno). O maximo periodo de acompanhamento foi de 90 dias. Ambos
protocolos reduziram os sinais clinicos da afeccao, porém os resultados foram
mais evidentes com o acido hialurénico.

Nganvongpan et al. (2013) utilizaram 31 cdes com luxacao patelar
de graus 2 e 3, que foram operados e receberam os seguintes tratamentos: G1
— articulagéo operada recebeu hialuronato de sodio intra-articular; G2 — recebeu
duas aplica¢Bes de &cido hialurénico, um apds a cirurgia e outra com 1 semana
apos o procedimento; G3 — nao recebeu injecdo. Houve melhora clinica na
avaliacdo ao final de 4 semanas em G1 e G2 comparado ao G3, mas nao

ocorreram diferencas entre G1 e G2.

2.2.2 Ozonioterapia

O gas ozobnio foi descoberto em meados do século XIX, sendo uma
molécula formada de trés atomos de oxigénio em uma estrutura dinamicamente
instavel, incolor e com odor acre (Di PAOLO et al., 2004). E considerado um gas
reativo, podendo ser toxico principalmente ao sistema respiratorio quando
inalado diretamente (Di PAOLO et al.,, 2004; BOCCI, 2007). Contudo, sob
condi¢des controladas pode ser terapéutico, desencadeando uma cascata de

compostos quimicos que atuam em multiplos alvos celulares (BOCCI, 2007). Em
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medicina humana tem sido obtido bons resultados para doencas infecciosas e
iIsquémicas, na cicatrizacao de feridas, em casos de osteoartrite, entre outros (Di
PAOLO et al., 2004; BOCCI, 2007; BOCCI et al., 2011).

O ozbnio é caracterizado pela versatilidade e varias formas de
administracdo, entre as quais podem ser citadas a auto-hemoterapia, por
insuflacao retal, pela exposi¢édo corporal quase total, por aplicacdo tdpica de 6leo
ozonizado e pela via intra-articular (Di PAOLO et al., 2004; BOCCI et al., 2011).
Segundo Bocci et al. (2011), embora o 0z6nio possa ser administrado com
grande flexibilidade, nunca deve ser injetado diretamente como mistura gasosa
nos vasos sanguineos, devido ao risco de provocar embolismo.

De acordo com Fernandez-Cuadros (2016), o 0z6nio ndo é uma
droga homeopatica e tem propriedades relacdo dose/efeito. A dose de ozbnio
total é equivalente ao volume de gas (ml) multiplicado pela concentracdo de
ozbnio (ug/ml). A janela terapéutica esta entre 10-80 ug/ml, porém a dose
adequada para diferentes aplicac6es médicas precisa ser ainda estabelecida.

Mishra et al. (2011) realizaram estudo prospectivo com pacientes
humanos com osteoartrite do joelho, que foram tratados com ozénio intra-
articular aplicado 1 vez por més por 3 meses, ou por injecdo de
metilprednisolona. Aqueles em que a metilprednisolona falhou foi realizada uma
aplicacao de oz6nio. Foi observada melhor resposta do grupo tratado com ozoénio
em relacdo ao alivio da dor, da incapacidade e rigidez em comparacdo com o
grupo que fez uso de metilprednisolona.

Segundo Fernandez-Cuadros et al. (2016), na osteoartrite do joelho
em pacientes humanos, o ozénio diminui o processo degenerativo e melhora a
amplitude articular, bem como melhora a permeabilidade celular e diminui a
efusdo articular, sendo considerado seguro e baixo custo. Além disso, afirmaram
que o0 o0z6nio tem a capacidade de inibir as citocinas inflamatorias,
metaloproteinases, Oxido nitrico, mas também estimular as citocinas anti-
inflamatorias, fatores de crescimento, condrécitos e células tronco.

Pacientes humanos (n=42) com osteoartrite crbnica do joelho
foram incluidos em estudo prospectivo, por Invernizzi et al. (2017), que
compararam a terapia intra-articular com o0z6énio ou acido hialurénico (500,000-

730,000 Da), aplicada 1 vez por semana por 4 semanas, com avaliagdo por mais
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4 semanas. Os autores concluiram que ambos tratamentos sdo comparaveis em
termos de seguranca e melhoria da qualidade de vida, porém o acido hialurénico
mostrou periodos mais longos de reducao da dor.

Lopes de Jesus (2017) analisaram a efetividade da injecdo de
ozbnio na osteoartrite do joelho de pacientes humanos (n=98), que foram
divididos em dois grupos: placebo e aqueles que receberam 20 pg/ml de ozénio
por 8 semanas. O grupo que recebeu ozénio apresentou alivio da dor, melhora
funcional e melhora da qualidade de vida. Segundo os autores, a principal
limitacdo do estudo foi a ndo realizacdo de exames de imagem para a avaliar a
evolugao dos tratamentos.

Um total de 102 pacientes com osteoartrite do joelho, média-
moderada ou moderada, foram divididos para avaliagdo, por Duymus et al.
(2017), em trés protocolos aplicados intra-articular: G1 — duas doses de plasma
rico em plaqueta; G2 — Unica dose de &cido hialurdénico, G3 — quatro doses de
0zo6nio. O plasma rico em plaqueta foi superior aos outros dois tratamentos,
sendo efetivo em alcancar no minimo 12 meses de atividades diarias livres de
dor.

Anzolin e Bertol (2018) afirmaram, baseado em estudo de meta
analise, que a ozonioterapia aplicada por via intra-articular, ou mesmo retal, tem
potencial para proporcionar beneficios clinicos na osteoartrite em pacientes
humanos, visando o efeito analgésico, alivio de dor, rigidez e incapacidade fisica,
promovendo reducado da inflamacéo articular e melhora da qualidade de vida.
Nos estudos as concentragdes de ozonio variaram de 20pg/mL a 15g/mL, com
frequéncia de 1 a 3 vezes por semana, com tratamento mais comumente entre
3 e 4 meses.

Arias-Vazquez et al. (2019) realizaram estudo de meta analise
sobre a efetividade da ozonioterapia no manejo da dor em pacientes humanos
com osteoartrite do joelho. A ozonioterapia apresentou efeito terapéutico
comparada ao placebo, ou outros tratamentos nao invasivos, porém nao houve
efeito comparado ao uso de &cido hialurénico ou plasma rico em plaquetas.
Segundo os autores, a infiltracdo intra-articular de ozénio pode ser como opc¢éo
para o manejo da dor, com efeitos a curto prazo, ou seja, pico com 1 més e

declinio apds 3 a 6 meses de tratamento.
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TRABALHO CIENTIFICO

Revista a ser enviada: Frontiers of Veterinary Science

Emprego do acido hialurénico reticulado, isolado ou associado ao gas ozénio, no

tratamento da osteoartrite decorrente da displasia coxofemoral em cées

Resumo

O estudo teve por objetivo avaliar o &cido hialurénico reticulado, isolado ou associado ao
gas ozoénio, no tratamento da osteoartrite secundaria a displasia coxofemoral em caes.
Foram empregados 14 cdes distribuidos aleatoriamente em dois grupos: Grupo 1 —
infiltracdo Unica intra-articular de acido hialurénico; Grupo 2 — infiltracdo Unica intra-
articular de acido hialurénico associado ao gas oz6nio. Cada articulacdo coxofemoral
recebeu 0,75 mL do &acido hialurdnico. O gas ozonio na concentracdo de 45 pg/mL foi
incorporado ao cido hialurénico por meio de insuflacdo. Os cées foram avaliados quanto
a condicdo de escore corporal, escores de exame ortopédico e radiogréafico das
articulacbes coxofemorais, escores de claudicacdo, goniometria manual das articulagdes
coxofemorais e analise cinética. As analises foram realizadas antes (MO) e aos 30 (M1),
60 (M2) e 90 (M3) dias apds o inicio dos tratamentos. Ndo foram observadas diferencas
estatisticas dos cédes dentro de cada grupo, tanto para a massa corpérea como para 0 escore
de condicdo corpdrea (escala de cinco pontos). O escore do exame ortopédico mostrou
melhora ap06s os tratamentos, mas nao ocorreram mudancas nos escores radiograficos.
Também ndo foram detectadas diferencas estatisticas com relacdo a avaliagdo
goniométrica entre momentos e entre grupos. N&o foram detectadas diferencas
significativas nos escores de claudicacdo entre os grupos. Entretanto, diferencas
estatisticas foram observadas para o escore de claudicacdo entre momentos, sendo
MO>M2 e MO>M3 para o Grupo 1, e MO>M1, MO>M2 e M0>M3 para o Grupo 2. A
porcentagem de mudanca do pico de forca vertical (como porcentagem de peso corporeo)
comparando MO e M1 foi positiva em oito e negativa em seis membros pélvicos do Grupo
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1, e positiva em 12 e negativa em dois membros pélvicos do Grupo 2. Foi possivel
concluir que o emprego do &cido hialurdnico reticulado intra-articular, isolado e
associado ao gas 0zonio, em cdes com osteoartrite secundaria a displasia coxofemoral
permitiu uma melhora estatistica nos escores de claudicacdo, e uma mudanca de

porcentagem positiva do pico de forca vertical em 71,43% dos membros pélvicos.

Palavras-chave: Doenga articular degenerativa, Viscosuplementagéo, Dor, Tratamento.

Introducéo

A displasia coxofemoral é uma das mais comuns doencas ortopédicas em cées, a
despeito de varios programas de controle racial (Ginja et al., 2010). Trata-se de doenca
biomecanica, relacionada ao desenvolvimento anormal das articulagbes coxofemorais,
que se inicia ap6s 0 nascimento e progride durante a vida, podendo mostrar certa
estabilidade devido ao estabelecimento de fibrose e osteoartrose (Arnbjerg, 1999;
Anderson, 2011). A meta do tratamento da displasia coxofemoral € a reducéo da dor, com
0 estabelecimento de uma locomocdo o0 mais proximo possivel do normal e com
capacidade de suporte de peso, bem como a diminui¢do da progressdo da doenca
(Arnbjerg, 1999; Ginja et al., 2010; Anderson, 2011; Harper, 2017).

No animal adulto e uma vez que a doenca osteoartritica ja estiver instalada podem
ser utilizados os tratamentos cirtrgicos (denervacao, protese da cabeca do fémur, excisdo
da cabeca e colo femoral), ou 0 uso de tratamentos conservativos (emagrecimento,
tratamentos fisioterapicos, mudancas de ambiente, restricdo de atividade, medicamentos,
suplementos, acupuntura, medicina regenerativa), sendo a opcdo determinada pelas
condi¢cdes ambientais e de salude geral, temperamento do animal, condicGes financeiras
do proprietario e presenca de demais comorbidades (Arnbjerg, 1999; Vezzoni, 2007;
Anderson, 2011; Kirkby e Lewis, 2012; Schachner e Lopez, 2015; Harper, 2017).

Entre os medicamentos e suplementos, podem ser citados 0 emprego de anti-
inflamatdrios ndo esteroidais, analgésicos, antioxidantes e condroprotetores (Arnbjerg,
1999; Kirkby e Lewis, 2012; Harper, 2017). Outra modalidade de tratamento ainda pouca
explorada no tratamento ou prevencédo da osteoartrite naturalmente adquirida em cdes € a
viscosuplementacao (Hellstrom et al., 2003; Nganvongpanit et al., 2013; Carapeba et al.,

2016). A viscosuplementacdo consiste em aplicar acido hialurénico exogeno, ou
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derivados do acido hialurénico, por via intra-articular, com o objetivo de diminuir a dor
e melhorar a mobilidade articular (Bekerom et al., 2006; Rezende e Campos, 2012; Legré-
Boyer, 2015).

O acido hialurdnico é classificado como glicosaminoglicano, cujas moléculas de
alto peso molecular se entrelacam e formam uma solucdo de alta viscosidade (Rezende e
Campos, 2012). Na articulagdo normal o &cido hialurbnico é responsavel por
proporcionar a funcdo viscosa e elastica do fluido sinovial, porém na articulagdo com
osteoartrite a concentracao e o peso molecular estdo diminuidos (Bekerom et al., 2006;
Harper, 2017). Com a viscoelasticidade diminuida do liquido sinovial ha uma maior
susceptibilidade do desenvolvimento de lesdes por sobrecarga na cartilagem (Rezende et
al., 2000). Ha pelo menos quatro mecanismos relacionados aos efeitos terapéuticos do
acido hialurénico: restauracdo das propriedades elasticas e viscosa do liquido sinovial,
efeitos anti-inflamatérios, efeito anti-nociceptivos, normalizacdo da sintese de acido
hialurénico pelos sinovidcitos (Bekerom et al., 2006).

Por sua vez, o ozonio intra-articular tem sido empregado, em pacientes humanos
com osteoartrite, com o intuito de aliviar a dor, a rigidez e a incapacidade fisica, de forma
a promover a reducdo da inflamacéo articular e a melhora na qualidade de vida (Mishra
etal., 2011; Fernandez-Cuadros et al., 2016; Invernizzi et al., 2017; Lopes de Jesus et al.,
2017; Anzoli e Bertol, 2018; Arias-Véazquez et al., 2019). O mecanismo de a¢do ndo esta
completamente compreendido (Anzoli e Bertol, 2018), mas acredita-se que ao injetar
oz6nio no fluido sinovial haveria formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
produtos da oxidacdo dos lipideos (LOPS) (Fernandez-Cuadros et al., 2016). Assim, na
osteoartrite 0 0zénio seria responsavel por ativar o metabolismo celular, reduzir a sintese
de prostaglandinas, induzir a sintese de enzimas antioxidantes, reduzir o estresse
oxidativo, além de aumentar o suprimento de oxigénio aos tecidos, promover efeito
imuno-modulador e melhora da vascularizacdo, entre outros (Fernandez-Cuadros et al.,
2016; Anzoli e Bertol, 2018).

Visto que o emprego da viscosuplementagdo em cdes com displasia coxofemoral
é ainda limitado (Carapeba et al., 2016), o presente estudo teve como objetivo avaliar o
acido hialurdnico reticulado, isolado e associado ao gas oz6nio, no tratamento da
osteoatrite secundaria a displasia coxofemoral em cées. A hipotese foi que o acréscimo
do gas ozonio permitiria uma melhor evolucao clinica dos cées, comparado ao uso isolado

do &cido hialurénico.
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Material e Métodos

Animais e ambiente de experimentacao

A metodologia adotada no presente trabalho foi analisada e aprovada pela Camara
de Etica em Experimentagio Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil (no. CEUA —0101/2018).

Foram utilizados 23 cdes adultos, diagnosticados com osteoartrite secundéria a
displasia coxofemoral, provenientes da rotina do Hospital Veterindrio da FMVZ, Unesp,
Campus de Botucatu. Antes do inicio do estudo, todos os tutores foram esclarecidos sobre
as etapas dos procedimentos e autorizaram a execucdo do experimento, mediante
assinatura do termo de consentimento.

Os cées foram selecionados por meio dos sinais clinicos; exame fisico, incluindo
geral, ortopédico e neuroldgico; exames laboratoriais, tais como hemograma e exame
bioquimico sérico relativo a alanina aminotransferase, ureia e creatinina; e analise
radiografica da articulacdo coxofemoral. O critério de inclusdo foi o uso de cées
portadores de displasia coxofemoral, com sinais clinicos de claudicacédo e dor, sem prévio
tratamento cirdrgico para a afeccdo. Entre os critérios de exclusdo foram terem sido
submetidos a qualquer procedimento cirurgico prévio ndo ortopédico por no minimo seis
meses, estarem recebendo qualquer tipo de medicacdo anti-inflamatéria por até trés
meses, apresentarem outras afec¢fes musculoesqueléticas e/ou neurolégicas, bem como

apresentarem afeccao de outros sistemas.

Tratamentos

Os cdes foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: Grupo 1 — infiltragdo
unica intra-articular de acido hialurénico; Grupo 2 — infiltracdo Unica intra-articular de
acido hialurénico associado ao gas ozonio.

Em todos os animais foi empregado em média 0,75 mL do acido hialurénico, seja
este isolado (8mg/gramas) (Hialurox, Sao Carlos, Brazil), ou associado ao gas ozénio. O
gas ozonio na concentracao de 45 pg/mL foi incorporado ao &cido hialurdnico por meio

de insuflacdo, utilizando agulha hipodérmica estéril (30X08). O equipamento gerador de
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0zo6nio foi 0o modelo 0&L3.0 RM (Ozone & Life; Sdo José dos Campos, Sao Paulo, Brasil)
(Figura 1).

Figura 1. Imagens fotograficas da aquisicao “do gas ozobnio. (a)
Equipamento gerador de 0z6nio modelo 0&L3.0 RM. (b) Incorporacgéo do
gas 0z6nio ao acido hialurénico.

A infiltragdo intra-articular foi realizada em ambas as articulagdes, com os caes
sob anestesia geral com propofol e posicionados em decubito lateral. Apds tricotomia e
antissepsia da area com clorhexidina degermante 2%, seguida de clorhexidina alcodlica,
efetuou-se a infiltracdo guiada pela imagem ultrassonografica (MyLab Alpha, Esaote®;
Moncoes, Sdo Paulo, Brasil) com o uso de agulha hipodérmica 30X08, ou mandril do
cateter 22G, que foram acoplados a seringa de 1 mL. A agulha foi introduzida
cranialmente ao trocanter maior e direcionada ventralmente até atingir a articulagéo
(Figura 2).
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Figura 2. Imagem fotogréfica da aplicacdo de &cido hialurénico guiada por
imagem ultrassonogréafica na articulacdo coxofemoral de cdo com osteoartrite,
decorrente da displasia coxofemoral, por meio de agulha 30X08 acoplada a
seringa de 1 mL.

Escore de Condicéo Corporea
Uma escala de cinco pontos (Baldwin et al., 2010) foi usada para estimar o escore
de condicdo corpdrea antes (MO) e aos 30 (M1), 60 (M2) e 90 (M3) dias ap06s o inicio dos

tratamentos.

Escores de exame ortopedico e radiogréafico das articulagbes coxofemorais

Os escores do exame ortopédico das articulaces coxofemorais, direita e esquerda,
relativos aos sinais de crepitacdo e dor a palpagdo foram: 1 — ausente, 2 — leve, 3 —
moderado, 4 - grave.

Para a avaliagdo radiografica, apos jejum alimentar de oito horas, os cdes foram
submetidos a medicacdo pré-anestésica com acepromazina (0,05 mg/kg, IM) e sulfato de
morfina (0,5 mg/kg, IM), seguido da inducdo e manutencdo anestésica com propofol (5
mg/kg, via 1V). Os animais foram posicionados em decubito dorsal com os membros
pélvicos estendidos e rotacionados internamente, de modo a manter a patela no sulco

troclear. Os fémures permaneceram paralelos entre si e simétricos em relacdo a coluna
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vertebral e a pélvis. O exame radiografico foi realizado com o aparelho digital (GE
Health, DR-F; Barueri, S&o Paulo, Brasil), empregando distancia foco-filme de um metro,
com técnica de 60 a 90 kV e 5,0 a 6,4 mAs. A andlise radiogréfica da displasia
coxofemoral foi baseada na classificacdo da Orthopedic Foundation for Animals (OFA)
(Fluckiger, 2007), atribuindo-se valores de escores: 0 - ndo displasicas (excelente, bom e
regular), 1 - limitrofe, 2 -leve, 3 — moderado, 4 — grave. Além disso, foi mensurado o
angulo de Norberg, com o uso do software ClearCanvas Workstation®, conforme
previamente descrito (DeCamp et al., 2016). Todas as imagens foram armazenadas com
0 uso do programa SYNAPSE (PACS), Fujifilm no formato DICOM. As analises foram

realizadas antes (MO) e 90 dias (M3) ap06s o inicio dos tratamentos.

Avaliacao da claudicacdo

Para a avaliacdo da claudicacdo foi utilizada a classificacdo visual por escore,
baseada no relatado por Millis e Mankin (2014), como segue: 0 (normal), 1 (claudicacdo
intermitente), 2 (claudicacdo 6bvia com apoio de peso), 3 (claudicacdo grave com apoio
de peso), 4 (claudicacdo intermitente sem apoio de peso), 5 (ndo uso do membro). Todos
os cdes foram filmados durante a locomocao ao caminhar. As avaliacdes foram realizadas
antes (MO0) e aos 30 (M1), 60 (M2) e 90 (M3) dias ap0s o inicio dos tratamentos.

Goniometria manual das articulacdes coxofemorais

Para a realizacdo da goniometria utilizou-se o gonidémetro universal (20 cm) de
material plastico (Carci® - Industria e Comércio de Aparelhos Cirargicos e Ortopédicos
Ltda.; Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil), em escala com intervalo de dois graus de graduacao.

A afericdo goniométrica das articulacdes coxofemorais foi realizada em triplicata
por um unico avaliador experiente, com o cdo posicionado em decubito lateral, de acordo
com o previamente descrito (Jaegger et al., 2002). Tendo por base o trocanter maior do
fémur, um braco do goniémetro foi posicionado em dire¢do do tubérculo sacral para o
isquio e o outro braco foi direcionado do trocanter maior ao epicéndilo femoral lateral.
Foram determinadas a maxima flexdo e a méaxima extensdo. As mensuragdes foram

realizadas antes (MO0) e 90 (M3) dias ap0s o inicio dos tratamentos.

Analise cinética

Apos aclimatizagéo e familiarizacdo do cdo ao ambiente e a plataforma, este foi
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conduzido ao caminhar com guia e do lado direito do condutor, em linha reta sobre a
plataforma de presséo (Walkway High Resolution HRV4; Tekscan Inc. South Boston,
MA, USA). Apos calibracdo do sistema, de acordo com o fabricante, foi estabelecida
velocidade entre 0,9 e 1,1 m/s e aceleracdo entre -0,2 e 0,2 m/s2. Foram registradas em
torno de 15 passagens, tendo sido selecionadas cinco trilhas validas. Considerou-se como
trilha valida quando os quatro membros do céo estiveram em contato com a superficie em
cada ciclo de passada, sem detectacdo de movimento brusco de cabeca ou tracdo da guia
pelo condutor.

A obtencdo e o processamento dos dados foram efetuados com o auxilio do
software Walkway 7,0 (Tekscan). O Pico de For¢a Vertical (PFV) foi normalizado de
acordo com 0 peso corporeo e representado como uma porcentagem do peso corporeo

(%PC). A porcentagem de mudanca do PFV(%PC) foi calculado com previamente

descrito (Torres, 2020) pela equacéo: [()?Z()X;l(fm x 100

As andlises cinéticas foram realizadas antes (MO0) e 90 (M3) dias ap0s o inicio
dos tratamentos.

Anélise estatistica

As anélises das variaveis (massa corpérea, angulo de Norberg, escores de
claudicacdo, medidas goniométricas) foram realizadas com utilizacdo de testes
paramétricos e ndo-paramétricos, de acordo com o0s pressupostos de normalidade
(distribuicdo de Gauss) e homogeneidade de varidncias. As caracteristicas foram
avaliadas por andlise de variancia (ANOVA) pelo método dos quadrados minimos
utilizando os efeitos fixos grupo, momento e a interagdo grupo X momento. Em caso de
variaveis ndo-parametricas, foram utilizados os testes de Wilcoxon e Kruskal-Wallis.
Toda analise estatistica foi realizada com utilizacdo de programa estatistico SAS (versao
9.3) pelos procedimentos GLM (testes paramétricos) e NPARIWAY (testes néo-

paramétricos) com nivel significativo inferior a 5% (P<0,05).
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Resultados

Dos 23 cées avaliados, apenas 14 atenderam o critério de inclusdo e foram
aleatoriamente distribuidos em dois grupos equitativos. O Grupo 1 estava constituido de
4 cdes machos e 3 fémeas, incluindo 3 castrados e 4 inteiros; com idade média de 5,9 anos
(= 2,3 anos); 3 sem raca definida, 2 da raca pastor alemé&o e 2 da raga dogue alemao; com
massa corporea media de 38,3 kg (£ 13,8 kg). O Grupo 2 compunha-se de 3 cdes machos
e 4 fémeas, sendo 6 castrados e 1 inteiro; com idade média de 6,4 anos (£ 2,7 anos); 3 da
raca pastor aleméo, 2 sem raca definida, 1 labrador retriever e 1 rottweiler; com massa
corporea media de 33,6 kg (12,6 kg). Os cdes foram numerados de 1 a 7 para cada Grupo.

Tanto no Grupo 1 como no Grupo 2, 0s cdes ndo apresentaram sinais de
complicacgdes devido a aplicacdo intra-articular dos medicamentos.

Néo foram detectadas diferencas estatisticas na comparacdo da massa corporea
entre grupos e em cada grupo entre momentos (Tabela 1). O escore de condicao corpérea
n&o foi afetado pelos tratamentos. No Grupo 1, 71,43% (n=5) dos cdes tinham escore 3 e
28,57% (n=2) tinham escore 4. No Grupo 2, 42,85% dos cdes tinham escore 3 (n=4) e
57,14% (n=3) tinham escore 4.

Tabela 1. Massa corporea (kg) de 14 cdes com osteoartrite tratados por aplicacdo intra-
articular de acido hialurénico (G1, n=7) ou acido hialurénico associado com gas 0zoénio
(G2, n=7), antes (MO0) e aos 30 (M1), 60 (M2) e 90 (M3) dias ap06s o inicio dos
tratamentos.

Grupos Meédia geral MO M1 M2 M3
Gl 38,3+13,82 38,1+14,6  38,0+14,4* 38,8+14,6*° 38,3t14,9°
G2 33,6+12,62 34,0+£13,8* 33,5+13,5* 32,9+13,1* 34,0+13,2?

Letras minGsculas representam nao ocorréncia de diferencas significativas (P<0,05) nas médias dos grupos
e momentos avaliados.

Escores de exame ortopédico e radiogréafico das articula¢fes coxofemorais
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No Grupo 1, os escores radiograficos das articulacbes coxofemoral direita e
esquerda foram iguais em cada animal antes e apds o tratamento, dos quais 57,14%
apresentaram classificagéo severa, 28,57% moderada e 14,71% leve (Tabela 3). O escore
do exame ortopédico mostrou que no membro pélvico direito, antes do tratamento,
57,14% dos cées tinham classificacdo moderada, 28,57% leve e 14,71% severa. Contudo,
apos o tratamento, a classificacdo foi 57,14% leve e 42,85% moderada. Em relacdo ao
membro pélvico esquerdo, antes do tratamento, 42,85% dos cdes tinha classificacdo
moderada, 42,85% leve e 14,71% severa. Entretanto, apds o tratamento, a classificacao
foi 71,43% leve e 28,57% moderada (Tabela 2).

Tabela 2. Escore radiografico das articulacbes coxofemorais e escore do exame ortopédico dos membros
pélvicos de sete cdes portadores de displasia coxofemoral, antes (MO0) e aos 90 dias (M3) ap6s o inicio do
tratamento com acido hialurénico intra-articular.

Grupo 1 Escore radiografico Escore exame ortopédico
Céo Articulacdo Articulacéo Membro Pélvico Membro Pélvico
(nimero) Direita Esquerda Direito Esquerdo
MO M3 MO M3 MO M3 MO M3
1 4 4 4 4 3 2 3 2
2 4 4 4 4 3 3 3 2
3 4 4 4 4 3 3 3 3
4 2 2 2 2 3 2 2 2
5 3 3 3 3 2 2 2 2
6 4 4 4 4 4 3 4 3
7 3 3 3 3 2 2 2 2

Escore radiografico: 0 = ausente (excelente, bom e razoavel); 1 = limitrofe; 2 = leve; 3 = moderado; 4 = severo. Escore do exame
ortopédico (sinais de crepitacdo e dor a palpacdo): 1 - ausente; 2 - leve; 3 - moderado; 4 - severo.

No Grupo 2, os escores radiograficas das articulacbes coxofemorais direita e
esquerda foram iguais em cada animal antes e apds o tratamento, dos quais 57,14%
mostraram classificacdo moderado e 42,85 leve (Tabela 4). O escore do exame ortopédico
mostrou que no membro pélvico direito, antes do tratamento, 57,14% dos cées mostraram
classificacdo moderada, 28,57% leve e 14,71% severa. No entanto, apds o tratamento, a
classificacdo foi 42,85% moderada e 57,14% leve. Em relacdo ao membro pélvico

esquerdo, antes do tratamento, 42,85% dos cdes tinha classificacdo moderada, 42,85%
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leve e 14,71% severa. Entretanto, ap0s o tratamento, a classificacdo foi 71,43% leve e
28,57% moderada (Tabela 3).

Tabela 3. Escore radiografico das articulagdes coxofemorais e escore do exame ortopédico dos membros
pélvicos de sete cées portadores de displasia coxofemoral, antes (M0) e aos 90 dias (M3) apds o inicio do
tratamento intra-articular de &cido hialurdnico associado com gas o0zonio.

Grupo 2 Escore radiografico Escore exame ortopédico
Céo Articulacéo Articulacéo Membro Pélvico Membro Pélvico
(nUmero) Direita Esquerda Direito Esquerdo
MO M3 MO M3 MO M3 MO M3

8 3 3 3 3 3 2 3 2
9 2 2 2 2 3 3 3 2
10 2 2 2 2 3 3 3 3
11 3 3 3 3 3 2 2 2
12 2 2 2 2 2 3 2 2
13 3 3 3 3 4 2 4 3
14 3 3 3 3 2 2 2 2

Escore radiografico: 0 = ausente (excelente, bom e razoavel); 1 = limitrofe; 2 = leve; 3= moderado; 4 = severo. Escore do exame
ortopédico (sinais de crepitacéo e dor a palpacdo): 1 - ausente; 2 - leve; 3 - moderado; 4 - severo.

N&o ocorreram diferencas estatisticas ao se comparar os valores do angulo de
Norberg antes (MO0) e 90 dias (M3) apds o inicio do tratamento, entre momentos e entre
grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de angulo de Norberg (mediana) de
14 cdes com osteoartrite tratados por aplicacdo intra-
articular de acido hialurdnico (G1, n=7) ou A&cido
hialurdnico associado com gas ozodnio (G2, n=7), antes
(MO0) e aos 90 (M3) dias apds o inicio dos tratamentos.

MO M3
Grupo 1 101,25 100,75
Grupo 2 100,25 98,5

Escores de Claudicacéo
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N&o foram detectadas diferencas significativas nos escores de claudicagédo entre
0s grupos (Tabela 5). Entretanto, na avaliagdo entre 0s momentos em cada grupo,
observou-se no Grupo 1 diferenca significativa ao se comparar MOxM2 (P= 0,0031) e
MOxM3 (P=0,0004). No Grupo 2 ocorreram diferencas significativas entre MOXM1 (P =
0,0018), MOxM2 (P=0,0019) e MOxM3 (P=0,0006). A evolucao individual dos escores
de claudicacdo dos cées dos Grupos 1 e 2 estdo representados nas Figuras 3 e 4,

respectivamente. A comparacao entre Grupos esta representada na Figura 5.

Tabela 5. Escores de claudicacdo em 14 cdes com osteoartrite tratados com acido
hialurdnico intra-articular (G1, n=7) ou &cido hialurénico intra-articular associado com
gas ozbnio (G2, n=7), antes (MO) e aos 30 (M1), 60 (M2) e 90 (M3) dias apds o inicio
dos tratamentos.

Mediana Minimo Maximo

Grupo G1

MO 1 1 2

M1 1 0 2

M2 0 0 1

M3 0 0 1
Grupo G2

MO 2 2 3

M1 0 0 2

M2 1 0 2

M3 0 0 1

Escores de claudicacéo: 0 - normal; 1 - claudicagdo intermitente; 2 - evidente claudicacdo com suporte de
peso; 3 - grave claudicagcdo com suporte de peso; 4 - claudicacdo intermitente sem suporte de peso; 5 - sem
apoio.
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Figura 3. Comparagéo dos escores de claudicacdo em sete cdes com osteoartrite tratados
com acido hialurénico intra-articular, antes (MO) e aos 30 (M1), 60 (M2) e 90 (M3) dias
apos o inicio do tratamento.
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Figura 4. Comparacdo dos escores de claudicacdo em sete cdes com osteoartrite tratados
com &cido hialurénico intra-articular associado ao gés oz6nio, antes (M0) e aos 30 (M1),
60 (M2) e 90 (M3) dias ap0s o inicio do tratamento.



33

5

4

3

2

1 \\

0 —e

MO M1 M2 M3
—o— Grupo 1 Grupo 2

Figura 5. Comparacdo dos escores de claudicagdo em 14 cdes com osteoartrite
tratados com 4acido hialurénico intra-articular (Grupo 1, n=7) ou &cido hialurénico
intra-articular associado com gas 0z6nio (Grupo 2, n=7), antes (M0) e aos 30 (M1), 60
(M2) e 90 (M3) dias apds o inicio dos tratamentos.
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Goniometria das articula¢fes coxofemorais

N&o ocorreram diferencas estatisticas ao se comparar 0s valores goniométricos
antes (MO0) e 90 dias (M3) apos o inicio do tratamento, entre momentos e entre grupos
(Tabela 6).

Tabela 6. VValores goniométricos (°) em maxima extensdo (ME) e maxima flexdo (MF)
das articulagdes coxofemorais, direita e esquerda, de 14 cdes com osteoartrite tratados
por aplicacdo intra-articular de &cido hialurénico (G1, n=7) ou acido hialurénico
associado com gas ozénio (G2, n=7), antes (MO) e aos 90 (M3) dias apds o inicio dos
tratamentos.

Mediana (n=7) Minimo Maximo

Grupo G1
ME direita - MO 88,0 36,66 102,66
ME direita— M3 97,66 36,66 113,33
ME esquerda - MO 82,66 42,0 108,0
ME esquerda — M3 92,66 46,0 115,0
MF direita - MO 66,66 42,66 83,33
MF direita — M3 52,66 46,0 72,0
MF esquerda - MO 65,66 48,0 118,66
MF esquerda — M3 62,0 48,0 118,66

Grupo G2
ME direita - MO 108,0 36,66 120,66
ME direita— M3 106,33 102,0 118,66
ME esquerda - MO 92,33 46,0 111,33
ME esquerda — M3 102,83 46,0 112,66
MF direita - MO 59,66 46,0 91,66
MF direita — M3 77,5 46,0 90,66
MF esquerda - MO 76,5 45,33 118,66
MF esquerda — M3 84,5 44,66 118,66

p > 0,05
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Analise cinética
A porcentagem de mudanca do pico de forca vertical (como porcentagem de
peso corpdreo) comparando MO e M1 foi positiva em oito e negativa em seis membros

pélvicos do Grupo 1, e positiva em 12 e negativa em dois membros pélvicos do Grupo

2 (Tabela 7).

Tabela 7. Porcentagem de mudanca do pico de forca vertical (como porcentagem de
peso corpdreo) dos membros pélvicos de 14 cdes com osteoartrite tratados por
aplicacdo intra-articular de acido hialurénico (G1, n=7) ou &cido hialurdnico associado
com géas 0zbnio (G2, n=7), comparando antes (MO0) e aos 90 (M3) dias ap0s o inicio
dos tratamentos.

Céo Grupo 1 Grupo 2
(nimero) Membro Pélvico Membro Pélvico Membro Pélvico Membro Pélvico
Direito Esquerdo Direito Esquerdo
1 23,89 24,49 78,69 60,92
2 12,09 -33,09 42,46 10,98
3 26,78 -18,01 2,55 -19,33
4 -16,89 3,33 5,09 -2,18
5 15,47 -4,69 60,51 32,86
6 -30,91 13,33 23,59 68,53

7 4,08 -1,68 38,86 32,46
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Discusséo

O presente estudo avaliou 0 emprego do &cido hialurénico intra-articular, isolado
e associado ao gas 0zonio, em cdes com osteoartrite secundaria a displasia coxofemoral,
sendo que a hipétese de melhor evolucdo clinica dos cées que receberam a combinagéo
de produtos néo foi alcangada.

Em ambos os grupos, a massa corporea média, considerando o desvio padréo,
correspondeu ao de cdes considerados de médio a grande porte, sendo que o pastor
alemé&o foi a raca mais acometida (36%). Em geral, a displasia coxofemoral apresenta
uma maior prevaléncia em caes de racas médias e grandes, braquiocefalicos, bem como
naqueles com alta proporcdo de comprimento corpéreo e altura (Anderson, 2011,
Schachner e Lopez, 2015).

O Escore de Condicdo Corporal mostrou que 35,71% (n = 5) dos caes foram
classificados com excesso de peso. O excesso de peso contribui para aumento do
estresse articular com consequente degradacdo da cartilagem (Anderson, 2011). Além
disso, existe uma correlagdo entre obesidade e reducdo da habilidade para fazer
exercicio em cdes com displasia coxofemoral (Farrell et al., 2007). Por outro lado,
durante os momentos de avaliacdo ndo foram observadas diferencas estatisticas dos cdes
dentro de cada grupo, tanto para a massa corpdrea como o escore de condi¢do corporea,
mantendo assim a uniformidade da amostra. Deve-se considerar que somente a redugédo
de peso pode promover melhora da claudicacdo clinica em cées displasicos com
sobrepeso (Impellizeri et al., 2000) que, se tivesse ocorrido, poderia interferir na
avaliacdo do atual estudo.

Pela avaliacdo radiografica, em ambos 0s grupos, 0s cdes mostraram escores
radiograficos similares entre as articulagdes direita e esquerda. As alteracdes
radiograficas muitas vezes ndo correspondem a severidade dos achados clinicos, sendo
que aproximadamente 25% dos cdes podem também ter lesGes da coluna vertebral
(Arnbjerg, 1999; Schachner e Lopez, 2015). No atual estudo ao se comparar em cada
animal os escores radiograficos e do exame ortopédico antes dos tratamentos foi
observado que no Grupo 1 em 22 membros o escore radiografico foi mais elevado que
o0 do escore ortopédico, ao passo que no Grupo 2 em 10 membros o escore radiografico
foi mais elevado que o do escore ortopédico.

Embora néo tenha ocorrido diferencas significativas nos escores de claudicacéo
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entre 0s grupos, na avaliacdo entre os momentos em cada grupo, foi possivel verificar
uma melhora do escore de claudicacdo com o emprego da viscosuplementacdo em
ambos o0s grupos. O &cido hialurénico empregado ndo tem origem aviaria. Um dos
inconvenientes dos acidos hialurénico de origem aviaria em relacdo aos produzidos por
fermentagdo bacteriana é a potencial alergénico (Bekerom et al., 2006; Rezende e
Campos, 2012), porém no presente estudo ndo foram observadas complicacbes
decorrentes da aplicacao intra-articular em nenhum dos grupos. Vale referir que efeitos
adversos como derrame, artralgia e calor tém sido citados em alguns pacientes humanos,
apos injecdo intra-articular de &cido hilaurénico no joelho (Bekerom et al., 2006;
Rezende e Campos, 2012; Legré-Boyer, 2015).

Os é&cidos hilaurénicos tém sido diferenciados pelo peso molecular em baixo
(0,5-1x10°Da), intermediario (1-1,8x10°Da), e alto peso molecular (6x10° Da) (Rezende
e Campos, 2012). O produto usado no atual estudo apresenta peso molecular de
2,3x10°Da, segundo informagao do fabricante. Ha controvérsias se na aplicacio in vivo
haveria vantagens em relacdo aos diferentes pesos moleculares (Rezende e Campos,
2012). Contudo, o produto utilizado teoricamente tem efeito para poucos meses,
diferente de produtos com agdo mais prolongada. Por outro lado, por se um produto
reticulado, ndo haveria necessidade de repetidas aplicacdes. Por ser a reticulagdo uma
forma comprovada de prolongar o tempo de permanéncia intra-articular do acido
hilaurdnico (Henrotin et al., 2015), uma Unica dose teoricamente seria suficiente.

A melhora do escore de claudicacdo bem como no aumento da porcentagem da
classificacdo de melhoria do escore do exame ortopédico, sem mudanga no escore
radiogréafico, sugere que houve acdo positiva da viscosuplementacdo em relacédo a dor.
Em estudo com cdes portadores de displasia coxofemoral foi também observado
menores escores de dor e melhora dos sinais clinicos com uma unica aplicacéo de acido
hialurdnico (peso molecular de 500,000-730,000 D), comparado a injecéo intra-articular
de salina em combinagdo com nutracéutico oral e carprofeno (Carapeba et al., 2016).
Também em estudo com cdes com artrite em uma articulacdo (ombro, cotovelo, carpo,
joelho e tarso) que foram tratados por hialuronato sédio de alto peso molecular (Hylartil
- 4,000,000) aplicado por duas injecdes articulares (3 a 18 mg) com intervalo de trés
semanas, ou 2mg/kg de carprofeno por via oral, duas vezes por dia, por quatro semanas,
foi verificado que com seis semanas o0 grupo com o hialuronato soédio foi

significativamente melhor (58% totalmente recuperado e 10% sem melhora) em relagdo
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ao grupo que recebeu anti-inflamatorio (Hellstrom et al., 2003). Além disso, em cées
com luxacdo patelar tratados cirurgicamente que receberam uma injecdo de hialuronato
de sodio (500,000-730,000 D) intra-articular no momento do procedimento ou duas (no
momento do procedimento e 1 semana ap6s) apresentaram melhora dos escores clinicos
comparado ao grupo controle, na avaliagdo 4 semanas apo6s a cirurgia (Nganvongpanit
etal., 2013).

Por sua vez, em estudos com ruptura induzida do ligamento cruzado cranial, ndo
foi detectada melhora com o uso do acido hialurénico intra-articular (Smith Jr et al.;
2001; Smith Jr et al., 2005). Em pacientes humanos ha também muitas controvérsias,
desde estudos que verificaram melhora ap6s 0 emprego de acido hialurénico (Bekerom
et al, 2006; Bellamy et al., 2006) até os que ndo detectaram qualquer beneficio (Richette
et al., 2009). Entretanto, ha que se considerar a variedade do tipo de medicamento
utilizado, namero de aplicacdes, técnica de aplicacdo, forma de avaliacdo e pela
heterogeneidade dos casos de osteoatrose (Ammar et al., 2015; Legré-Boyer, 2015),
fatos também presentes nos estudos clinicos (Hellstrom et al., 2003; Nganvongpan et
al., 2013; Carapeba et al., 2016) e experimentais em cdes (Smith Jr et al.; 2001; Smith
Jretal., 2005; Sagliyan et al., 2009).

Com respeito ao grupo acido hialurénico com 0z6nio, a concentracdo do 0zénio
foi de 45 pg/mL. Em pacientes humanos concentracfes de 20pug/mL a 30ug/ mL intra-
articulares tém mostrado efeito positivo para o 0zdnio, porém ndo ha dose padrao entre
o0s estudos (Invernizzi et al., 2017; Lopes de Jesus, 2017; Anzolin e Bertol, 2018). Em
geral, 0 0z6nio tem sido aplicado sozinho em frequéncia de 1 a 3 vezes por semana, por
4 a 6 semanas ou mais (Mishra et al. 2011; Invernizzi et al., 2017; Fernandez-Cuadros
et al., 2016; Lopes de Jesus, 2017; Anzolin e Bertol, 2018). Como no atual estudo o gas
foi incluido junto com o &acido hialurdnico optou-se por uma Unica aplicacéo.

Embora tenha ocorrido alteracéo percentual positiva do pico de forga vertical (%
peso corporeo), o que indica um aumento em relagdo ao valor basal (Torres, 2020), em
85,71% dos membros pélvicos no Grupo 2 em comparagdo com 57,14% no Grupo 1, a
auséncia de diferenca entre os dois grupos para outros parametros, sugeriu que uma
Unica aplicacdo de ozbnio pode ndo ser suficiente para obter melhores resultados. Vale
referir um estudo comparativo com pacientes humanos com osteoartrose do joelho em
que o grupo que recebeu acido hialurénico combinado com o0z6nio apresentou melhor

éxito do que as formas isoladas, poréem as aplicacdes intra-articulares foram 1 vez por
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semana por cinco semanas consecutivas (Giombini et al., 2016). Desta forma, outros
estudos seriam necessarios, inclusive com um grupo usando somente 0 0zénio. Como a
rota intra-articular, muitas vezes requer anestesia do cdo, uma opc¢éo seria a insuflacéo
retal, como utilizado em pacientes humanos com artrite reumatoide (Fernandez et al.,
2016).

Conclusodes

Foi possivel concluir que o emprego do &cido hialurénico reticulado intra-
articular, isolado e associado ao gas ozénio, em cdes com osteoartrite secundaria a
displasia coxofemoral permitiu uma melhora estatistica nos escores de claudicacéo, e
uma mudanca de porcentagem positiva do pico de forca vertical em 71,43% dos

membros pélvicos.
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- Raca SRD e animais de raca pura
N° de animais machos 15 B
| N°de animais femeas 15
| N° de animais sexo indefinido 0
Peso medio de animais machos 16-60kg
| Peso medio de animais fémeas 16-60kg
Peso medio de animais sexo 0
indefinido
Idade 1ano(s) e 1 mes(es) e 1 dia(s).
Procedéncia ROTINA DO HOSPITAL VETERINARIO

Projeto de Pesquisa aprovado em reunidao da CEUA em 10/05/2018

L

JOSE NICOLAU PROSPERO PUOLI FILHO
Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

Facubdivia do Modicina Vatonnana o Zootocnia
Soudo Tocmw o Acaddmica
Rua Prof 0 Wiltor Mauncio Conda, s
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