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“Importa, porém, caminhar hoje, amanha e no dia seguinte.”
Jesus (Lucas, 13:33)

Aos pacientes que convivem com a dor neuropatica
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GAMA, Kelly Barbosa. Potencial terapéutico do meio condicionado obtido de cultura
de células-tronco mesenquimais na dor neuropatica experimental: uma andlise
comparativa. 86 f. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Centro de
Pesquisas Goncalo Moniz, Salvador, 2015.

RESUMO

INTRODUCAO: Dor neuropatica (DN) € um tipo de dor crénica causada por lesdo ou
disfuncédo do sistema nervoso. Atinge cerca de 3 a 17% da populacdo mundial e é
considerada um problema de saude publica. Dentre os mecanismos envolvidos na
inducdo e manutencdo da dor neuropatica, merece destaque o papel das citocinas,
que atuam como neuromoduladores envolvidos na sensibilizacdo dolorosa. Nao
existe atualmente tratamento clinico que leve a cura da dor neuropatica. Evidéncias
experimentais indicam que células-tronco mesenquimais, através de sua agao
pardcrina, possuem grande potencial na terapéutica desta sindrome. OBJETIVO: O
presente trabalho teve por objetivo investigar o potencial terapéutico do meio
condicionado (MCd) obtido a partir do sobrenadante da cultura de células-tronco
mesenquimais em modelo experimental de neuropatia, comparando seus efeitos aos
das préprias células-tronco mesenquimais (CMMO) e aos efeitos da terapia
farmacol6gica atualmente utilizada no controle clinico da dor neuropatica.
METODOS: As CMMO foram obtidas a partir de medulas ésseas de camundongos
C57BIl/6, oriundos do CPqGM (FIOCRUZ-BA), e foram caracterizadas por citometria
de fluxo e ensaios de diferenciacdo celular in vitro. Animais da mesma linhagem
foram submetidos a cirurgia de ligadura parcial do nervo isquiatico e seus limiares
nociceptivos mecanico e térmico foram avaliados durante todo o periodo
experimental (60 dias) com filamentos de von Frey e Hargreaves, respectivamente.
Seccbes de medula espinal (L4-L5) e nervos isquiaticos foram coletadas para
andlise quantitativa de citocinas por ELISA. Todas as avaliacdes foram realizadas
antes e depois do tratamento com MCd, com CMMO (1x10°), e com os farmacos
indometacina (1 mg/kg) e gabapentina (70 mg/kg). RESULTADOS: A andlise
comportamental demonstrou reducdo dos limiares nociceptivos mecéanico e térmico
dos camundongos apdés a cirurgia de ligadura, evidenciando o desenvolvimento de
alodinia e hiperalgesia, indicativos de neuropatia. O tratamento dos animais
neuropaticos com unica administragdo endovenosa de MCd induziu aumento do
limiar de nocicepc¢do durante todo o periodo experimental. Em comparagdo aos
outros tratamentos propostos, apenas a administracdo de CMMO alcancou
resultados semelhantes. A indometacina e a gabapentina tiveram efeito
antinociceptivo somente durante o periodo de tratamento com as mesmas. A analise
quantitativa das citocinas IL-1B, IL-10, TNF-a e IL-6 nos nervos isquiaticos
ipsilaterais e medulas espinais dos camundongos evidenciou que o tratamento com
MCd ou CMMO reduziu os niveis de IL-13, TNF-a e IL-6, e aumentou 0s niveis de
IL-10, tanto na medula (nivel central) quanto no nervo (nivel periférico). Os
tratamentos com indometacina e gabapentina tiveram efeitos menos consistentes
sobre os niveis de IL-1B, TNF-q, IL-6 e IL-10, a depender da citocina, tempo e sitio
avaliado. CONCLUSAOQO: O efeito do MCd na DN experimental é comparavel ao das
CMMO, e superior em magnitude e duracdo ao tratamento farmacol6gico usual para
essa sindrome. E possivel que o efeito antinociceptivo do MCd na neuropatia
decorra da modulacao da producédo de citocinas nas vias de dor, e portanto, de uma
interferéncia com o curso da doenca. Em conjunto, os dados desse estudo permitem
propor que o MCd pode ser uma alternativa inovadora de aplicacao futura para o
tratamento da DN.



PALAVRAS-CHAVE: Dor neuropatica, Alodinia mecanica, Hiperalgesia térmica,
Células-tronco, Células mesenquimais de medula 6ssea, Meio condicionado,
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Neuropathic pain (DN) is a type of chronic pain caused by injury or
dysfunction of the nervous system. It affects about 3-17% of the world population and
is considered a public health problem. Among the mechanisms involved in the
induction and maintenance of neuropathic pain, deserves the role of cytokines, which
act as neuromodulators involved in the pain maintenance. There is currently no
therapeutic approach that promote the healing of neuropathic pain. Experimental
evidence indicates that mesenchymal stem cells, through its paracrine action, have
great potential in the treatment of this syndrome. AIM: The present study aimed to
investigate the therapeutic potential of the mesenchymal stem cells-conditioned
medium in an experimental model of neuropathy, comparing its effects to those of
mesenchymal cells (CMMO) and pharmacological therapy currently used in the
clinical management of neuropathic pain. METHODS: CMMO were obtained from
C57BL/6 mice bone marrow, from CPqGM (Fiocruz-BA) and were characterized by
flow cytometry and cell differentiation in vitro assay. Partial ligation surgery of the
sciatic nerve was performed in C57BL/6 mice and the mechanical and thermal
nociceptive thresholds were assessed throughout the experimental period (60 days)
with von Frey filaments and Hargreaves, respectively. Spinal cord sections (L4-L5)
and sciatic nerves (1 cm) were collected for quantitative analysis of cytokines by
ELISA. All evaluations were performed before and after treatment with MCd, CMMO
(1x10°, indomethacin (1mg/kg), and gabapentin (70 mg/kg). RESULTS: As
expected, the ligation surgery induced mechanical allodynia and thermal
hyperalgesia, showing the development of neuropathy. The treatment of neuropathic
animals with single intravenous MCd administration induced antinociception
throughout the experimental period. Compared to remaining treatments, just the
CMMO administration reached similar results. Indomethacin and gabapentin had
antinociceptive effect only during the period of repeated administrations. Treatment
with MCd or CMMO reduced the IL-1B, TNF-a and IL-6 levels in both the spinal cord
and the sciatic nerve. In addition, these same treatments induced increase of the
spinal cord and nerve IL-10 levels. Indomethacin and gabapentin induced varying
effects on cytokines levels, depending on the tissue and cytokine evaluated.
CONCLUSION: The effect of MCd in experimental DN is equivalent to CMMO, but it
is greater in magnitude and duration than pharmacological treatments. The MCd-
induced antinociceptive effect seems to reflect an interference with the course of the
neuropathic disease. It is possible to propose that the MCd may be an innovative
alternative for future application in the treatment of DN.

KEYWORDS: Neuropathic pain, Mechanical allodynia, Thermal hyperalgesia, Stem
cells, Mesenchymal stem cells-conditioned medium, Cytokines.
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IL-1B
IL-4
IL-6

MCd

NaCl
PBS

PBS-BSA

RPM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Células-tronco mesenquimais de medula 6ssea
Centro de Pesquisas Goncalo Moniz
Células-tronco

Dor neuropatica

Acido etilenodiamino tetra-acético (Ethylenediamine tetraacetic

acid)

Ensaio imunoenziméatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Ganglios da raiz dorsal

Acido cloridrico

Intraperitoneal

Interleucina 10

Interleucina 1 beta

Interleucina 4

Interleucina 6

Meio condicionado obtido de cultura de células-tronco

mesenquimais de medula 6ssea
Cloreto de sédio
Tampao fosfato (Phosphate buffered saline)

Tampéo fosfato (Phosphate buffered saline) com albumina de

soro bovino (Bovine serum albumin)

Rotac¢des por minuto



TGF-B Fator transformador de crescimento [ (Transforming growth

factor )
TMB Tetrametilbenzidina
TNF-a Fator de necrose tumoral alfa (Tumor necrosis fator- alpha)

V.0. Via oral



1

2
2.1
2.2

2.3
2.4
2.5

3
3.1
3.2

4
4.1
4.2
4.3

4.4

4.5
4.6

4.7
4.8
4.9
4.10
411
4.12

SUMARIO

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

REVISAO DE LITERATURA

DOR NEUROPATICA

FISIOPATOLOGIA DA DOR NEUROPATICA: O PAPEL DAS
CITOCINAS

TERAPEUTICA DA DOR NEUROPAICA

CELULAS-TRONCO E TERAPIA CELULAR

O POTENCIAL DAS CELULAS-TRONCO NA DOR NEUROPATICA

OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL
OBJETIVOS ESPECIFICOS

MATERIAL E METODOS
ANIMAIS
MODELO DE DOR NEUROPATICA POR LIGADURA DE NERVO
DETERMINACAO DE LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO
(FILAMENTOS DE VON FREY)
DETERMINACAO DE LIMIAR NOCICEPTIVO TERMICO
(HARGREAVES)
AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA
ISOLAMENTO E CULTURA DE CELULAS MESENQUIMAIS
DE MEDULA OSSEA E OBTENCAO DE MCD
CITOMETRIA DE FLUXO
DIFERENCIACAO DE CMMO
COLETA DE MATERIAL PARA ELISA
ELISA
ANALISE ESTATISTICA
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.12.1 Grupos experimentais

4.12.2 Avaliacado dos limiares nociceptivos mecanico e térmico

4.12.3 Coleta de tecidos para quantificacao de citocinas

16

18
18

19
22
23
26

30
30
30

31
31
31

32

32
32

33
34
34
36
36
37
37
37
39
40



RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAC}AO DE CMMO POR CITOMETRIA DE FLUXO
5.2 DIFERENCIAQAO DE CMMO IN VITRO NAS LINHAGENS
ADIPOGENICA, CONDROGENICA E OSTEOGENICA

5.3 CARACTERIZACAO DO MODELO DE DN POR LIGADURA DO
NERVO ISQUIATICO

5.3.1 Evolucao do limiar nociceptivo

5.3.2 Evolucao do peso corporal

5.3.3 Evolucédo da funcédo motora

5.4 EFEITOS DOS TRATAMENTOS SOBRE A NEUROPATIA

5.4.1 Efeito sobre o limiar nociceptivo

5.4.2 Efeito sobre o peso corporal

5.4.3 Efeito sobre a fungdo motora

5.5 EFEITOS DOS TRATAMENTOS SOBRE A EXPRESSAO DE
CITOCINAS NA DN EXPERIMENTAL

5.5.1 Efeitos dos tratamentos sobre a expressao de citocinas na medula
espinal

5.5.1.1 IL-1B

5.5.1.2 IL-6

5.5.1.3 TNF-a

5.5.1.4 IL-10

5.5.2 Efeitos dos tratamentos sobre a expressao de citocinas no nervo
isquiatico

5.5.2.1 IL-1B

5.5.2.2 IL-6

5.5.2.3 TNF-a

55.2.4 IL-10

6 DISCUSSAO

7 CONCLUSOES

8 PERSPECTIVAS E CONTRIBUICOES

REFERENCIAS

42
42

42

45
45
47
48
49
49
52
53

54

55
55
57
58
59

60
60
61
62
63

64

73

74

75



16

1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Dor neuropética (DN) é definida pela IASP (Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor) como um tipo de dor crbnica que ocorre como consequéncia direta
de uma lesdo ou disfuncdo do sistema nervoso. Apesar da dificuldade de
diagndstico, decorrente da variabilidade das manifestagdes clinicas descritas pelos
pacientes, dados estimam que a DN atinja de 3 a 17% da populacdo mundial (VAN
HECKE et al.,, 2014). A dor neuropatica € considerada um problema de saude
publica, uma vez que além de reduzir substancialmente a qualidade de vida dos
pacientes afetados, esta sindrome gera grande 6nus socio-econdmico, relacionado a
reducdo na produtividade e custos com o tratamento (MAIZELS; MCCARBERG,
2005).

Diversas substancias tém sido utilizadas com graus variados de sucesso no
controle da dor neuropatica, entre elas drogas antidepressivas, anticonvulsivantes,
antiarritmicas e agentes anestésicos locais (FINNERUPA, 2010), embora muitas nédo
tenham sido aprovadas pelas agéncias reguladoras para este fim (KING, 2007).
Independentemente do tipo de tratamento farmacol6gico, somente um ter¢co dos
pacientes obtém mais de 50% de alivio da dor (JENSEN et al., 2006), ja que 0s
farmacos atualmente disponiveis constituem paliativos sem acgdo curativa
(VADIVELU et al., 2013). Esses dados, associados a alta prevaléncia mundial,
tornam fundamental o desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes no controle da
dor neuropatica.

Uma emergente estratégia para a regeneracdo de tecidos lesionados ou
restabelecimento de funcdo € o uso de células-tronco (CT) (AKIYAMA, 2002;
SYKOVA, 2006). Estudos experimentais iniciais demonstraram que a administracio
de CT reduz a dor neuropatica experimental (KLASS et al., 2007; MUSOLINO et al.,
2007). Do mesmo modo, dados do nosso laboratério, indicam que células
mononucleares de medula éssea (BARROS, 2010) ou células-tronco mesenquimais
(GUIMARAES et al., 2012) reduzem parametros comportamentais e bioquimicos de
neuropatia em diferentes modelos experimentais. Os mecanismos envolvidos nas
acOes analgésicas de células-tronco nédo sao ainda compreendidos, mas € possivel
que a acdo paracrina dessas células, importante para muitas de suas propriedades
terapéuticas, possa contribuir. Dessa forma, o presente trabalho investigou o

potencial do meio condicionado (MCd) obtido a partir de cultura de células
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mesenquimais de medula 6ssea (CMMO) para o controle da dor neuropatica

experimental.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOR NEUROPATICA: aspectos gerais

A dor pode ser considerada um mecanismo protetor do organismo quando em
condicdes fisiologicas. Quando um estimulo nocivo é aplicado a um tecido normal, a
dor estimula reflexos que tém como objetivo minimizar os danos provocados
(SOUSA, 2012). Diferente da dor fisiologica, as sindromes de dor crdnica causam
sofrimento ao individuo sem qualquer proveito biolégico aparente. A dor neuropética
(DN), causada por lesdo ou disfuncéo do sistema nervoso somatossensorial, € uma
das mais prevalentes e debilitantes sindromes de dor. Caracteriza-se por alteracdes
no sistema sensorial, englobando a perda total ou parcial de sensibilidade, dor
esponténea, disestesia (sensagcdo desagradavel ou dolorosa), hiperalgesia (uma
sensacgédo de dor excessiva em resposta a um estimulo nocivo) e alodinia (ocorréncia
de dor provocada por um estimulo que ndo € nocivo) (SOUSA, 2012). A DN é
comumente associada com prejuizo substancial da qualidade de vida quando
comparada a outros tipos de dor crbnica e representa uma grande carga de custos
para os servicos de saude, além de ter consequéncias psicolégicas e sociais
negativas para os pacientes (FREYNHAGEN, BENNETT, 2009).

Alguns autores vém destacando a importancia de uma abordagem terapéutica
mais complexa na DN, algo que leve mais em consideracdo os fatores nao
bioldgicos. Heutink e colaboradores (2013), por exemplo, afirmaram que a dor
cronica pode ser perpetuada por fatores psicologicos que variam entre pacientes. Ja
Hearn e colaboradores (2015) afirmaram que a DN é debilitante tanto do ponto de
vista fisiol6gico quanto do psicolégico ja que, nestes pacientes, os fatores bioldgicos
estdo comumente associados as variagcbes de comportamento e de humor, a
diminuicdo das relagbes sociais e com o ambiente. A DN muitas vezes provoca
distarbios do sono (causados pela propria dor, mas também por sensacdes
desagradaveis que a acompanham); a perda de sono pode levar a ansiedade e
depresséo, o que acaba causando a perda de energia, diminuindo a capacidade de
trabalho corporal, além de aumentar a dependéncia do paciente por outras pessoas
(DOBROTA, 2014). Em conjunto, estes fatores impactam fortemente na qualidade
de vida dos pacientes, acabam influenciando negativamente as relagdes sociais e

geram um ciclo vicioso que so piora o quadro doloroso.



19

A DN pode ser consequéncia de diversos fatores ou doencas, entre eles
destacam-se: diabetes (DAVIES, 2006); neuralgia pos-herpética (SCHAIBLE,
RICHTER, 2004); lesdo de nervo periférico, incluindo neuralgia pdés-cirdrgica
(KEHLET, JENSEN, WOOLF; 2006); radiculopatias (FREYNHAGEN, 2006), cancer
e quimioterapia (BENNETT, 2012); infec¢éo por HIV (SIMPSON et al., 2010), entre
outras. Dados epidemioldgicos estimam que a prevaléncia de DN crbnica para a
populacdo mundial esta na faixa de 3 a 17%, dependendo do pais sob analise (VAN
HECKE et al., 2014). No Brasil, h4 poucos dados sobre a epidemiologia da DN. Um
estudo realizado na cidade de Sao Luiz evidenciou uma prevaléncia de 42% de dor
crbnica nos pacientes analisados, sendo 10% de dor crdnica com caracteristicas
neuropaticas (DE MORAES VIEIRA, 2012).

2.2 FISIOPATOLOGIA DA DOR NEUROPATICA: O PAPEL DAS CITOCINAS

Estudos em modelos animais tém descrito processos fisiopatolégicos de
cunho central e periférico que sédo a base para o entendimento dos mecanismos de
DN (ROMANELLI; ESPOSITO, 2004). Mudancas na funcdo, na quimica e na
estrutura dos neurdnios das vias de dor estdo por tras das caracteristicas de
sensibilidade alterada na DN. A sensibilizacdo periférica ocorre nos nociceptores e,
no sistema nervoso central, a sensibilizacdo estd presente no corno dorsal da
medula espinal e em diferentes regifes encefalicas. Em adicdo, interacdes anormais
entre vias simpéticas e sensoriais contribuem para os mecanismos de DN
(VRANKEN, 2012).

Informacdes sensoriais da periferia sédo transmitidas para o sistema nervoso
central através de 4 tipos de neurdnios sensoriais priméarios: Aa, AB, Ad e C. Todos
eles sdo responsaveis por traduzir informagdes mecanicas, quimicas e térmicas em
atividade elétrica. Apesar de todos serem capazes de transmitir sinais sensoriais,
apenas as fibras C e Ad sdo capazes de transmitir informacdes de dor da periferia
para o corno dorsal da medula espinal (WILLIS; WESTLUND, 1997).

Na periferia, quando ocorre um evento que causa dano a um nervo, algumas
células imunes periféricas produzem mediadores, como citocinas, fator de
crescimento neural, Oxido nitrico, quimiocinas e outras substancias que, em
conjunto, contribuem para o desenvolvimento de DN. Devido a estes mediadores
guimicos, os nociceptores das fibras C e Ad que normalmente possuem alto limiar



20

de ativacdo, respondendo apenas a estimulos nocivos, passam a apresentar
sensibilidade aumentada, com reducao do limiar de ativacdo e desenvolvimento de
descargas espontaneas (MOALEM; TRACEY, 2006). Essas alterac6es funcionais se
refletem em alteracbes na sensibilidade do paciente, manifestas como alodinia e
hiperalgesia. No sistema nervoso central, a lesdo em nervo periférico desencadeia
uma série de processos que contribuem para gerar e manter a DN como condi¢éo
cronica. Em resposta a lesdo nervosa periférica, fiboras AB podem estabelecer
contatos sinapticos anormais com neurdnios nociceptivos no corno dorsal da medula
fazendo com que a ativacdo de fibras periféricas ndo nociceptivas passe a ativar
vias centrais de dor. Assim, pode haver a percepcdo de um estimulo inbcuo como
nocivo; um estimulo mecanico de baixo limiar, que normalmente ndo causaria dor,
passa a desencadear hiperexcitabilidade neuronal que leva a sensacédo dolorosa
(WOOLF et al., 1995). Dessa forma, eventos centrais também contribuem para os
sintomas de alodinia e hiperalgesia presentes na sindrome de dor neuropatica.

A contribuicdo de citocinas para a geracao e manutencéo da dor inflamatoria
ja € bem estabelecida (CHEN; YANG,; GROSSER, 2013; FERREIRA, 1993). Os
mecanismos pelos quais elas podem atuar sé&o variados: podem agir nas mesmas
células que as secretaram (acdo autécrina), em células vizinhas (acéo paracrina), ou
em células distantes das que as produziram (acao enddcrina) (ZHANG; JIANXIONG,
2007). As citocinas sdo produzidas por diversas populacdes celulares, incluindo
células T helper, macréfagos, células endoteliais e células da glia (ZHANG;
JIANXIONG, 2007). Suas acdes incluem diversos efeitos nas células do sistema
imune, a modulacdo de respostas inflamatérias (SOMMER; KRESS, 2004), e a
modulacao da resposta neuronal (FENG; WANG; YANG, 2015).

Em adicdo, as citocinas, produzidas periférica e centralmente, parecem ter
papel fundamental também na DN. Quando produzidas podem ativar astrocitos e
oligodendrocitos no sistema nervoso central, que passam a liberar mediadores
inflamatérios moduladores da dor. Estes mediadores contribuem para a geracéo da
DN pelo aumento da transmissdo excitatoria e diminuigdo da inibitéria. Seguindo a
ativacdo da microglia, um mecanismo auto-propagador de aumento na producédo de
citocinas € iniciado, sendo responsavel por uma cascata de respostas inflamatorias
no sistema nervoso central (VALLEJO et al., 2010). Ha, inclusive, relatos de que o
blogueio de citocinas pro-inflamatérias ou a administracdo de citocinas anti-
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inflamatdrias reduz a hiperalgesia neuropética em modelos experimentais
(SOMMER; KRESS, 2004).

As células imunes periféricas produzem, apos a lesdo de um nervo, citocinas
como TNF-a, IL-1B e IL-6, que contribuem para o desenvolvimento da dor
neuropatica por ativarem os neurdnios nociceptivos. Dentro de 24 horas depois da
lesdo nervosa periférica, microglia, oligodendrécitos e astricitos (células gliais do
sistema nervoso central) no corno dorsal da medula sdo ativadas por TNF-a e IL-6 e
liberam mediadores pro-inflamatdrios, como as préprias citocinas, que modulam o
processamento da dor por afetar tanto a liberagdo pré-sinaptica de
neurotransmissores quanto a excitabilidade pos-sinaptica (VRANKEN, 2012). Além
disso, seguindo a ativacdo microglial, um mecanismo autopropagador de aumento
da expressdao de citocinas € iniciado e as células da glia ativadas continuam
secretando citocinas pré-inflamatoérias, incluindo TNF-a, IL-1B e IL-6, perpetuando o
processo (FRANK; MAIER; WATKINS, 2003).

No gue concerne a manutencdo da homeostase do organismo, ha citocinas
com papel regulador, como IL-4, TGF-B e IL10, que desempenham funcédo anti-
inflamatoéria. A influéncia dessas citocinas na dor neuropatica também tem sido
estudada. A IL-4, um potente regulador da imunidade, € secretada por diversos tipos
de células imunes e é descrita por sua funcdo antinociceptiva em modelos de dor
inflamatoéria (LEGER et al., 2011). Na dor neuropética, alguns estudos tém
demonstrado que animais knockout para IL-4 apresentam uma sensibilidade
dolorosa aumentada em comparacdo a animais selvagens, indicando que essa
citocina tem papel modulador durante a neuropatia (UCEYLER et al., 2011). IL-10 é
uma classica citocina anti-inflamatéria, capaz de diminuir a atividade do fator de
transcricdo nuclear kappa B, resultando em atenuacdo na producdo de citocinas
inflamatorias como IL-1 e TNF-a. (CLARCK; OLD; MALCANGIO, 2013). O efeito
antinociceptivo de IL-10 em condi¢cbes de neuropatia tem sido amplamente descrito
(BAO et al., 2014). Em adicdo, TGF-f modula negativamente a percepcao de dor
sob condi¢Bes patoldgicas e fisiologicas (TRAMULLAS et al., 2010), além de ter
importante papel na regeneracdo axonal (VIDAL et al., 2013).

Apesar de haver um relativo consenso entre o0s pesquisadores sobre os
principais mecanismos envolvidos na sensibilizacdo dolorosa, muitos mecanismos
adicionais e variados tem sido propostos, demonstrando a natureza complexa desse

fendbmeno. De fato, os pacientes que apresentam dor neuropatica SGo um grupo
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heterogéneo. Uma variedade de diferentes percep¢des sensoriais (como dor
espontanea, alodinia) e de descritores de dor (queimacédo, apertos, apunhaladas)
pode ocorrer em diferentes combina¢cfes (REIMER, HELFERT, BARON; 2014). Essa
caracteristica multifatorial se reflete na terapéutica, pois farmacos que controlam
bem outras sindromes de dor mostram-se terapeuticamente limitados na dor

neuropatica.

2.3 TERAPEUTICA DA DOR NEUROPATICA

O tratamento atualmente utilizado para o controle da DN envolve diversos
tipos de medicamentos e terapias, dentre eles antidepressivos triciclicos,
anticonvulsivantes, antiarritmicos, anestésicos locais e opidides (FINNERUPA,
2010), além de terapias ndo farmacoldgicas, como acupuntura (GARROW et al.,
2014), estimulacdo elétrica e magnética (LEUNG, FALLAH, SHUKLA, 2014; ALM,
DREIMANIS, 2013).

Dentre as classes terapéuticas acima citadas, a dos anticonvulsivantes, em
especial a gabapentina, parece ser a eleita com maior frequéncia no tratamento da
DN de diversas causas (SCHREIBER et al., 2015; GILRON et al, 2015; ATTAL,
BOUHASSIRA, 2015; SCHUG, GODDARD, 2014; GIILRON et al., 2006). Alguns
estudos, inclusive, sugerem que anticonvulsivantes, como a gabapentina e a
pregabalina, apresentam melhor eficacia analgésica do que antidepressivos
triciclicos ou os opibides, além de terem como caracteristicas a auséncia de
toxicidade grave e maior tolerabilidade, aspectos que contribuem para sua escolha
(GILRON, FLATTERS, 2006).

Apesar disto, os tratamentos farmacoldgicos disponiveis para DN sé&o
limitados, uma vez que cerca de 50% dos pacientes ndo obtém alivio da dor,
enquanto 50% dos pacientes obtém apenas um alivio parcial (DWORKIN et al.,
2007). Além disso, mesmo com medicamentos bem estabelecidos, a escolha da
dosagem pode ser complicada, o inicio de acdo pode ser lento e os efeitos colaterais
sdo bastante comuns (DWORKIN et al., 2007). As abordagens terapéuticas
empregadas no tratamento da dor neuropatica, independente de sua origem,
buscam aliviar os sintomas desta doenca. Nenhum tratamento atualmente disponivel
tem como estratégia tratar a causa da dor, ou seja, promover a cura da leséo

(VADIVELU et al., 2013). Essa realidade pode estar apoiada no conhecimento geral
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de que a regeneracao do tecido nervoso, bem diferenciado e especializado, é dificil
de ser alcancada. Esse conceito, no entanto, comecou a ser modificado a partir da
publicacdo dos primeiros estudos que evidenciaram o potencial regenerador das

células-tronco.

2.4 CELULAS-TRONCO E TERAPIA CELULAR

Terapia celular é, por definicho minima, a utilizacdo de células com fins
terapéuticos. As células podem ser utilizadas de diversas maneiras. Podem ser
injetadas por via endovenosa para exercerem acgdes sistémicas ou atingirem 6rgaos
e tecidos especificos, ou injetadas diretamente no tecido comprometido com objetivo
de promover algum efeito benéfico regenerativo. As células utilizadas para terapia
celular variam de acordo com o estado de maturacdo e diferenciacdo. Podem ser
utilizados linfécitos ou células dendriticas sensibilizados in vitro nas chamadas
vacinas celulares; células de sangue periférico, nas transfusées sanguineas; como
também podem ser utilizadas células-tronco com o fim de promover reparo (INCTC,
2009).

Células-tronco (CT) sdo células indiferenciadas, capazes de se proliferar
originando outras células-tronco ou se diferenciar, originando uma variedade de
diferentes tipos teciduais (SOUZA et al., 2003; SANTOS, SOARES, CARVALHO,
2004). De acordo com seu grau de plasticidade, as células-tronco classificam-se em
totipotentes, pluripotentes e multipotentes (SOUZA et al., 2003). As ceélulas-tronco
totipotentes s&o obtidas do embrido recém-formado e tém potencial para originar
todas as células embrionarias e até mesmo células do folheto extraembrionario que
formardo a placenta (CHOPRA, HANS, SHETTY, 2013). Entretanto, estas células
sdo efémeras e desaparecem poucos dias apos a fertilizagdo (ROBEY, 2000).
Células-tronco pluripotentes, sdo capazes de originar qualquer tipo de tecido com
excecdo de tecidos extra-embrionarios. Ja as células-tronco multipotentes estdo
presentes em individuos adultos e podem originar um numero limitado de tipos
celulares (GAGE, 2000).

Entre as fontes conhecidas de células-tronco adultas, a medula 6ssea tem
sido a mais estudada, e possui tanto células-tronco hematopoéticas, quanto células-
tronco mesenquimais (BYDLOWSKI et al., 2009). As primeiras sao capazes de se

diferenciar em células sanguineas e representam cerca de 0,01 a 0,05% de todas as



24

células da medula Ossea (LAGASSE et al, 2000). J4a as células-tronco
mesenquimais, representam uma populacdo de 0,001 a 0,01% das células da
medula o6ssea (PITTENGER et al.,, 1999), e tem um grande potencial de
diferenciacdo (JONES et al., 2002). Células-tronco mesenquimais sao uma
populacdo heterogénea de células que se proliferam in vitro, aderem ao plastico e
tem morfologia semelhante ao fibroblasto. Quando submetidas aos estimulos
adequados, elas sédo capazes de diferenciagcbes como a osteogénica, condrogénica,
adipogénica, neurogénica e cardiogénica (DOMINICI; 2006). Essas células sédo
encontradas n&do somente na medula d&ssea, mas também nos tecidos
mesenquimais presentes em todos os 6rgaos do corpo (BYDLOWSKI et al., 2009).
Devido a facilidade de obtencéo e a capacidade de diferenciacéo, as células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea (CMMO) tém sido utilizadas para diversas
pesquisas que visam a regeneracao tecidual.

O estudo das CMMO se iniciou com a sua descoberta em 1966 por
Alexsander Friedenstein. Ao cultivar CT de medula éssea, ele observou que
algumas células aderiam ao plastico e, posteriormente, verificou que esta linhagem
tinha a capacidade de se diferenciar em outros tipos celulares, como adipdcitos,
ostedcitos e condrdcitos. Ele também percebeu que o conjunto de proteinas da
membrana plasmatica destas células era diferente do observado na membrana de
CT hematopoiéticas, evidenciando se tratar de uma populacédo distinta de células
(AFANASYEV, ELSTNER, ZANDER, 2009). A partir dai, o potencial terapéutico das
CMMO tem sido demonstrado na literatura por diversos autores. Um dos primeiros
estudos que avaliaram os efeitos da utilizagdo de CMMO em animais foi o de Lucas
e cols. (1996). Eles transplantaram CMMO em ratos logo ap6s cirurgia abdominal e
observaram que as CMMO preveniram uma das consequéncias mais comuns e
sérias do procedimento de cirurgia abdominal, que € a formacdo de adesdes na
cavidade peritoneal durante a cicatrizagao.

Na ultima década, diversos outros autores vém comprovando o potencial
terapéutico de CMMO em diferentes doencas e sistemas. Em 2005, Togel e
colaboradores demonstraram melhora apés administracdo de CMMO em animais
que sofreram faléncia renal aguda isquémica. Em 2007, Gerdoni e cols.
demonstraram efeito regenerador de CMMO na encefalomielite autoimune
experimental. Ja& em 2008, Braga e cols. e Urban e cols. evidenciaram os efeitos

benéficos das CMMO em modelo experimental de infarto agudo do miocardio e
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diabetes, respectivamente. Ha ainda evidéncias da melhora hepética de animais
intoxicados por acetaminofeno (STOCK et al., 2014).

Mais recentemente, o potencial da CMMO tem sido estudado em humanos e
com sucesso. Guan e cols. (2015), por exemplo, avaliaram a eficacia e a seguranca
da administracdo de células mesenquimais em 6 pacientes portadores de diabetes
tipo 2 por um periodo minimo de 24 meses. Eles observaram que 3 destes pacientes
passaram a nado necessitar mais de insulina, enquanto os demais, depois da
administracdo das células, necessitaram de doses menores da mesma. Zhou e cols.
(2010) utilizaram CMMO no tratamento de 4 pacientes com doencga do enxerto
versus hospedeiro e verificaram que todos tiveram melhora e que os efeitos das
células comecaram nas duas primeiras semanas.

Inidmeros estudos tém demonstrado a cada dia o grande potencial das CT e a
variedade de efeitos e aplicagcdes. No entanto, os mecanismos pelos quais as
células-tronco exercem seu papel terapéutico ainda ndo estdo bem estabelecidos.
Algumas teorias foram inicialmente propostas e vem sendo modificadas na tentativa
de explicar como as células-tronco produzem seus efeitos. As hipéteses inicialmente
propostas foram as da transdiferenciacdo e da fusdo célula-célula (ALVAREZ-
DOLADO et al., 2007).

Transdiferenciacéo se refere ao processo pelo qual uma célula madura muda
seu fenotipo e sua funcdo, assumindo caracteristicas de outra célula madura
diferenciada. Este processo ocorre sem que a célula transdiferenciada passe por um
estado intermediario pluripotente ou se torne uma célula progenitora (TAKAHASHI,
2012). No entanto, apesar de ser uma teoria bastante discutida, na pratica, este é
um mecanismo pouco visualizado (NYGREN et al., 2004).

A hipotese da fusdo célula-célula sugere que as células-tronco podem se
fundir com a célula diferenciada do tecido lesado que transfere seu material genético
para a célula transplantada. Assim, as células-tronco passam a apresentar
marcadores celulares de superficie da célula do hospedeiro (ALVAREZ-DOLADO et
al., 2007). De fato, alguns autores conseguiram observar este fenébmeno (WANG et
al., 2003; QIN et al., 2014; PENG et al., 2014). Porém o baixo numero de células que
sofreram fusdo celular ndo justifica a forte acdo terapéutica observada
experimentalmente (YAO et al., 2015).

Seguindo esta ideia, algumas observacdes experimentais evidenciaram que

novos e variados mecanismos devem contribuir para as acoes terapéuticas de CT.
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Togel e cols. (2005) utilizaram o transplante de CMMO em modelo de faléncia renal
aguda e puderam observar que a administragdo de CMMO resultou em melhora da
funcdo renal, em indices mais baixos de apoptose, assim como reducéo da leséo
renal. Apos a administracdo, nenhuma das CMMO tinha se diferenciado em fenadtipo
celular endotelial ou tubular, porém, os niveis de citocinas pro-inflamatorias ficaram
reduzidos enquanto as citocinas anti-inflamatérias se encontravam em maior
quantidade. Esses dados sugeriram que um efeito paracrino, mais que
transdiferenciacéo ou fusdo, poderia ser responsavel pelos efeitos das CMMO.
Muitos outros estudos sucederam esse trabalho original, confirmando a
hipotese da acao paracrina de células-tronco (GUO et al., 2015; YAO et al., 2015;
HUANG et al., 2015; GAO et al., 2014; MINTZ et al., 2014; LINERO, CHAPARRO,
2014; ABDEL AZIZ et al., 2014; DURAN et al., 2013; CANTINIEAUX et.al., 2013).
Gnecchi e cols. (2005) demonstraram que células mesenquimais que
superexpressam o0 gene de sobrevivéncia Aktl liberam fatores paracrinos os quais
possuem efeitos citoprotetores sobre cardiomidcitos expostos a hipdxia. In vivo, eles
demonstraram que a injecdo do meio concentrado, obtido a partir da cultura das
células mesenquimais, tem efeito protetor sobre o miocardio logo apés infarto agudo
em ratos. Os autores propuseram que o efeito observado se deve a protecao do
miocardio e ndo a diferenciacdo das células transplantadas em cardiomidcitos.
Noiseux e cols. (2006) injetaram CMMO em ratos com infarto agudo de miocardio e
observaram reparo tecidual, mas com baixas taxas de fuséo celular e diferenciacéo
de CMMO em cardiomiécitos, sugerindo o forte efeito paracrino das CMMO.
Segundo esta hipétese, substancias que sao liberadas no local da lesdo induzem a
migracdo das células-tronco transplantadas que entdo secretam fatores que
favorecem ao reparo do tecido lesionado (CHEN et al., 2008) e ativam CT
residentes. Desta forma, as células-tronco interagem com células do sistema imune
produzindo fatores solUveis anti-proliferativos e anti-citotoxicos como TGF-B, NO,
PGEZ2, IL-6 e IL-10 (BERNARDO et al., 2009), que auxiliam no reparo tecidual.

2.5. 0 POTENCIAL DAS CELULAS-TRONCO NA DOR NEUROPATICA

As primeiras evidéncias do potencial de CT para o tratamento de doencas do

sistema nervoso comecaram a ser investigadas a partir da década de 90. Em 1994,



27

Morshead e colaboradores descobriram que havia células no tecido neural adulto de
camundongos que, in vitro, tinham propriedades de células-tronco, como a
automanutencdo e a capacidade de gerar grande numero de descendentes. Em
1997, Mckay relatou a diferenciagéo in vitro de células-tronco fetais em neurénios e
células da glia. Em 2000, foi demonstrado que células-tronco de medula éssea de
camundongos adultos sdo capazes de migrar para o encéfalo dos animais
transplantados e se diferenciar em células que expressam antigenos especificos de
neurénios (MEZEY et al.,, 2000). Em conjunto, estes estudos indicaram que as
células-tronco poderiam contribuir também para o tratamento de doencas
neurodegenerativas e lesdes de sistema nervoso. Diversos estudos seguiram esses
achados originais, investigando tal hipotese, e demonstrando os efeitos de CT em
modelos experimentais de traumatismo craniano, esclerose multipla e doencas
cronicas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer e
esclerose lateral amiotréfica (HESS; BORLONGAN, 2008). Chopp e Li (2002)
relataram que células mesenquimais promovem melhoras funcionais em modelo
experimental de lesdo encefalica, por promover angiogénese e neurogénese
Sykova e colaboradores (2006) demonstraram melhorias em parametros
histopatolégicos e comportamentais com o uso de células tronco da medula 6ssea
apos lesdo medular em ratos. Em conjunto, esses achados apontam efeitos
neuroprotetores das CT, indicando seu potencial para o manejo de doencas
relacionadas ao sistema nervoso.

Em linha com essa ideia, as células-tronco tem se mostrado capazes de
reverter sinais caracteristicos de dor neuropatica, uma sindrome relacionada a perda
de funcdo neural, em modelos experimentais. O trabalho pioneiro de Coronel e cols.
(2006), demonstrou os efeitos do tratamento com células-tronco mesenquimais de
medula 6ssea em modelo de neuropatia causada por ligadura de nervo isquiatico em
ratos. Eles observaram que, nos animais com uma ligadura ipsilateral, as células
transplantadas migraram para os ganglios das raizes dorsais (GRD) ipsilaterais e
nao para os GRD contralaterais, sugerindo que as CMMO sé&o capazes de migrar
seletivamente para o tecido afetado por lesdo. Em adicdo, as CMMO
reestabeleceram o limiar nociceptivo mecanico dos animais.

Em 2007, Musolino e cols. demonstraram que a administracdo de CMMO é
capaz de evitar a reducdo do limiar nociceptivo térmico e mecanico em animais

submetidos ao modelo de DN por ligadura de nervo isquiatico. No mesmo ano, Klass
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e cols. observaram que ratos com DN oriunda de lesdo de nervo isquiético
apresentaram melhora nos parametros de nocicep¢cdo quando receberam
transplante de células mononucleares de medula 6ssea (KLASS et al., 2007).

Dados do nosso laboratério indicam que células mononucleares de medula
0ssea sdo capazes de reverter a neuropatia comportamental de camundongos com
DN induzida por ligadura parcial de nervo isquiatico (BARROS, 2010) e que CT
mesenquimais obtidas da polpa dentaria de camundongos sdo capazes de produzir
um efeito antinociceptivo duradouro na DN diabética (GUIMARAES et al., 2012).
Além disso, uma unica administracdo de CMMO ¢é capaz de reverter de forma
progressiva e duradoura a alodinia e hiperalgesia associadas a neuropatia, além de
reduzir alteracbes morfolégicas e morfométricas encontradas no nervo isquiatico de
animais diabéticos (EVANGELISTA, 2014).

Apesar do grande potencial terapéutico das células-tronco, sua utilizacdo na
rotina clinica ainda apresenta limitacbes. Além dos efeitos a longo prazo
relacionados a seguranca que ainda nao foram estudados, o custo e a necessidade
de infraestrutura e méo de obra qualificada para o cultivo das células sdo outras
barreiras a serem transpostas. Diante disso, o desenvolvimento de técnicas que
permitam explorar o potencial terapéutico das CT, sem a necessidade de administrar
as préprias CT, € uma abordagem promissora. De acordo com essa ideia, e com
base na hipétese do efeito paracrino de CT, um estudo publicado em 2004 avaliou o
efeito terapéutico do meio condicionado obtido da cultura de células-tronco
derivadas de medula O6ssea humana. Os autores investigaram os efeitos do
tratamento sobre a arteriogénese em modelo de isquemia unilateral dos membros
posteriores em camundongos. O tratamento induziu melhora na perfusdo, com
reducéo da atrofia do tecido e da leséo do membro (KINNAIRD et al., 2004). A partir
dai, outros estudos explorando esse conceito foram publicados. Em 2006, Gnecchi e
cols. demonstraram que o meio condicionado obtido de cultura de CMMO que super-
expressam o0 gene Akt (Akt-CMMO) reduz a apoptose induzida por hipoxia e
desencadeia vigorosa contracao espontanea in vitro em cardiomiocitos de animais
gue sofreram infarto do miocardio. Em 2007, Parekkadan e colaboradores avaliaram
os efeitos de meio condicionado de CMMO em modelo de faléncia hepatica
fulminante in vivo. O tratamento com o meio condicionado reduz drasticamente o
infiltrado leucocitario no figado dos animais, além de reduzir a morte de células

hepaticas. Os efeitos do meio condicionado em modelos de lesdo do sistema



29

nervoso ja foram também investigados. Em 2009, foi publicado o estudo de Wei e
cols., indicando que o meio condicionado de CT obtidas de tecido adiposo tem efeito
protetor para os neurdnios de ratos em modelo de lesdo encefalica isquémica por
hipoxia. Em adic¢do, Cantinieaux e cols. (2013) avaliaram, in vivo, os efeitos do meio
condicionado de CMMO apos lesdo de medula espinal em ratos, e observaram que
0S animais tratados com meio condicionado apresentam melhora na recuperacéo
motora. Ensaios in vitro, mostraram que o meio condicionado protege neurdnios de
apoptose, ativa macroéfagos e tem efeito pro-angiogénico.

Considerando o acima exposto, as potenciais vantagens da terapia celular e a
inefichcia da terapéutica farmacoldgica vigente para dor neuropatica, este estudo
buscou avaliar pela primeira vez o potencial terapéutico do meio condicionado obtido

de CMMO em modelo experimental de DN.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo investigar o potencial terapéutico do meio
condicionado obtido a partir da cultura de células-tronco mesenquimais de medula
0ssea em modelo experimental de neuropatia, comparando seus efeitos aos das

préprias células mesenquimais e aos efeitos da terapia farmacoldgica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar possivel efeito antinociceptivo do meio condicionado obtido da cultura

de células-tronco mesenquimais em modelo experimental de neuropatia;

2. Comparar os efeitos do meio condicionado da cultura de células-tronco
mesenquimais, de células-tronco mesenquimais e dos farmacos de referéncia,

gabapentina e indometacina, no controle da dor neuropatica comportamental;

3. Avaliar e comparar os efeitos modulatérios do meio condicionado da cultura de
células-tronco mesenquimais, de células-tronco mesenquimais e dos farmacos de
referéncia, gabapentina e indometacina, sobre os niveis de citocinas no nervo

isquiatico e medula espinal em modelo de dor neuropética.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, provenientes do Biotério do
CPgGM, FIOCRUZ — BA pesando de 20 a 25 gramas. Os doadores de medula
ossea foram da mesma linhagem, porém fémeas entre 35 e 50 dias de idade. Todos
os animais foram mantidos em sala climatizada sem restricdo hidrica ou alimentar
durante todo o periodo experimental. Os experimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica para Uso de Animais da FIOCRUZ (025/2011) e estdo de acordo com o
protocolo estabelecido pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor para
animais de laboratorio (ZIMMERMANN, 1983). Todos os testes comportamentais

foram realizados entre 07:00 e 16:00 horas.

4.2 MODELO DE DOR NEUROPATICA POR LIGADURA DO NERVO ISQUIATICO

Foi utilizado o modelo descrito por Malmberg e Basbaum (1998), adaptado de
Seltzer et al., (1990), com ligadura parcial (transfixacdo) de 1/3 a 1/2 do diametro do
nervo isquiatico. Os animais receberam pentabiético (10 uL/ 10 gramas de peso
vivo) por via intraperitoneal 30 minutos antes da cirurgia. Em seguida, foram
anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol 2,5% (100 yL/10 gramas de peso vivo). Apos
epilacdo manual no local, seguida de limpeza com alcool etilico a 70%, foi realizada
incisdo de um centimetro na pele sendo a musculatura do biceps femoral exposta.
As fibras musculares foram afastadas e cerca de 1/3 a 1/2 do nervo isquiatico foi
transfixado e ligado com fio de seda trancado 8-0 (Microsuture MicroSeda 8-0).
Finalizada a cirurgia, a pele foi suturada com fio de polipropileno 6-0 (TechSuture).
Ao fim da cirurgia os animais foram acomodados em caixas aquecidas, com agua e

racao ad libidum e monitorados até o completo restabelecimento.
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4.3 DETERMINACAO DE LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO - FILAMENTOS DE
VON FREY

O limiar de resposta a estimulo mecanico foi medido com filamentos de von
Frey. Estes filamentos consistem de segmentos de fio de nylon cuja rigidez a tenséo
€ previamente determinada em gramas pelo fabricante (Stoelting). Os camundongos
foram postos em uma caixa de acrilico transparente, elevada sobre um espelho. O
fundo da caixa consiste de uma tela de arame galvanizado que permite acesso a
superficie plantar da pata. Os animais permaneceram na caixa para adaptacdo por
um periodo de trinta minutos. O teste foi feito conforme modelo descrito por Chaplan

(1994), sendo adaptado e padronizado para a linhagem em guestao.

4.4 DETERMINACAO DE LIMIAR NOCICEPTIVO TERMICO — HARGREAVES

O limiar de resposta a estimulo térmico foi medido em aparelho Hargreaves
(Ugo Basile). O equipamento consiste de uma fonte mével de luz infra-vermelha. Os
animais foram colocados em caixas de acrilico transparente, com fundo em vidro e
elevadas, trinta minutos antes do inicio dos experimentos para adaptagéo. O feixe
de luz incide na superficie plantar da pata sendo automaticamente interrompido
guando o animal exibe o reflexo de retirada. O tempo em segundos necessario para
evocar o reflexo de retirada da pata foi considerado o limiar de resposta
(HARGREAVES et al., 1988).

4.5 AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA

Uma possivel interferéncia na funcdo motora dos animais submetidos a
cirurgia e aos tratamentos, foi avaliada no teste de rota-rod. O aparelho de rota-rod
(Insight, Ribeirdo Preto, Brasil) consiste de uma barra com diametro de trés
centimetros, subdividida em quatro compartimentos. A barra é ajustada para girar a
oito rotacbes por minuto. Os animais foram previamente selecionados sendo
excluidos aqueles que ndo conseguiram permanecer na barra por dois periodos
consecutivos de 120 segundos. Foram utilizados camundongos operados, falso-
operados (sham), camundongos que ndo sofreram manipulagédo cirargica alguma

(naive), além dos tratados com indometacina (1 mg/kg), gabapentina (40 mg/kg),
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células-tronco mesenquimais de medula 6ssea (1x10°), meio condicionado (100 uL),
veiculo e diazepam (10 mg/kg; droga de referéncia do rota-rod). Os animais foram
colocados sobre a barra giratéria e a laténcia para queda foi cronometrada por até
120s. Os resultados foram expressos como a meédia de tempo (S) em que 0s animais

de cada grupo permaneceram na barra.

4.6 ISOLAMENTO E CULTURA DE CELULAS MESENQUIMAIS DE MEDULA
OSSEA E OBTENCAO DO MEIO CONDICIONADO

As células-tronco mesenquimais foram obtidas segundo protocolo descrito por
Krampera e cols. (2003). Células totais de medula éssea foram isoladas dos 0ssos
longos das patas traseiras dos camundongos, eutanasiados por inalacdo de CO..
Usando-se técnicas estéreis, a pata foi amputada na altura da articulacdo coxo-
femural e teve a musculatura e inervacdes removidas para obtencdo da tibia e
fémur. As epifises foram removidas e a medula lavada usando-se uma seringa com
agulha a fim de coletar as células totais da medula em um tubo com meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 50 ug/mL de gentamicina.
Foram entdo submetidas ao gradiente de Ficcol e centrifugadas a 1500 RPM
durante 10 minutos a uma temperatura de 15°C. As células foram ressuspensas em
solucéo fisiolégica (0,9% de NaCl), submetidas ao teste de viabilidade utilizando-se
o azul de trypan e contadas em camara de Neubauer. As células de medula 6ssea
foram entéo cultivadas em frascos de cultura a uma densidade de 107 células/mL em
meio DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal, sendo as células néo
aderentes removidas por lavagens em meio DMEM apés 3 dias de cultura. Apés
atingirem cerca de 80% de confluéncia, as células foram tripsinizadas e semeadas
em novos frascos para expansdo. As ceélulas-tronco mesenquimais foram
caracterizadas por citometria de fluxo e pela sua capacidade de diferenciacdo nas
linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica. O cultivo celular foi monitorado
por microscopia de contraste de fase e o meio trocado trés vezes por semana até
gue a confluéncia celular fosse de 80 a 100%, sendo posteriormente centrifugadas a
1500 RPM (806 g) por 10 minutos a temperatura ambiente. Quando alcancaram a 62
passagem, as células foram contadas em camara de Neubauer e preparadas para a
administracdo (1x10°) nos animais. Para obtencdo do meio condicionado, ap6s as

células atingirem a confluéncia na 62 passagem, as culturas foram incubadas com
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meio sem soro fetal bovino por 24 horas e o meio condicionado, contendo os fatores
soluveis provenientes das células, foi preparado para administracdo nos animais.
Para isto, o sobrenadante da cultura das células mesenquimais, foi retirado da
garrafa e concentrado, cerca de 15 vezes, com unidades de filtracdo (Centripep e
Amicon Ultra — Merck Millipore, Ireland), com 10 KDa (peso molecular de corte). As
fragOes concentradas foram coletadas e submetidas a um novo processo de filtragéo
usando o mesmo sistema de ultrafiltracdo. Um volume total de 100 uL (com 10% de

heparina sddica) de meio condicionado foi infundido pela veia lateral da cauda.

4.7 CITOMETRIA DE FLUXO

A caracterizacdo de CMMO foi realizada por citometria de fluxo. Para isso,
CMMO na 62 passagem, foram tripsinizadas e a suspensao celular foi lavada 2
vezes com solucdo salina 0,9%. Uma concentragdo de 5x10° células foi incubada a
4°C por 30 minutos com os seguintes anticorpos na concentragdao 1/50: CD90PE
(CALTAG, Bunckingham, Inglaterra), ScalPE-Cy5 (CALTAG), CD45APC (CALTAG),
CD34PE (CALTAG), CD44PE (CALTAG), CD11b (BD, Franklin Lakes, NJ, EUA),
CD117PE (BD) e CD73PE (BD). Anticorpos isotipos idénticos foram utilizados como
controles. Apés incubacao, foram realizadas mais duas lavagens com solugdo salina
0,9% e, em seguida, realizada a aquisicdo dos dados e analise no citbmetro de fluxo

LRS Fortessa (BD). Pelo menos 50.000 eventos foram coletados e analisados.

4.8 DIFERENCIACAO DE CMMO

A capacidade de diferenciacdo das CMMO em adipdcitos, condrocitos e
ostedcitos, foi investigada com a utilizacdo de meio suplementado com fatores
indutores de diferenciacdo especificos, na oitava passagem. Para a diferenciagédo
adipogénica, CMMO foram cultivadas em placas de 24 pocos com laminulas de 13
mm em meio completo (10* células/poco). Apés atingirem 50-60% de confluéncia
(cerca de gquatro semanas), todo o meio foi removido e substituido por meio de
inducdo adipogénica StemPro Adipogenesis Differentiation Kit (GIBCO). Metade do
meio de diferenciacdo foi trocado a cada dois dias e a evolucdo da diferenciacéo foi

acompanhada utilizando um microscopio invertido CKX 41 (OLYMPUS). Durante o
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processo de diferenciacdo foi mantido um grupo controle cultivado com meio
completo. Para observar a deposicdo de gordura, ap0s quinze dias em cultivo, as
células diferenciadas em adipdcitos e seus controles foram fixados em
paraformaldeido 4% por 15 minutos em temperatura ambiente, lavadas em agua
destilada e incubadas em alcool 70% por 3 minutos. Em seguida, foram coradas
com solucdo de Qil red por 5 minutos e em seguidas lavadas com alcool 70%. As
imagens foram capturadas por microscopio AX70 (OLYMPUS) utilizando o software

ImagePro Plus 7.0 (Media Cybernetics).

Para a diferenciacdo condrogénica, CMMO foram cultivadas com meio DMEM
e 10% SBF em placas de 24 pogos com laminulas de 13 mm em meio completo (10°
células/poco). Apds atingirem 40-50% de confluéncia, todo o meio foi removido e em
seguida, as células foram estimuladas, durante 21 dias, com meio de diferenciacdo
condrogénica Stem Pro Chondrogenesis Differentiation Kit (GIBCO). Metade do
meio de diferenciacéo foi trocado a cada dois dias e a evolugéo da diferenciacao foi
acompanhada utilizando um microscépio invertido CKX 41 (OLYMPUS). Durante o
processo de diferenciacdo foi mantido um grupo controle cultivado em meio
completo. Para avaliacdo da sintese de proteoglicanos, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 30 minutos, lavadas com PBS e coradas com solucdo de
Alcian Blue (GIBCO) em HCI 0,1N por 30 minutos. Em seguida, as células foram
lavadas 3 vezes com solucdo de HCI 0,1N e, em seguida, foi adicionada agua
destilada para a neutralizacdo da acidez. As imagens das células diferenciadas em
condrécitos e seus controles foram adquiridas utilizando um microscopio AX70
(OLYMPUS) e o software ImagePro Plus 7.0 (Media Cybernetics). Para
diferenciacdo osteogénica, 5x10° CMMO foram cultivadas em placa de 24 pocos
com laminulas de 13 mm em meio completo. Ao atingirem 50-60% de confluéncia,
todo o meio foi removido e em seguida, as células foram estimuladas por até 14
dias, com meio de diferenciacdo osteogénica Stem Pro Osteogenesis Differentiation
Kit (GIBCO). Metade do meio de diferenciacao foi trocado a cada dois dias e a
evolucdo da diferenciacdo foi acompanhada em microscopio invertido CKX 41
(OLYMPUS). Durante o processo de diferenciacdo foi mantido um grupo controle
cultivado em meio completo. A deposicdo de calcio foi observada pela coloracéo
com vermelho de Alizarina 2%. Ap0s fixacdo em paraformaldeido 4% por 30 minutos
e lavagem com agua destilada, as células foram coradas com solucao de vermelho

de Alizarina 2% por 3 minutos e, em seguida, foram realizadas duas lavagens com
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agua destilada. As imagens das células diferenciadas em osteoblastos e seus
controles foram adquiridas utilizando um microscopio AX70 (OLYMPUS) e o
software ImagePro Plus 7.0 (Media Cybernetics).

4.9 COLETA DE MATERIAL PARA ELISA

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e imediatamente
tiveram coletadas seccdes de 1 centimetro do nervo isquiatico e sec¢cbes da medula
espinal na porcao correspondente aos nervos lombares, L4 e L5, tomando como
base a crista iliaca e as demais referéncias anatdbmicas. O material foi retirado,
pesado e refrigerado em criotubos plasticos a -70°C para posterior utilizacdo. No
momento da trituracdo para analise por ELISA foi acrescentado tampédo para
extracdo de citocinas, composto por NaCl (0,4M), BSA (0,05%), Tween 20 (0,05%),
cloreto de benzetdnio (0,1 mM), EDTA (10 mM), diluidos em TrisHCI (1 M; pH=7,5),
e inibidor de proteases (Sigma-Aldrich) na propor¢cao 1:300. As amostras foram
trituradas com auxilio de homogeneizador de tecidos (Omni TH Tissue Homogenizer,
OMNI International, USA), centrifugadas a 10.000 RPM (10 min, 4°C), o
sobrenadante foi coletado e foi feita a quantificacdo de proteinas totais
(BRADFORD, 1976) e a dosagem de citocinas por ELISA.

4.10 ELISA (ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

As citocinas IL-1p3, IL-6, IL-10 e TNF-a foram quantificadas nas amostras de
nervo isquiatico e medula espinal pela técnica de ELISA sanduiche utilizando kits
Duoset ELISA Development System (R&D Systems, Minneapolis, EUA) para cada
citocina. Placas de 96 pogcos (NUNC — IMMUNO PLATE Maxisorp Surface) foram
sensibilizadas com 50 pL do anticorpo de captura (anticorpo monoclonal purificado
anti-citocina investigada), diluido em PBS, a 4°C overnight. As placas foram lavadas
trés vezes com PBS 0,05% Tween 20, em seguida foram adicionados 100 pL da
solucdo de PBS-BSA 1% e deixadas por 2 horas a temperatura ambiente com o
objetivo de bloquear sitios ndo-especificos. As placas foram lavadas mais uma vez e
incubadas com 50 uL das amostras por po¢co em duplicata e da citocina padrdo em

varias concentragdes por 2 horas a 4°C. As placas foram novamente lavadas, foi
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adicionado o anticorpo anti-citocina biotinilado e as placas foram incubadas por mais
duas horas a temperatura ambiente. Apds as lavagens, foram adicionados 50
ML/pogo de estreptoavidina diluida 1:200 por 20 minutos, a temperatura ambiente. A
reacao foi revelada com 50 pL/pogo de solugdo reveladora contendo 10 mL de
tampao citrato-fosfato 1M, 2uL de H,O, e uma pastilha TMB (tetrametilbenzidina). O
bloqueio da reacéo foi realizado pela adicdo de 50 uL/pogo de acido fosforico 1:20. A
leitura da densidade 6ptica foi determinada por espectrofotémetro (Spectra Max 190
- Molecular Devices, California, EUA), no comprimento de onda indicado pelo
fabricante do kit para cada citocina. As andlises foram realizadas no Software
Softmax 4.3.1 (Molecular Devices).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Nos experimentos comportamentais os resultados foram representados como
média + EPM de 6 animais por grupo. Dados dos testes de von Frey e de
Hargreaves foram comparados pelo teste 2-way ANOVA e diferencas entre grupos
analisadas por Bonferroni. Nos demais ensaios 0s resultados foram expressos como
média + EPM e analisados por ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey. O

nivel de significancia foi de p<0,05.

4.12 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.12.1 Grupos experimentais

Os animais utilizados neste trabalho foram assim agrupados:

e Naive: animais que nao sofreram nenhum tipo de manipulacdo no que
concerne a cirurgia, anestesia ou manipulacdo do nervo isquiatico ou regido
adjacente. Esse grupo objetivou avaliar a resposta do animal ndo-estimulado,
em situagao de homeostase.
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Sham: animais que foram submetidos a anestesia, incisdao da pele,
manipulacdo da musculatura e do nervo isquiatico com excecao da ligadura.
O objetivo deste grupo foi avaliar até que ponto as respostas
comportamentais obtidas foram em decorréncia do procedimento cirurgico per
Si.

Operado: refere-se aos animais que foram submetidos a cirurgia de ligadura
parcial do nervo isquiatico, mas nao receberam nenhum tipo de tratamento.
Este grupo serviu como parametro de sucesso na inducdo no modelo e
caracterizagdo do modelo de neuropatia.

Veiculo: animais submetidos a cirurgia de ligadura parcial do nervo isquiatico
e que receberam como tratamento apenas o veiculo — solucéo fisiologica e
heparina sodica a 10% — em um volume de 100 pl via endovenosa (veia
lateral da cauda). O veiculo foi administrado no sétimo dia apo6s a cirurgia,
conforme ocorreu nos animais do grupo tratado, sob inducédo anestésica com
2,2,2-tribromoetanol nas mesmas condi¢des para inducdo do modelo.

CMMO: refere-se aos animais que receberam 1x10° CMMO na passagem 5
(P5), em um volume de 100 ul de salina e 10% de heparina sddica, por via
endovenosa (veia lateral da cauda), no sétimo dia apds a cirurgia de ligadura.
MCd: animais que receberam meio condicionado por via endovenosa (veia
lateral da cauda). O meio condicionado foi preparado a partir do sobrenadante
da cultura de 1x10° CMMO na passagem 5 (P5), em um volume total de
100uL (contendo 10% de heparina sodica), e administrado no sétimo dia apos
a cirurgia.

Gabapentina: animais que foram submetidos a cirurgia para ligadura do nervo
isquiatico e que receberam 70 mg/kg/150 ul de gabapentina por via oral, duas
vezes ao dia, durante seis dias (QUINTAO et al., 2005), diluidos em solucéo
fisiol6gica. O tratamento teve inicio no sétimo dia apés a cirurgia para ligadura
do nervo isquiatico. O objetivo deste grupo foi comparar os efeitos dos
tratamentos baseados em CT com os efeitos do farmaco mais
frequentemente utilizado para o controle da dor neuropéatica em humanos.
Indometacina: animais que foram submetidos a cirurgia para ligadura do
nervo e receberam 1 mg/kg/200 ul de indometacina por via intraperitoneal,
duas vezes ao dia (BAUM et al.,, 2003), diluidos solucéo fisiologica. O

tratamento teve duracdo de 4 dias e iniciou-se no sétimo dia ap0s a cirurgia.
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Este grupo teve por objetivo avaliar a presenca de componente inflamatorio
no desenvolvimento e manutencdo da dor neuropatica no modelo

experimental utilizado.

Os animais foram mantidos no biotério em caixas apropriadas contendo 4 a 5
animais cada, e receberam marcacdes periédicas e exclusivas na cauda com

canetas hidrograficas. Os grupos foram compostos por 6 (seis) animais cada.

4.12.2 Avaliacdo dos limiares nociceptivos mecéanico e térmico

Os testes comportamentais para avaliacdo de limiar nociceptivo foram
realizados conforme figuras 1, 2 e 3. As leituras foram iniciadas no dia anterior a
cirurgia (Basal — B), foram retomadas 1 dia ap0s a cirurgia e seguiram o esquema
representado abaixo. Foi feita uma leitura de limiar nociceptivo mecénico e uma
leitura de limiar nociceptivo térmico por dia para 0os grupos naive, sham, operado,
veiculo, CMMO e MCd (Figura 1). Os grupos gabapentina e indometacina tiveram os
limiares nociceptivos avaliados 1 hora antes e 1 hora depois da primeira
administracdo do dia. Para o grupo gabapentina, o tratamento teve inicio no 7° dia
apos a cirurgia e perdurou até o 12° dia (6 dias), tendo sido realizado duas vezes ao
dia, conforme figura 2. Para o grupo indometacina, o tratamento teve inicio no 7° dia,
foi realizado até o 10° dia (4 dias) apds a cirurgia e a droga foi administrada duas

vezes ao dia, como na figura 3.
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Figura 1. Delineamento experimental para avaliacdo dos limiares nociceptivos mecénico (filamentos
de von Frey) e térmico (Hargreaves) dos grupos experimentais naive, sham, operado, veiculo, CMMO
e MCd. A cirurgia de ligadura parcial do nervo isquiatico foi realizada no dia O (zero) e o tratamento foi
realizado no dia 7 (sete) para os grupos veiculo, CMMO e MCd. Os grupos naive, sham e operado
ndo receberam tratamento.
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Figura 2. Delineamento experimental para avaliacdo dos limiares nociceptivos mecanico (filamentos
de von Frey) e térmico (Hargreaves) do grupo experimental que recebeu gabapentina 70 mg/kg, v.o.
A cirurgia de ligadura parcial do nervo isquiatico foi realizada no dia O (zero) e o tratamento foi
iniciado no dia 7 (sete) indo até o dia 12 (doze) apés a cirurgia. A primeira avaliacdo de limiar ocorreu
1 hora antes da primeira dose e a segunda avaliacdo ocorreu 1 hora apds o primeiro tratamento do
dia.
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Figura 3. Delineamento experimental para avaliacdo dos limiares nociceptivos mecanico (filamentos
de von Frey) e térmico (Hargreaves) do grupo experimental que recebeu indometacina 1 mg/kg, i.p.
A cirurgia de ligadura parcial do nervo isquiatico foi realizada no dia O (zero) e o tratamento foi
iniciado no dia 7 (sete) até o dia 10 (dez) apés a cirurgia. A primeira avaliagdo ocorreu 1 hora antes
da primeira dose e a segunda avaliagdo ocorreu 1 hora apos o primeiro tratamento do dia.

4.12.3 Coleta de tecidos para quantificacao de citocinas

Apos a realizacdo dos ensaios comportamentais, que estabeleceram o perfil
do modelo e os efeitos dos diferentes tratamentos, foram realizadas as coletas de
tecidos. Foram coletadas sec¢Oes de medula espinal, na por¢cdo correspondente a
L4 e L5, e um centimetro do nervo isquiatico no sitio de leséo (ipsilateral) de animais
(n=6) de todos os grupos experimentais para quantificacdo de citocinas. O esquema
cronoldgico de coletas pode ser visualizado na figura 4, e segue descrito abaixo.
Grupo naive: coleta no dia 0 (DO).

Grupo sham: coletas nos dias 7, 21 e 60 (D7, D21, D60) apds a cirurgia.
Grupo operado: coleta no dia 7 (D7) apods a cirurgia.

Grupos veiculo, CMMO e MCd: coletas nos dias 21 e 60 (D21, D60) apds a cirurgia.
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Grupos indometacina e gabapentina: coletas nos dias 12 (D12) e 14 (D14),

respectivamente, o que equivale a 36 horas depois da administracdo da ultima dose.

CMMO

N

BO0O12357828 10 11 12 13 14 16 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 55 60 dias

|

Naive

Sham e
Operado

|

Indometacina

Gabapentina

|

Sham,
Veiculo,
CMMO e

MCd

|

Sham,
Veiculo,
CMMO e

MCd

Figura 4. Esquema de coleta de tecidos para analise dos niveis de citocinas (IL-18, IL-6, IL-10 e TNF-

a) por ELISA.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DE CMMO POR CITOMETRIA DE FLUXO

Inicialmente foram realizados o isolamento e cultura de células-tronco
mesenquimais de medula Ossea e a presenca de marcadores celulares
caracteristicos deste tipo celular foi analisada por citometria de fluxo. Os resultados
desta analise podem ser visualizados na tabela 1, onde é possivel verificar a alta
porcentagem de células positivas para os marcadores Sca-1, CD44 e CD90, e a
baixa taxa de células positivas para CD11B, CD45, CD34, CD117 e CD73, conforme

esperado para a caracterizacdo das células mesenquimais.

Tabela 1. Caracterizagdo de CMMO por citometria de fluxo

Células positivas para os marcadores
Marcador celular

(%)
Sca-1 96,6
CD44 98,2
CD90 93,0
CD11B 51
CD45 0.6
CD34 13,4
CD117 15
CD73 1,3

5.2 DIFERENCIACAO DE CMMO IN VITRO NAS LINHAGENS ADIPOGENICA,
CONDROGENICA E OSTEOGENICA

As culturas de CMMO foram estimuladas a diferenciacdo em diferentes
linhagens. Apos 15 dias em cultivo, as células que foram estimuladas a
diferenciacdo em adipdcitos e coradas em oil red, apresentaram a deposicdo de
gordura caracteristica desta linhagem (figura 5A). Para as células que foram
estimuladas a se diferenciarem em condrécitos, pode-se observar que, apos 21 dias

de cultivo, houve coloracdo de proteoglicanos, produzidos por estas células,
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marcados com o corante Alcian Blue (figura 5C). Ja a figura 5E, demonstra a
diferenciacdo osteogénica, com a visualizacdo de depositos de célcio evidenciados
pelo corante vermelho de Alizarina a 2%, apés 14 dias de cultivo. As figuras 5B, 5D
e 5F mostram células mesenquimais que nado foram estimuladas a diferenciacao
coradas com oil red, Alcian blue e vermelho de Alizarina 2%, respectivamente. Pode-
se observar que para estes controles ndo houve producdo de gordura,

proteoglicanos ou depdsito de calcio.
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Figura 5. Fotomicrografias de CMMO induzidas a diferenciacdo. A) Diferenciagdo adipogénica,
coloracéo Oil red. B) CMMO néao induzidas a diferenciacdo e coradas com Oil red. C) Diferenciagao
condrogénica, coloracdo Alcian blue. D) CMMO nao induzidas a diferenciacdo e coradas com Alcian
blue. E) Diferenciacdo osteogénica, coloracdo vermelho de Alizarina 2%. F) CMMO nao induzidas a

diferenciacéo e coradas com vermelho de Alizarina 2%.
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5.3 CARACTERIZACAO DO MODELO DE DN POR LIGADURA DO NERVO
ISQUIATICO

5.3.1. Evolucao do limiar nociceptivo

Inicialmente, o perfil comportamental de neuropatia foi estabelecido no
modelo de ligadura de nervo, avaliando-se o limiar nociceptivo mecanico e térmico
dos camundongos, para evidenciar o desenvolvimento de alodinia mecanica e
hiperalgesia térmica, respectivamente. As figuras 6 e 7 mostram que um dia apos a
inducdo do modelo houve uma reducao significativa (p<0,001) do limiar nociceptivo
mecanico e térmico, respectivamente, nos animais que sofreram a cirurgia de
ligadura, em comparacdo aos animais falso operados (grupo sham). A reducéo dos
limiares nociceptivos foi observada por até 51 dias ap6s a inducdo do modelo, para
o limiar mecanico, e 45 dias para o limiar térmico. Entre os grupos sham e naive nao
houveram diferencas estatisticas durante o periodo experimental. Esses resultados

indicam sucesso na indu¢cdo do modelo experimental de dor neuropatica periférica.

- OPERADO -+ SHAM <~ NAIVE

Limiar nociceptivo (g)

B 1 2 3 5 7 8 9 10 11 12 13 14 16 18 21 24 27 30 33 36 29 42 45 48 51 55 60
Tempo (dias)

Figura 6. Avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico da pata ipsilateral de animais submetidos a cirurgia
de ligadura parcial do nervo isquiatico (grupo operado), de animais falso operados (grupo sham) e dos
gue nao sofreram manipulacao cirdrgica (naive). O eixo das abscissas representa o tempo em dias,
sendo B (basal) o limiar médio de todos os animais antes da cirurgia e 1 o limiar do primeiro dia depois
da cirurgia. O eixo das ordenadas representa 50% do limiar nociceptivo em gramas (g), ou seja, a
gramatura do filamento no qual o animal responde em 50 % das apresentacdes. Valores representados
como a media de 6 (seis) animais por grupo + EPM. *p<0,05; ***p<0,001 comparado ao grupo sham
pelo teste 2-way ANOVA seguido de Bonferroni.
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Figura 7. Avaliagdo do limiar nociceptivo térmico da pata ipsilateral de animais submetidos a cirurgia
de ligadura parcial do nervo isquiatico (grupo operado), de animais falso operados (grupo sham) e dos
gue nao sofreram manipulacdo cirdrgica (naive). O eixo das abscissas representa o tempo em dias,
sendo B (basal) o limiar médio dos animais antes da cirurgia e 1 o limiar do primeiro dia depois da
cirurgia. O eixo das ordenadas representa a resposta nociceptiva em segundos (s), ou seja, 0 tempo
gue o animal leva para retirar a pata, apés o inicio do estimulo térmico. Valores representados como a
media de 6 (seis) animais por grupo = EPM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparado ao grupo sham
pelo teste 2-way ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.3.2 Evolucéo do peso corporal

Durante todo o periodo experimental, os animais tiveram seus pesos
corporais monitorados. A evolucdo do peso no modelo de ligadura de nervo esta
representada na figura 8. Percebe-se que ha uma reducdo do ganho de peso no
grupo operado, em relagdo aos demais grupos ao longo do tempo, sendo essa

diferenca estatisticamente significante (p<0,05) nos tempos de 21 e 60 dias.
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Figura 8. Comparacdo do ganho de peso corporal durante o periodo experimental no modelo de
ligadura do nervo isquiatico. Os grupos naive, sham e operado referem-se, respectivamente, a animais
sem nenhum procedimento experimental, a animais falso operados e a animais submetidos a cirurgia
de indugdo do modelo. O ponto O refere-se ao dia anterior a cirurgia, enquanto os pontos 7, 21 e 60
aos dias apo6s a cirurgia de ligadura. Valores representados como a media de 6 (seis) animais por
grupo + EPM. *p<0,05, comparado ao grupo naive; #p<0,05, comparado ao grupo sham, pelo teste 2-
way ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.3.3 Evolugao da fungdo motora

Visando investigar se 0 modelo de ligadura de nervo isquiatico utilizado neste
trabalho poderia causar comprometimento motor e, assim, influenciar as respostas
nociceptivas dos animais, foi realizado o teste de rota-rod. A figura 9 mostra a média
de tempo em segundos que cada grupo de animais foi capaz de permanecer na
barra giratoria do equipamento. A cirurgia de ligadura do nervo isquiatico ndo alterou
a capacidade motora dos animais, ja que nenhuma diferenca estatisticamente
significante foi observada entre os grupos naive, sham e operado. O diazepam (10
mg/kg), utilizado como controle positivo do teste, reduziu significativamente o tempo

de permanéncia dos camundongos no rota-rod (p<0,001).
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Figura 9. Comparacgédo da funcdo motora entre grupos durante o periodo experimental no modelo de
ligadura do nervo isquiatico. Os grupos naive, sham e operado referem-se, respectivamente, a animais
sem nenhum procedimento experimental, a animais falso operados e a animais submetidos & cirurgia
de indugdo do modelo. O grupo diazepam refere-se aos animais que receberam a droga diazepam (10
mg/kg, i.p., 30 min antes do teste), utilizada como droga de referéncia no teste. O teste foi realizado no
sétimo dia ap6s a inducdo do modelo. Valores representados como a media de 6 (seis) animais por
grupo + EPM. ***p<0.001, comparado ao grupo naive, pelo teste one-way ANOVA seguido de Tukey.
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5.4. EFEITOS DOS TRATAMENTOS SOBRE A NEUROPATIA

5.4.1 Efeitos sobre o limiar nociceptivo

O efeito da administragdo do MCd sobre o limiar nociceptivo mecanico foi
avaliado e comparado aos efeitos dos tratamentos com CMMO, indometacina e
gabapentina (figura 10). A partir de dois dias apos a inducdo do modelo houve
diferenca estatistica (p<0,01) entre o grupo sham e os demais em relacdo ao limiar
nociceptivo mecanico nos animais, indicando o desenvolvimento de alodinia
mecanica, que caracteriza a neuropatia periférica. Uma Unica administracdo do
MCd, no dia 7 apds a cirurgia de ligadura, aumentou o limiar nociceptivo mecéanico
de modo estatisticamente significante duas horas apds sua administracdo (p<0,001).
Esse efeito antinociceptivo se manteve por 29 dias apds o tratamento (tempo de 36
dias). A administragdo de CMMO aumentou o limiar nociceptivo mecanico dos
animais operados de forma progressiva, mas apenas detectavel estatisticamente
(p<0,001) 6 dias apos o tratamento (dia 13 apds a cirurgia). A partir dai, esse efeito
foi mantido até o fim do periodo experimental (p<0,01). O tratamento repetido com
indometacina (1 mg/kg; i.p.;12/12h; 4 dias) e a gabapentina (70 mg/kg; v.0.;12/12h; 6
dias) produziu efeito antinociceptivo nos animais neuropaticos, mas apenas durante
o periodo de tratamento sendo esse efeito rapidamente revertido apdés o fim das
administracdes.

O limiar nociceptivo térmico também foi comparado entre 0s grupos que
receberam os diversos tratamentos (figura 11). O MCd foi capaz de reverter a
hiperalgesia térmica em apenas duas horas ap0s sua administracéo (p<0,001). Este
efeito se manteve durante todo o periodo experimental, mostrando ser duradouro. A
administracdo de CMMO foi capaz de aumentar o limiar nociceptivo térmico dos
animais (p<0,001) no dia seguinte a administragédo, efeito que também se manteve
até o fim do periodo experimental. Gabapentina (70 mg/kg; v.o.; 12/12h; 6 dias) e
indometacina (1 mg/kg; i.p.; 12/12h; 4 dias) foram capazes de reverter apenas
temporariamente a hiperalgesia térmica dos animais neuropaticos (p<0,001). Os
limiares nociceptivos térmicos para estes grupos retornaram a valores similares
aqueles dos animais tratados com veiculo apds o fim das administracfes destas
drogas.
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Figura 10. Efeito do meio condicionado (MCd), de células mesenquimais de medula 6ssea (CMMO) e
do tratamento repetido com gabapentina ou indometacina sobre o limiar nociceptivo mecéanico na
neuropatia experimental. O limiar nociceptivo foi avaliado na pata ipsilateral dos camundongos antes
e depois da indugdo do modelo de neuropatia por ligadura do nervo isquiatico. O eixo das abscissas
representa o tempo em dias, sendo B (basal) o limiar médio dos animais antes da cirurgia e 1 o limiar
do primeiro dia depois da cirurgia. O eixo das ordenadas representa 50% do limiar nociceptivo em
gramas (g), ou seja, a gramatura do filamento no qual o animal responde em 50% das apresentacoes.
O tratamento com MCd (100 uL), CMMO (1x106; 100 uL) ou veiculo (100 uL) foi realizado por via
endovenosa uma unica vez no dia 7. O tratamento com gabapentina (70 mg/kg v.0./12h) iniciou-se no
dia 7 e durou até o dia 12 (duracédo de seis dias). O tratamento com indometacina (1 mg/kg, i.p./12h),
iniciou-se no dia 7 e durou até o dia 10 (duracdo de quatro dias). Para os grupos gabapentina e
indometacina as avaliages do limiar nociceptivo foram feitas uma hora antes e uma hora apo6s o
primeiro tratamento do dia. Valores representam a média de 6 (seis) animais por grupo = EPM.
***pn<0,001; **p<0,01; *p<0,05, comparado com o grupo veiculo, analisados pelo teste 2-way ANOVA
seguido de Bonferroni.
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Figura 11: Efeito do meio condicionado (MCd), de células mesenquimais de medula 6ssea (CMMO) e
do tratamento repetido com gabapentina ou indometacina sobre o limiar nociceptivo térmico na
neuropatia experimental. O limiar nociceptivo foi avaliado na pata ipsilateral dos animais antes e
depois da indugdo do modelo de neuropatia por ligadura do nervo isquiatico. O eixo das abscissas
representa o tempo em dias, sendo B (basal) o limiar médio dos animais antes da cirurgia e 1 o limiar
do primeiro dia depois da cirurgia. O eixo das ordenadas representa o limiar nociceptivo em segundos
(s), ou seja, o tempo que o animal leva para retirar a pata apds o inicio do estimulo térmico. O
tratamento com MCd (100 uL), CMMO (1x10% 100 uL) ou veiculo (100 uL) foi realizado por via
endovenosa uma Unica vez no dia 7. O tratamento com gabapentina (70 mg/kg v.0./12h) iniciou-se no
dia 7 e durou até o dia 12 (duracédo de seis dias). O tratamento com indometacina (1 mg/kg, i.p./12h),
iniciou-se no dia 7 e durou até o dia 10 (duragdo de quatro dias). Para os grupos gabapentina e
indometacina as avaliag6es do limiar nociceptivo foram feitas uma hora antes e uma hora apés o
primeiro tratamento do dia. Valores representam a média de 6 (seis) animais por grupo = EPM.
***pn<0,001; **p<0,01; *p<0,05, comparado com o grupo veiculo, analisados pelo teste 2-way ANOVA
seguido de Bonferroni.
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5.4.2 Efeito sobre o peso corporal

A variacdo do peso corporal nos diferentes grupos experimentais e ao longo
do tempo esta representada na figura 12. E possivel constatar que ha uma reducéo
do ganho de peso no grupo veiculo em relagdo ao grupo sham (falso operado)
(p<0,001) nos dias 21 e 60, indicando que a reducdo de ganho de peso esta, de fato,
relacionada ao desenvolvimento de neuropatia. Por outro lado, pode-se observar
gue os animais tratados com MCd, CMMO e indometacina apresentam um maior
ganho de peso em comparacao ao grupo veiculo ja no dia 10 apés a cirurgia (3 dias
apos o inicio dos tratamentos) (p<0,001 e p<0,01). Resultado similar pode ser
observado no tempo de 21 dias (p<0,001) para 0s mesmos grupos. Ja no tempo de
60 dias, os grupos estatisticamente diferentes dos veiculos sdo indometacina e
CMMO (p<0,001).
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Figura 12. Varia¢do do peso corporal durante o periodo experimental no modelo de ligadura do nervo
isquiatico. O eixo Y mostra o peso, em gramas, dos animais submetidos aos diferentes tratamentos. O
eixo X representa 0s tempos nos quais 0s pesos dos animais foram avaliados. Os tempos 10, 21 e 60
correspondem, respectivamente, aos dias 10, 21 e 60 apds a cirurgia. Os tratamentos foram realizados,
ou iniciados, no dia 7. Valores representados como a media de 6 (seis) animais por grupo * EPM.
**p<0,01; **p<0,001, comparado ao grupo veiculo pelo teste 2-way ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.4.3 Efeito sobre a fungédo motora

O efeito dos tratamentos sobre a funcdo motora dos animais foi analisado e
os resultados estdo representados na figura 13. A cirurgia de ligadura do nervo
isquidtico ndo alterou a capacidade motora dos animais. Como esperado, 0
diazepam (10 mg/kg), utilizado como controle positivo do teste, reduziu
significativamente o tempo de permanéncia dos camundongos no rota-rod (p<0,001).
Para os demais tratamentos (indometacina, gabapentina, MCd e CMMO) nao foram

observadas altera¢cées motoras nos animais.

150+
mm DIAZEPAM
B SHAM
= 100~ B VEICULO
o B INDOMETACINA
E‘ B GABAPENTINA
= 50 B MCd
B ChMMO
*k& e
-
' Apds os o Fim do periodo |
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Figura 13. Efeitos dos tratamentos sobre a funcdo motora na neuropatia experimental. O eixo Y
representa o tempo (segundos) em que 0S animais conseguem permanecer na barra giratéria. O
primeiro grupo de colunas representa o teste de rota-rod realizado no dia 12 para o grupo indometacina
- 1 mg/kg, i.p. (fim do tratamento diario); no dia 14 para o grupo gabapentina - 70 mg/kg v.o. (fim do
tratamento diario) e no dia 7 (2 horas depois do tratamento com CMMO e MCd). Para todos os grupos,
a fungdo motora foi analisada também no tempo de 60 dias (fim do periodo experimental) apos a
ligadura do nervo isquiatico. Diazepam (10mg/kg), utilizado como droga de referéncia, foi administrado
por via intraperitoneal 30 antes da realizacdo do teste. Valores representados como a media de 6 (seis)
animais por grupo + EPM. ***p<0,001, comparado ao grupo veiculo, pelo teste 2-way ANOVA seguido
de Bonferroni.
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5.5 EFEITO DOS TRATAMENTOS SOBRE A EXPRESSAO DE CITOCINAS NA
NEUROPATIA EXPERIMENTAL

A contribuicdo de citocinas, produzidas periférica e centralmente, para a
inducdo e manutencdo da dor neuropatica tem sido amplamente reconhecida. Com
0 intuito de investigar se o tratamento com o MCd produz efeito antinociceptivo
associado a uma modificacdo no padréo fisiopatolégico da neuropatia, os niveis de
citocinas foram quantificados no nervo lesado e na medula espinal. Segmentos de
medula espinal e nervo isquiatico de animais dos diferentes grupos experimentais
foram coletados e os niveis das citocinas IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a foram
determinados nessas amostras por ELISA. Os resultados estdo representados nas
figuras de 14 a 21. Nessas figuras, os painéis A representam dados de tempos
diferentes, a depender do protocolo de tratamento de cada grupo experimental. O
objetivo dessa analise é avaliar uma possivel modulacdo dos niveis de citocinas por
cada tratamento, correlacionando ao efeito antinociceptivo. Assim, para 0S grupos
tratados com farmacos as avaliagcbes foram feitas 36 h apdés o fim das
administracdes repetidas. Para os grupos tratados com MCd, veiculo ou CMMO as
avaliacbes foram feitas 14 dias apdés sua administracdo (dia 21 apés a inducédo do
modelo). Os painéis B mostram dados do final do periodo experimental, ou seja, no
tempo de 60 dias apo6s a inducdo do modelo. O objetivo dessas andlises é avaliar se
os tratamentos induzem uma modulacdo duradoura dos niveis de citocinas. Os eixos

y representam a quantificacéo de cada citocina por miligrama de proteina.
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5.5.1 Efeitos dos tratamentos sobre a expresséo de citocinas na medula espinal

55.1.11L-18

Os niveis espinais de IL-1p foram aumentados em animais neuropéticos, em
relacdo aos ndo neuropéticos dos grupos sham e naive nos tempos de 21 (p<0,05 e
p<0,01) e 60 (p<0,001 e p<0,01) dias apds a inducdo do modelo (Figura 14). A
administracdo de MCd foi capaz de diminuir os niveis espinais de IL-1B aos 21
(p<0,05) e 60 (p<0,001) dias apls a cirurgia, nos animais operados, em comparacao
ao veiculo. Este efeito também foi observado para o tratamento com CMMO (p<0,001
e p<0,01). J4 para os tratamentos com drogas, a indometacina foi capaz de diminuir
os niveis de IL-1B (p<0,05) nos dois tempos analisados, enquanto para a gabapentina
ndo foram detectadas diferencas estatisticas nas quantidades espinais de IL-13, em
comparacao com o grupo veiculo. Nesses grupos as avaliacfes foram feitas nos dias
12 e 14, respectivamente, correspondendo a 36 horas apds a ultima administracdo

destas drogas.
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Figura 14. Quantificacdo da citocina IL-1B nos segmentos L4-L5 das medulas espinais dos animais
submetidos ao modelo de ligadura. A. Andlise realizada em diferentes tempos, de acordo com cada
tratamento: dia 7 para os grupos sham e naive, dia 12 para o grupo indometacina, dia 14 para o grupo
gabapentina e dia 21 para os grupos MCd, CMMO e veiculo. B. Andlise realizada no fim do periodo
experimental para todos os grupos (tempo 60 dias). Valores apresentados como a média de 6 (seis)
animais por grupo + EPM. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05, comparados com o grupo veiculo, analisados
pelo teste one-way ANOVA seguido de Tukey.
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5.5.1.2 IL-6

Os niveis espinais de IL-6 foram aumentados em animais neuropaticos, em
relacdo aos nao neuropaticos (p<0,001) nos tempos de 21 e 60 dias apos a inducéo
do modelo (Figura 15). A administragcdo do MCd diminuiu os niveis espinais de IL-6
(p<0,05) em animais neuropaticos, apenas no final do periodo experimental, enquanto
o tratamento com CMMO reduziu a IL-6 espinal tanto no tempo de 21 quanto de 60
dias (p<0,01). A indometacina reduziu IL-6 na medula espinal de animais neuropaticos
apenas 36h apdés o fim de sua administracdo repetida (p<0,001), enquanto a
gabapentina reduziu no fim do periodo experimental (p<0,001).
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Figura 15. Quantificacdo da citocina IL-6 nos segmentos L4-L5 das medulas espinais dos animais
submetidos ao modelo de ligadura. A. Andlise realizada em diferentes tempos, de acordo com cada
tratamento: dia 7 para os grupos sham e naive, dia 12 para o grupo indometacina, dia 14 para o
grupo gabapentina e dia 21 para os grupos MCd, CMMO e veiculo. B. Andlise realizada no fim do
periodo experimental para todos os grupos (tempo 60 dias). Valores apresentados como a média de
6 (seis) animais por grupo + EPM. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05, comparados com o grupo veiculo,
analisados pelo teste one-way ANOVA seguido de Tukey.
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5.5.1.3 TNF-a

Os niveis espinais de TNF-a foram aumentados em animais neuropaticos, em
relacdo aos ndo neuropaticos dos grupos sham e naive (p<0,01 e p<0,05) apenas no
tempo de 21 dias apds a induc¢do do modelo (Figura 16). O tratamento com MCd foi
0 Unico capaz de diminuir os niveis desta citocina no fim do periodo experimental
(p<0,05). As CMMO se mostraram capazes de reduzir os niveis de TNF-a no tempo
de 21 dias (p<0,05), mas ndo no tempo de 60 dias. Em relacdo ao tratamento com
drogas, indometacina e gabapentina reduziram os niveis de TNF-a (p<0,01) apenas

36 horas apds as administracdes repetidas.
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Figura 16. Quantificacdo da citocina TNF- a nos segmentos L4-L5 das medulas espinais dos animais
submetidos ao modelo de ligadura. A. Analise realizada em diferentes tempos, de acordo com cada
tratamento: dia 7 para os grupos sham e naive, dia 12 para o grupo indometacina, dia 14 para o
grupo gabapentina e dia 21 para os grupos MCd, CMMO e veiculo. B. Andlise realizada no fim do
periodo experimental para todos os grupos (tempo 60 dias). Valores apresentados como a média de
6 (seis) animais por grupo + EPM. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05, comparados com o grupo veiculo,
analisados pelo teste one-way ANOVA seguido de Tukey.
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5.5.1.4 IL-10

Os efeitos dos diferentes tratamentos sobre IL-10 foram representados na figura
17. Os niveis espinais de IL-10 nos animais do grupo sham se apresentaram
aumentados (p<0,01) no tempo de 60 dias em relacdo ao grupo veiculo. O MCd foi o
Unico tratamento capaz de aumentar de modo estatisticamente significante (p<0,05)
0s niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10 no tempo de 21 dias apos a inducéo da
neuropatia. Ndo foram observadas diferencas estatisticas para o tratamento com
CMMO em relacdo ao grupo veiculo. No tempo de 60 dias, fim do periodo
experimental, um aumento espinal da citocina IL-10 foi observado no grupo

indometacina (p<0,01).
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Figura 17. Quantificacao da citocina IL-10 nos segmentos L4-L5 das medulas espinais dos animais
submetidos ao modelo de ligadura. A. Andlise realizada em diferentes tempos, de acordo com cada
tratamento: dia 7 para os grupos sham e naive, dia 12 para o grupo indometacina, dia 14 para o
grupo gabapentina e dia 21 para os grupos MCd, CMMO e veiculo. B. Andlise realizada no fim do
periodo experimental para todos os grupos (tempo 60 dias). Valores apresentados como a média de
6 (seis) animais por grupo + EPM. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05, comparados com o grupo veiculo,
analisados pelo teste one-way ANOVA seguido de Tukey.
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5.5.2. Efeito dos tratamentos sobre a expressao de citocinas no nervo isquiatico

5521 IL-1B

Os niveis de IL-18 no nervo isquiatico foram aumentados em animais
neuropaticos, em relacdo aos ndo neuropaticos (p<001) nos tempos de 21 e 60 dias
apos a inducdo do modelo (Figura 18). A administracdo do MCd diminuiu os niveis
de IL-1B no nervo isquiatico de animais neuropaticos tanto no tempo de 21 (p<0,01)
guanto no de 60 dias (p<0,05), enquanto que o tratamento com CMMO reduziu IL-13
no nervo isquiatico apenas no final do periodo experimental (p<0,05). O tratamento
com indometacina e gabapentina modulou IL-1B no nervo isquiatico apenas no
tempo de 36 horas apds o fim das administracdes repetidas (p<0,05, para ambos os

tratamentos).
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Figura 18. Quantificacdo da citocina IL-18 nos nervos isquiaticos ipsilaterais dos animais submetidos
ao modelo de ligadura. A. Analise realizada em diferentes tempos, de acordo com cada tratamento:
dia 7 para os grupos sham e naive, dia 12 para o grupo indometacina, dia 14 para o grupo
gabapentina e dia 21 para os grupos MCd, CMMO e veiculo. B. Analise realizada no fim do periodo
experimental para todos os grupos (tempo 60 dias). Valores apresentados como a média de 6 (seis)
animais por grupo +* EPM. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05, comparados com o grupo veiculo,
analisados pelo teste one-way ANOVA seguido de Tukey.
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5.5.2.2. IL-6

Os niveis da citocina IL-6 se mostraram diminuidos nos animais nao
neuropaticos (figura 19) em relacdo aos neuropaticos no periodo de 21 dias
(p<0,001). Os tratamentos com MCd e CMMO reduziram significativamente (p<0,001)
0s niveis de IL-6 nos nervos dos camundongos no tempo de 21 dias. Do mesmo
modo, os tratamentos com indometacina e gabapentina reduziram significativamente
(p<0,001) os niveis de IL-6 nos nervo, na analise feita 36 horas apos o fim das
administracdes repetidas. No periodo final (60 dias), apenas indometacina reduziu os
niveis de IL-6 (p<0,05).
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Figura 19. Quantificacdo da citocina IL-6 nos nervos isquiaticos ipsilaterais dos animais submetidos
ao modelo de ligadura. A. Analise realizada em diferentes tempos, de acordo com cada tratamento:
dia 7 para os grupos sham e naive, dia 12 para o grupo indometacina, dia 14 para o grupo
gabapentina e dia 21 para os grupos MCd, CMMO e veiculo. B. Analise realizada no fim do periodo
experimental para todos os grupos (tempo 60 dias). Valores apresentados como a média de 6 (seis)
animais por grupo +* EPM. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05, comparados com o grupo veiculo,
analisados pelo teste one-way ANOVA seguido de Tukey.
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5.5.2.3 TNF-a

Os niveis de TNF-a nos nervos isquiaticos dos animais neuropaticos ficaram
aumentados em relacdo aos ndo neuropaticos (sham) no tempo de 60 dias (p<0,05).
O tratamento com MCd reduziu os niveis desta citocina pro-inflamatoria no fim do
periodo experimental (p<0,05), ja o tratamento com CMMO nédo modulou TNF-a nos
nervos dos animais. A indometacina, mas nao a gabapentina, reduziu TNF-a nos
dois periodos analisados: 36 horas apdés as administracfes repetidas e 60 dias
(p<0,05 e p<0,01).
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Figura 20. Quantificacdo da citocina TNF-a nos nervos isquiaticos ipsilaterais dos animais
submetidos ao modelo de ligadura. A. Analise realizada em diferentes tempos, de acordo com cada
tratamento: dia 7 para os grupos sham e naive, dia 12 para o grupo indometacina, dia 14 para o
grupo gabapentina e dia 21 para os grupos MCd, CMMO e veiculo. B. Andlise realizada no fim do
periodo experimental para todos os grupos (tempo 60 dias). Valores apresentados como a média de
6 (seis) animais por grupo + EPM. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05, comparados com o grupo veiculo,
analisados pelo teste one-way ANOVA seguido de Tukey.
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5.5.2.4 IL-10

A andlise da figura 21 permite observar que ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos com relacdo aos niveis de IL-10 no

nervo isquiatico, nos periodos de 21 e 60 dias.
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Figura 21. Quantificacdo da citocina IL-10 nos nervos isquiaticos ipsilaterais dos animais submetidos
ao modelo de ligadura. A. Analise realizada em diferentes tempos, de acordo com cada tratamento:
dia 7 para os grupos sham e naive, dia 12 para o grupo indometacina, dia 14 para o grupo
gabapentina e dia 21 para os grupos MCd, CMMO e veiculo. B. Andlise realizada no fim do periodo
experimental para todos os grupos (tempo 60 dias). Valores apresentados como a média de 6 (seis)
animais por grupo = EPM. **p<0,001; **p<0,01; *p<0,05, comparados com o grupo veiculo,
analisados pelo teste one-way ANOVA seguido de Tukey.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou, pela primeira vez, que o meio condicionado
da cultura de células-tronco mesenquimais induz efeito antinociceptivo na DN
experimental. Uma Unica administracdo sistémica do MCd foi capaz de reverter a
ligadura parcial do nervo isquiatico, normalizando os limiares nociceptivos mecéanico
e térmico. O efeito antinociceptivo foi mantido até o fim do periodo experimental, o
gue pode estar relacionado ao efeito modulatério do MCd sobre a producdo de
citocinas no sistema nervoso central e periférico. Considerando que citocinas estédo
envolvidas na geracdo e manutencao da dor neuropatica, esses dados sugerem que
o MCd pode exercer um efeito “modificador da doenca” e nao apenas paliativo,
indicando seu potencial terapéutico para o tratamento da neuropatia.

Um dia apés a indugcdo do modelo experimental de neuropatia, o
desenvolvimento de alodinia mecénica e hiperalgesia térmica jA se mostram
claramente, permanecendo até o fim do periodo experimental. Dentre os sintomas
de DN relatados na clinica, os que merecem destaque pela persisténcia e incbmodo
para os pacientes, sdo dor espontanea, alodinia e hiperalgesia. Este ultimo diz
respeito aos estimulos que geralmente causam dor mas, em pacientes portadores
de DN, causam dor exacerbada. Alodinia diz respeito aos estimulos inécuos que, em
pessoas saudaveis, ndo causariam dor, porém a provocam em pessoas que
apresentam DN. Ja a dor espontanea acontece quando, na auséncia de qualquer
tipo de estimulo ha relato de dor (INTISO et al., 2015). O ensaio de von Frey é
amplamente reconhecido como um teste de alodinia (CHAPLAN et al, 1994),
enquanto o Hargreaves como um teste de hiperalgesia (HARGREAVES et al., 1988),
ja que induzem resposta nociceptiva a estimulos in6cuos e nociceptivos,
respectivamente . Dessa forma, os sintomas clinicos podem ser comparados aos
sinais apresentados pelos camundongos no modelo de ligadura parcial do nervo
isquiatico utilizado no presente estudo (JAGGI, JAIN, SINGH, 2011).

Outro parametro utilizado na validacdo desse modelo é o acompanhamento
do peso corporal dos animais. Observou-se no presente estudo que o ganho de
peso dos animais neuropaticos ao longo do periodo experimental foi menor do que o
observado em animais ndo neuropéticos. Esse dado encontra semelhanca com a
sindrome em humanos, nos quais a perda de peso também é relatada, em

associacdo ao isolamento social, depressdo e diminuicdo da qualidade de vida



65

(AQUARONE, 2013). Comportamento depressivo em animais com neuropatia por
ligadura do nervo isquiatico ja foi também descrito (GONCALVES et al., 2008).

Os modelos experimentais tém contribuido fundamentalmente para o avancgo
no conhecimento dos mecanismos de dor neuropatica. Entre esses modelos
destacam-se 0s modelos de lesdo do nervo isquidtico, por apresentarem alta
correspondéncia com a sindrome clinica, incluindo as manifestagfes de alodinia,
hiperalgesia, e alteracdes duradouras na expressdo de neurotransmissores e
receptores nas vias de dor (Malmberg e Basbaum, 1998). Em conjunto, esses dados
indicam que o modelo experimental utilizado no presente estudo possui boa
equivaléncia clinica, sendo portanto adequado para a avaliacdo pré-clinica de novas
abordagens terapéuticas para a dor neuropatica.

O foco principal do presente estudo foi avaliar o efeito do MCd sobre a
neuropatia experimental. Os primeiros parametros avaliados foram as alteragbes de
sensibilidade tipicas da dor neuropatica - alodinia mecéanica e hiperalgesia térmica -
por meio de ensaios comportamentais. Apés 24h da indu¢cdo do modelo
experimental os camundongos manifestaram alodinia e hiperalgesia, que se
mantiveram por um periodo de 45 a 48 dias. O tratamento com o MCd reduziu
significativamente a alodinia mecénica e a hiperalgesia térmica dos animais
neuropaticos poucas horas ap0s sua administracdo sistémica, evidenciando seu
efeito antinociceptivo. Esse efeito foi mantido durante todo o periodo experimental.
Outros estudos ja demonstraram efeitos benéficos do meio condicionado de células-
tronco sobre doencas do sistema nervoso. Wei e cols. (2009) demonstraram o efeito
protetor do meio condicionado sobre neurdnios de ratos em modelo de isquemia
encefélica. Cantinieaux e cols. (2013) demonstraram que o meio condicionado induz
recuperacdo motora de ratos em modelo de lesdo de medula espinal.
Recentemente, Sugimura e cols. (2015) observaram que o meio condicionado obtido
de CT de dentes humanos aumenta o numero de axdnios mielinizados nos nervos
isquidticos de ratos apds 12 semanas da sua transecgdo. Apesar desses dados
indicarem o potencial terapéutico do MCd para o sistema nervoso, o presente estudo
€ o primeiro relato dos efeitos de MCd sobre a DN.

Com o objetivo de investigar o potencial terapéutico do MCd na neuropatia,
uma analise comparativa de seus efeitos frente aos efeitos do transplante de
células-tronco mesenquimais e de farmacos de referéncia foi realizada. Uma Unica

administracdo de CMMO em animais neuropaticos reverteu a alodinia e hiperalgesia
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até o fim do periodo experimental. Esses dados estdo de acordo com a literatura,
pois o efeito antinociceptivo de CT ja foi previamente demonstrado em diferentes
modelos experimentais. Musolino e cols. (2007) foram pioneiros em demonstrar que
a administracdo de CT de medula Ossea previne o desenvolvimento de alodinia
mecéanica e térmica em animais submetidos a constricdo de nervo isquiatico. Da
mesma forma, Klass e cols. (2007) utilizaram células mononucleares de medula
0ssea em modelo de DN induzida pela constricdo crbnica de nervo isquiatico e
observaram que este tratamento melhora a DN comportamental. Siniscalco e cols.
(2010) perceberam melhora na alodinia mecénica e hiperalgesia térmica apos
injecdo intracerebral de células mesenquimais humanas em animais submetidos a
modelo de DN. Siniscalco e cols. (2011) observaram que o uso das mesmas células
nao somente melhora parametros comportamentais, como também modula citocinas

pro-inflamatorias e anti-inflamatoérias na medula dos camundongos.

Além dos estudos com modelos de ligadura de nervo, os efeitos
antinociceptivos de CT foram demonstrados também em outros modelos de
neuropatia. Evangelista (2014) demonstrou que a administracdo de CMMO
normaliza a alodinia mecéanica e a hipoalgesia térmica em animais com DN
diabética, assim como Guimardes e cols. (2013) demonstraram que células
mesenquimais da polpa do dente induzem efeito antinociceptivo na neuropatia
diabética experimental. Estes dados, em conjunto, corroboram os resultados
apresentados no presente estudo, reafirmando que CT revertem as alteracfes de

sensibilidade observadas na neuropatia.

O efeito do MCd foi comparado ainda ao efeito de dois farmacos, gabapentina
e indometacina. A gabapentina é a droga utilizada com mais frequéncia no controle
clinico da DN, enquanto a indometacina € um farmaco anti-inflamatério com ampla
acdo analgésica. O tratamento repetido com gabapentina reduziu a alodinia e a
hiperalgesia de modo consistente, mas apenas nas primeiras horas apds sua
administragdo. O tratamento com indometacina reduziu a alodinia e produziu uma
diminuicdo discreta da hiperalgesia logo apds sua administracdo. Os efeitos dos
tratamentos farmacoldgicos indicam que estas drogas, apesar de induzirem efeito
antinociceptivo, ndo exercem agéao curativa e nem modificam o curso da neuropatia,
apenas tratando os sinais de dor. Em linha com esses resultados, pacientes

neuropaticos tratados com gabapentina frequentemente ndo obtém melhora
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significativa na dor e, como ndo ha cura (VADIVELU et al., 2013), o paciente fica
dependente do tratamento, o que onera 0s servigos de saude além de poder agravar
a saude do proprio paciente, devido aos efeitos colaterais (DWORKIN et al., 2007).
Apesar desse panorama, em funcdo da falta de melhores opc¢bes, a gabapentina
ainda continua sendo a droga de escolha para o controle clinico da dor neuropética.
Quanto ao uso da indometacina, apesar de seu potente efeito anti-inflamatério, a
literatura tem demonstrado a inefichcia da mesma no tratamento de DN. Foi
demonstrado, por exemplo, que a indometacina ndo € capaz de produzir efeito
antinociceptivo em camundongos com DN induzida por quimioterapicos
(PARVATHY; MASOCHA, 2015). Corroborando os dados do presente estudo, a
indometacina ndo produz efeitos duradouros na nocicepcdo de camundongos
submetidos a ligadura de nervo espinal (LABUDA; LITTLE, 2005) e a ligadura parcial
de nervo isquiético (INOUE et al., 2009). Ma e Eisenach (2002), descreveram que a
ligadura do nervo isquiatico induz uma producdo inicial de prostaglandinas nos
tecidos periféricos, as quais causam uma inflamacdo local, sensibilizam os
nociceptores e estdo envolvidas na sensibilizacdo central contribuindo para o
desenvolvimento da sensibilizacdo dolorosa. O fato do efeito antinociceptivo da
indometacina ndo ser duradouro, como descrito no presente estudo e em outros
trabalhos da literatura, indica que o papel das prostaglandinas esta mais relacionado
a inducao do que a manutencdo da dor neuropatica. Essa caracteristica torna esse
farmaco muito limitado no controle da DN. De fato, os anti-inflamatérios néo
esteroidais ndo representam escolha frequente no controle da dor neuropatica
(SCHREIBER et al., 2015; FINNERUP et al., 2015; HERSHMAN et al., 2014).

A analise comparativa dos dados aqui obtidos com os tratamentos
farmacoldgicos versus terapia celular indicam que, apesar de ambas as abordagens
induzirem acao antinociceptiva, os efeitos tiveram perfis diferentes. Enquanto a
gabapentina e a indometacina tiveram efeitos significativos mas muito passageiros,
os tratamentos com CMMO e MCd apresentaram efeitos consistentes e de longa
duracdo, sugerindo uma completa reversao da DN experimental. Considerando a
cronicidade dessa sindrome e a auséncia de procedimentos terapéuticos de cura,
esses dados ganham enorme relevancia. Apesar disto, as barreiras éticas e técnicas
por tras a utilizacdo de CT, dificultam a transposicdo de tratamentos experimentais

com células para a prética clinica. Nesse contexto, a utilizacdo de produtos obtidos a
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partir de CT, como € o caso do MCd, surge como uma nova perspectiva para o
controle da dor neuropética.

Outro parametro avaliado no presente estudo foi a possivel interferéncia da
neuropatia e dos tratamentos na funcdo motora dos animais. Essa avaliacdo é
necesséria em funcdo da natureza comportamental, baseada em respostas motoras,
das analises realizadas para a determinacdo de alodinia e hiperalgesia. Buscou-se
investigar se os tratamentos eram capazes de modificar a capacidade motora dos
animais e, assim, influenciar nas leituras dos limiares nociceptivos mecéanico e
térmico. Observou-se que nenhum dos tratamentos induziu mudanca no padrédo da
marcha e do equilibrio dos animais sobre a barra giratdria do rota-rod. Do mesmo
modo, Siniscalco e cols. (2010), demonstraram em animais neuropaticos por
ligadura parcial do nervo isquiatico, que a administracdo sistémica de CMMO néo
afeta o0 desempenho motor no aparelho de rota-rod. Assim, pode-se concluir que a
reducdo do comportamento nociceptivo observada nos animais tratados com
gabapentina, indometacina, CMMO e MCd, foi, de fato, relacionada a efeito
antinociceptivo.

Utilizando modelo de transeccdo de nervo, Sugimura et al. (2015)
demonstraram que o meio condicionado de CT induz alteracbes morfolégicas
regenerativas, como o aumento do namero de axbénios mielinizados e da razéo
axonio/fibra, no nervo isquiatico de ratos neuropaticos. Esses dados indicam que o
efeito antinociceptivo do MCd, descrito no presente trabalho, pode estar relacionado
a interferéncia desse tratamento nos mecanismos determinantes da neuropatia. A
contribuicdo de citocinas, produzidas periférica e centralmente, para a inducéo e
manutenc¢ao da dor neuropatica tem sido amplamente reconhecida. Com o intuito de
investigar se o tratamento com o MCd produz efeito antinociceptivo associado a uma
modificacdo no padrao fisiopatologico da neuropatia, os niveis de citocinas foram
quantificados no nervo periférico lesado e na medula espinal, um sitio central

envolvido na manutencao da dor neuropética.

IL-18 € uma das varias citocinas pro-inflamatérias secretadas por células
imunes, incluindo macrofagos, mondcitos e micréglia, sob condi¢cbes de estresse, e
tem sido identificada como um dos principais agentes algogénicos da DN
(THACKER et al, 2007). Na periferia, a administracao de IL-1p3 tem sido associada a
hiperalgesia e alodinia prolongadas (ZELENKA, SCHAFERS, SOMMER, 2005).
Apés lesdo de nervo isquiatico, ha uma producdo aumentada de RNAm de IL-1 no
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local da lesdo (OKAMOTO et al., 2001) e também na medula espinal (SWEITZER et
al., 1999). Do mesmo modo, dados do presente trabalho indicaram niveis
aumentados de IL-1B no nervo isquiatico e na medula espinal de animais com
neuropatia induzida por ligadura do nervo isquiatico. Apesar da relacdo causal entre
IL-1B e dor neuropética ser bem aceita, 0s mecanismos pelos quais a IL-13 age
ainda ndo séo muito claros. Alguns estudos indicam que a ligacao de IL-13 ao seu
receptor ativa o fator de transcricdo nuclear kB induzindo a producédo de agentes
como Oxido nitrico, bradicininas, prostaglandinas, e outras citocinas pro-
inflamatorias, que induzem nocicepcdo (TEGEDER et al., 2004; MCMAHON,
CAFFERTY, MARCHAND, 2005; MARCHAND, PERRETI, MCMAHON, 2005). Além
disso, ha evidéncias que sugerem que IL-1 pode aumentar a transmissao do
aferente primario nociceptivo para o sistema nervoso pela liberacdo de substancia P

e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (HOU, LI, WANG, 2003).

Demonstramos aqui que tanto o tratamento com células mesenquimais
quanto com o MCd reduziram os niveis de IL-1B no nervo periférico lesado e na
medula espinal durante todo o periodo experimental. Siniscalco e cols. (2010 e
2011) também demonstraram que camundongos neuropaticos tratados com células
mesenquimais humanas apresentam niveis reduzidos de IL-1B, corroborando os
dados aqui encontrados. Considerando o papel de IL-1p para a manutencao da dor
neuropatica, e que o efeito inibitério sobre IL-1 foi paralelo ao efeito antinociceptivo,
€ possivel propor que a reducdo dos niveis dessa citocina contribua para o efeito
antinociceptivo de CMMO e do MCd na neuropatia. Os farmacos indometacina e
gabapentina ndo produziram efeitos consistentes sobre os niveis de IL-138 na medula

e No nervo isquiatico.

Outra citocina com papel bem estabelecido na DN é o TNF-a. Esta tem sido
diretamente envolvida na producao de dor em diversos modelos de leséo de nervo e
€ responsavel por iniciar a cascata de ativagdo de varias citocinas e fatores de
crescimento (THACKER et al., 2007). O aumento dos niveis de TNF-a tem sido
observado e associado a alodinia e hiperalgesia em diversos modelos de DN
(LEUNG, CAHILL, 2010). Em adicdo, ha aumento da expressao de receptores de
TNF-a no nervo isquidtico apds lesdo (GEORGE, BUEHL, SOMMER, 2005) e a
administragcdo endoneural de TNF-a produz comportamentos de DN (WAGNER,

MYERS, 1996). No sistema nervoso central, TNF-a também tem papel na
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manutengdo da DN. Em modelos de constricdo cronica de nervo em ratos, um
aumento nos niveis de TNF-a foi encontrado no hipocampo, no locus coeruleus e no
nacleo rubro (IGNATOWSKY et al., 1999; COVEY et al., 2002; LI et al., 2008). No
SNC os mecanismos de TNF-a na DN parecem envolver, sobretudo, sistemas gliais.
Em resposta a lesédo do nervo, a microglia é ativada passando a secretar citocinas
pro-inflamatodrias, como TNF-a que, em mecanismo de cascata, ativam outras

citocinas com acao semelhante, perpetuando a dor (WATKINS; MAIER, 2003).

Observou-se, no presente trabalho, que os tratamentos com CMMO e MCd
diminuiram os niveis de TNF-a em animais neuropaticos. Entretanto, o efeito de
CMMO sobre a expressao de TNF-a foi restrito a medula, enquanto os efeitos do
MCd puderam ser observados nos dois tecidos analisados. Watanabe e cols. (2015)
utilizaram o transplante de CMMO em animais com lesdo de medula espinal o
perceberam que, em camundongos transplantados, a administracdo das CMMO foi
fortemente associada a reducdo de TNF-a, corroborando os dados aqui
apresentados. Os farmacos indometacina e gabapentina reduziram os niveis de
TNF-a, mas esse efeito ndo foi mantido por todo o periodo experimental nas
medulas dos animais. E possivel que, assim como sugerido para IL-1pB, a inibicdo de
TNF-a contribua para o efeito antinociceptivo de CMMO e do MCd na neuropatia. O
fato dessa inibicdo ser duradoura pode ser correlacionada a manutencdo do efeito
antinociceptivo por todo o periodo experimental, como foi aqui demonstrado.

A seguir, a possivel modulacdo de IL-6 foi também investigada. Existem
evidéncias que sugerem o envolvimento de IL-6 nos mecanismos de DN,
principalmente apds lesdo de nervo periférico (CUI et al, 2000). H4 uma forte
correlacdo entre a alodinia mecéanica e o0 aumento da imunoreatividade local de IL-6
em modelos de lesé@o de nervo isquiatico (CUI et al, 2000) assim como ha relato do
aumento de RNAmM de IL-6 no GRD ap06s a lesdo (MURPHY et al., 1999). Além da
contribuicdo periférica estudos indicam que IL-6 € produzida no sistema nervoso
central e pode ter importante papel em diversas fungcbes como, sinalizacdo entre
células, coordenacédo da resposta imune, protecdo de neurdnios e diferenciacéo,
crescimento e sobrevivéncia neuronal (MIKA, 2008). Mika e cols. (2008) relataram
um aumento da expressdo do gene de IL-6 em regides centrais importantes para
transmissao nociceptiva, como a medula espinal, apds lesdo constritiva crénica em

nervo isquiatico em ratos. Em adi¢cdo, camundongos knockout para IL-6 exibiram
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hiperalgesia térmica e alodinia mecénica mais sutis apds lesdo constritiva cronica de
nervo isquiatico quando comparados com animais selvagens (MURPHY et al.,
1999). Em linha com os dados da literatura, no presente trabalho houve aumento
consistente dos niveis de IL-6 na medula espinal e nervo isquiatico de animais
neuropaticos. Tanto os tratamentos farmacologicos quanto a terapia celular,
incluindo o MCd, foram capazes de reduzir os niveis de IL-6 no nervo isquiatico e na
medula espinal de modo consistente. Os efeitos inibitérios do MCd sobre os niveis
de IL-6 no nervo foram semelhantes aos efeitos de CMMO. Este dado segue o
descrito por Watanabe e cols. (2015), que notaram reducao de IL-6 nas medulas de

animais transplantados com CMMO ap06s lesdo de medula espinal.

A rede de sinalizagdo de citocinas envolve ndo apenas as classicas citocinas
pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-13, mas também citocinas regulatérias como IL-
10 (MARQUES et al., 2004; MOORE et al., 2001). IL-10 é considerada uma potente
citocina anti-inflamatoria, sendo capaz de reduzir a producéo e liberacdo de TNF-q,
IL-18 e IL-6 (MOORE et al.,, 1993). Tem sido descrito que IL-10 tem potencial
terapéutico na supresséo da dor cronica. De fato, a administragao de IL-10 bloqueia
e reverte a dor neuropatica em diferentes modelos experimentais (MILLIGAN et al.,
2005). Ledeboer e cols. (2007) demonstraram que, a aplicacdo de IL-10 em uma
regido da medula espinal com células gliais ativadas, reverte o estado doloroso em
modelos de DN. O mecanismo preciso de IL-10 no sistema nervoso central ainda
requer maiores esclarecimentos, mas pode estar relacionado a diminuicdo da
expressdo de citocinas pro-inflamatérias (HAMILTON et al., 1999), e de seus

receptores (SAWADA et al., 1999).

No presente trabalho o tratamento com MCd aumentou os niveis de IL-10 na
medula espinal de animais neuropaticos. A administracdo de CMMO né&o produziu
um aumento estatisticamente significante de IL-10 na medula e no nervo dos
animais analisados, diferente do observado por Sinicalco e cols. (2011), que
relataram um aumento da citocina IL-10 nas medulas de camundongos neuropaticos
tratados com CMMO. Para o tratamento farmacoldgico, apenas a indometacina

aumentou os niveis de IL-10, efeito observado somente na medula.

A andlise global dos dados de citocinas, sugere que o MCd € capaz de
modular os niveis de IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-10 tanto no sitio de lesdo quanto
centralmente, de modo semelhante aos efeitos de CMMO. Indometacina e
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gabapentina apresentaram resultados menos consistentes sobre a modulagcéo de
citocinas, tendo efeitos variaveis a depender do sitio e citocina sob andlise.
Considerando que os efeitos do MCd e de CMMO sobre os niveis de citocinas foram
paralelos ao efeito antinociceptivo, € possivel propor que a terapia celular induz uma
antinocicepcao duradoura por interferir de modo mais consistente nos mecanismos

de manutengao da DN.

Os resultados obtidos com o presente trabalho indicam, pela primeira vez, o
potencial terapéutico do MCd obtido de cultivo de CMMO em estados cronicos de
neuropatia. Em adicdo ao efeito antinociceptivo, o0 MCd pareceu exercer uma agao
“‘modificadora da doenga” e nao apenas paliativa, como fazem os analgésicos
atualmente utilizados no controle dessa sindrome. Os efeitos descritos no presente
estudo com o uso do MCd séo equivalentes aos observados apés o transplante de
CMMO. Diante das barreiras tecnoldgicas e éticas para o uso de CT, a alternativa do
uso de MCd pode ser promissora para o tratamento da DN. Além de apontarem uma
nova abordagem terapéutica em potencial, esses dados reforcam também a

hip6tese dos mecanismos paracrinos de células-tronco.
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7 CONCLUSOES

que:

Os resultados apresentados e analisados neste trabalho permitem concluir

Uma unica administracdo de MCd foi capaz de melhorar de forma progressiva
e duradoura as alteracbes da sensibilidade térmica e mecéanica na DN
induzida nos camundongos;

Os resultados obtidos com o MCd na neuropatia foram equivalentes aos
observados aqui, e ja descritos na literatura para CMMO;

Uma unica administracdo de MCd produziu efeito mais duradouro que o
tratamento diario com gabapentina ou indometacina, que contribuiram apenas
de forma transitéria para a normalizacdo dos limiares nociceptivos dos
animais com DN;

Os tratamentos com CMMO e MCd foram capazes de modular as citocinas IL-
1B, IL-6, TNF-a e IL-10, envolvidas na inducao e manutencédo da DN, tanto no
sitio periférico de lesdo quanto na medula espinal;

Os tratamentos com indometacina e gabapentina modularam as mesmas
citocinas, porém de modo variavel, a depender da citocina, tempo e sitio
avaliados. De um modo geral, a modulacdo induzida pelos farmacos foi mais

consistente nas primeiras horas ap6s sua administracao.
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8 PERSPECTIVAS E CONTRIBUICOES

A utilizacdo de um produto obtido de células-tronco e com eficacia terapéutica
comprovada pode ser uma alternativa as barreiras éticas e técnicas que dificultam o
uso de células-tronco na rotina clinica. E possivel que terapias baseadas em células
sejam capazes, no futuro, de preencher a lacuna existente na terapéutica da dor
neuropatica, que acarreta sofrimento e ma qualidade de vida para milhares de
pessoas portadoras dessa sindrome. O presente estudo pode representar 0 passo
inicial de incentivo para a realizacdo de novas investigacfes sobre o potencial do

MCd para o controle da dor neuropatica.
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