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RESUMO

A osteoartrite (OA) de joelho € uma doenca cronica e degenerativa, que provoca dor,
edema, limitagdes de movimento, e elevada prevaléncia em idosos, principalmente
em paises em desenvolvimento. Do ponto de vista clinico, o tratamento da OA
baseia-se na utilizacdo de medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroidais e
corticoides, que podem ou néo estar associado a tratamento fisioterapéutico, porém
0 uso desses medicamentos pode causar efeitos adversos importantes. Nesse
contexto, o uso do Laser de Baixa Intensidade (LBI) e de plantas medicinais, tal
como a Sida tuberculata, para o tratamento da OA, podem ser alternativas
promissoras como terapia. Dessa forma, este trabalho investigou os efeitos da
terapia LBI, da S. tuberculata e da associacdo dessas, no modelo de OA induzida
por monoiodoacetato de sédio (MIA) em joelho de ratos, através da avaliacdo dos
parametros bioquimicos e inflamatérios. Inicialmente, foram estudadas diferentes
doses de MIA para inducéo de OA de joelho. Os resultados indicaram que a maior
dose de MIA estudada (1,5mg) provocou o0 aumento dos danos por estresse
oxidativo e diminuicdo da defesa antioxidante, tanto no foco da lesdo como em
locais distantes, além disso, induziu processo inflamatoério e lesdes na cartilagem
articular similares aos encontrados na OA de humanos. Uma vez estabelecida a
dose mais efetiva de MIA, foram analisados os efeitos da terapia LBl na OA de
joelho, no qual verificou-se uma reducdo significativa dos niveis dos marcadores de
estresse oxidativo e um aumento da atividade antioxidante, tanto no local da leséo
como em locais distantes, sugerindo um efeito local com consequéncias sistémicas
ou um possivel efeito sistémico. O Laser também atenuou o processo inflamatério,
através do alivio de dor, da reducdo do edema e de atividade de neutréfilos no
joelho. Posteriormente, foram analisados os efeitos da infusdo de S. tuberculata na
OA. A infusédo promoveu uma reducao dos marcadores de estresse oxidativo no soro
sanguineo, da hipersensibilidade, da atividade neutréfila no lavado e um aumento da
atividade sérica. Em analises adicionais foram encontrados baixos niveis de
toxicidade da S. tuberculata em amostras de soro, figado e rim. Por fim, foi

investigada a eficacia de ambos os tratamentos e de sua associagdo na OA de



joelho. Os resultados demonstraram que a associacéo de terapias nao potencializou
o efeito, apesar de ambas terem reduzido os marcadores de inflamagéo e de
estresse oxidativo. Por outro lado, a aplicacdo da terapia Laser apresentou uma
reducdo estatisticamente significante dos marcadores bioquimicos e inflamatérios
relacionados a OA, em detrimento ao tratamento com S. tuberculata. Assim, o Laser
mostrou-se como uma terapia extremamente promissora para o tratamento dessa
degeneracédo. Desta forma, investigacdes adicionais, analisando outros efeitos do
Laser e de S. tuberculata e aprofundando seus mecanismos de acao, podem
avancar ainda mais a fronteira do conhecimento no que tange aos processos

inflamatério e osteoartritico.

Palavras-chave: Osteoartrite de Joelho. Laser de Baixa Intensidade. Sida

tuberculata. Estresse Oxidativo. Inflamacéo.



ABSTRACT

Knee Osteoarthritis (OA) is a chronic and degenerative disease, which causes pain,
edema, movement limitations, with high occurency in the elderly, especially in
developing countries. From a clinical point of view, OA treatment is based on the use
of non-steroidal anti-inflammatory drugs and corticosteroids, which may or may not
be associated with physiotherapeutic treatment; however, the use of these drugs
may cause significant adverse effects. In this context, the use of Low Intensity Laser
Therapy (LILT) and medicinal plants, such as Sida tuberculata, for the treatment of
OA may be a promising alternative as therapy. Thus, this research investigated the
effects of LILT, S. tuberculata, and the association of both, in the model of OA
induced by monosodium iodoacetate (MIA) in the knee of rats, through the evaluation
of biochemical and inflammatory parameters. Initially, different doses of MIA were
studied for the induction of knee OA. The results indicated that the higher dose of
MIA studied (1.5mg) caused increased oxidative stress damage and decreased
antioxidant defense, both in the focus of the lesion and in distant sites. In addition, it
induced an inflammatory process and lesions in the articular cartilage similar to those
found in human OA. Once the most effective dose of MIA was established, the
effects of LILT on knee OA were analyzed, in which there was a reduction in the
levels of oxidative stress markers and an increase in antioxidant activity, both at the
site of the lesions and in distant sites, suggesting a local effect with systemic
consequences or a possible systemic effect. The laser treatment also attenuated the
inflammatory process by relieving pain, reducing edema and neutrophil activity in the
knee. Subsequently, the effects of S. tuberculata infusion on OA were analyzed. The
infusion promoted a decrease in oxidative stress markers on blood serum, lower
hypersensitivity, decrease neutrophil activity in intra-articular lavage and an increase
activity in blood serum. Additional analyzes found low levels of S. tuberculata toxicity
in blood serum, liver and kidney samples. Finally, the efficacy of both treatments and
their association in knee OA was investigated. The results demonstrated that the
combination of therapies did not produce the expected effect, although both reduced
the markers of inflammation and oxidative stress. On the other hand, the application

of Laser therapy presented a statistically significant reduction of the biochemical and



inflammatory markers related to OA, in detriment to the treatment with S. tuberculata,
Thus, Laser has showed to be an extremely promising therapy for the treatment of
this degeneration. In this way, additional investigations, analyzing other effects of
Laser and S. tuberculata and deepening the comprehension of their mechanisms of
action, can further advance the frontier of knowledge regarding the inflammatory and

osteoarthritic processes.

Keywords: Knee Osteoarthritis. Low Intensity Laser Therapy. Sida tuberculata.

Oxidative Stress. Inflammation.
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1. APRESENTAGAO

Este trabalho foi organizado da seguinte forma: Introducdo; Referencial
Tedrico; Justificativa; Objetivos; Resultados; Discussao; Conclusdes; Perspectivas;

Referéncias Bibliograficas; e Anexo.

Os Resultados sédo apresentados nos capitulos: Manuscritos 1, 2, 3 e 4. O
Manuscrito 1 foi publicado na International Journal of Rheumatic Diseases, O
Manuscrito 2 foi submetido ao Journal of Biophotonics. O Manuscrito 3 foi enviado
para Journal of Ethnopharmacology. E o Manuscrito 4, sera submetido a Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology. Cada um deles contempla as secoes:

Materiais e Métodos, Resultados, Discussao e suas respectivas Referéncias.

Ressalta-se que as Referéncias Bibliograficas, ao final do trabalho,
contemplam apenas as citagcdes apresentadas na estrutura da tese, uma vez que os

Manuscritos tem suas referéncias apresentadas na sua prépria composicao.

No Anexo, consta a aprovagcao da Comissao de Etica no Uso de Animais em

Pesquisa.
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2. INTRODUGAO

A osteoartrite (OA) € uma doenga cronica e degenerativa que leva a
incapacidade funcional e reduz a qualidade de vida do individuo (Zhang et al., 2010),
uma vez que provoca alteragdes teciduais e comportamentais, como dor, e perda ou
reducdao da funcdo articular. Essa doenca € caracterizada pelo desgaste da
cartilagem articular e degeneragdo do osso subcondral, diminuicdo do espaco
articular e formacéo de ostedfitos marginais na articulacao (Cifuentes et al., 2010;
Moon et al., 2012; Bublitz et al., 2014).

Em decorréncia da intensa solicitacdo biomecanica nas atividades diarias
e/ou desportivas, e da influéncia da descarga de peso corporal associado a
obesidade, o joelho torna-se uma das articulagées mais acometidas pela OA (Zhang
e Jordan, 2010; Muraki et al., 2013; Chen et al., 2017). Clinicamente, os pacientes
portadores de OA de joelho fazem uso de tratamento medicamentoso com
corticoides e anti-inflamatérios n&o esteroidais, associado ao tratamento
fisioterapéutico. Na Fisioterapia, a terapia Laser de Baixa Intensidade (LBI) € uma
das alternativas para o tratamento de OA de joelho, uma vez que estimula a
atividade celular de reparagéo da cartilagem e a sintese de colageno, acelerando a
degradagdo da cartilagem destruida por colagenase e estimulando a sintese de

fibroblastos para cicatrizacdo (Mangueira et al., 2015).

Outras alternativas para reducéo dos sinais e sintomas causados pela OA é a
utilizacdo de plantas medicinais. As plantas medicinais apresentam muitos efeitos
terapéuticos e sdo de baixo custo. Dentre a extensa lista de plantas medicinais,
podem-se citar espécies do género Sida, que tem sido estudadas por sua eficacia na
reducao dos processos inflamatorios, capacidade antioxidante (Narendhirakannan e
Limmy, 2012), e antifungica (Da Rosa et al., 2015). Dentro das espécies do género
Sida, a Sida tuberculata, popularmente conhecida como guanxuma, apresenta
atividades antioxidante, antimicrobiana e antinociceptiva (Da Rosa et al., 2015; Da
Rosa et al., 2016; Da Rosa et al., 2019).

Considerando os efeitos benéficos isolados da terapia LBl e da S. tuberculata

isoladamente, sugere-se que a associagdao dos mesmos pode ser ainda mais eficaz
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para diminuir as alteracdes teciduais e comportamentais encontradas na OA. Além
disso, esse tratamento pode ser uma alternativa de baixo custo para aliviar o quadro
algico, melhorar a funcionalidade e a qualidade de vida de portadores de OA de

joelho.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Osteoartrite

A OA é uma das doencas crénicas mais comuns e uma das principais causas
de dor e incapacidade entre adultos (Xia et al., 2014; Allen e Golightly, 2015). Alguns
fatores como idade avangada, sexo feminino, sobrepeso e obesidade, lesdo e uso
repetitivo das articulagdes, densidade Ossea, fraqueza muscular e frouxidao articular
desempenham um papel importante no desenvolvimento da OA. Essa doenca
acomete particularmente as articulagdes que suportam maior descarga de peso,
como quadril e joelho (Zhang et al., 2013; Xia et al., 2014; Chen et al., 2017).

Durante o processo de instalagdo e progressdao da OA, os estimulos
mecanicos e quimicos exercidos na cartilagem articular reduzem as atividades
celulares dos condrdcitos, induzindo a producdo de fatores catabdlicos [como
citocinas, 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) e metaloproteinases (MMP)] (Wang
et al., 2014; Nirmal et al., 2017), além da produgé&o excessiva de espécies reativas
de oxigénio (ERO) (Yui et al., 2016).

A associagao dos fatores catabolicos e de ERO aceleram a progressao da
OA, caracterizada por amolecimento, fibrilagdo, ulceragdo, degeneracdo da
cartilagem articular, além de sinovite, esclerose do osso subcondral e formacao de
ostedfitos (Figura 1) (Pelletier et al., 2001; Henrotin et al., 2005; Lepetsos e
Papavassiliou, 2016; Yui et al., 2016).
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Normal Osteoartrite
Espessamento da
Membrana capsula articular

sinovial \

Cartilagem - - Q‘I

: Fibrilacdo da
Capsula cartilagem
articular ‘

Figura 1 — Comparagéo do joelho saudavel e o joelho com OA (espessamento da capsula articular,
sinovite, ostedfitos, fibrilagao da cartilagem e diminuigéo do espago articular).

Fonte: Adaptado de http://acu-clinic.com/video/knee-pain-scalp-acupuncture/ (acesso em
06/06/2019).

3.1.1. Estresse Oxidativo na Osteoartrite

Denomina-se estresse oxidativo, um desequilibrio entre a producdo de
oxidantes e de antioxidantes. Esse processo esta envolvido no desenvolvimento e
progressao de doengas como a OA. As ERO sado geradas continuamente nas
células e na matriz extracelular., As ERO s&o capazes de se oxidar e,
posteriormente, danificar numerosos componentes da articulagdo, incluindo
colageno, proteoglicanos e acido hialurénico. A produgdo excessiva de ERO
também pode desencadear a cascata inflamatéria e aumento de MMP, que sao
fatores importantes no processo de degradacdo da cartilagem (Ostalowska et al.,
2006; Moon et al., 2012).

O estresse oxidativo tem seus danos minimizados pelo sistema de defesa

antioxidante ndo enzimatico e/ou enzimatico, representado por enzimas como a
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superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e
glutationa-redutase (GR) (Salvador e Henriques, 2004). Ha varias formas de SOD,
que diferem em estrutura, distribuicdo e no metal ligado a elas, sendo as mais
comuns apresentam ligagcdo com cobre, zinco e manganés. A forma que contém
cobre e zinco é denominada de superoxido dismutase cobre-zinco dependente
(CuznSOD), ocorre no citosol e em outros compartimentos celulares e ndao tem sua
atividade afetada pelo estresse oxidativo. A SOD dependente do manganés
(MnSQOD) ocorre exclusivamente na matriz mitocondrial e possui maior atividade em
condigdes de estresse (Babior, 1997; Gutteridge e Halliwell, 2000). A SOD & uma
enzima que catalisa a dismutagdo do radical superoxido a oxigénio e peroxido de
hidrogénio, e apresenta-se diminuida na OA. Essa diminuicdo de SOD associada a
um aumento na producédo de o6xido nitrico (NO) causa apoptose de condrocitos,
devido a disfungdo mitocondrial (Regan et al., 2005; Moon et al., 2012). Dessa
forma, o aumento do estresse oxidativo, torna os condrocitos mais suscetiveis a
morte celular (Carlo e Loeser, 2003; Moon, S. J. et al., 2014).

O estresse oxidativo e a inflamagao estdo intimamente relacionados na
progressdao de OA. A elevada produgdo de ERO pode iniciar uma cascata de
sinalizagao pro-inflamatoria. As células inflamatérias podem estimular a liberagéo de
enzimas (proteases neutras, elastase, colagenase, hidrolases acidas, fosfatases,
lipases, etc.), espécies reativas (superoxido, perdxido de hidrogénio, radical
hidroxila, hipocloroso, acido citrico, etc.), e mediadores quimicos (componentes
eicosanoides, citocinas, quimiocinas, NO, etc.). Desse modo, células inflamatérias
também contribuem para induzir o estresse oxidativo e o dano tecidual (Biswas,
2016; Nirmal et al., 2017).

3.1.2. Inflamagéo na Osteoartrite

O processo inflamatério ¢ uma importante fonte de mediadores pro-
inflamatdrios e anti-inflamatérios. A sinovite, inflamagao que ocorre na OA, é bem
caracterizada e as células sinoviais produzem citocinas pro-inflamatorias, como o

fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas [como a interleucina 1 beta (IL-



25

1B) e interleucina 6 (IL-6)]. Esses mediadores inflamatorios contribuem para a
patogénese da OA, por aumento da degradacao da cartilagem articular e induzem
hiperalgesia. O TNF-a ativa neurbnios sensoriais e contribuem para as reag¢des da
cascata inflamatoéria através da producado de interleucinas. A IL-1B3 participa no
desenvolvimento de inflamagdo sistémica e dor, através da ativacdo da
ciclooxigenase-2. A IL-6 tem papel importante na patogénese da OA, pois estimula a
producao de MMP-1, que por sua vez, influencia na lesdo da cartilagem (Alves et al.,
2013; Kim e Kim, 2013b). Por outro lado, as citocinas anti-inflamatérias, como a
interleucina 10 (IL-10), possuem a fungao de limitar as respostas inflamatdrias (Kim
e Kim, 2013b; Neves et al., 2017).

Embora a degeneragdo da cartlagem na OA tenha sido descrita em
mamiferos, em mumias egipcias e nos dinossauros, sua etiologia exata nédo esta
totalmente esclarecida (Pelletier et al., 2001). O conhecimento atual sobre o papel
do estresse oxidativo e da inflamagdo no processo da OA permitem explorar
estratégias terapéuticas, que sejam clinicamente eficazes para retardar a progressao
desta doenca (Pelletier et al., 2001; Yui et al., 2016).

3.2. Modelo de Osteoartrite utilizando Monoiodoacetato de Soédio (MIA)

Em modelos experimentais, a indu¢cdo de OA de joelho pode ser realizada
através de protocolos cirdrgicos (meniscectomia total ou parcial, dissecgdo de
ligamentos colateral medial e/ou lateral, transec¢ao de ligamentos cruzado anterior
ou posterior, patelectomia, osteotomia, etc), ou quimicos (por meio da injecéo intra-
articular). A indugdo de OA por protocolos quimicos apresenta vantagens, uma vez
que sao de facil execucdo, ha necessidade de procedimentos minimamente
invasivos e é rapida progressao (Lampropoulou-Adamidou et al., 2014; Pitcher et al.,
2016).

O modelo de inducdo de OA por MIA é bem estabelecido e apresenta
semelhancas a OA humana, evidenciada pela presenca de hipersensibilidade e

alteracdes histologicas (Bove et al., 2003; Moon et al., 2012; Lampropoulou-
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Adamidou et al., 2014; Pitcher et al., 2016). O MIA é um composto administrado por
injecao intra-articular, que é absorvido por condrécitos e atua inativando de forma
irreversivel a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (Sabri e Ochs, 1971).
Essa enzima (GAPDH) participa da glicolise para a formagdo do piruvato, que
posteriormente através do ciclo de Krebs produz adenosina trifosfato (ATP), sendo
esta, fonte de energia das células. Na presenca de MIA, o residuo de cisteina
essencial do centro ativo de GAPDH forma uma ligacdo de tioéster com o
iodoacetato e, portanto, ndo pode reagir com o substrato fisiologico de gliceraldeido-
3-fosfato. Como consequéncia, o GAPDH ¢é inativado apés a exposicdo ao
iodoacetato e a glicdlise é inibida, resultando em posterior morte celular (Schmidt e
Dringen, 2009) (Figura 2).
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Figura 2 — Esquema da via glicolitica e atuagdo de modo irreversivel do monoiodoacetato de sédio
(MIA) na enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.

Siglas: ATP, adenosina trifosfato; ADP: adenosina difosfato; NAD®, nicotinamida adenina
dinucleotideo oxidado; Pi, fésforo inorganico; NADH, nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido; H",
ion hidrogénio. Fonte: O autor utilizou como base o texto de Voet et al. (2014).

A indugcdo de OA por MIA apresenta-se como um modelo apropriado para o

estudo da dor, pois denota semelhangas as alteragdes histoldgicas, bioquimicas e
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comportamentais encontradas na OA em humanos. Os estudos de dor com OA
induzida por MIA em ratos tem verificado que existem diferencas na distribuicdo de
peso corporal nas patas traseiras (Bove et al., 2003; Combe et al., 2004; Liu et al.,
2011; Pitcher et al., 2016), na hipersensibilidade mecanica (Combe et al., 2004; Liu
et al., 2011; Moon et al., 2012; Moon, S. J. et al., 2014; Jeong et al., 2015; Pitcher et
al., 2016), na hipersensibilidade térmica (teste de Hargreaves) (Liu et al., 2011), na
dor por pressao local (algesimetro Randall-Selitto) (Ahmed et al., 2012), entre

outros.

Além do quadro algico, encontra-se presenga de alteracbes inflamatérias na
OA induzida por MIA, principalmente pela observacdo da formagdo de edema
(Ahmed et al., 2012), aumento de citocinas inflamatérias (Moon et al., 2012; Moon,
S. J. et al., 2014; Jeong et al., 2015) e ampliagdo da atividade de neutrdfilos na

articulacao (Cifuentes et al., 2010).

Constatou-se ainda, que a injegao intra-articular de MIA produz degeneragao
progressiva da cartilagem e, posteriormente morte de condrécitos. Semelhante a OA
humana ha evidéncias de necrose de condrécitos, resultando em fibrilagdo da
superficie e diminuicdo da espessura da cartilagem, separagdo da cartilagem
necrotica do o0sso subjacente e exposicdo do osso subcondral; redugdées no
conteudo e densidade mineral 6ssea; e presenga de edema (Bove et al., 2003;
Guzman et al., 2003; Barve et al., 2007; Neugebauer et al., 2007; Cifuentes et al.,
2010; Ahmed et al., 2012; Moon et al., 2012; Nagase et al., 2012; Moon, S. J. et al.,
2014; Jeong et al., 2015). Também foram encontradas semelhancas a OA humana
em registros radiograficos (Nagase et al., 2012), nas alteragbes dos niveis de MMPs
(Cifuentes et al., 2010; Ahmed et al., 2012; Moon et al., 2012; Moon, S. J. et al.,
2014; Jeong et al., 2015), e modificacbes no equilibrio da producdo de ERO e
reacao antioxidante na articulacdo do joelho (Cifuentes et al., 2010; Moon et al.,
2012).

Varias doses de MIA tem sido utilizadas nos estudos pré-clinicos: 0,1mg
(Bove et al., 2003; Schuelert e Mcdougall, 2009), 0,3mg (Bove et al., 2003; Schuelert
e Mcdougall, 2009; Nagase et al., 2012), 0,5mg (Pitcher et al., 2016), 1Tmg (Guzman
et al., 2003; Nagase et al., 2012), 1,2mg (Cifuentes et al., 2010), 2mg (Combe et al.,
2004; Ahmed et al., 2012), 3mg (Bove et al., 2003; Schuelert e Mcdougall, 2009;
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Moon et al., 2012; Moon, S. J. et al., 2014; Jeong et al., 2015), 4mg (Liu et al., 2011).
Desse modo, ndo ha um consenso sobre melhor dose para a indugdo de OA em
joelho de ratos, que possa produzir ao mesmo tempo alteragdes relacionadas ao
estresse oxidativo e reagdo antioxidante; ao processo inflamatorio (dor e edema),

bem como caracteristicas de lesao articular.

A busca por uma dose menor de MIA para inducao de OA, caracterizado por
estresse oxidativo, presencga de dor e danos na cartilagem articular, pode possibilitar
aos animais maior bem-estar. Ao proporcionar o maior bem-estar possivel para os
animais e utilizacdo de numeros reduzidos de animais, produzindo condi¢des 6timas
de padronizagao e fornecendo dados mais confidveis para melhora da qualidade da
ciéncia, estdo em consonancia aos principios norteadores dos "3Rs" (Replacement,
Reduction and Refinement, em uma traducgao livre significa: Substituicdo, Redugéao e
Refinamento) (Flecknell, 2002).

3.3. Tratamentos da Osteoartrite

As opcgdes de tratamento para a OA dividem-se principalmente em quatro
categorias principais: ndo farmacoldgica, farmacoldgica, complementar e alternativa,
e cirurgica. Geralmente, a indicagdo é que o tratamento comece com as terapias
mais seguras e menos invasivas para os pacientes. Todos os individuos com OA
devem receber pelo menos algum dos tratamentos das duas primeiras categorias e
conforme sua evolugdo, outras categorias sdo indicadas posteriormente (Sinusas,
2012).

A abordagem do tratamento conservador, nao farmacologico, com
Fisioterapia tem como objetivos principais a melhora funcional e da qualidade de
vida dos pacientes portadores de OA, atuando por meio de exercicios e de recursos
eletro-termo-fototerapéuticos. Dentre os recursos fototerapéuticos, um dos mais
utilizados no tratamento de OA é o Laser de Baixa Intensidade (Agne, 2013;
Bannuru et al., 2019).
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3.3.1. Terapia com Laser de Baixa Intensidade na Osteoartrite

O acrébnimo Laser é formado pelas iniciais de “Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation”, o que significa Amplificacdo de Luz por Emisséo
Estimulada de Radiacdo. A terapia Laser tem sido utilizada com éxito em
procedimentos médicos, odontologicos e fisioterapéuticos, baseando-se nas
interagdes laser-tecido bioldgico. Quando um feixe de Laser incide sobre o tecido
bioldgico, a radiagdo pode ser absorvida por ele, espalhada (dispers&o) aos tecidos
adjacentes, transmitida a tecidos mais profundos e/ou refletida para o préprio meio

(Figura 3) — resultando em efeitos bioldgicos ou fotobioestimulatérios (Agne, 2013).

F eixe Incidente
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Tecido

Absorcao
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ﬁ Espalhamento ™

¥ ¥ \\

Transmissao
Figura 3 — Interacbes do laser e do tecido biolégico — absorg¢ao, dispersao, transmisséo e reflexao.

Fonte: Autor (2018).

As interagbes laser-tecido bioldégico dependem fundamentalmente da
estrutura bioldgica (tipo de tecido, tamanho, espessura, coloragdao, composi¢ao, area
exposta), bem como dos parametros utilizados para os tratamentos de disfungdes
musculoesqueléticas, como comprimento de onda, modo de entrega da radiagao

(continua ou pulsada), tempo de exposi¢cdo, poténcia, densidade de poténcia
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(irradiancia) e densidade de energia (fluéncia) (Salehpour et al., 2018). Os efeitos
fotobioestimulatérios tem sido encontrados frequentemente com Laser de baixa
densidade de energia (entre 1 e 20J/cm?) e em comprimentos de onda no espectro
do vermelho e do infravermelho préximo (entre 600 e 1100nm) (Huang et al., 2015;
Hamblin, 2017; Tsai e Hamblin, 2017; Hamblin, 2018; Salehpour et al., 2018). As
diretrizes da “World Association of Laser Therapy” (WALT) recomendam os
comprimentos de onda de 780-860nm ou 904nm para o tratamento de OA de joelho
(Walt, 2010a; b). Existem varios instrumentos de Laser no mercado brasileiro e a
Figura 4 ilustra o equipamento utilizado no presente trabalho para o tratamento de

OA de joelho dos ratos.

Figura 4 — Equipamento de laser utilizado no presente trabalho (Laserpulse Ibramed@ - Caneta 904
nanémetros).
Fonte: Google Images (2018).

A terapia LBl tem numerosos beneficios como aumento do metabolismo
tecidual, redugao da dor por meio da redugdo do processo inflamatoério, diminuigao
da sensibilizagdo nervosa, e aceleragao do processo de regeneragao (Kim e Kim,
2013a; Wang et al., 2014; Milares et al., 2016; Pigatto et al., 2017). Em modelos de
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roedores de OA de joelho, a terapia LBI, com comprimento de onda de 850nm e
dose de 2,66J/cm2, realizado todos os dias por quatro semanas, apresentou
diminuicdo do edema, melhora da funcédo articular e inibicdo do processo de
degradagao da cartilagem (Moon, C. H. et al., 2014). Ainda com o Laser de 850nm e
dose de 3,6J/cm2, com frequéncia de tratamento de cinco vezes por semana,
durante 21 dias, constatou-se aumento do limiar nociceptivo mecanico e do tempo
de retirada da pata por estimulo térmico, além de diminui¢do nos niveis de citocinas
inflamatorias (Kim e Kim, 2013a; b). Com comprimento de onda de 830nm e dose de
4,8J/cm?, tratados com LB trés vezes por semana, durante oito semanas, verificou-
se a reducgdo da dor e da sinovite em ratos (Wang et al., 2014). O Laser de 808nm e
doses de 10 e 50J/cm?, por cinco dias na semana, durante trés semanas, preveniu a
progressao de modificagdes morfolégicas relacionadas a leséo articular (Bublitz et
al., 2014). Outro estudo, com o Laser de 808nm, dose 50J/cm?, aplicado trés vezes
por semana, em 24 sessoes, apresentou menor densidade de condrécitos e
expressao de citocina inflamatéria (IL-1B), assim preveniu a degeneragdo da
cartilagem articular de ratos (Milares et al., 2016). Ainda com o Laser de 808nm,
dose de 142,4J/cm? verificou-se atenuacdo do processo inflamatério com
diminuicdo de células e de citocinas inflamatérias (Alves et al., 2013). Com o Laser
de 810nm e fluéncia de 3J/cm?, cinco dias por semana, durante duas semanas, o
tratamento reduziu a desorganizagdo de condrécitos e a expressao de caspase-8
(encontrada em grande quantidade na OA e que contribui para a apoptose celular)
(Lin et al., 2012). Com o Laser de 890nm e dose de 4,8J/cm?, duas vezes/semana,
por até quatro meses, os resultados n&o indicaram aceleracdo do processo de

cicatrizagédo no tecido subcondral (Bayat et al., 2009; Javadieh et al., 2010).

Dessa forma, pode-se verificar que ainda ndo ha um consenso na literatura
cientifica em relagdo ao comprimento de onda, nem sobre a densidade de energia
do Laser no processo de OA. Embora alguns dos efeitos da terapia LBl no
metabolismo tecidual tenham sido muito estudados, os mecanismos bioldgicos
subjacentes aos efeitos fotobioestimulatérios ainda ndo foram completamente

esclarecidos.
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3.3.2. Terapia com Plantas Medicinais na Osteoartrite

O uso de plantas medicinais, muitas vezes resume-se ao Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. A utilizagdo de plantas no
tratamento e na cura de enfermidades é tdo antiga quanto a espécie humana (Maciel
et al., 2002). As observagdes populares sobre a utilizacdo e a eficacia de plantas
medicinais contribuem de forma relevante para a divulgagdo das virtudes
terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que
produzem, apesar de n&o terem seus constituintes quimicos conhecidos (Maciel et
al., 2002).

O tratamento medicamentoso para pacientes portadores de OA é constituido
em sua maioria de anti-inflamatorios, e grande parte desses farmacos exercem
inumeros efeitos colaterais que podem restringir seu uso. Uma alternativa a tais
medicamentos sao as plantas medicinais, que oferecem uma importante perspectiva
na identificacdo de compostos bioativos (Marmitt et al., 2015). Ha varios estudos que
avaliam as plantas medicinais e sua eficacia nas enfermidades reumaticas. Estes
comecaram a serem desenvolvidos baseados em dados etnofarmacolégicos.
Comparados aos anti-inflamatérios esteroidais e n&o esteroidais, as plantas
medicinais desempenham ainda um pequeno papel no tratamento de OA (Da Rosa
e Machado, 2007).

Dentre a extensa lista de plantas medicinais, podem-se citar espécies do
género Sida (S. rhombifolia e S. cordifolia), que tem apresentado efeitos benéficos
em processos osteoartriticos (Gupta et al., 2009; Narendhirakannan e Limmy, 2012;
Nirmal et al., 2013; Nirmal et al., 2015; Nirmal et al., 2017). Os estudos com a S.
tuberculata, outra espécie do género Sida, mostraram efeitos antioxidante,
antimicrobiano e antinociceptivo (Da Rosa et al.,, 2015; Da Rosa et al., 2016; Da
Rosa et al., 2019). Entretanto ainda ndo ha estudos dos efeitos da S. tuberculata no

tratamento da OA.
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3.3.2.1. Sida tuberculata

A Sida tuberculata R.E. Fries, popularmente conhecida como guanxuma, &
uma planta herbacea pertencente a familia Malvaceae, encontrada na regidao Sul do
Brasil (Da Rosa et al., 2015) (Figura 5).

Figura 5 — Sida tuberculata, conhecida popularmente como guanxuma.
Fonte: Da Rosa, 2013.

Na composicédo fitoquimica do género Sida, encontram-se flavonoides,
alcaloides e ecdisteroides (Dinan et al., 2001; Sutradhar et al., 2007; Da Rosa et al.,
2015; Dinda et al., 2015; Da Rosa et al., 2018). Especificamente, em folhas e raizes
de S. tuberculata, verificou-se a presenca de ecdisteroides, alcaloides e flavonoide,
e 0 20-hidroxiecdisona (20HE) considerado o composto majoritario da S. tuberculata
(Da Rosa et al., 2015; Da Rosa et al., 2019) (Figura 6).
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TABLE 1 Chemical compounds identified in Sida tuberculata (Malvaceae) with equivalent absorbance in UV-vis maxirmum, [M + H] ions, and key
fragments in positive mode. Mass analyses performed by UHPLC/ESI-MS.

n® UV vis [M + H]* Molecular
(abs. Max.) m/z formula MS fragments m/z Suggested compound
1 248 543 CasHesOya 625 [M + H-H, 0" 20-hy droxyeadysone-3-glucopy ranoside
2 248 481 CorHaaO7 463 [M + H-H=0]", 445 [M + H-2H:0[", 20-hydroxyecdysone
427 [M + H-3H01
3 250 497 Ca7HaaOg 479 [M + H-H20J", 463 [M + H-2H0]", 5,20-dihydroxyecdysone*
445 [M + H-3H;0]", 427 [M + H-4H0]"
4 248 465 CorH 440, 447[M + H-H,0]", 429[M + H-2H,0]", Ecdysone *
248 613 CasHea0yy 481[M + H-hexosel’, 463[M + H-hexose-H;0]", 20-hydroxyecdysone-3- deoxyhexose
445 [M + H-hexose-2H,0]", 427 [M + H-hexase
-3H.0]*
6 312 595 CaoH2:013 449 [M + H-CoH,0:]", 287[M + H- CoH.05-glul” Kaempferol-346-p-Coumaroyl)
glucopyranoside
7 317 3i4 CigH 504N 282 [M + H-CH,0T" M-Feruloyltyramine
a8 280 189 CygHygN2O 171 [M + H-H, 0] Vasidne *

Figura 6 — Constituintes quimicos obtidos de extratos de S. tuberculata.
Fonte: Retirado de Da Rosa et al. (2019)

Tradicionalmente, esta planta tem sido utilizada no tratamento de
hiperglicemia, hipercolesterolemia, processos de infec¢do e inflamagao (Da Rosa et
al., 2015). Nos estudos in vitro, a S. tuberculata apresentou atividade antioxidante e
antimicrobiana, além de apresentar resposta antinociceptiva em processo
inflamatorio induzido em camundongos (Da Rosa et al., 2015; Da Rosa et al., 2016;
Da Rosa et al., 2019).

Outras espécies do género Sida tem apresentado efeitos benéficos no alivio
de dor e na resolugao do processo inflamatério. A S. rhombifolia, por exemplo, foi
eficaz na reducédo do edema de pata em ratos, por meio da inibicdo dos mediadores
inflamatorios como histamina, serotonina e prostaglandina (Logeswari et al., 2013).
Na S. cordifolia constatou-se propriedades analgésicas e anti-inflamatorias em
edema de pata de rato induzido por carragenina ou acido araquidénico, através da

inibicdo da via da ciclooxigenase (Franzotti et al., 2000).

As espécies do género Sida também tem sido estudadas quanto a eficacia no
tratamento de OA. Gupta et al. (2009) verificaram os efeitos da S. rhombifolia na
melhora do desempenho motor, aumento da distdncia percorrida, bem como
alteracgdes histopatologicas em animais com OA induzida pelo Complete Freund’s
Adjuvant (CFA - adjuvante completo de Freund). A S. rhombifolia também
apresentou efeitos antioxidantes na lesdo induzida por CFA na pata de ratos
(Narendhirakannan e Limmy, 2012). A S. cordifolia mostrou efeito protetor na OA de

joelho induzida por colagenase tipo Il, pois reduziu o edema no joelho e o volume da
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pata dos ratos, diminuiu a atividade de MMP, melhorou os niveis de marcadores
antioxidantes e reduziu as alteragbes estruturais na articulagcdo, causadas no

decorrer do processo de OA (Nirmal et al., 2013; Nirmal et al., 2017).

Especificamente, a S. tuberculata diminuiu a formacdo do processo
inflamatorio induzido por carragenina, quando administrada por via oral uma hora
antes do agente flogistico. Os extratos de folhas de S. tuberculata (10, 30, 100 e
300mg/kg) diminuiram a nocicepg¢ao induzida por acido acético e formalina em
camundongos, sugerindo redugdo do processo inflamatério através de mediadores

endogenos (Da Rosa et al., 2019).

Assim, verifica-se que algumas espécies do género Sida tem obtido éxito
como efeito antinociceptivo, anti-inflamatério e também em disturbios como a OA.
Isso fornece indicios do potencial medicinal da S. tuberculata no tratamento da OA
de joelho, com perspectivas de atenuagdo da dor e da inflamacéo, redugcdo dos

danos gerados por estresse oxidativo e de lesdes na cartilagem.
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4. JUSTIFICATIVA

A OA do joelho € uma doencga cronica e degenerativa de grande impacto
fisico e social, que esta associada a alguns fatores de risco, tais como: a obesidade,
0 género feminino e principalmente a idade avangada (Muraki et al., 2013).
Atualmente (2019), existem cerca de 29 milhdes de pessoas no Brasil com idade
igual ou maior que 60 anos, e estima-se que em 2060 haja mais de 73 milhdes
nessa faixa etaria (IBGE, 2018). A World Health Organization (WHQO) estima que
10% da populacdo mundial com 60 anos ou mais, possuem sinais e sintomas da OA
(WHO, 2003). Segundo a Sociedade Brasileira de Reumatologia (SBR), a OA
representa de 30% a 40% das consultas nos ambulatérios de reumatologia e

representa 7,5% de todos os afastamentos de trabalho (SBR, 2017).

A inexisténcia de um tratamento eficaz para OA reflete a necessidade de
melhor compreensao de sua fisiopatologia. Entretanto, a realizagcdo de estudos da
OA em humanos apresenta algumas limitagdes, tais como: lento desenvolvimento da
doenga, auséncia de sintomas em estagios iniciais, variedade de sintomas (dor,
rigidez, edema, limitacdo de fungdes), escassez da correlagédo entre a progressao da
OA e a gravidade dos sintomas, entre outros. Portanto, o estudo de modelos de OA
em animais, pode contribuir para preencher algumas lacunas para a compreensao
do desenvolvimento da doenga, uma vez que algumas influéncias ambientais s&o
controladas, existe a possibilidade de coleta de amostras para analises de
marcadores inflamatérios e de parametros bioquimicos de estresse, bem como
permite avaliagédo histoldgica das articulagdées envolvidas. O modelo de OA também
deve apresentar semelhancas a OA humana quanto a progressdo da doenca, as
caracteristicas de lesao na cartilagem e a presenca de alteragdes comportamentais
como a dor (Lampropoulou-Adamidou et al., 2014; Pitcher et al., 2016).

A dor desencadeada na OA é considerada o principal sintoma, levando a
incapacidade funcional e reduzindo a qualidade de vida do individuo, além de
provocar alteragdes teciduais e bioquimicas importantes (Zhang et al., 2010).
Embora alguns estudos evidenciem os beneficios da aplicagdo da terapia LBI no
processo de OA (Bayat et al., 2009; Javadieh et al., 2010; Lin et al., 2012; Alves et
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al., 2013; Kim e Kim, 2013a; b; Bublitz et al., 2014; Wang et al., 2014; Huang et al.,
2015), ainda ndo ha um consenso na literatura sobre os parametros fisicos de Laser
mais eficazes para o tratamento de OA. Ainda, ndo estdo totalmente esclarecidos os
mecanismos (relacionados ao estresse oxidativo e ao processo inflamatorio) que

explicam a interagao Laser-tecido biolégico, no que tange a OA.

Estudos (Franzotti et al., 2000; Gupta et al., 2009; Narendhirakannan e
Limmy, 2012; Logeswari et al., 2013; Nirmal et al., 2013; Nirmal et al., 2017; Da
Rosa et al., 2019) indicam que as espécies do género Sida tem apresentado efeito
antinociceptivo, anti-inflamatério e reducdo das caracteristicas da OA. Assim, a S.
tuberculata pode ser benéfica no tratamento da OA de joelho, com redugdo de
estresse oxidativo, da dor e da inflamacédo, e de lesbes na cartilagem. De forma
complementar, os efeitos terapéuticos de LBI e da S. tuberculata podem ser

potencializados através de sua aplicagao associada.

Diante do exposto, esse estudo pretende analisar os efeitos do Laser, da S.
tuberculata e de sua associacdo na OA, com vistas a verificar a eficacia desses
tratamentos para o alivio do quadro algico, e consequentemente para a melhora da

qualidade de vida dos portadores de OA de joelho.
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5. OBJETIVOS

Geral

Investigar o efeito da terapia Laser de Baixa Intensidade (LBI), do extrato
aquoso de S. tuberculata e da associacdo desses, na OA induzida por MIA em

joelho de ratos.

Especificos

» Caracterizar a dose de MIA necessaria para induzir a OA na articulagao do
joelho de ratos, através da identificagdo de lesdes histopatologicas, além de
relaciona-los aos niveis de estresse oxidativo, dor e edema.

» Investigar o efeito da terapia LBl em ratos com OA de joelho induzida por MIA,
através da observacéo dos seguintes parametros:

o marcadores de estresse oxidativo;
o atividade de neutrdfilos;

o hipersensibilidade e edema;

o presenga de citocinas inflamatérias.

» Investigar o efeito do extrato aquoso de S. tuberculata em ratos com OA de
joelho induzida por MIA, através da observacao dos seguintes parametros:

o marcadores de estresse oxidativo;
o atividade de neutrofilos;

o hipersensibilidade e edema;

o toxicidade renal e hepatica.

» Investigar o efeito da associagdo da terapia LBl e do extrato aquoso de S.
tuberculata, em ratos com OA de joelho induzida por MIA, através da
observagéo dos seguintes parametros:

o marcadores de estresse oxidativo;
o marcadores inflamatérios (niveis de NO, citocinas pré6 e anti-

inflamatadrias, e presenca de dor).
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7. DISCUSSAO

O presente estudo apresentou uma série de resultados que foram
parcialmente divididos em manuscritos. Neste trabalho, foram expostos inicialmente
os resultados obtidos através do modelo de inducéo de OA por MIA em ratos. Neste
primeiro estudo, observou-se que a maior dose de MIA estudada (1,5mg) induziu o
aumento dos niveis de marcadores de estresse oxidativo, bem como a diminui¢ao
da defesa antioxidante, tanto no foco da lesdo como em locais distantes, sugerindo
um possivel efeito sistémico associado a OA do joelho. Um aumento nos niveis de
ERO estd associado com elevada peroxidacdo lipidica (Ostalowska et al., 2006;
Paliwal et al., 2013) e danos a proteinas, que também s&o indicadores da
intensidade da atividade dos radicais livres (Tetik et al., 2010). O estresse oxidativo
pode contribuir com o desencadeamento da sensibilizacdo central, através de
sistemas de segundos mensageiros e/ou ativacdo glial, favorecendo o
desenvolvimento de dor (Hulsebosch et al., 2009; Sagar et al., 2011; Burston et al.,
2013). Estudos prévios ja demonstravam aumento do estresse oxidativo induzido
pelo MIA (Liu et al., 2011; Ahmed et al., 2012; Moon et al., 2012; Moon, S. J. et al.,
2014; Jeong et al., 2015). No entanto, o presente trabalho foi o primeiro que
demonstrou além dessas alteracbes, que o MIA produziu sinais e sintomas
inflamatorios similares aos encontrados em individuos com OA do joelho na clinica.
O processo inflamatorio foi evidenciado pela presenca de hipersensibilidade, edema
e elevada atividade neutréfila. Na cartilagem articular, o MIA produziu danos
teciduais, observados pela superficie irregular da cartilagem, adelgacamento e areas

necréticas na regido.

Uma vez estabelecida a dose de MIA que induziu sintomas e alteracdes
bioldgicas similares a OA de joelho humano, nosso proximo objetivo foi verificar os
efeitos da terapia LBl nesse mesmo modelo experimental. O tratamento com LBI
diminuiu os niveis dos marcadores de estresse oxidativo e aumentou a atividade
antioxidante em locais distantes da lesdo, sugerindo um efeito local com
consequéncias sistémicas ou um possivel efeito sistémico especifico do Laser. A
acao do LBI com comprimento de onda na faixa do infravermelho em membranas de

mitocondrias e/ou de células pode influenciar a modulag¢do das vias de sinalizagéo,
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producdo de ERO, ATP, ions célcio (Ca*"), NO e fosfato (Tsai e Hamblin, 2017). Sob
condi¢cdes de estresse ou isquemia, a atividade da enzima citocromo c oxidase
(unidade IV na cadeia respiratéria mitocondrial) € inibida pelo NO, através da
competicdo direta no centro catalitico, entre o NO e o oxigénio (0. A
fotobioestimulagcdo pode reverter esta inibicdo, dissociando o NO dos locais de
ligacdo e aumentando as taxas de respiracao celular (Karu et al., 2005; Farivar et al.,
2014; De Freitas e Hamblin, 2016; Tsai e Hamblin, 2017). A captacéo de fétons pela
citocromo c oxidase também promove aumento do potencial de membrana
mitocondrial e reduz simultaneamente a producdo de ERO (Giuliani et al., 2009;
Huang et al., 2013; Hamblin, 2017; 2018). A reducdo dos danos por estresse
oxidativo em locais distantes da lesdo, podem ter influenciado na atenuacéo da dor
através da diminuicdo da sensibilizacdo periférica e central (Mishra et al.,, 2012;
Paliwal et al., 2012; 2013). O alivio da dor também ter ocorrido em decorréncia da
resolucé@o do processo inflamatorio (Alves et al., 2013; Kim e Kim, 2013a; b; Wang et
al., 2014; Neves et al.,, 2017), constatado através da diminuicdo da atividade
neutréfila. Durante processos como a OA ocorre inflamacdo das estruturas
articulares, especialmente da membrana sinovial (sinovite), que é uma fonte
importante de mediadores inflamatorios como as citocinas. Na inflamacédo cronica,
as citocinas favorecem o estresse oxidativo e danos articulares, e como
consequéncia presenca de dor (Ahmed et al., 2012). Nos grupos que receberam
terapia Laser, constatou-se uma diminuicdo no estresse oxidativo e aumento na
atividade antioxidante, e também reducdo de citocinas inflamatérias quando
comparado ao grupo MIA.

Seguindo a mesma linha de pesquisa com o modelo experimental de OA
induzido por MIA, procurou-se posteriormente verificar o efeito do extrato aquoso de
S. tuberculata na OA de joelho. Neste contexto, pode-se observar que 0s animais
qgue foram tratados com a planta apresentaram diminuicdo nos niveis de marcadores
de estresse oxidativo. Em estudos in vitro (com Artemia salina), os extratos
hidroetandlicos de S. tuberculata demonstraram atividade antioxidante e efeito
protetor contra danos oxidativos (Da Rosa et al., 2016). O extrato aquoso de S.
tuberculata também reduziu o processo inflamatério, pois apresentou menor
atividade de neutrofilos no local da lesdo e maior atividade no soro sanguineo

guando comparado ao grupo MIA. O 20HE (composto majoritario da planta) possui
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propriedades anti-inflamatorias, uma vez que inibe a liberacdo de histamina dos
mastocitos (Lafont e Dinan, 2003), além de inibir a via de sinalizacdo do fator de
transcricdo nuclear — kappa B (NF-xB) associados a reducdo de marcadores
inflamatoérios (NO, proteina C reativa, citocinas pro-inflamatérias e subunidade do
fator nuclear-k65 p65) (Sun et al.,, 2017). Além disso, a reducdo da hiperalgesia
mecanica e da dor espontanea também foram encontradas no presente estudo
(sendo os resultados mais expressivos com a dose de 5mg/ml). Em relacdo a
atividade hepatica e renal, o extrato aquoso de S. tuberculata ndo apresentou
alteracdes significativas. Na avaliagdo de toxicidade através da analise com software
especializado, o extrato de S. tuberculata apresentou baixa probabilidade de causar
efeitos tdxicos em todos os parametros avaliados, sugerindo ser nao-genotoxica,
nado-téxica ao sistema reprodutivo, ndo cardiotdxica, néo irritante, ndo-hepatotdxica,

além de nado apresentar toxicidade renal (Da Rosa et al., 2016).

Na Uultima parte desse estudo, foram verificados os efeitos isolados e
associados do LBI e do extrato aquoso de S. tuberculata na OA do joelho induzida
por MIA. Os resultados indicaram que, isoladamente, a terapia LBl e o extrato
aquoso de S. tuberculata diminuiram os danos causados por estresse oxidativo,
assim como os indicadores inflamatdérios na OA do joelho. A associacao de terapias
foi eficaz na diminuicdo da dor e da inflamagdo, no entanto, ndo demonstraram
alteracdes significantes em relacdo aos danos por estresse oxidativo. A terapia LBl e
a S. tuberculata parecem interferir um no outro, anulando os efeitos benéficos
relacionados aos danos por estresse oxidativo e reacdo antioxidante. A associacao
também reduziu os niveis de nitrito/nitrato (NOXx) e de citocinas pré-inflamatérias no
joelho lesado, entretanto ndo houve potencializacdo dos efeitos. Observou-se ainda
reducdo da hiperalgesia mecéanica e a dor espontanea, que pode ser resultado dos
niveis reduzidos de citocinas inflamatérias e de NO. Assim, os resultados
encontrados sugerem que as terapias combinadas s&o benéficas sobre os
processos inflamatérios, embora ndo tenham sido detectados efeitos cumulativos, e
também ndo tiveram alteragfes significativas nos parametros de estresse oxidativo.
Dessa forma, a associacdo das técnicas ndo demonstrou efeitos superiores em

relacéo ao uso isolado do tratamento com Laser ou com S. tuberculata.
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8. CONCLUSOES

Este trabalho teve por objetivo investigar os efeitos da terapia LBI, da S.

tuberculata e da associacao desses, no modelo de OA induzida por MIA em joelho

de ratos, através dos parametros bioquimicos (estresse oxidativo e atividade

antioxidante) e inflamatérios (presenca de dor e edema, atividade de neutrdfilos,

niveis de citocinas e NO). Inicialmente, foram estudadas diferentes doses de MIA

para inducdo de OA de joelho. Uma vez estabelecida a dose mais efetiva de MIA,

foram analisados os efeitos do LBI e, posteriormente os efeitos do extrato aquoso de

S. tuberculata na OA de joelho. Apds a obtencdo das doses mais eficazes de Laser

e de S. tuberculata, foi realizado uma anélise comparativa da eficacia de ambos os

tratamentos e de sua associacdo na OA de joelho induzida por MIA. Diante das

analises realizadas, conclui-se que:

A escolha da dose de 1,5 mg de MIA para ser injetado nos joelhos dos ratos, foi
baseada nos principios dos “3Rs” (Replacement, Reduction and Refinement, em
portugués Substituicdo, Reducdo e Refinamento), para o maior bem estar dos
animais e melhor padronizacdo do processo de OA, pois essa dose induziu um
desequilibrio nos mecanismos oxidativos e antioxidativos (Figura 11A), tanto no
local da les@o quanto em locais distantes, o que contribuiu para a fisiopatologia
da OA. Ainda, a injecdo de MIA induziu dor, edema no joelho e danos extensos a
cartilagem da articulacdo, evidenciado histologicamente através das superficies

irregulares, adelgacamento e areas necroticas na cartilagem.

A terapia Laser (18J/cm?) diminuiu os niveis de marcadores de estresse oxidativo
e aumentou a atividade antioxidante em locais distantes da lesdo, sugerindo um
possivel efeito sistémico secundario, reduziu a dor, atividade de neutréfilos e os
niveis de citocinas, indicando uma reducao do progresso inflamatorio atraves da
cascata de citocinas (Figura 11B). Diante disso, a terapia LBl apresenta-se como

uma técnica promissora para o tratamento da OA do joelho.

A administrag&o, por via oral, do extrato aquoso de S. tuberculata (5mg/ml) nos
ratos reduziu o estresse oxidativo, diminuiu a atividade de neutréfilos e a dor

devido a OA do joelho (Figura 11B), aléem de apresentar baixa toxicidade
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hepatica e renal. Assim, 0 extrato aguoso de S. tuberculata apresenta potencial

medicinal para o tratamento de individuos portadores de OA de joelho.

e O estudo comparativo entre os efeitos da terapia LBI, do extrato aquoso da S.
tuberculata e da associacdo de ambos, na OA de joelho induzida por MIA;
mostrou que a terapia Laser levou a uma diminuicdo do estresse oxidativo e um
aumento da atividade antioxidante (na lesdo e em locais distantes); e também
reduziu os niveis de NOXx e de citocinas, contribuindo assim para uma diminui¢ao
mais significativa da hiperalgesia mecéanica e da dor espontanea em comparacao
aos demais tratamentos. Dessa forma, a terapia LBl se mostrou mais eficaz para
atenuar os sinais da OA do joelho do modelo proposto. Portanto, esse trabalho
apresentou evidéncias adicionais para a compreensdo dos mecanismos da
fotobioestimulacdo no tecido cartilaginoso com OA, reafirmando sua importancia

como intervencdo terapéutica benéfica para o tratamento de individuos com OA

de joelho.
W e s e @ |L-1beta "+ Receptorde
iy Neutretlo @ Atividade antioxidante @ TNF-alfa ® L6 ciiacinas
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Condrécito ® o9
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Figura 11 — A) OA induzida pelo MIA (estresse oxidativo, citocinas e 6xido nitrico). B) OA ap0s o
tratamento com Laser de Baixa Intensidade e extrato aquoso de S. tuberculata.
Siglas: ERO, espécies reativas de oxigénio; NO, dxido nitrico; TNF-alfa, fator de necrose tumoral alfa;

IL-1beta, interleucina 1 beta; IL-6, interleucina 6. Fonte: Autor (2019).
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9. PERSPECTIVAS

As investigacdes conduzidas sugerem que € possivel avancar ainda mais a
fronteira do conhecimento a respeito do uso da terapia LBl e da S. tuberculata nos

processos inflamatoério e osteoartritico, pois ainda € possivel explorar:
¢ Qutras dosagens de extratos da S. tuberculata em modelos de OA.

e O efeito de extratos de S. tuberculata em outros modelos de inflamacao e de dor

cronica.

e A acdo da terapia LBl e/ou S. tuberculata em processos inflamatorios, através da

andlise dos(as):

o biomarcadores, como o fator de transcricdo nuclear-«B (NF-xB), 0 INOS, a

ciclooxigenase-2, dentre outros.

o caracteristicas histologicas, em processos agudos (hiperemia ativa
patologica, edema, e infiltrado de polimorfonucleares, principalmente
neutréfilos) e em processos cronicos (proliferacdo fibroblastica e
angioblastica, e infiltrado de células mononucleares, principalmente de

linfécitos, plasmdcitos e macréfagos).

e Os efeitos terapéuticos do LBI e/ou S. tuberculata em modelos de OA através
do(a):

o mecanismos apoptoticos (morte celular programada) dos condrdcitos, com

atencao voltada para as caspases.

o desequilibrio entre as MMP e seus inibidores teciduais, que resulta na

destruigdo continua de proteoglicanos e de coldgeno da cartilagem na OA.

o andlise da ativacdo de células gliais e sua influéncia no quadro de dor

causado pela OA.
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o acompanhamento dos aspectos histolégicos da evolucado do processo de
OA durante o tratamento.

e Os efeitos antinociceptivos e antioxidantes encontrados nas terapias Laser e S.
tuberculata sugerem efeitos sobre outras disfuncdes, tais como distarbios de

humor e de memodria, que podem ser estudados futuramente.
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