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REZUMAT

Cuvinte cheie: ultrasonoterapie, artroza, cartilaj, stres oxidativ

Artroza este 0 boala a cirel prevalenta creste in intreaga lume prin asocierea
fenomenului de Tmbatranire a populatiei cu un procent tot mai ridicat de persoane obeze.
Numeroase studii de data recenta sustin implicarea stresului oxidativ (SO) Tn patogeneza
bolii artrozice. Condrocitele si sinoviocitele sintetizeaza Tn mod constitutiv specii reactive
ale oxigenului (SRO) si specii reactive ale azotului (SRN) si au o aparare antioxidanta
deficitara. Cand productia de specii reactive (SR) depaseste capacitatea antioxidanta si

n articulatii, SO este implicat in deteriorarea cartilajului, inflamatia sinovialei,
scleroza osului subcondral si aparitia durerii. La nivel de cartilaj, SR in exces stimuleaza
sinteza citokinelor proinflamatorii, produc senescenta si alterarea metabolismului
condrocitar, reduc capacitatea de proliferare a condrocitelor si pot determina in final
apoptoza acestora.

SR simuleaza sinteza metaloproteinazelor matriceale, degradeaza oxidativ
colagenul si proteoglicanii, inhiba sinteza colagenului de tip Il si activarea inhibitorilor
tisulari a metaloproteinazelor matriceale, contribuind prin aceste actiuni la degradarea
matricel extracelulare.

Ultrasunetele (US) sunt utilizate de peste 60 de ani in tratamentul artrozei, dar
efectele lor asupra balantel oxidanti/antioxidanti nu au fost inca pe deplin elucidate.
Capacitatea US de a induce formarea de radicali liberi este recunoscuta in literatura de
Specialitate si exista studii care atesta prezenta SR Tn diferite populatii celulare expuse in
vitro la doze de US similare celor utilizate in fizioterapie si ecografie, fapt ce ridica un
semn de intrebare asupra sigurantel utilizarii US ca mijloc de diagnostic si tratament.
Temerile sunt partial moderate de studii care au demonstrat capacitatea celulelor idemne
de a repara leziunile induse de agresiunea speciilor reactive, proprietate care le asigura
rezistenta la actiunea prooxidanta si proapoptotica a US. Exista de asemeni studii care
neaga producerea SR si studii care sustin efectul antioxidant al US pentru expunerile
realizate in vivo. Contradictia datelor din literatura nu este surprinzatoare deoarece s-a



demonstrat ca efectele US variaza foarte mult in functie de specia expusa, parametrii
undei ultrasonice si conditiile experimentale.

Pe de dlta parte, exista un numar redus de studii clinice cu design corespunzator
care au confirmat eficienta US, si aceasta doar pentru US cu intensitatea de 1W/cm? in
administrare continua si US cu intensitatea de 2W/cm? in administrare pulsatil.

In cercetarea prezenti ne-am propus si verificam influentele ultrasonoterapiei
asupra balantei oxidanti / antioxidanti la pacientii artrozici, daca exista o relatie de tip
doza-efect, care sunt efectele clinice la aceasta categorie de pacienti si daca exista
modificari structurale la nivel de cartilaj ca urmare a expunerii la ultrasunete.

Tntr-un prim studiu, analitic experimental de cohorti tip caz-martor, care a nrolat

un numar de 64 pacienti diagnosticati cu gonartroza primara conform criteriilor ACR,
stadiul radiologic I-111 pe scala de clasificare Kellgren/Lawrence modificata, am apreciat
efectele pe care US Tn emisie continua, cu frecventa de 850+5%KHz si intensitatea de
0,5W/cn? le au asupra principalilor markeri ai oxidarii si apararii antioxidante la
pacientii artrozici.

Pacientii au fost randomizati n lot martor, fara tratament, si lot tratat care a urmat
exclusiv tratament cu US Tn emisie continua, cu frecventa de 850+5%KHz si intensitatea
de 0,5W/cn?, administrate 5minute/camp, timp de 10 zile.

Au fost determinati, Tn sangele periferic, inainte de expunerea la US, la sfarsitul
expunerii si la 2 siptamani de la inchelerea expunerii la US: cuantificatorii oxidarii,
reprezentati de malondialdehida (MDA) si proteinele carbonilate (PC), cuantificatorii
apararii antioxidante enzimatice: superoxid dismutaza (SOD), catalaza (CAT) glutation
peroxidaza (GPx), activitatea arilesterazici (AR-aza) a paraoxonazeil (PON1) si
activitatea paraoxonazica (PON-aza) a PON1, si cuantificatorii apararii antioxidante
neenzimatice: capacitatea antioxidanta totala a serului (TAC), capacitatea de donor de
hidrogen a plasmei (CDH), glutationul redus (GSH) si gruparile tiol (SH). A fost
apreciata concentratia plasmatica a monoxidului de azot (NO) molecula care poate avea
un comportament diferit, prooxidant, proinflamator, proapoptotic si proalgic sau
antioxidant, antiinflamator, protector tisular si antialgic, in functie de stimulii care au
declansat sinteza sa, enzima sintetizatoare si caracteristicile redox ale mediului in care a
fost sintetizata. Tn paralel a fost determinata evolutia durerii apreciata pe scala analog
vizuala (SAV) si evolutia performantelor functionale ale articulatiel genunchiului
cuantificate prin scorul Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis I ndex
(WOMAUC) si Indicele Lequesne (LI).

Rezultatele obtinute au demonstrat ca, la parametrii anterior amintiti, US:

1. cresc sinteza NO la pacientii cu gonartroza, cel mai probabil prin activarea
enzimelor constitutive, nitric oxid sintetaza endoteliala (eNOS) si nitric oxid sintetaza
neuronala (NNOS). Nivelul NO se mentine crescut si in primele 2 saptaméni dupa
Tncheierea expunerii la US2. cresc apararea antioxidanta neenzimatica prin cresterea
CDH plasmatice.

3. cresc apararea antioxidanta enzimatica prin cresterea activitatii arilesterazice a
PON1.



4. asigura, la sférsitul unui program de tratament de 10 zile, o capacitate crescuta de
regenerare a GSH care permite ca activitatea GPx, consumatoare de GSH, sa se
desfasoare fara reducerea concentratiei plasmatice a GSH.

5. reduc durerea articulara apreciata pe SAV

8. amelioreaza functia articulara masurata prin LI si scorul WOMAC

9. determina continuarea Tmbunatatirii parametrilor clinici in primele 2 saptamini
dupa inchelerea ultrasonoterapiel.

Al doilea studiu afost un eseu de tip cross-over care a comparat, la acelasi lot de
pacienti, efectele US cu intensitatea de 0,5W/cm’ si cele ale US cu intensitatea de
1W/cm? asupra balantei oxidanti/antioxidanti, asupra durerii, scorului WOMAC si LI.
Studiul a Tnrolat, dupa o perioada de wash-aut si dupa reverificarea eligibilitatii cel 32
pacienti care au format lotul tratat cu US cu intensitatea de 0,5W/crm? in studiul.

Tn studiul 2, lotul de pacienti a fost expus la US in emisie continua, cu frecventa de
850+5%KHz KHz si intensitatea de 1W/cm?, administrate Sminute/camp, timp de 10 zile.
Variabilele determinate si momentul masurarii lor au fost identice cu cele din studiul 1.

Prin compararea evolutiei parametrilor determinati ca urmare a expunerii la US
administrate la cele doua intensitati, de 0,5W/cm? si 1W/cm?, am constatat urmitoarele
aspecte:

1. US cu frecventa de 850+5% KHz in emisie continua influenteaza diferit sinteza
de NO in functie de intensitatea de tratament. Sinteza de NO este crescuta sub actiunea
US cu intensitatea de 0,5W/cm?® si scade in urma expunerii la US cu intensitatea de
1W/em?.

2. US cu intensitatea de 1 W/cm?® au o eficienti mai redusi in cresterea apararii
antioxidante neenzimatice, cuantificata prin CDH si TAC plasmatica, comparativ cu US
cu intensitatea de 0,5W/cn?.

3. US actioneaza n sens contrar asupra apararii antioxidante enzimatice in functie
de intensitate. US cu intensitatea de 0,5W/cm?  cresc activitatea arilesterazica a PON,
cele cu intensitatea de 1W/cnm? o scad.

10. Efectele prooxidante nu pot fi excluse in totalitate pentru intensitatea de
IW/em? .

7. Reducerea durerii articulare apreciata pe SAV si reducerea scorului WOMAC
sunt superioare pentru US cu intensitatea de 0,5W/cm?, comparativ cu US cu intensitatea
de 1 Wien?

8. Eficienta clinica este comparabila pentru intensitatile US 0,5W/cnm? si 1W/cm?
n ameliorarea LI si a subscorurilor WOMAC pentru redoare si functie articulara.

Al treilea studiu a fost redlizat cu scopul de a verifica efectele US la nivel de
cartilg. Artroza a fost indusa experimental prin sectionarea ligamentului incrucisat
anterior si a fost confirmata radiologic la un numar de 25 de iepuri de rasi comuna care
au fost randomizati n 5 loturi. Primul lot, cu artroza indusa experimental, fara tratament
cu US a fost sacrificat pentru confirmarea leziunii artrozice la nivel de cartlg) in ziua



Tnceperii expunerii la US a loturilor tratate. Al doilea lot, fara tratament, a fost sacrificat
la sfarsitul perioadei de ultrasonoterapie a loturilor tratate pentru a evidentia severitatea
leziunilor artrozice cu o vechime identica cu cea aloturilor tratate. Loturile tratate au fost
expuse la US cu intensitatea 0,5W/cm?, emisie continud, US cu intensitatea 0,5W/cn,
emisie in impulsuri, respectiv US cu intensitatea 0,1W/cn, emisie pulsatild, administrate
S5minute/camp, timp de 10 zile. lepurii din loturile tratate au fost sacrificati dupa
Tncheierea programului de ultrasonoterapie. Fragmentele de cartilg) recoltate au fost
examinate la microscopul optic dupa o colorare prealabila hematoxilina-eozina si la
microscopul electronic prin tehnica microscopiei electronice de transmisie (TEM).
Analiza comparativa a fragmentelor de cartilg] recoltate a evidentiat urmatoarele aspecte:

1. US de intensitate joasa si frecventa de 850+5%KHz pot determina regenerarea
cartilgjului in artroza indusa experimental la iepure.

2. La aceessi intensitate de 0,5W/cm? US administrate Tn impulsuri au o eficienta
superioara celor Tn administrare continua n ceea ce priveste capacitatea de regenerare a
cartilgjului artrozic.

3. Este posibil ca US cu intensitatea de 0,5W/cn, atét in administrare continua cat
si pulsatila, sa favorizeze, in cartilgjul artrozic, apoptoza celulelor tinere care au parcurs
recent ciclul de diviziune celulara.

4. US in administrare pulsatila si intensitatea de 0,1W/cm? sunt mai putin eficiente
pe termen scurt in refacerea leziunilor la nivel de cartilgy comparativ cu US cu
intensitatea de 0,5W/cm? in acelasi regim de administrare,

5.Pentru US in administrare pulsatili si intensitatea de 0,1W/cm? TEM a evidentiat
un numar mai mare de condrocite cu aspect normal, o rata scazuta a apoptozelor si un
numar redus de picaturi lipidice intracelulare comparativ cu martorul si loturile expuse la
intensitatea de 0,5 W/cm?, aspecte care sugereazi o eficacitate buna pe termen lung.

6. Mecanismul principal prin care US contribuie la regenerarea cartilgjului artrozic
n artroza indusa experimental este reprezentat de cresterea ratei de multiplicare a
condrocitelor.

Tn concluzie ultrasonoterapia cu frecventa de 850+5%KHz KHz si intensitatea de
0,5W/cn, in emisie continud reprezinti o metoda sigura pentru pacientii cu boala
artrozica, ea nefiind grevata de riscul intensificarii SO. La pacientii cu gonartroza in
stadiu usor sau moderat, ale caror mecanisme de aparare antioxidanta nu sunt epuizate,
ultrasonoterapia cu frecventa de 850+5%KHz KHz si intensitatea de 0,5W/cm? are efecte
antioxidante la realizarea carora participa mecanisme enzimatice si neenzimatice. Un
efect important este reprezentat de stimularea sintezel de NO pe calea eNOS, prin
intermediul caruia US Tsi exercita o parte din mecanismele antialgice, antiinflamatorii,
antiapoptotice si antioxidante. La intensitatea de 0,5W/cm?, in administrare continua,
ultrasonoterapia este 0 metoda eficienta pentru ameliorarea simptomatologiei algice si
Tmbunatatirea functiei articulare la pacientii cu gonartroza. US cu intensitate mai mare, de
1W/cm?, au o eficienta clinica mai redusi comparativ cu cele de 0,5W/cm?si sunt lipsite



de efectul de stimulare a apararii antioxidante la nivel enzimatic si neenzimatic. Ele nu
induc cresterea sintezei de NO pe cale enzimei constitutive, lipsind cartilajul artrozic de
efectele benefice ale NO in limitarea peroxidarii lipidice, proces implicat n inducerea
fenotiului hipertrofic si inducerea apoptozel condrocitare, dar si in degradarea MEC si Tn
modificarea structurala a osului subcondral. Tn artroza indusi experimental la iepure US
si-au confirmat eficienta clinica prin modificarile induse la nivel de cartilaj unde au
determinat regenerarea cartilgjului artrozic printr-o stimulare intensa a multiplicarii si
activitatii anabolice condrocitare.

Expunerea la US a fost insotita de prezenta apoptozelor in randul condrocitelor din
ciorchinele de multiplicare clonala, fiind datorata, cel mai probabil, vulnerabilitatii
celulelor care au parcurs recent ciclul de diviziune la stimularea prin unda ultrasonica. Pe
termen scurt, administrarea US Tn regim pulsatil s-a dovedit mai eficienta decét cea
continua, iar intensitatea de 0,5 W/cn? a avut efecte superioare intensitatii de 0,1 W/cn?.

US cu intensitatea de 0,5 W/cm? sunt sustinute de studiile clinice si experimentale
pentru a fi incluse Tn arsenalul de mijloace fizioterapice utilizate in tratamentul
pacientilor cu gonartroza. Sunt necesare studii clinice si experimentale pe termen mediu
si lung pentru a verifica persistenta efectelor induse de ultrasonoterapie in ameliorarea
clinica si Tn sustinerea fenomenelor reparatorii la nivelul cartilajului artrozic. Se impune
aprecierea eficientel clinice a US in regim de administrare pulsatil avand in vedere
superioritatea sain ceea ce priveste regenerarea cartilajului artrozic.

Tezaeste urmatoarele originala prin urmatoarele realizari:

1. A fost determinata pentru prima data influenta pe care ultrasonoterapia o are
asupra balantel oxidanti/antioxidanti si implicit a stresului oxidativ la pacientii artrozici.

2. A fost determinata Tn premiera eficacitatea clinici a US cu intensitatea de
0,5W/cm? , in administrare continua, la pacientii artrozici.

3. A comparat efectele US la doua intensitati diferite din domeniul joasei frecvente
si a demonstrat ca la diferente relativ reduse efectele clinice au intensitati diferite, iar
efectele asupra balantei oxidanti/antioxidanti sunt divergente.

4. A stabilit superioritatea US cu intensitatea de 0,5W/cm?, in ameliorarea
simptomatologiei clinice si reducerea SO la pacientii artrozici, comparativ cu US cu
intensitatea de 1W/cm?:

5. A realizat un studiu comparativ al eficientel ultrasonoterapiei in administrare
continua si pulsatilain ameliorarea leziunilor din artroza indusa experimental la iepure.

7. A demonstrat capacitatea US de a stimula regenerarea cartilgjului artrozic, cu o
eficacitate maxima pentru intensitatea de 0,5W/cm? in administrare pulsatila.
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SUMMARY OF THE THESIS
Key words: ultrasound therapy, osteoarthritis, cartilage, oxidative stress

Osteoarthritis is a disease whose prevalence increases worldwide by associating
an aging population with a higher percentage of obese people. Numerous recent studies
support the involvement of oxidative stress (OS) in the pathogenesis of osteoarthritis.

Chondrocytes and synoviocytes produce basically reactive oxygen species (ROS)
and reactive nitrogen species (SRN) and have a poor antioxidant defense. When
production of reactive species (RS) exceeds the antioxidant capacity and possibilities for
repair at the cellular level, there is oxidative stress (OS). In joints, SO is involved in
cartilage damage, inflammation of the synovia, subchondral bone sclerosis and
occurrence of pain. At the level of cartilage, RS in excess stimulate pro-inflammatory
cytokines, produce senescence and altered chondrocytes metabolism, reduce proliferation
of chondrocytes and eventually cause their apoptosis. RS stimulate synthesis of matrix
metalloproteinases, degrade collagen and proteoglycans, inhibit synthesis of collagen
type Il and activation of tissue inhibitors of matrix metalloproteinases, thereby
contributing to the degradation of extracellular matrix (ECM).

Ultrasound (US) are used for over 60 years to treat osteoarthritis, but their effects
on oxidant/ antioxidant balance have not been fully elucidated yet. The ability of US to
induce formation of free radicals is recognized in the literature and there are studies that
show the presence of RS in different cell populations exposed in vitro at US, doses
similar to those used in physiotherapy, and ultrasound examination. That raises the
guestion of safety of using US as a means of diagnosis and treatment. Fears are partly
moderated by studies that have demonstrated the ability of cells to repair lesions induced
by RS aggression, property that provides resistance to prooxidant and proapoptotic action
of the US. There are also studies that deny RS production and studies supporting the
antioxidant effect of US exposures in vivo. Contradictive literature data are not surprising
because it has been shown that the effects of US vary greatly depending on the species
exposed, ultrasonic wave parameters and experimental conditions.

On the other hand, there are few clinical studies which have an appropriate design
and that have confirmed the effectiveness of US, and that only for continuous US at
1W/cm? intensity and pulsed US at 2W/cm? intensity.

In the present research we intended to check ultrasound therapy influences on
oxidant / antioxidant balance in osteoarthritis patients, if there was a dose-effect
relationship, which were the clinical effects in this population of patients and whether
structural changes occurred in the cartilage following exposureto US.



The first study, which enrolled and randomized a total of 64 patients diagnosed
with primary knee osteoarthritis according to ACR criteria, in radiological stage I-111 on
the classification scale Kellgren/Lawrence, evaluated the effect of continuous US, with
frequency of 850+5%KHz and intensity of 0.5W/cm? on key markers of oxidation and
antioxidant defense in osteoarthritis patients.

Patients were randomized to the control group without treatment, and test group
which only followed the continuous US with 850+5%KHz frequency and 0.5W/cm?
intensity, Sminute/field, administered for 10 days.

Quantifiers of oxidation, represented by malonyl dialdehyde (MDA) and
carbonylated proteins (CP), enzymatic antioxidant defense quantifiers: superoxide
dismutase (SOD), catdase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), arylesterase activity
(ARE-ase) of paraoxonase 1 (PON1) and paraoxonase activity (PON-ase) of PON1, and
non-enzymatic antioxidant defense quantifiers. total antioxidant capacity of serum
(TAC), hydrogen donor capacity of plasma (CDH), reduced glutathione (GSH), thiol
groups (SH), were determined in peripheral blood before exposure to the US, at the end
of exposure and 2 weeks after the end of exposure to US. It was also estimated the
concentration of nitric oxide (NO), molecule which can behave differently, pro-oxidant,
pro-inflammatory, pro-apoptotic and pro-algic or antioxidant, anti-inflammatory, tisular
protective and antialgic, depending on the stimuli that triggered its synthesis, the
synthesizing enzyme and the redox characteristics of the environment in which it was
synthesized. In parallel there were evaluated also pain evolution, based on visual
analoque scale (VAS), and functional performance of the knee joint, quantified by
Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index (WOMAC) score and
Lequesne Index (L1)

The results showed that US had the following influences on the anterior mentioned
parameters:

1. increased the concentration and synthesis of NO in patients with osteoarthritis, most
likely through activation of congtitutive enzyme, endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) and neuronal nitric oxide synthase (NNOS). NO level remained high in the first 2
weeks after exposureto US.

2. increased non-enzymatic antioxidant defenses by increasing plasma CDH.

3. increased enzymatic antioxidant defenses by increasing the ARE-ase activity of PON1.
4. provided an increased capacity of GSH regeneration at the end of a treatment program
of 10 days, allowing that GPx activity (consuming GSH) take place without reduction of
GSH concentration.

5. reduced joint pain assessed on VAS

6. improved joint function, appreciated on WOMAC score and L1.

7. improved clinical parameters for the first 2 weeks after the end of ultrasound therapy.



The second study was a cross-over essay where the effects of continuous US at
0.5 W/cm? intensity and a 1W/cm? intensity on the oxidant / antioxidant balance, pain,
WOMAC score and LI were compared in the same group of patients. The study enrolled,
after a wash-out period and eligibility re-check, the 32 patients who formed the group
treated by US at intensity of 0.5 W/cm? in study 1.

In study 2, the group of patients was exposed to continuous US, with
850+5%KHz frequency and 1W/cm? intensity, Sminuteffield, administered for 10 days.
Variables and their measurement schedule were identical to those in study 1.

By comparing the evolution of the specified parameters following to US exposure (at the
intensities of 0.5 W/cm? and 1W/cm?), it was found that:

1. Continuous US at frequency of 850+5%KHz differently influenced NO synthesis,
depending on the intensity of treatment. NO synthesis increased under the action of US at
0.5W/cm? intensity and decreased after exposure to US at 1W/cm? intensity.

2. Continuous US at 1W/cm? intensity had lower effectiveness in increasing non-
enzymatic antioxidant defense, measured by CDH and plasma TAC, compared to US at
0.5W/cn?? intensity.

3. Continuous US acted in the other sense on the enzymatic antioxidant defense,
depending on their intensity. US at 0.5W/cm? intensity increased ARE-ase activity of
PON1, while US at 1W/cm? intensity decreased it.

4. Pro oxidant effects could not be totally excluded for 1W/cm? intensity.

5. Reduction of joint pain (assessed on VAS) and of WOMAC score was more important
for US at 0.5W/cm’ intensity, compared to US at 1W/cm? intensity.

6. Clinical effectiveness in improving LI and WOMAC sub-scales for stiffness and
function was comparable for US intensities of 0.5W/cm? and 1W/cm?.

The third study was conducted to verify the effects of US at cartilage level.
Osteoarthritis was experimentally induced by sectioning the anterior cruciate ligament
and was confirmed radiologically in a number of 25 common breed rabbits that were
randomized into 5 groups. The first group with experimentally induced osteoarthritis,
without US treatment, has been sacrificed to confirm osteoarthritis lesions at cartilage
level at the beginning of US exposure of the treatment groups. The second group, without
treatment, was sacrificed at the end of ultrasound therapy period for the treated groups
and highlighted the severity of osteoarthritis lesions, with identical evolution length to
that of the treatment groups. Treatment groups were exposed to continuous US at
0.5W/cm’ intensity, pulsed US at 0.5W/cm? intensity, and pulsed US a 0.1W/cm?
intensity, respectively, each one for Sminute/field, for 10 days. Rabbits in treatment
groups were sacrificed after the end of ultrasound therapy program. Harvested cartilage
fragments were examined by optical microscopy, after hematoxylin-eosin staining, and
by transmission electron microscopy (TEM). Comparative analysis of harvested cartilage
fragments highlighted the following aspects:



1. US of low intensity and frequency of 850+5%KHz produced cartilage regeneration in
experimentally induced osteoarthritis in rabbits.

2. At the same intensity of 0.5W/cm?, pulsed US had better efficiency than continuous
US, regarding osteoarthritis cartilage regeneration.

3. In osteoarthritis cartilage, it was possible that continuous US and pulsed US at
0.5W/cm? intensity, promote apoptosis in young cell, that have recently gone through the
cell division cycle.

4. In pulsed administration, US at 0.1W/cm? intensity were less effective in short-term
recovery of cartilage injuries, compared with pulsed US at 0.5W/cm? intensity.

5. For pulsed US at 0.1W/cm? intensity, TEM showed a greater number of chondrocytes
with normal appearance, a low apoptosis rate and few fat droplets, compared to the
control group and to the groups exposed to the intensity of 0.5W/cm?, aspects suggesting
agood long-term efficacy.

6. The main mechanism by which the US contributed to the regeneration of cartilage in
experimentally induced osteoarthritis was the increase in chondrocyte multiplication rate.

In conclusion, ultrasound therapy administrated by 850+5%KHz frequency and
0.5W/cn? intensity was a safe method for patients with osteoarthritis, without increased
risk of OS. In patients with mild or moderate stage of knee osteoarthritis, whose
antioxidant defense mechanisms were exhausted, ultrasound therapy at 850+5%KHz
frequency and 0.5W/cm’® intensity had antioxidant effects. That was achieved by
enzymatic and non-enzymatic mechanisms. An important effect was stimulation of NO
synthesis via eNOS, through which the US exercised some of the analgesic, anti-
inflammatory, anti-apoptotic and antioxidant mechanisms. Continuous US therapy at
0.5W/cn?? intensity, was effective for pain relief and improvement of joint function in
patients with knee osteoarthritis. Continuous US at 1W/cm? intensity had a lower
efficiency compared to US a 0.5W/cm? intensity and lacked the effect of antioxidant
defense stimulation at enzymatic and non-enzymatic level. They did not induce NO
synthesis by constitutive enzyme, lacking the arthritic cartilage of its effects on limiting
lipid peroxidation, that process being involved in inducing the hypertrophic phenotype
and the apoptosis of chondrocytes, but also in ECM degradation and in subchondral bone
structure modification. In experimentally induced osteoarthritis in rabbits, the clinical
effectiveness of US was confirmed by cartilage changes, whose regeneration was
determined by intense stimulation of multiplication and of chondrocyte anabolic activity.

Exposure to the US was accompanied by apoptosis among the chondrocytes of the
clonal multiplication cluster. This was due, most likely, to the vulnerability of cells that
have recently undergone the division cycle to ultrasonic wave stimulation. In short-term,
pulsed US administration was more effective than continuous one, and the intensity of
0.5W/cm? had better effect than that of 0.1W/cm® US at 0.5W/cm’ intensity are
supported by clinical and experimental studies to be included in the arsenal of physical



therapy methods for knee osteoarthritis patients. For medium and long term purpose,
clinical and experimental studies are required to check the persistence of US effect on
clinical improvement and on osteoarthritis cartilage repair processes. It is also mandatory
to assess clinical efficiency of pulsed US, given its superiority in terms of cartilage
regeneration.

Thethesisis original because of the following accomplishments:

1. There has been assessed, for the first time, the influence of ultrasound therapy on the
oxidant / antioxidant balance and hence on OS in osteoarthritis patients.

2. There has been assessed, for the first time, clinical efficacy of continuous US at
0.5W/cn? intensity, in osteoarthritis patients.

3. There have been compared the effects of two different intensities of US from low-
frequency field, there have been demonstrated that at relatively small differences clinical
effects varied in strengths and effects on balance oxidant/antioxidant have been
divergent.

4. There have been shown the superiority of continuous US at intensity of 0.5W/cm? for
improving clinical symptoms and for reducing OS in osteoarthritis patients, compared to
continuous US a intensity of 1W/cm?.

5. A comparative study on efficiency of ultrasound therapy in continuous and pulsed
administration for improving lesions in experimentally induced osteoarthritis in rabbits
has been performed.

6. There has been shown the ability of pulsed US to stimulate cartilage regeneration, with
amaximum efficiency for 0.5W/cm’ intensity.
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De nombreuses éudes récentes corroborent I'implication du stress oxydatif (SO)
dans la pathogenése de I'arthrose. Les chondrocytes et les synoviocytes synthétisent des
espéeces réactives de I'oxygene (ERO) et des espéces réactives de I'azote (ERN) et elles
ont une défense anti-oxydante pauvre. Lorsque la production des espéces réactives (ER)
dépasse la capacité anti-oxydante et les possibilités de réparation au niveau cellulaire, le
stress oxydatif (SO) apparait.

Dans les articulations, SO est impliqgué dans les lésions du cartilage,
I'inflammation de la synoviale, la sclérose sous-chondrale et la survenue de la douleur.
De plus, au niveau du cartilage les ER stimulent la synthése des cytokines pro-
inflammatoires, produisent la sénescence et I'atération du métabolisme des
chondrocytes, réduisent la prolifération des chondrocytes et finissent par provoquer leur
apoptose.

ER stimulent la synthese des métalloprotéases matricielles, dégradent le collagéne
et les protéoglycanes, inhibent I'activation du collagéne de type Il et des inhibiteurs
tissulaires de métalloprotéases matricielles, contribuant ainsi a la dégradation de la
matrice extracellulaire.

Les ultrasons (US) sont utilisées depuis plus de 60 ans pour traiter I'arthrose, mais
leurs effets sur la balance oxydants / antioxydants n'ont pas encore été entierement
élucidés. La capacité des US d’induire la formation de radicaux libres est reconnue dans
lalittérature de spécialité et il y ades études qui montrent la présence d'ER de différentes
populations cellulaires exposées in vitro a des doses de US similaires a celles utilisées en
physiothérapie et échographie, ce qui pose la question de la sécurité d'utilisation des US
comme moyen de diagnostic et de traitement. Les craintes sont en partie aténuées par des
études qui ont démontré la capacité des cellules de réparer les Iésions induites par
I” agression des ER, ce qui offre une résistance a l'action pro-oxydante et pro- apoptotique
des US. Il y a également des études qui nient la production d’'ER et des éudes qui
soutiennent I'effet antioxydant des US aux expositions réalisées in vivo. La contradiction
des données de la littérature n'est pas surprenante, parce que pour les US on a montré que
les effets varient selon les espéces exposées, les paramétres d'onde ultrasonore et les
conditions expérimentales.

D'autre part, il existe peu d'études cliniques qui ont confirme I'efficacité des US,
et seulement pour les US avec I’ intensité de 1W/cm? en administration continue et les US
avec I’intensité de 2W/cm? en administration pulsatile.

Dans la présente recherche on a eu l'intention de vérifier I'influence de
I” ultrasonothérapie sur la balance oxydants / antioxydants chez les patients arthrosiques,
sil y aun type de relation dose-effet, quels sont les effets cliniques dans cette population
de patients et S'il y a des changements structurels sur le cartilage suite a |’ exposition aux
ultrasons.



Dans lapremieére éude, expérimentale analytique de cohorte de type cas-témoins,
dans laquelle on a inscrit 64 patients au total, avec le diagnostic d’ arthrose primaire selon
les criteres de I'ACR, stade radiologique I-111 selon la classification Kellgren / Lawrence
modifiée, on a appreécié les effets des US en administration continue, avec la fréguence de
850+5%KHZ et I'intensité de 0,5 W/cm?, sur les marqueurs clés de l'oxydation et de la
défense anti-oxydante chez les patients arthrosiques.

Les patients ont été randomisés en 2 groupes: un groupe témoin, sans traitement, et
un groupe de patients traités exclusivement par des US en administration continue, a la
fréquence de 850+5%KHz et & l'intensité de 0,5 W/cm?, 5minute/champ, pendant 10
jours.

Dans le sang périphérique on a déerminés les paramétres suinants, avant
I'exposition aux US, a la fin de celle-la et 2 semaines apres. les quantificateurs de
I'oxydation, représentés par le malonyl dialdéhyde (MDA) et des protéines carbonylées
(PC), les quantificateurs enzymatiques de défense anti-oxydante: superoxyde dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutathion peroxydase (GPX), I activité arilesterasique (AR-aza)
de la paraoxonase 1 (PON1) et I'activité paraoxonasique (PON-aza) de la PON1, €t les
quantificateurs de défense anti-oxydante non enzymatiques. la capacité anti-oxydante
totale du sérum (TAC), la capacité de donneur dhydrogéne du plasma (CDH), le
glutathion réduit (GSH), les groupes thiol (SH). Nous avons également estimé la
concentration de monoxyde d'azote (NO) molécule qui peut se comporter différemment,
comme pro-oxydant, pro-inflammatoire, pro-apoptotique et pro-algique ou antioxydant,
anti-inflammatoire, protecteur tissulaire et antalgique, en fonction des stimuli qui
déclenchaient sa synthése, I'enzyme synthétisatrice et les caractéristiques redox de
I'environnement dans lequel il était synthétisé. En paralléle, nous avons déterminé
I’évolution de la douleur, évaluée en utilisant I’ échelle visuelle analogique (EVA) et
I’ évolution de la fonctionnalité du genou quantifiée par le score Western Ontario and
McMaster Universities Osteoarthritis Index (WOMAC) et I'indice de Lequesne (LI).

Les résultats obtenus ont démontré que les US:

1. augmentent la synthése de NO chez les patients avec gonarthrose, plus
probablement, par |’ activation des enzymes comme nitrique oxid synthétase endothéliale
(eNOS) et nitrique oxid synthétase neuronale (NNOS). Le niveau de NO se maintient
aussi augmenté dans les 2 premiéres semaines aprés |’ arrét du traitement par US.

2. augmentent la défense anti-oxydante non enzymatique par la majoration de CDH
plasmatiques.

3. augmentent la défense anti-oxydante enzymatique par la majoration de I’ activité
arilestérasique de PON 1.

4. assurent, a la fin du traitement de 10 jours, une capacité augmentée de
régénération du GSH, qui permet que I’ activité GPx, consommatrice de GSH, soit faite
sans diminution de la concentration plasmatique du GSH.

5. diminuent la douleur articulaire évaluée sur EVA.



6. améliorent la fonctionnalité de I'articulation mesurée par LI et le score
WOMAC.

7. déerminent I'amélioration des paramétres cliniques dans les 2 premieres
semaines aprés | arrét de I’ ultrasonothérapie.

Dans la deuxieme étude, un essai en cross-over qui a comparé, chez le méme
groupe de patients, les effets des US & I’ intensité de 0,5 W/cm? et des US & I’intensité de
1W/cm? sur la balance oxydants / antioxydants, sur la douleur, le score WOMAC et L.

On a inclus dans la deuxiéme étude, aprés une période de wash-out et apres la
réévaluation de I'éligibilité, les 32 patients qui formait le groupe traité par des US a 0,5
W/cm? dans la premiére étude.

Dans la deuxieme étude, le groupe de patients a éé expose aux US en
administration continue, & la fréquence de 850+5%KHz et & l'intensité de 1W/cn?, 5
minutes / champ, administrés pendant 10 jours. Les variables déterminées ont éé
identiques a celles de la premiére éude.

En comparant I'évolution des paramétres déterminés suite a une exposition aux US
avec les deux intensités de 0,5W/cm® et 1W/cm?, nous avons constaté les suivants
aspects :

1. Les US avec la fréquence de 850+5% KHz en administration continue, peuvent
influencer différemment la synthése de NO en fonction de I’intensité du traitement. La
synthése de NO est augmentée sous I’ action des US avec I'intensité de 0,5 W/cm? et
diminue suite a I’ exposition aux US avec I’intensité de 1W/cnv.

2. Les US avec I'intensité de 1 W/cm? ont une efficacité plus réduite sur la
défense anti-oxydante non enzymatique, quantifiée par CDH et TAC plasmatique, par
rapport aux US de 0,5W/cn?.

3. Les US actionnent contrairement sur la défense anti-oxydante enzymatique en
fonction d'intensité. Les US avec une intensité de 0,5W/cm?® majorent |'activité
arilesterasique de PON1, et celles avec I intensité de 1W/cm?® la diminuent.

4. Les effets pro-oxydants ne peuvent pas étre exclus totalement pour I’intensité de
IW/em? .

5. L’amélioration de la douleur articulaire évaluée par EVA et la diminution du
score WOMAC est supérieure pour les US avec une intensité de 0,5W/cm? par rapport
aux US de 1 W/cn?.

6. L’ efficacité clinique est comparable pour les intensités de 0,5W/cm? et 1W/cm?
en ce qui concerne I'amélioration du LI et des sous-scores WOMAC-raideur et
WOMAC-fonctionnalité.

Le but de la troiseme éude était de vérifier les effets des US au niveau du
cartilage. L’arthrose a éé induite expérimentalement par le sectionnement du ligament
croise antérieur et a é&é confirmée par des radiographies pour 25 lapins de race commune



qui éaient randomisés dans 5 groupes. Le premier groupe, avec arthrose induite, sans
traitement par US, a éé sacrifié pour confirmer la lésion arthrosique au niveau du
cartilage dans le premier jour de traitement par US pour les groupes traités. Le deuxieme
groupe, sans traitement, a été sacrifié a la fin de la période de traitement par US pour les
trois autre groupes. Ceci a montré que la sévérité des Iésions arthrosiques avaient la
méme ancienneté que dans les groupes traités. Les groupestraités ont été exposés aux US
al’intensité de 0,5 W/cn?, en administration continue, aux US a I’ intensité de 0,5 W/cm?,
en administration pulsatile, et aux US a I'intensité de 0,1 W/cm?, en administration
pulsatile, administrées pendant 5 minutes / champ et pendant 10 jours. Les lapins traités
ont été sacrifiés aprés I'arrét de I ultrasonothérapie. Les fragments de cartilage ont été
examinés au microscope optique apres la coloration préalable a hématoxyline-éosine et
au microscope électronique en utilisant la technique de la microscopie électronique de
transmission (TEM). L’analyse comparative des fragments de cartilage a montré les
aspects suivants:

1. Les US d'intensité basse et la fréguence de 850+5%KHz peuvent déterminer la
régénération du cartilage dans I’ arthrose induite expérimentalement chez le lapin.

2. A la méme intensité de 0,5W/cm?, les US en administration pulsatile ont une
efficacité supérieure aux celles en administration continue en ce qui concerne la capacité
de régénération du cartilage arthrosique.

3. Cest possible que les US avec I'intensité de 0,5W/cm?, en administration
continue et pulsatile, favorisent, dans le cartilage arthrosique, I’ apoptose des cellules
jeunes qui ont parcouru récemment le cycle de division cellulaire.

4. Les US en administration pulsatile et d'intensité de 0,1W/cm® sont moins
efficaces a court terme pour larégénération des Iésions au niveau du cartilage par rapport
aux US d'intensité de 0,5W/cm?.

5. Pour les US en administration pulsatile et d’intensité de 0,1W/cm?, TEM a mis
en évidence un plus grand nombre de chondrocytes d’aspect normal, un bas nombre
d’apoptoses et un nombre réduit de gouttes de graisse par rapport au témoin et aux
groupes exposes a l'intensité de 0,5 W/cm2, aspects qui suggerent une bonne efficacité a
long terme.

6. Le principal mécanisme par lequel les US contribuent a la régénération du
cartilage arthrosique dans I’ arthrose induite expérimentalement est la mgjoration de la
multiplication des chondrocytes.

En conclusion, I'ultrason thérapie avec une fréguence de 850+5% KHz et
I'intensité de 0,5 W/cm?, en administration continue, représente une méthode siire pour
les patients arthrosiques, elle n'étant pas accompagnée par la majoration du risque de SO.
Chez les patients atteints de gonarthrose, en stade léger ou modéré, dont les mécanismes
de défense anti-oxydante ne sont pas épuisés, I’ ultrason thérapie avec une fréquence
850+5% KHz et I"intensité de 0,5 W/cm? a des effets antioxydants. Un effet important est
la stimulation de la synthése de NO eNOS, atravers lequel les US exercent une partie des



mécanismes antalgiques, anti-inflammatoires, anti-apoptotiques et antioxydants.
L’ ultrasonothérapie avec une intensité de 0,5 W/cm?, en administration continue, est
efficace pour soulager la douleur articulaire et améliorer la fonctionnalité articulaire chez
les patients atteints de gonarthrose. Les US avec une intensité de 1W/cm? ont une
efficacité clinique plus faible par rapport aux US de 0,5W/cm? et n'ont pas I'effet de
stimulation de la défense anti-oxydante enzymatique et non-enzymatique. Les US
ninduisent pas la synthése de NO par I'enzyme congtitutive, en manquant le cartilage
arthrosique de leur effets pour limiter la peroxydation lipidique, un processus crucial dans
I'induction du phénotype hypertrophique et de I'apoptose des chondrocytes, mais aussi
dans la dégradation de MEC et le changement structurel de I'os sous-chondral. Dans
I’ arthrose induite expérimentalement chez le lapin on a confirmé I'efficacité clinique des
US gréce a des changements induits au cartilage ou elles ont déterminé la régénération du
cartilage arthrosique en multipliant la stimulation intense et I activité des chondrocytes.

L'exposition aux US a géné&é des apoptoses parmi les chondrocytes qui se
multiplient clonalement, ceci du, le plus probablement, a la vulnérabilité aux US des
cellules qui ont subi le cycle de division récemment. A court terme, I’administration
pulsatile des US a été plus efficace qu’en continu, et & I'intensité de 0,5 W/cm? on a eu
des effets supérieurs qu'avec les US de 1 W/cm?. Les US de 0,5 W/cm? ont été soumis &
des études cliniques et expérimentales pour étre inclus dans l'arsenal des moyens de
thérapie physique utilisé pour traiter les patients arthrosiques. Des éudes cliniques et
expérimentales sont nécessaires a moyen et long terme pour vérifier la persistance des
effets induits par ultrasonothérapie, concernant I'amélioration clinique et les phénomenes
de réparation du cartilage arthrosique. L’ évaluation de I’ efficacité clinique des US en
administration pulsatile est nécessaire, éant donné sa supériorité en ce qui concerne la
régénération du cartilage arthrosique.

Lathése est originale par les réalisations suivantes:

1. On a déterminé pour la premiére fois I'influence de I’ ultrason thérapie sur la
balance oxydants / antioxydants et du stress oxydatif chez les patients arthrosiques.

2. On a déterminé pour la premiére fois I’ efficacité clinique des US de 0,5W/cn?
en administration continue, chez les patients arthrosiques.

3. On a comparé les effets des US de deux intensités différentes de basse fréquence
et on a démontré que les effets cliniques sont différents, et que les effets sur la balance
oxydants/ antioxydants sont divergents.

4. On a établie la supériorité des US de 0,5W/cm? par rapport aux US de 1W/cn?,
dans le sens de I'amélioration de la symptomatologie clinique et la diminution de SO
chez les patients arthrosiques-

5. On a rédlisé une étude comparative de I’ efficacité de I’ ultrasonothérapie en
administration continue et pulsatile, pour améliorer les lésions d'arthrose induite
expérimentalement chez le lapin.

6. On a montré la capacité des US de stimuler laréparation du cartilage arthrosique,
avec une efficacité maximale pour I’ intensité de 0,5W/cm? en administration continue.
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