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OLIVEIRA, Anna Lethicia Lima. Efeitos do tratamento com células mesenquimais de medula
Ossea sobre a neuropatia induzida por oxaliplatina em camundongos. 80 f. il. Dissertagdo
(Mestrado) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2017.

RESUMO

INTRODUCAO: A neuropatia periférica é um efeito adverso comum de diversas drogas
antitumorais, incluindo os complexos platinos. A oxaliplatina (OXL) € um farmaco de terceira
geracdo amplamente usado no combate ao cancer colorretal metastatico, ovariano e outras
malignidades. Comparado a outros analogos platinos apresenta menor toxicidade sistémica,
mas acentuada neurotoxicidade. A neuropatia periférica associada a OXL é dose limitante do
tratamento quimioterapico que se manifesta com alteracdes de sensibilidade e dor, e pode
perdurar mesmo apos descontinuidade do tratamento em sua forma crénica. A neuropatia
induzida por quimioterapico € considerada uma das mais refratarias a medicacdo. A
gabapentina, apesar de representar op¢do farmacoldgica frequente no controle clinico da
neuropatia tem mostrado efeito apenas paliativo, transitorio e de baixa efetividade. A terapia
celular é considerada uma promessa na terapéutica de doencas neuroldgicas. Estudos iniciais
demonstraram que células mesenquimais reduzem a neuropatia comportamental em modelos
experimentais. Entretanto, até o presente momento, os efeitos de células-tronco na neuropatia
qguimioterapica ndao foram ainda investigados. OBJETIVO: O presente trabalho visa avaliar
os efeitos do transplante de células mesenquimais de medula dssea (CMsMO) na neuropatia
periférica cronica induzida por OXL em camundongos. METODOS: CMsMO foram obtidas
a partir de camundongos EGFP e foram caracterizadas. Camundongos C57BI/I6 machos
foram submetidos a inducdo do modelo de neuropatia crénica pela administracdo endovenosa
de OXL (1 mg/kg), durante quatro semanas e meia, totalizando nove administragcdes. Os
camundongos do grupo controle receberam dextrose a 5% (veiculo). Uma semana apos o fim
da inducéo do modelo, os animais foram tratados com uma Unica administracdo endovenosa
de CMsMO (1x10°) ou veiculo. Gabapentina (70 mg/kg, 12/12h por 6 dias consecutivos, via
oral), foi utilizada como tratamento farmacol6gico de referéncia. Os limiares nociceptivos
mecanico e térmico foram avaliados durante todo o periodo experimental com filamentos de
von Frey e cold plate, respectivamente. Sec¢des dos nervos isquiaticos foram coletados nos
tempos de plat6 de analgesia e final (14 semanas) para analises morfologicas e morfométricas
das fibras A e C por microscopia Optica e eletrbnica, além da quantificacdo de nitrito e
Malondialdeido (MDA) como parametros bioguimicos de estresse oxidativo.
RESULTADOS: O tratamento com OXL reduziu o limiar nociceptivo mecanico e térmico
frio de modo duradouro, indicando sucesso na inducdo do modelo crénico de neuropatia por
OXL em camundongos. As avaliagdes comportamentais sugerem que CMsMO produzem
efeito antinociceptivo, levando os limiares nociceptivos de animais neuropaticos a niveis
similares aos de animais saudaveis. O tratamento com gabapentina teve efeito antinociceptivo
discreto e de curta duracdo. A avaliagdo microscopica revelou poucos vestigios de
degeneracdo axonal em fibras de nervo isquidtico de animais neuropaticos e as analises
morfométricas mostraram que tais alteracdes ndo eram significantes. Por outro lado, a
ocorréncia de mitocondrias atipicas em axdnios mielinizados e fibras C de animais
neuropaticos foi maior que em animais nao neuropaticos. O tratamento com CMsMO reduziu
a atipia mitocondrial e os niveis de nitrito e MDA nos nervos de animais com neuropatia para
niveis estatisticamente similares ao dos ndo neuropaticos. CONCLUSAQO: O presente
trabalho demonstra que uma Unica administracdo de CMsMO é capaz de reverter as alteragdes
de sensibilidade, e reduzir a atipia mitocondrial e niveis de produtos de estresse oxidativo no
nervo periférico, caracteristicos da neuropatia cronica por OXL. Considerando os efeitos de
CMsMO sobre as mitocondrias e produtos oxidativos no nervo isquiatico, o efeito
antinociceptivo pode decorrer da melhora no ambiente homeostatico oxidativo.
Palavras-Chave: Neuropatia, Quimioterapia, Células-Tronco, Oxaliplatina, Mitocondrias,
Estresse Oxidativo.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Peripheral neuropathy is a common adverse effect of several antitumor
drugs, including platinum complexes. Oxaliplatin (OXL) is a third generation drug widely
used in the fight against metastatic colorectal cancer, ovarian cancer and other malignancies.
When compared to others platinum analogues it presents lower systemic toxicity however
marked neurotoxicity.Peripheral neuropathy associated with OXL is a dose limiting factor of
chemotherapy treatment which manifests as changes in sensitivity and pain, and may persist
even after discontinuation of treatment in its chronic form. Neuropathy induced by
chemotherapy has been considered one of the most refractory to medication. Although
gabapentin represents a frequent pharmacological option in the clinical control of neuropathy,
it has shown only palliative, transient and low effectiveness effects. Cell therapy is considered
a promise in the treatment of neurological diseases. Initial studies have shown that
mesenchymal cells reduce behavioral neuropathy in experimental models. However, to date,
the effects of stem cells on chemotherapeutic neuropathy have not been investigated yet.
OBJECTIVE: The present study aims to evaluate the effects of bone marrow mesenchymal
cell transplantation (CMsMO) on chronic peripheral neuropathy induced by OXL in mice.
METHODS: CMsMO were obtained from GFP mice and were characterized by flow
cytometry and cell differentiation. Male C57BI/16 mice were submitted to induction of the
chronic neuropathy model by intravenous administration of OXL (1 mg/kg) through four and
a half weeks, totaling nine administrations. Control group mice received 5% dextrose
(vehicle). One week after the end of model induction, the animals were treated with a single
intravenous administration of CMsMO (1x10°) or vehicle. Gabapentin (70 mg/kg, 12 / 12h for
6 consecutive days, orally) was used as a reference pharmacological treatment. The
mechanical and thermal nociceptive thresholds were evaluated throughout the experimental
period with von Frey filaments and cold plate, respectively. Sections of the ischiatic nerves
were collected in the analgesia and final plateau times (14 weeks) for morphological and
morphometric analysis of the A and C fibers by optical and electron microscopy, as well as
quantification of nitrite and malondialdehyde (MDA) as biochemical parameters of oxidative
stress. RESULTS: The treatment with OXL reduced the cold mechanical and thermal
nociceptive threshold durably, indicating success in the induction of the chronic model of
neuropathy by OXL in mice. Behavioral assessments suggest that CMsMO produce an
antinociceptive effect, in which nociceptive thresholds of neuropathic animals to levels
similar to those of healthy animals. Gabapentin treatment had a mild and short-acting
antinociceptive effect. Microscopic evaluation revealed few traces of axonal degeneration in
sciatic nerve fibers of neuropathic animals and morphometric analyzes showed that such
changes were not significan. On the other hand, atypical mitochondria occurred in greater
degree in myelinated axons and C fibers of neuropathic animals, than in non-neuropathic
animals. Treatment with CMsMO reduced mitochondrial atypia and nitrite and MDA levels in
the nerves of animals with neuropathy to levels that are statistically similar to those
ofneuropahthic ones. CONCLUSION: The present work demonstrates that a single
administration of CMsMO is able to reverse alterations of sensitivity, and reduce
mitochondrial atypia and levels of oxidative stress products in the peripheral nerve, which is
an characteristic of chronic neuropathy by OXL. Considering the effects of CMsMO on
mitochondria and oxidative products on the sciatic nerve, the antinociceptive effect may result
from improvement in the oxidative homeostatic environment.

Key Words: Neuropathy, Chemotherapy, Stem Cells, Oxaliplatin, Mitochondria, Oxidative
Stress.
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1 INTRODUCAO

A neuropatia periférica € um efeito adverso comum de varias classes de drogas
anticancerigenas, incluindo os alcaldides da vinca, taxanos e complexos de platina, e
representa uma importante limitagdo clinica ao tratamento (ARGYRIOU et al., 2008a). Tais
agentes exercem efeitos diretos e indiretos sobre os nervos sensoriais, reduzindo o limiar de
geracdo do potencial de acdo e alterando a velocidade de conducdo no nervo (ARGYRIOU et
al., 2008b). Esses eventos estdo relacionados ao desenvolvimento de neuropatia, 0 que
justifica porque esses quimioterdpicos, sobretudo mediante uso crbnico, tém como
consequéncia comum a dor neuropatica (LING et al., 2007). A neuropatia se manifesta como
alteracdes sensoriais, sendo frequentemente associada a dor severa, podendo ao fim do
tratamento quimioterapico ser reversivel ou persistir de forma cronica durante anos (WOLF et
al., 2008). A oxaliplatina (OXL) é um agente quimioterapico de terceira geracdo muito
utilizado como terapia primaria do cancer colorretal metastatico e outras malignidades como
cancer de mama, pulmdo e ovario (SCRENCI et al 2000). A OXL ¢é estruturalmente
semelhante a cisplatina, mas contém ligandos do tipo 1,2-diaminociclohexano (DACH). Esta
modificacdo estrutural aumenta a sua atividade antitumoral e altera seu perfil de efeitos
colaterais: OXL induz menor nefrotoxicidade em relacdo a cisplatina, nenhuma
hematotoxicidade como o faz a carboplatina, mas por outro lado induz maior neurotoxicidade
(Muggia, 2004). A neuropatia periférica induzida pela oxaliplatina caracteriza-se por
alteracbes de sensibilidade, sobretudo alodinia e hiperalgesia ao frio, e dor neuropética
(CERSOSIMO, 2005). Ndo ha opc¢bdes farmacoldgicas eficazes para tratar a dor neuropética
induzida pela quimioterapia (GROTHEY, 2005). A gabapentina, um anticonvulsivante,
provou ser eficaz no controle da neuropatia diabética dolorosa, da neuralgia pds-herpética, e
de outras sindromes dolorosas, entretanto, ensaios clinicos ndo conseguiram demonstrar a
eficAcia prolongada da gabapentina no controle da dor neuropéatica induzida pela
guimioterapia (RAO et al., 2007). Neste cenéario, surge a necessidade de se desenvolver
terapias mais efetivas no controle da dor neuropatica quimioterapica, permitindo aos pacientes
oncologicos o restabelecimento de suas fungdes sensoriais e melhora na qualidade de vida.

A terapia celular tem sido considerada promissora na terapéutica de doencas
neuroldgicas, por visar o reparo tecidual e/ou a restituicdo funcional. Como a dor neuropética
induzida por quimioterapicos decorre de neurotoxicidade, com perda da integridade e funcdo
neural, é possivel que o potencial regenerador de celulas-tronco seja capaz de restabelecer a

funcdo do nervo e pbr fim aos sintomas debilitantes da neuropatia. Estudos iniciais
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demonstraram que a administracdo de celulas-tronco reduz a neuropatia comportamental
induzida por lesdo mecanica do nervo isquiatico (KLASS et al., 2007; MUSOLINO et al.,
2007). Do mesmo modo, dados do nosso laboratorio apontaram o potencial analgésico de
células mesenquimais na neuropatia diabética (GUIMARAES et al., 2013). Entretanto, até o
presente momento, nenhum estudo avaliou o efeito do tratamento com células-tronco na
neuropatia induzida por quimioterapia. Nesse contexto, o presente projeto propde estudos
comportamentais e de microscopia para investigar o potencial de células mesenquimais de
medula 6ssea no controle da neuropatia experimental crénica induzida pelo quimioterdpico

oxaliplatina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOR E DOR NEUROPATICA: ASPECTOS GERAIS

A deteccdo de um estimulo nocivo € um evento essencial para a sobrevivéncia do
individuo, ja que as respostas geradas pelo sistema somatossensorial ativado por esse estimulo
possibilitam a manutencdo da integridade tecidual (BASBAUM et al., 2009). A recepcdo de
um estimulo nocivo por fibras sensoriais presentes na pele e na grande maioria dos 6rgaos e
tecidos do corpo, ativa vias que conduzem essas informac6es ao sistema nervoso central onde
sdo interpretadas como dor (STUBBLEFIELD et al., 2009). A dor denominada fisiolégica
tem caréater adaptativo, pois tem a funcdo de protecdo e alerta contra estimulos nocivos, sendo
sua causa facilmente identificada. A medida que este estado doloroso perpetua-se,
modificacdes no padrdo de expressao génica e excitabilidade estabelecem-se nas vias de dor,
gerando um quadro crénico de dor que ndo tem funcdo fisiolégica nitida. A dor cronica
diferencia-se da dor aguda ndo apenas quanto a duracdo, mas quanto a incapacidade do
sistema nervoso em restabelecer o padrdo de atividade neuronal dentro dos niveis
homeostaticos normais (LOESER E MELZACK, 1999). Os impulsos nociceptivos aferentes
ativam as redes neuronais gerando os padrfes dolorosos. Quando a dor aguda € muito intensa
ou repetida, os impulsos nociceptivos e a resposta de stress a ela associada, podem induzir
estados de hiperexcitabilidade persistentes nas vias de dor, que facilitam a manutencéo da dor
mesmo que o estimulo ou lesdo aguda ja tenham desaparecido (LOESER E MELZACK,
1999). Os neurdnios sdo estruturas dindmicas, com uma plasticidade bioquimica/funcional
que é o substrato da dor crénica. Essas alteracfes plasticas, bioquimicas e eletrofisioldgicas se
refletem em quadros de hiperalgesia, dor espontanea, parestesia e alodinia mecanica e térmica
que caracterizam a dor cronica (SCHAIBLE et al 2006). A manutencdo desse estado de
facilitacdo caracteriza a dor cronica, que é definida como a dor que persiste além do periodo
normal de cura (Backonja et al., 2013).

Entre as sindromes de dor cronica, a dor neuropatica, decorrente de leséo ou disfungéo
do sistema nervoso, esta entre as mais prevalentes e debilitantes. A prevaléncia de neuropatias
cronicas para a populacdo mundial esta estimada na faixa de 3 a 17%, dependendo do pais sob
analise (VAN HECKE et al., 2014). No Brasil, um estudo realizado na cidade de S&o Luiz
evidenciou uma prevaléncia de 10% de dor neuropatica crénica. A dor neuropatica pode ser
consequéncia de diversos fatores ou doencas, entre eles destacam-se: diabetes (OBROSOVA,

2009); neuralgia pos-herpética (SCHAIBLE et al., 2006); lesdo de nervo periférico, incluindo
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neuralgia pés-cirargica (KEHLET et al., 2006); radiculopatias (FREYNHAGEN et al., 2006),
infeccdo por HIV (SIMPSON et al., 2010), cancer e quimioterapia (BENNETT et al., 2012),
entre outras. Dentre essas, a neuropatia induzida por quimioterapicos é uma das mais

refratarias aos analgésicos.

2.2 QUIMIOTERAPICOS E COMPOSTOS DE PLATINA

O céncer representa hoje um dos grandes problemas de saude publica mundial. O
tratamento do céncer tem evoluido muito nas ultimas décadas, mas a alta toxicidade dos
agentes quimioterapicos disponiveis ainda ¢ uma realidade a ser superada. Nos Ultimos anos,
diversos agentes antineoplasicos tem propiciado uma sobrevida significante aos pacientes
oncologicos, contudo os efeitos adversos como nauseas, vOmitos, neutropenia, infeccdes,
mucosites e neuropatias tem sido limitantes ao tratamento (AUTHIER et al., 2009). As
principais classes de quimioterapicos disponiveis, como analogos platinos (cisplatina,
carboplatina e oxaliplatina), taxanos (paclitaxel e docetaxel), alcaloides de vinca (vincristina),
talidomida e bortezomida, estdo associadas a relatos frequentes de neuropatia periférica como
efeito adverso (AUTHIER et al., 2009).

Os compostos platinos representam uma classe de drogas antitumorais de uso amplo
em diversos tipos de neoplasias, como cancer de ovario, testiculos, mama, pulmao, colorretal
metastatico, estbmago e pancreas. Dados recentes apontaram que 0s compostos de platina,
sozinhos ou em combinagdo com outros farmacos, sdo usados para tratar de 40 a 80% dos
pacientes com cancer (KELLAND et al., 2007; PETIT et al., 2006).

O primeiro composto metalico produzido foi a cisplatina, que provocou grande euforia
na clinica oncoldgica quando em 1978 foi langada no mercado como Platinole®, tendo 80%
de eficacia quimioterapica. Apesar da grande atividade antitumoral, a cisplatina teve uso
limitado por seus efeitos nefrotoxicos e ototoxicos, além dos efeitos gastrointestinais classicos
dos quimioterapicos. Entdo um composto platino de segunda geracdo foi produzido, a
carboplatina, com acéo similar a cisplatina, impedindo a duplicagdo do DNA. A carboplatina
foi muito usada na década de 80 por ter os efeitos adversos renais e gastrointestinais
reduzidos, porém apresentou hematotoxicidade limitante, com inducao de leucopenia, anemia,
mielossupressdao grave e trombocitopenia, sendo também associada a mecanismos de
resisténcia tumoral (PETIT et al., 2007). A seguir, foi desenvolvido no Japdo um composto

platino de terceira geracdo com potente atividade antitumoral e menor toxicidade plasmatica,
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a oxaliplatina. A molécula de OXL é um trans-1-diaminociclohexano-2-OH que tem maior
atividade antineoplasica quando usada associada aos outros quimioterapicos, como ocorre
com o esquema denominado FOLFOX ou FOX, no qual a oxaliplatina € associada com o 5-
fluorouracil (5FU) e o leucovorin (LV) (DE GRAMONT et al., 2000). A incorporacdo da
OXL ao esquema FOLFOX tem aumentado a expectativa de vida de pacientes com cancer
colorretal metastatico, para 0s quais constitui tratamento de primeira linha, além do uso em

cancer de ovario avangcado, mama, pulméo, entre outros (De GRAMONT et al., 2000).

A OXL tem como mecanismo de acdo o potente bloqueio da sintese de DNA,
interferindo na proliferagdo celular por meio do escape dos mecanismos de reconhecimento e
reparo. A OXL tem um grupo oxalato e o ligante carreador DACH. O farmaco quando em
circulacdo sanguinea é dissociado desacoplando o oxalato e formando complexos
platinos.Esses complexos formam adutos com a molécula de DNA, na regido guanina-guanina
ou adenina-guanina intracadeia, interferindo no metabolismo e organizagdo celular com
subsequente apoptose (CHU et al., 2004). Os adutos do diaminociclohexano ao DNA néo séo
reconhecidos pelo sistema de reparo do DNA (complexo MMR — do inglés mismatch repair) e
impedem novas replicacdes, fazendo com que este farmaco seja ativo em linhagens de células
resistentes a cisplatina. Seus metabolitos ativos se acumulam pouco no plasma, implicando
em pouca nefrotoxicidade. Por outro lado os complexos de platina formados no interior
celular pelo metabolismo da oxaliplatina sdo mais neurotoxicos que outros farmacos platinos
(CVITKOVIC E BEKRADDA, 1999; PARK et al., 2009).

2.3 NEUROPATIA POR OXALIPLATINA (OXL): ASPECTOS GERAIS

A neuropatia sensorial periférica (NSP) acomete em torno de 70% dos pacientes que
fazem uso da OXL (PARK et al., 2010). Seus efeitos neurotdxicos podem ocorrer de forma
aguda e transitoria logo nas primeiras horas pés infusdo, ou apds doses cumulativas, a
depender da dose e do tempo de tratamento. A forma aguda é mais incidente (85 a 95% dos
pacientes) e tem como sintomas parestesias distais e periorais exacerbadas pelo frio, caimbras,
espasmos e disestesias, que sdo associados a hiperexcitabilidade nervosa. A neuropatia
crbnica ocorre em torno de 10 a 20% dos pacientes quando em doses maiores que 750-850
mg/m2. Ela pode ser parcialmente (80% dos casos) ou completamente reversivel em 6-8
meses apds a interrupcdo da quimioterapia (ARGYRIOU; POLYCHRONOPOULOS et al.,
2008), apesar de alguns oncologistas contestarem essa reversdo na pratica clinica. De fato,
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PIETRANGELI et al. (2006) e PARK et al. (2010) demonstraram que os déficits
neurofisioldgicos e clinicos da neuropatia persistem em pacientes acompanhados até 2,5 anos
pos interrupcdo da terapia quimioterapica. Na NSP induzida por OXL predominam sintomas
sensitivos, parestesias e disestesias principalmente em maos e pés, que progridem com ataxia
sensitiva, alteracdo proprioceptiva e déficit funcional, tornando atividades simples, como
escrever, segurar objetos e abotoar camisas, problemas para a rotina do paciente
(ARGYRIOU et al., 2013).

2.4 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DA NEUROPATIA INDUZIDA POR
OXL

Os mecanismos determinantes do desenvolvimento da neuropatia crénica e aguda
induzida pela oxaliplatina ndo séo claramente definidos. Diversos estudos apontam que
desordens de canais i6nicos podem estar envolvidas nessa sindrome neuropatica. Essa
hipdtese encontra paralelo em outras sindromes clinicas de dor nas quais 0 comprometimento
de canais i0nicos produz hiperexcitabilidade e hiperalgesia (CAROZZI et al., 2015). Estudos
pré-clinicos sugerem que a NP aguda induzida pela OXL decorre de alteraces dos canais de
sodio voltagem-dependentes, ocasionadas pela reducdo na concentracdo de ions divalentes -
como célcio, s6dio e magnésio - quelados pelo oxalato, um dos metabdlitos da oxaliplatina. A
modificacdo da funcdo de canais de sodio estd associada com a hiperalgesia ao frio que
caracteriza a fase inicial da neuropatia. Em adicdo, JOSEPH et al. (2008) demonstraram que
nos primeiros estagios do desenvolvimento da neuropatia aguda induzida por OXL, fibras
nociceptivas periféricas sdo lesadas por estresse oxidativo e que o fenbmeno pode ser um dos
eventos iniciais no desencadeamento dos sintomas sensitivos relacionados a neurotoxicidade
induzida por esse quimioterapico. Ja a toxicidade tardia esté relacionada a dose cumulativa e
estd envolvida com alterages morfologicas e apoptose em neurdnios aferentes primarios,
além de disfungcdo mitocondrial (NIKCEVICH et al., 2008). A NP crénica induzida pela OXL
pode ocorrer pela reducdo do metabolismo celular e do transporte axoplasmatico como
resultado do acimulo de metabolitos platinos em neurdnios dos ganglios das raizes dorsais
(GRD)(ARETI et al., 2014)

Adicionalmente, alguns estudos relacionam eventos da neuropatia aguda e crénica da
OXL. Tem sido proposto que a hiperexcitabilidade axonal, ocasionada por alteragfes dos
canais de Na®, promove a degeneracéo axonal sensitiva e modula uma cascata de eventos que

culminara no excesso de influxo de Ca** e continuada degeneracéo axonal, originando assim a
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neuropatia crénica (PARK et al., 2009). Em adi¢do, estudos histologicos tém mostrado
alteracdes morfologicas e estruturais dos neurdnios dos ganglios das raizes dorsais, como
lesbes nos corpos celulares (CAVALETTI et al., 2008), alteracdes do nucleo e nucléolo
(CAVALETTI et al, 2001; MC KEAGE et al., 2001), atrofia dos neurdnios (JAMIESON et
al., 2005) e morte celular (TA et al., 2006) durante a neuropatia quimioterapica.

SAKURALI et al. (2009) demonstraram que os dois compostos resultantes da
metabolizacdo da OXL, o oxalato e o Pt(dach)Cl, apresentam papéis diferentes na
neurotoxicidade induzida pela OXL. Enquanto o oxalato est4 associado & quelacdo do Ca®*
extracelular, aumentando a entrada de Na® nos neurdnios na fase inicial da neuropatia, o
metabolito Pt(dach)Cl, esta associado com a alodinia mecanica induzida pela OXL, que pode
ocorrer devido ao acumulo da ligacdo de Pt-DNA.

A despeito dos inmeros mecanismos investigados na fisiopatologia da neuropatia
quimioterapica, o estresse oxidativo é seguramente determinante nessa sindrome. O dano
neuronal decorrente de estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial tem sido considerado
mecanismo fisiopatoldgico central da neuropatia periférica induzida por OXL
(WINDEBANK e GRISOLD, 2008). O estresse oxidativo pode representar um evento chave
de apoptose, distdrbios metabdlicos e falha bioenergética nos neurbnios sensoriais,
desencadeando e perpetuando a neuropatia (ARETI et al., 2014). Os mecanismos envolvidos

nesses eventos sdo descritos em detalhes a seguir.

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO NA NEUROPATIA POR OXL

Tem sido amplamente demonstrado que a producédo de espeécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (EROs e ERNS) por quimioterapicos antineoplasicos contribui para inducdo de
apoptose em células cancerosas. Contudo, a suscetibilidade do sistema nervoso periférico as
lesGes oxidativas acarreta a neurotoxidade dos agentes quimioterapicos. Essa suscetibilidade
estd relacionada a diferentes fatores, como (i) a auséncia da barreira hematoencefalica em
torno dos GRD, onde se localizam os corpos celulares dos neurénios sensoriais, facilitando o
acesso de moléculas aos corpos neuronais; a deficiéncia de um sistema linfatico; (iii) a
auséncia de fluido cerebroespinal em torno dos nervos periféricos, que propicia o acumulo
dos metabdlitos e substancias nocivas no tecido nervoso. De fato, SCRENCI et al. (2000) e
ANTHONY et al. (2008) mostraram que a concentracdo de platinos no tecido nervoso
periférico € similar a concentracdo observada no tecido tumoral e mais elevada que no

encéfalo.
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O estresse oxidativo ocorre em uma variedade de doencas do sistema nervoso, como
Parkinson e Alzheimer (HALLIWELL 1992), além de neuropatias dolorosas por diferentes
desencadeantes. Estresse oxidativo refere-se aos danos provocados por elétrons
desemparelhados em radicais livres de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e decorre de
um desbalango entre a formacdo destas espécies e a capacidade das defesas antioxidantes do
organismo. Pequenas flutuacBes na concentracdo destes oxidantes exercem um papel na
sinalizacdo intracelular, enquanto aumentos descontrolados dessas espécies reativas
conduzem a reagGes em cadeia com proteinas, lipideos, polissacarideos e DNA (DROGE,
2002).

O balanco redox intracelular € mantido pelo equilibrio entre substancias oxidantes e
antioxidantes ou redutoras. Anion superoxido (Oy), radical hidroxil (OH"), peroxido de
hidrogénio (H,O;) e oxigénio singleto (O,) constituem os principais componentes oxidantes
enddgenos (KAMATA e HIRATA, 1999; THANNICKAL e FANBURG, 2000). Em
condi¢cdes normais, 0 O, é transformado em peroxido de hidrogénio (H,O,) pela acdo da
superéxido dismutase (SOD). O H,O, por sua vez é reduzido a H,O pela glutationa
peroxidase (GPx), consumindo glutationa reduzida (GSH), a qual é mantida neste estado pela
glutationa redutase (GRd), com a utilizagdo de NADPH. Desta forma, a mitocondria possui
um sistema antioxidante eficiente composto por GSH, SOD, NADPH, GPx e GRd, além de
vitaminas C e E (KOWALTOWSKI; VERCESI, 1999; GUTTERIDGE; HALLIWELL,
2000). A figura abaixo mostra as reac0es que ocorrem durante a reducdo do oxigénio até a
formagéo da &gua com geracdo de EROs.

e e, 2H* e, H* e, H
O M, 0, A, HOo M, HO+0OH* M, H,O

Figura 1: Geracdo de EROs a partir da redugdo do oxigénio a agua. A molécula de oxigénio recebeu 4

elétrons.

As EROs podem gerar novos radicais livres ao sequestrar elétrons de qualquer
molécula biologica. O hidroxil € um dos radicais que possui maior reatividade e citotoxicidade
por reagir com moléculas organicas e formar lipoperdxidos e radicais organicos. Este radical
pode ser formado a partir da reacdo do peroxido de hidrogénio (agente oxidante) com metais
de transicdo (ferro e cobre) (FRIDOVICH et al.,1998). Abaixo podemos ver as reacdes de

Fenton e Haber-weiss descrevendo a formagéo do hidroxil.
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(A) Fe*/Cu* + H,0, —— 4 Fe*/Cu® + OH® + OH

Fe*/Cu*

(B) 02* + H,O, OH + OH*

Figura 2: (A) Reacdo de Fenton: formacéo de (OH) pela reacdo de H,0, e Fe?*. (B) Reacdo de Haber-

weiss: formacao de (OH") pela reacdo de H,O, e O,.

Além das EROs, as ERNs também tem grande participacéo na fisiologia celular, como
por exemplo o peroxinitrito (ONOO"). O peroxinitrito é formado a partir da reacdo do oxido
nitrico (NO) com anions superoxidos e representa ERN de alta reatividade com constituintes

organicos celulares (RADI et al., 2002).

O sistema nervoso possui caracteristicas que o0 tornam mais propicio ao estresse
oxidativo, como as altas concentracGes de ferro, o grande consumo de oxigénio e a grande
quantidade de &cidos graxos poli-insaturados alvos para lipoperoxida¢do (WARNER et al.,
2004). A grande demanda por O, deve-se ao alto consumo de ATP pelos neurdnios,
necessario para manter o potencial de membrana e o fluxo de neurotransmissores. Além disso,
o potencial de ac3o repetitivo, em excitabilidade, causa um actimulo de jons Ca*™*,Na* e Cl" no
citosol neuronal e efluxo de K* para o meio extracelular. Para tal, o0 metabolismo mitocondrial
oxidativo utiliza a glicose como substrato energético. Isto significa que a funcdo neuronal
depende muito da eficiéncia das mitocéndrias, ja que o ATP neuronal decorre do metabolismo
oxidativo mitocondrial. As mitocéndrias possuem duplas membranas, sendo a membrana
externa permeavel a ions e outras pequenas moléculas, enquanto que a membrana mais
interna € mais impermeavel e apresenta canais idnicos e transportadores de membrana. O
NADH e FADH, transferem energia para a cadeia transportadora de elétrons nas cristas
mitocondriais via complexos I, 1, 11l e IV. A energia em forma de elétrons ¢ transferida, via
complexos, do NADH/FADH; até o aceptor final O, Todavia, os elétrons ao vazarem da
cadeia de transporte de elétrons e gerarem EROs podem, por sua vez, danificar a prépria
mitocondria. Em contrapartida, a mitocondria lesada apresenta maior vazamento de elétrons e,

consequentemente produz mais EROs, gerando um ciclo vicioso (KANN e KOVACS, 2007).

Os agentes antineoplésicos geram EROs envolvidas na indugdo de apoptose das
células cancerosas. Uma das vias de apoptose induzida por quimioterapicos envolve a
liberagdo do citocromo ¢ dos complexos mitocondriais. Quando isto ocorre os elétrons em
transferéncia na cadeia fosforilativa sdo desviados para 0 O, e sdo formados os radicais
superdxido. Esses radicais livres gerados tem diversos alvos celulares, sendo os lipideos
celulares seus alvos primarios. Apds reacBes de lipoperoxidacdo sdo gerados os produtos
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primarios, radicais peroxil e alcoxil, e os produtos secundarios sdo os aldeidos como o
malondialdeido (MDA). Os aldeidos tém carater eletrofilico e sdo mais estaveis, e assim se
difundem dentro da célula alterando componentes celulares e funcdes bioquimicas. Estes
aldeidos se ligam a grupos de aminoacidos, 0s quais sdo criticos para a estabilidade da
estrutura terciaria das proteinas, inativando dessa forma enzimas e sitios ativos de receptores.
Além disso, a geracdo de aldeidos por peroxidacdo lipidica durante estresse oxidativo
induzido por quimioterapicos ativa os receptores de morte CD95 na via apoptética. O CD95
tem um dominio extracelular rico em cisteina ao qual os agentes eletrofilicos se ligam
fortemente (CONKLIN et al., 2004), ativando a apoptose.

Os quimioterapicos podem provocar o estresse oxidativo de modo direto, ao formar os
adutos de DNA nuclear em celulas neuronais do GRD, ou de modo indireto, por
comprometimento da cadeia transportadora de elétrons na mitocondria e eventos
subsequentes. Ja tem sido demonstrado que o dano mitocondrial induzido pela OXL é um
mecanismo importante de desenvolvimento da neuropatia periférica crénica. Em estudos
experimentais de neuropatia periférica induzida por quimioterdpico (OXL, paclitaxel e
bortezomib) foram observadas alteracfes mitocondriais associadas a déficits na cadeia
respiratoria e na producdo de ATP em celulas neuronais. O uso crénico da OXL induz
aumento no nimero de mitocondrias vacuoladas e com tamanhos aumentados nos axénios de
fibras nervosas sensoriais A e C (XIAO et al., 2011, 2012; ZHENG et al., 2012)

As disfungdes mitocondriais tem envolvimento central na manutencdo da doenca
neuropatica por ser fonte primaria de EROs celular. EROS, por sua vez, afetam os lipideos de
membrana axonal por lipoperoxidacéo, levando a mudanca da integridade e fluidez (BAINS E
HALL, 2011), e através da interacdo com proteinas, provocam mudangas estruturais e
funcionais de modo irreversivel (ALVARES E RADI, 2003).

2.6 TERAPEUTICA PARA NEUROPATIA PERIFERICA

A neuropatia € frequentemente associada a dor severa, estando associada a ma
qualidade de vida, incapacitacdo temporaria ou permanente, e comorbidades tais como
depressdo, ansiedade, distdrbios no sono e dificuldades no trabalho (O’CONNOR, 2009;
BENRUD-LARSON, 2000). Até o  presente momento, nenhum  alvo
farmacoldgico preciso foi identificado e ndo ha uma estratégia bem definida para reduzir a dor

neuropatica decorrente do uso de quimioterapicos.
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Anti-inflamatdrios e analgésicos, que geralmente produzem uma melhora significativa
e rapida na dor resultante de lesdo tecidual, ndo sdo bons analgésicos para a dor neuropatica.
Esta € tratada com medicamentos que influenciam a excitabilidade neuronal, mas ainda esses
ndo induzem boa analgesia nessas sindromes em funcdo da complexa fisiopatologia que
envolve as neuropatias (DRAY et al., 1994). A terapéutica convencional da dor neuropética
tem feito uso predominante dos antidepressivos triciclicos, anticonvulsivantes e opioides
(FINNERUPA, 2010).

Os antidepressivos triciclicos sdo representados, sobretudo por amitriptilina,
imipramina, desipramina e nortriptilina, e esta foi a primeira classe de drogas com efeito
analgésico na neuropatia em ensaios clinicos (MAIZELS e MCCARBERG, 2005). Os
antidepressivos possuem propriedades analgésicas dissociadas de sua acdo antidepressiva, e
varios sao 0s mecanismos propostos para tal acdo. Entre eles tem destaque o bloqueio da
recaptacdo de noradrenalina e serotonina, o bloqueio dos canais de sodio e calcio, além de
agirem bloqueando receptores alfa-adrenérgicos, colinérgicos e muscarinicos (DWORKIN et
al., 2003; JENSEN et al., 2006).

Os anticonvulsivantes, como a gabapentina e a pregabalina, sdo farmacos
desenvolvidos para o tratamento da epilepsia, mas sdo Uteis também no controle de dor
neuropatica (BACKONJA et al., 1998). Apresentam atividade analgésica reduzindo a
excitabilidade neuronal a medida que se ligam a canais i6nicos no sistema nervoso sensorial,
reduzindo o influxo de ions e assim a liberagdo de neurotransmissores excitatorios (JENSEN
et al., 2006; KROENKE et al., 2009). O uso desses medicamentos esta associado a efeitos
colaterais frequentes como gastrintestinais e edema periférico, além de disfuncdo locomotora
e déficits cognitivos em pacientes idosos, e desenvolvimento de tolerancia (TOTH, 2010;
SABATOWSKI et al., 2004). A associacdo da gabapentina a outros farmacos com distintos
mecanismos de acdo tem sido usada na tentativa de se obter resultados complementares e
efeito sinérgico (VINIK, 2005; SILVER et al., 2007; HAYASHIDA e EISENACH, 2008).
Em um ensaio controlado em pacientes com neuropatia diabética, 60% do grupo tratado com
gabapentina apresentou melhora contra 33% dos pacientes que receberam placebo
(BACKONJA et al., 1998), indicando que a eficacia da gabapentina na dor neuropatica é

ainda questionavel.

Os agonistas opidides, como a morfina, tramadol e derivados da oxicodona, modulam
a dor inibindo a transmissdo dolorosa, por agd0 nos nociceptores periféricos, nos

interneurdnios e receptores pds-sinapticos medulares, bem como nos sistemas descendentes
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inibitérios. O tratamento crbénico com analgésicos opidides esta associado a uma série de
efeitos colaterais, como o desenvolvimento de tolerancia, sedacdo, depressdo respiratdria,
constipacdo, disfuncdes hormonais, e até mesmo hiperalgesia paradoxal. A eficacia dos
opidides no controle da dor neuropética é apenas parcial, requerendo aumento constante das
doses (VADALOUCA et al.,, 2006; HAYASHIDA et al.,, 2007). Em uma meta analise
comparando o efeito dos opidides a outros farmacos e placebo, observou-se que no grupo que
recebeu opidides houve 33% de abandono da terapia, sendo 15% devido a ineficacia no
controle da dor e 21% em funcdo dos efeitos colaterais, tendo alguns pacientes reportado
ambas as razdes (FURLAN et al., 2006).

A natureza multifatorial da dor neuropatica e o restrito arsenal farmacolégico para seu
controle, tornam a terapéutica da neuropatia um desafio clinico (RO e CHANG 2005), visto
que apenas cerca de um terco dos pacientes atingem mais de 50% do alivio da dor (JENSEN
et al., 2006). Além disso, os farmacos atualmente disponiveis exercem um efeito paliativo
sobre a sindrome, ndo atuando como tratamento capaz de curar ou modificar o padrdo da
neuropatia (VADIVELU et.al.,, 2013). Diante disso, o desenvolvimento de tratamentos
alternativos mais efetivos e com acdo duradoura, que promovam a restituicdo das funcdes

sensitivas do paciente, se torna de vital importancia.

2.7 TERAPIA CELULAR E CELULAS-TRONCO

Terapia celular é, por definicdo minima, a utilizacdo de células com fins terapéuticos.
Tem sido considerada uma alternativa terapéutica promissora, apoiada na acdo regenerativa
ou protetora das células. A proposta é o estabelecimento de melhora da qualidade de vida de
individuos que sofrem de doencas que ndo possuem cura descrita e sdo extremamente
debilitantes (LIMA et al., 2009). Os elementos celulares séo o ingrediente fundamental das

terapias celulares, e entre eles as células-tronco (CT) tem recebido destaque.

O conceito de células-tronco ou células progenitoras foi claramente definido no
contexto da regeneracgéo tecidual. Organismos primitivos que possuem uma alta capacidade
de regeneracdo serviram de modelos para a compreensdo dos processos morfogenéticos
regenerativos (BEKKUM, 2004). A presenca de células pluripotentes, com ampla capacidade
de reconstituicdo de novos tecidos, foi visivelmente definida nesses modelos. No fim do

século XX, o conceito amplo de CT em animais superiores foi confirmado, e a sua aplicacéo
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em medicina regenerativa abriu novos caminhos para as terapias celulares (BIANCO;
ROBEY, 2001; PRENTICE, 2006).

CT, por definicdo, sdo células indiferenciadas capazes de autorrenovacdo por meio de
divisbes mitoticas assimétricas, em que uma célula segue com eventos de diferenciacdo e
outra com caracteristicas idénticas a original (MORRISON et al., 1997). A capacidade de
autorrenovacao e diferenciacdo aponta o potencial terapéutico das CT, & medida que essas
células possibilitam a producdo de progenitores diferenciados e coordenam a regeneracao
tecidual. CT podem ser divididas, em referéncia ao local de origem, em células-tronco
embrionérias (CTE), quando sdo derivadas da massa celular interna do blastocisto
embrionario; em células-tronco adultas (CTA) que séo aquelas obtidas do individuo adulto; e
em células-tronco induzidas (iPS), obtidas a partir de reprogramacédo celular (VOGEL et al.,
2000). Em relacdo ao grau de plasticidade, as células-tronco podem ser classificadas em: CT
totipotentes, que originam todos os tipos celulares embrionarios e extra embrionarios, e que
desaparecem poucos dias pds-fertilizacdo; CT pluripotentes, que originam os tipos celulares
préprios do embrido apenas; CT multipotentes, aquelas presentes em adultos e que se
diferenciam em alguns subtipos de linhagens celulares de forma mais ampla que as

unipotentes, que multiplicam apenas um tipo celular maduro (CHOPRA et al., 2013).

Em termos de utilizacdo terapéutica, as CTA sdo vantajosas por evitar questdes éticas
e religiosas levantadas com o uso de células-tronco embrionarias, por serem facilmente
isoladas de diversos tecidos do individuo adulto, por permitirem o transplante autélogo
evitando problemas de rejeicdo imunoldgica, e por terem baixo potencial tumorogénico em
relacdo as CT embrionarias ou iPS (MARTIN, 1981; SMITH, 2001; RAFF, 2003). Em funcao
dessa série de vantagens, o potencial terapéutico dessas células tem sido amplamente
investigado (BLAU et al., 2001), tanto em estudos pré-clinicos quanto em ensaios clinicos.

Uma das fontes mais utilizadas na obtencéo de CTA para uso clinico é a medula 0ssea,
gue possui CT hematopoiéticas e mesenquimais. As primeiras CTA descobertas e,
consequentemente, as mais bem caracterizadas, sdo as hematopoiéticas provenientes da
medula Ossea. Estas células sdo capazes de se diferenciar nos constituintes mielGides e
linféides do sangue, representando cerca de 0,01% de todas as células da medula Ossea
(JONES et al., 2002). CT hematopoiéticas ha muito vém sendo utilizadas com sucesso em
transplantes para pacientes com faléncia medular ou cancer (HIRAO et al., 2004). Uma outra
populacdo de CT derivadas da medula Gssea, estimadas em 0,001 a 0,01%, sdo as células
mesenguimais (CMsMO) (CASTRO-MALASPINA et al., 1980; PITTENGER et al., 1999;
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JONES et al., 2002), ou também chamadas células estromais, da medula déssea. Elas derivam
do folheto embrionéario intermediario, 0 mesoderma, responsavel pela formacdo dos tecidos
0sseo, cartilaginoso e adiposo (SINGER et al., 2011). Segundo a Sociedade Internacional para
Terapia Celular (ISCT — International Society for Cellular Therapy) sdo requeridas trés
propriedades-chave para caracterizagdo de células mesenquimais: a capacidade de adesdo
seletiva das células a superficie plastica de cultivo; a expressdo de determinados antigenos de
membrana como CD90, CD44 e SCA-1, com baixa frequéncia de CD45, CD34, CD11b e, por
fim, a capacidade de diferenciacdo em células das linhagens osteogénica, adipogénica e
condrogénica apos estimulo (HORWITZ et al., 2005).

Desde a identificacdo e caracterizagdo de CT, suas agdes tém sido amplamente
investigadas. Apesar da aparente ampla gama de propriedades terapéuticas, 0s mecanismos
envolvidos nessas acdes sdo ainda alvos de controvérsias e muitos estudos. Algumas hipdteses
tém sido propostas, entre elas a transdiferenciacdo, a fusdo celular e o efeito paracrino das
células. A transdiferenciacdo refere-se a capacidade da CT de se diferenciar numa célula do
tecido. Relaciona células de linhagens diferentes, mas embriol6gicamente ligadas, seja pela
ativacdo génica que alteraria a especificidade celular, seja pela desdiferenciacdo, em que ha
conversdo de um estagio celular maduro para uma célula mais primitiva multipotente, com
posterior rediferenciacdo em um tipo especifico (KUHN, 2010). A fusdo celular se da entre
células de diferentes linhagens e ocorre quando os marcadores das células do hospedeiro sdo
transferidos para a célula fundida (ACQUISTAPACE et al., 2011), No entanto, parece
improvavel que o mecanismo de fusdo seja responsavel pelos efeitos terapéuticos de CT, visto
a baixissima frequéncia com que esse evento ocorre (SVENDSEN e LANGSTON, 2004).

Inicialmente a ideia de diferenciagédo celular era bastante aceita para a acdo das CTM,
contudo, diversos estudos demonstraram em modelos experimentais que a melhoria funcional
era dissociada da incorporagdo da célula transplantada no hospedeiro. Em modelo de infarto
do miocérdio, demonstrou-se que os efeitos das CT na melhora da funcdo cardiaca eram
muito rapidos, cerca de 72h ap0s o transplante. Em adicdo, 0 nimero de cardiomidcitos
provenientes de células-tronco exdgenas era demasiadamente baixo para explicar a melhora
cardiaca, descartando, dessa forma, o efeito por transdiferenciagdo (GNECCHI et al., 2005;
2006; NOISEUX et al., 2006; LAFLAMME et al., 2007; LIAO et al., 2007). Essas
observagOes apontaram para outra vertente, atualmente mais bem aceita, que associa 0s
efeitos terapéuticos de CT a liberacéo de fatores troficos no local da lesdo. CT atraidas ao sitio
de lesédo por quimiotaxia sdo capazes de liberar substancias que previnem a apoptose,

induzem recrutamento e diferenciacdo de células-tronco do proprio tecido, e modulam a
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inflamac&o provocada pelo dano tecidual (KELLY et al., 2004; MUNOZ-ELIAS et al., 2004).
Essa hipdtese, denominada efeito paracrino de CT, tem sido demonstrada em diversos
modelos experimentais, como de infarto do miocardio (DURAN et.al., 2013), apoplexia
(HORIE et.al., 2011), cirrose hepéatica (MINTZ et.al., 2014), lesdo de medula espinal
(CANTINIEAUX et.al., 2013), entre outros.

A partir das evidéncias do seu potencial neurogénico (DE PAULA et al., 2005),
diversos estudos levantaram a possibilidade do uso de CT para tratar doencas degenerativas
ou lesdes do sistema nervoso (STEMBERGER et al., 2011; HAYASHI et al.,, 2013;
PLUCHINO et al., 2013). O sistema nervoso ¢ um dos sistemas mais complexos do corpo
humano, tanto pela estrutura quanto pelas fungbes. A capacidade de regeneracdo do tecido
nervoso é limitada, mas seus mecanismos de plasticidade podem modificar respostas
funcionais e, até mesmo suas propriedades morfoldgicas, reestabelecendo as fungdes apds
lesGes. Essa propriedade abre a perspectiva para a utilidade da terapia celular em doencas
associadas a lesdo do tecido nervoso (OLIVEIRA; SALINA; ANNUNCIATO, 2001).
Atualmente, varios tipos de células-tronco tém sido estudadas em modelos animais de
enfermidades neuroldgicas, sendo que a maioria dos resultados sdo positivos, em termos de
seguranca e, até mesmo, eficacia terapéutica (OTERO et al., 2009). As evidéncias na
literatura apontam que a liberagdo dos fatores troficos por células-tronco induzem
modificacOes reparadoras no tecido nervoso, além de proteger o tecido contra maiores danos
(LIMA; GOMES, 2010). O beneficio de CMsMO ja foi demonstrado em modelos
experimentais de doencas neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer e esclerose lateral
amiotrofica (HESS et al., 2008) e de lesdo do sistema nervoso por isquemia e trauma
raquimedular (HIRAO et al., 2004). O tratamento com células-tronco mesenquimais estimula
a angiogénese e neurogénese apds lesdo cerebral (CHOPP e LI, 2002), restabelece a
sensibilidade plantar (SYKOVA et al., 2006) e promove melhora na atividade motora
(HOFSTETTER et al., 2002; WU et al., 2003) apds lesdo medular em ratos.

Como a dor neuropatica esta diretamente relacionada a perda da integridade ou fungéo
do tecido nervoso, é possivel que CT sejam capazes de reduzir os sintomas da neuropatia
recuperando a funcdo neuronal. Corroborando essa ideia, efeitos terapéuticos de CT na dor
neuropatica tém sido demonstrados. Os primeiros estudos que abordaram esse tema
demonstraram que em modelos murinos de dor neuropatica por lesdo mecanica do nervo
isquiatico, o tratamento com CMsMO previne o aparecimento do comportamento nociceptivo
(KLASS et al., 2007; MUSSOLINO et al., 2007). O beneficio de CMsMO no controle da
neuropatia diabética experimental foi demonstrado pela primeira vez por Shibata e seus
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colaboradores em 2008. Dados do nosso laboratério demonstraram que células mesenquimais
da polpa do dente induzem efeito antinociceptivo na neuropatia diabética dolorosa
experimental (GUIMARAES et al., 2013). Nosso grupo demonstrou também, em modelo de
neuropatia diabética, que uma unica injecdo de CMsMO reverte as complicagdes sensoriais,
além de modificar o padrdo espinal de expressdo de citocinas e reduzir as alteraces
morfoldgicas no nervo periférico, associadas a neuropatia diabética (EVANGELISTA et al.,
2014).

Os estudos descritos acima sugerem propriedades analgésicas das CMsMO em
condicGes neuropaticas. Essa propriedade, associada ao potencial dessas células para o reparo
do tecido, sugere que a terapia celular é uma promissora abordagem no tratamento de
neuropatias. Desta forma, no presente estudo os efeitos do transplante de CMsMO sobre a
neuropatia periférica cronica induzida por OXL foram investigados, abordando seus efeitos
neuroprotetores em detrimento ao perfil paliativo dos analgésicos clinicamente disponiveis. A
auséncia de terapéutica eficaz no tratamento da dor neuropética induzida por quimioterapico

reforca a relevancia deste estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da terapia com células-tronco mesenquimais de medula 6ssea na

neuropatia cronica induzida pela quimioterapia com oxaliplatina em camundongos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
(1) Investigar possivel efeito antinociceptivo do tratamento com células mesenquimais
de medula 6ssea na dor neuropatica comportamental crénica induzida por quimioterapia com

oxaliplatina;

(2) Avaliar efeitos da terapia celular quanto a parametros estruturais e bioquimicos do

nervo periférico;

(3) Comparar os efeitos do tratamento com células mesenquimais de medula dssea aos

obtidos do tratamento farmacoldgico com gabapentina.
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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 com idade entre 30 a 40 dias. Os
doadores de medula déssea foram da mesma linhagem, porém transgénicos expressando
proteina verde fluorescente em suas celulas somaticas (EGFP, enhanced green fluorescent
protein), sendo detectaveis a técnica de imunofluorescéncia. 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 no Uso de Animais da
FIOCRUZ (CEUA: L-IGM 025/2011) e estdo de acordo com o protocolo estabelecido pela
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor para animais de laboratério
(ZIMMERMANN, 1983). Todos os testes comportamentais foram realizados entre 07:00 e
16:00 horas.

4.2 MODELO DE NEUROPATIA PERIFERICA CRONICA INDUZIDA POR OXL

O modelo de neuropatia periférica crénica em camundongos foi estabelecido pela
administracdo endovenosa de OXL, duas vezes na semana em dias alternados, durante quatro
semanas e meia, totalizando 9 injecdes. Inicialmente e antes de qualquer procedimento, 0s
animais foram pesados e tiveram determinados os limiares nociceptivos e a funcdo motora
(basais). Uma solugcdo mae de OXL foi preparada em agua destilada (1 mg/ml). No momento
da administracdo a solucdo mae foi diluida em solugéo de dextrose 5%. Apo0s a avaliacdo do
basal os animais iniciaram o ciclo de inducdo pela injecéo repetida de OXL (1mg/kg; 200 uL)
através da veia lateral da cauda. Camundongos do grupo controle receberam 9 injecGes
endovenosas de veiculo (dextrose a 5%) em substituicdo a OXL. Os limiares nociceptivos
mecanico e térmico foram acompanhados durante todo o periodo experimental e o

desenvolvimento da neuropatia foi evidenciado pela sua reducéo.

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O periodo experimental desse estudo foi de 14 semanas, sendo quatro semanas e meia

para o ciclo quimioterdpico com a OXL (indugdo do modelo de neuropatia cronica), uma
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semana e meia de intervalo para inicio dos tratamentos, e oito semanas de acompanhamento
pos tratamentos. Os animais inicialmente foram pesados e tiveram determinados os basais
nociceptivos e motor. Em seguida iniciou-se o ciclo de indu¢do com OXL. Durante todo o
periodo experimental foram realizadas leituras do limiar nociceptivo mecénico e térmico uma
vez por semana. Na semana de tratamento com gabapentina (6% semana) foram realizadas

leituras de limiar nociceptivo antes e 3h ap6s a administracdo do farmaco nesse grupo.

Uma semana e meia apos o fim das administracdes do quimioterapico (correspondente
a sexta semana do periodo experimental), os animais neuropaticos foram divididos em grupos
para receber gabapentina, CMsMO ou veiculo. Os cinco grupos experimentais, com n

variando entre 6 a 8 animais em cada, foram:

X2 Controle: camundongos nao neuropaticos, que receberam 9 injecOes
endovenosas de veiculo (dextrose a 5%) em substituicdo a OXL.

X OXL: camundongos neuropaticos, tratados com OXL, que receberam veiculo
(200 pL de salina) no lugar de CMsMO. Este grupo foi utilizado como controle do tratamento
com CMsMO.
X2 CMsMO: camundongos neuropéticos, tratados com OXL, que receberam

X/

CMsMO. As células (1x10°% ressuspendidas em 200 pL de solucdo salina foram
administradas por via endovenosa em dose Unica. Este grupo experimental teve como objetivo
avaliar o efeito da terapia com CMsMO na neuropatia quimioterapica cronica.

X2 Gabapentina: camundongos neuropaticos, tratados com OXL, que foram
tratados com gabapentina. A gabapentina (70 mg/kg) foi administrada por via oral a cada 12
horas por seis dias consecutivos, totalizando 12 administracbes por animal. Este grupo
experimental teve como objetivo estudar comparativamente o efeito do tratamento
farmacoldgico convencional para dor neuropética e o proposto com CMsMO.

X Controle da gabapentina: camundongos neuropaticos, tratados com OXL, que
receberam veiculo (salina) no lugar da gabapentina. Os animais foram tratados com solugédo
salina por via oral a cada 12 horas por seis dias consecutivos, totalizando 12 administrac6es

por animal. Este grupo foi utilizado como controle do tratamento com gabapentina.

Os efeitos da terapia celular na neuropatia cronica foram investigados sobre a
neuropatia comportamental, por meio da avaliacdo dos limiares nociceptivos térmico e
mecanico, sobre alteracfes estruturais do nervo isquiatico, e sobre pardmetros bioquimicos
indicativos de estresse oxidativo no nervo isquiatico. Essas avaliagdes tiveram o objetivo de

investigar se o tratamento com CMsMO interfere na fisiopatologia da neuropatia, com
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possivel acdo regenerativa ou melhora do ambiente homeostatico oxidativo. Para a realizacdo
dessas avaliacdes, 0s nervos isquiaticos de camundongos dos diferentes grupos experimentais
foram coletados em dois tempos:

(i) tempo analgesia: correspondeu ao tempo no qual cada tratamento induziu platd de
analgesia, ou seja fim da sexta semana para 0s grupos tratados com gabapentina e seu
controle; décima semana para 0s grupos tratados com CMsMO e seu controle.

(if) tempo final (décima quarta semana) com a coleta de todos o0s grupos descritos e avaliacdo
final do experimento.

Os animais foram profundamente anestesiados via intraperitoneal com 2,2,
tribromoetanol (300 mg/kg) e tiveram o0s nervos isquiaticos coletados por diferentes
protocolos para as avaliacdes microscépicas e bioquimicas, detalhados em itens posteriores.
Na figura abaixo segue o detalhamento do desenho experimental para o estabelecimento e

acompanhamento da neuropatia cronica por quimioterapia.

Obtencao e expansdo das CMsMO

A" n 'm Caracterizagéo celular:
8 E&”SI\%"T dafoe o Citometria de fluxo
— - SMOQ (1 x10) o Diferenciacdo celular

C57BL/6 —
EGFP

v
Gabapentina
(70mg/kg)

N\
@ 0 1 2 3 4 5 6 7

Indugdo do modelo
C57BL/6

(o]
©

10 1 12 13 14 semanas

OXL (1mg/kg)

Coleta do
tempo de
maxima
analgesia
Coletado
tempo final

Avaliacdes in vivo durante
periodo experimental:

o Comportamental

o Funcdo motora

o Peso corporal

Coletas de nervos isquiaticos (nas semanas 7, 10 e 14)
e avaliagdes ex vivo:
o Anélises morfoldgica e morfométrica
o Determinag6es bioquimicas

Figura 3. Delineamento experimental. O desenho mostra o periodo experimental de 14 semanas, indicando a
obtencdo e caracterizacdo das CMsMO (linha tracejada em azul), o periodo de inducdo do modelo da neuropatia
por OXL (linha em azul), Tempos de tratamentos com CMsMO e gabapentina (seta e linha em vermelho),
coletas dos nervos isquiaticos (seta em verde) e as analises do estudo (quadrados em azul abaixo). A indugdo da
neuropatia por OXL (1 mg/kg) foi realizada nas 4 e % primeiras semanas. Os tratamentos com gabapentina (70
mg/kg) e CMsMO (1x10°%) foram realizados na sexta semana, de acordo com os distintos protocolos de
administrages. Abaixo, destacado no quadrado a esquerda estdo as avaliagcdes feitas in vivo durante as 14
semanas (comportamental, funcdo motora e peso corporal) e no quadrado a direita estdo as avaliacdes feitas apds
o sacrificio dos animais e a coleta dos nervos isquiaticos (morfolégica, morfométrica e bioquimica) nos pontos
de méxima analgesia e tempo final do experimento. Acima, estdo indicados os procedimentos para obtencao,
cultivo e caracterizacdo das CMsMO utilizadas para o transplante.
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4.4 TESTE NOCICEPTIVO MECANICO - FILAMENTOS DE VON FREY

Com o objetivo de avaliar o limiar nociceptivo mecéanico, foi realizado o teste com os
filamentos de von Frey, que consistem de segmentos de fio de nylon cuja rigidez a tensdo é
previamente determinada em gramas pelo fabricante (Stoelting). O método de leitura utilizado
é denominado up-and-down, por considerar um total de seis respostas consecutivas iniciando
apos o filamento em que o animal muda do comportamento ndo responsivo, interpretado
como ndo nociceptivo, ao comportamento responsivo, detectado pelo movimento de retirada
da pata ou flinch (CHAPLAN et al., 1994). Nessa técnica, cada filamento é utilizado por seis
segundos e apenas quando o animal esta ativo (acordado), com as quatro patas sobre a

superficie e o peso do corpo igualmente distribuido.

Inicialmente os camundongos foram postos em caixas de acrilico transparente,
elevadas sobre um espelho, com fundo em tela de arame galvanizado que permite acesso a
superficie plantar da pata, onde permaneceram por trinta minutos para adaptacdo. Em seguida,
a leitura do limiar nociceptivo foi realizada. O resultado obtido considera o valor logaritmo da
forca proporcionada pelo ultimo filamento (Xf), o valor obtido de acordo com cada padréo de
respostas positivas e negativas (k) e a média da diferenca entre os estimulos em unidades
logaritmicas (3), sendo expresso como 50% do limiar nociceptivo em gramas, ou seja, a forca
do filamento no qual o animal responde em 50% das apresentacdes, conforme férmula a
seguir (Chaplan et al.,1994): 50% gramas Limiar = (10[ Xf+ ko ] )/ 10.000

4.5 TESTE NOCICEPTIVO TERMICO — COLD PLATE

Com o objetivo de avaliar o limiar nociceptivo a estimulo térmico frio, foi utilizado o
teste da placa fria (cold plate, TECA). Nesse teste o limiar nociceptivo é representado pelo
namero total de comportamentos nociceptivos, conforme descrito por Lauren et al. (2013). Os
camundongos foram colocados sobre uma superficie lisa a temperatura controlada em -2,5°C,
permanecendo por 5 minutos em observacdo. Foram contabilizados os comportamentos
nociceptivos totais como salto, lambida, sacudida e elevagdo de pata traseira. O aumento do
comportamento nociceptivo em relagdo ao perfil basal dos animais caracteriza o

desenvolvimento de hiperalgesia téermica ao frio.
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4.6. AVALIACAO MOTORA — ROTA ROD

Com o objetivo de avaliar se a funcdo motora estd preservada nos animais
neuropaticos e nos diferentes grupos experimentais, foi realizado o teste de rota-rod (Insight),
como descrito previamente por KURIBARA et al. (1977). O aparelho consiste em uma barra
horizontal rugosa de trés cm de didmetro, localizada a vinte e cinco cm da superficie,
subdividida em cinco compartimentos e programada para girar a velocidade constante
regulavel. Cada animal é colocado sobre a barra girando a 8 RPM, e sua capacidade de
permanecer equilibrado sobre a barra é um indicativo da coordenacdo motora. O teste teve
duracdo total de cento e vinte segundos, durante este periodo, foi cronometrado o tempo em
que o animal permaneceu na barra. Cada animal teve até trés tentativas para ultrapassar cento
e vinte segundos. Para os animais que cairam, foi calculada a média de permanéncia nas trés
leituras e aqueles que alcancaram cento e vinte segundos ndo foram recolocados no aparelho e

este foi considerado o seu tempo de corrida.

4.7 ISOLAMENTO E CULTURA DE CMSMO

Células totais da medula dssea foram isoladas dos 0ssos longos das patas traseiras de
camundongos, eutanasiados por inalacdo de CO,. Usando técnicas estéreis, a pata foi
amputada na altura da articulacdo coxo-femural e foram retirados os masculos e nervos para
obtencdo da tibia e fémur. As epifises foram removidas e a medula lavada usando 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 50 pg/mL de gentamicina. As células
foram centrifugadas a 1500 RPM (806 g) durante 10 minutos, foi coletado o anel formado por
células mononucleares e o restante do material contendo principalmente eritrocitos e
granulécitos foi desprezado. Em seguida, a fracdo enriquecida de células mononucleares foi
novamente diluida em meio DMEM completo, centrifugada a 1500 RPM (806 g) por 10
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido
em solugéo fisiologica (0,9% de NaCl), sendo em seguida submetido ao teste de viabilidade
com azul de trypan. As células foram contadas em hemocitdmetro, onde uma amostra diluida
(1:1000) foi posta na camara de Newbauer para contagem das células presentes nos quatro
quadrantes, em todos os campos. Para aquisicdo de CMsMO, as células mononucleares da
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medula 6ssea foram cultivadas em frascos de cultura a densidade de 7x10° células/mL em
meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células ndo aderentes foram
removidas por lavagens em meio DMEM apos trés dias de cultura. Depois de terem atingido
cerca de 80% de confluéncia, essas células foram “tripsinizadas” e semeadas em novos
frascos para expanséo. O cultivo celular foi monitorado por microscopia de contraste de fase e
0 meio trocado trés vezes por semana até que a confluéncia celular tivesse atingido de 80 a
100%. Entdo, as células foram “tripsinizadas” ¢ centrifugadas a 1500 RPM (806 g) por 10
minutos a temperatura ambiente, contadas em hemocitbmetro e preparadas para a
administracéo nos animais. O nimero de CMsMO administradas em cada animal foi de 1x10°
em solucdo fisiologica estéril com 10% de heparina. As células foram administradas por via

endovenosa na cauda.

4.8 DIFERENCIACAO DE CMSMO

A capacidade de diferenciacdo das CMsMO nas linhagens adipogénica, condrogénica
e osteogénica, foi demonstrada com a utilizacdo de meio suplementado com fatores indutores
de diferenciacdo especificos, obtidos em Kkits comerciais, na sexta passagem. Para a
diferenciacdo adipogénica, CMsMO foram cultivadas em placas de vinte e quatro pogos em
meio completo (cento e quatro células/poco). Apds atingirem 50-60% de confluéncia, todo o
meio foi removido e substituido por meio de inducdo adipogénica Stem Pro Adipogenesis
Differentiation Kit (GIBCO). Metade do meio de diferenciacéo foi trocado a cada dois dias e
a evolucdo da diferenciacdo foi acompanhada utilizando o microscépio invertido CKX 41
(OLYMPUS). Durante o processo de diferenciagdo foi mantido um grupo controle cultivado
com meio completo. Para observar a deposi¢cdo de gordura, apos quinze dias em cultivo, as
células diferenciadas em adipdcitos e seus controles foram fixados em paraformaldeido a 4%
por quinze minutos em temperatura ambiente, lavadas em agua destilada e incubadas em
alcool 70% por trés minutos. Em seguida, foram coradas com solucdo de Oil red por cinco
minutos e em seguidas lavadas com &lcool 70%. As imagens foram capturadas por
microscopio AX70 (OLYMPUS) utilizando o software ImagePro Plus 7.0 (Media
Cybernetics).

Para a diferenciacdo condrogénica, CMsMO foram cultivadas com meio DMEM e
10% SBF em placas de 24 pogos em meio completo (10° células/poco). Apds atingirem 40-

50% de confluéncia, todo o meio foi removido e em seguida, as células foram estimuladas,
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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 evolucdo da diferenciacdo foi acompanhada utilizando um microscopio invertido CKX 41
(OLYMPUS). Durante o processo de diferenciacdo foi mantido o grupo controle cultivado em
meio completo. Para avaliacdo da sintese de proteoglicanos, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por trinta minutos, lavadas com PBS e coradas com solucdo de Alcian
Blue (GIBCO) em HCI 0,1N por trinta minutos. Em seguida, as células foram lavadas trés
vezes com solucéo de HCI 0,1N e, em seguida, adicionado &gua destilada para a neutralizacao
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 diferenciacio osteogénica, 5x10° CMsMO foram cultivadas em placa de 24 pocos
em meio completo. Ao atingirem 50-60% de confluéncia, todo o meio foi removido e em
seguida, as células foram estimuladas por 14 dias, com meio de diferenciacdo osteogénica
Stem Pro Osteogenesis Differentiation Kit (GIBCO). Metade do meio de diferenciacdo 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 o grupo
controle cultivado em meio completo. A deposicdo de calcio foi observada pela coloracdo
com vermelho de Alizarina 2%. Ap6s fixacdo em paraformaldeido 4% por trinta minutos e
lavagem com agua destilada, as células foram coradas com solucdo de vermelho de Alizarina
2% por trés minutos e, em seguida, realizadas duas lavagens com agua destilada. As imagens
das células diferenciadas em osteoblastos e seus controles foram adquiridas utilizando o
microscopio AX70 (OLYMPUS) e o software ImagePro Plus 7.0 (Media Cybernetics)

4.9 CITOMETRIA DE FLUXO

Os marcadores caracteristicos de CMsMO foram avaliados por citometria de fluxo.
Para isso, CMsMO na sexta passagem, foram “tripsinizadas” e a suspensao celular foi lavada
duas vezes com solucdo salina 0,9%. Uma concentracdo de 5x10° de células foi incubada a
4°C por trinta minutos com 0s seguintes anticorpos na concentragdo 1/50: ScalPE-Cy5
(CALTAG), CD90PE (CALTAG, Bunckingham, Inglaterra), CD45APC (CALTAGQG),
CD34PE (CALTAG), CD44PE (CALTAG), CD11b (BD, Franklin Lakes, NJ, EUA),
CD117PE (BD). Apos incubacdo, foram realizadas mais duas lavagens com solucéo salina
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0,9% e, em seguida, realizada a aquisicdo dos dados e analise no citbmetro de fluxo

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

4.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

4.10.1 Coleta e processamento do tecido

De acordo com os tempos de coletas ja descritos, os camundongos foram
profundamente anestesiados, perfundidos e amostras do nervo isquiatico (segmento £ 1 cm)
foram coletadas, processadas e submetidas a analise morfoldgica por microscopia dptica e
eletronica de transmissdo. Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de 2, 2,
tribromoetanol (300 mg/kg) e em seguida submetidos a perfusdo transcardiaca conforme
protocolo descrito por Gage et al (2012). Foi realizada incisdo de 5-6 cm lateral, através do
tegumento e da parede abdominal, logo abaixo da caixa toracica. Em seguida outra incisdo foi
feita na altura do diafragma ao longo de todo o comprimento da caixa toracica para expor a
cavidade pleural e ter a abertura longitudinal desta, comecgando pelo processo xifdide, a fim
de expor o coracdo. Uma pequena incisdo na extremidade posterior do ventriculo esquerdo foi
feita com tesoura, seguida da insercdo de agulha de ponta no ventriculo esquerdo, sendo feito
simultaneamente um corte na parte superior do atrio direito. Apos secc¢do no atrio direito foi
injetada uma solucdo salina 0,9% a temperatura ambiente por cinco minutos com fluxo
constante de 4 mL/min, para remover o tecido sanguineo. Apo6s a circulacdo da solucdo salina
a perfusdo ocorreu com solucdo fixadora (paraformaldeido - PFA a 4% e glutaraldeido — GA a
2,5% em tampdo cacodilato 0,1M, pH 7,4) a temperatura ambiente, por cinco minutos em
fluxo de 4 mL/min. O tecido foi considerado com boa perfusdo e bem fixado quando ao final

do procedimento os érgdos estavam palidos e rigidos e 0s vasos livres de sangue.
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Figura 4. llustracdo de procedimento para perfusao transcardiaca. Da esquerda para direita podemos visualizar o
passo a passo da abertura do abdémen, a partir do corte inferior no diafragma e depois longitudinalmente na
caixa toracica, comecando pelo processo xifdide, a fim de expor o coragdo. Em seguida sdo realizados cortes no
ventriculo esquerdo para insercdo da agulha e no atrio direito. (GAGE et al, 2012)

Apbs a realizacdo da perfusao foi coletado um segmento de 1 cm do nervo isquiatico
que foi fixado em solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido (Sigma, USA), tampéo cacodilato
de sédio a 0,1M, pH 7,4, CaCl 2,5 mM (Sigma, USA) e agua destilada por 24 horas a 4°C. No
dia seguinte apds duas lavagens de 10 minutos cada, com 0 mesmo tampédo os tecidos foram
pos-fixados com solucdo de tetroxido de 6smio 1% (Sigma, USA), ferricianeto de potassio
0,8% (Synth, Brasil), cloreto de célcio 5 mM e tampdo cacodilato por 1 hora em temperatura
ambiente e no escuro. As amostras foram novamente lavadas com cacodilato de sodio a 0,1M
trés vezes, e foi iniciada a desidratacdo com diferentes concentragdes de acetona (30, 50, 70,
90, 100%), 30 minutos em cada gradual. Posteriormente, as amostras foram infiltradas com
resina Poly/Bed (Polyscience, Alemanha) por 24 horas em diferentes concentracdes da
mistura com acetona super seca (2:1, 1:1, 1:2), impregnadas com resina pura, emblocadas e
em seguida, polimerizadas em estufa a 60°C durante trés dias.

4.10.2 Microscopia Optica

Para analise macroestrutural os blocos contendo amostras do nervo isquiatico foram
desbastados para retirada do excesso de resina sobre o tecido. Foi feito na extremidade do
bloco a forma de um trapézio e a partir dai obtidos cortes semi-finos (1um) com navalhas de
vidro em ultramicrotomo Leica S6E. Os cortes transversais dos nervos foram corados com
azul de toluidina (Merk, Inglaterra) diluido em 1% de tetraborato de sédio (Ecibra, Brasil).
Para avaliacdo preliminar da qualidade das amostras foi utilizado o microscopio Optico em

aumento 40x.
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Na analise morfométrica de fibras mielinizadas foram analisados o0s seguintes
parametros no nervo isquiatico: numero de axoénios, densidade de ax6nios mielinizados,
diametro médio dos axdnios, didmetro médio das fibras e razdo g. Para se obter o nimero
total de axdnios foi realizada a soma dos axonios quantificados e a densidade foi calculada
dividindo o nimero total de axdnios pela &rea do nervo transversal (n%um?). A mensuracio
do diametro médio dos axénios foi resultado da somatdria do diametro dividido pelo numero
de axonios, do mesmo modo ocorreu para o céalculo do didametro médio das fibras mielinicas.

A razéo G foi determinada pela razdo do diametro do axénio pelo didmetro da fibra nervosa.

4.10.3 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Os mesmos segmentos usados para analise na microscopia Optica foram utilizados
para a MET, sendo obtidos cortes ultra-finos (70 nm) com navalha de diamante no
ultramicrétomo Leica S6E e coletados em grades de cobre. A contrastacdo foi feita com

impregnacdo de acetato de uranila a 5% e 15% de citrato de chumbo.

A MET foi utilizada para avaliacdo das fibras C e mitocondrial, e para isto as
fotomicrografias foram obtidas em aumento de 4000x e 25.000X em microscépio eletrénico
de transmissdo JEOL JEM -1230, como previamente descrito por Flatters e Bennett (2006).
As analises foram feitas com o software Image Pro-Premier 9.1 (Media Cybernetics ®). O
namero total de fibras C foi contado em todo nervo e para isto foi fotografado todo corte
transversal em aumento de 4000x e calculada a densidade e a area média dos ax6nios das
fibras C. A densidade foi calculada dividindo o nimero total de axdnios pela area do nervo
transversal (n°pum?). O percentual de mitocdndrias foi obtido em fibras A e fibras C, para isto
inicialmente foram contabilizadas 60 fibras A e 60 fibras C em cada cada nervo (n=3) e em
seguida foi quantificado o namero total de mitocondrias presentes nos dois tipos de fibras. A
atipia mitocondrial foi evidenciada pelo aumento do tamanho da organela (comprimento
maior que 265 nm), formacdo de vacuolos maiores que 50% que a area mitocondrial e/ou o
acumulo de material amorfo elétron-denso nos polos da mitocondria devido a vacuolizag&o.

As mitocdndrias atipicas em fibras A e fibras C foram dadas em valor percentual (%).

4.11 AVALIACOES BIOQUIMICAS
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4.11.1 Coleta, preparo do homogenato e quantificacdo protéica

Conforme os tempos de coletas (tempo analgesia e tempo final) dos grupos
experimentais, os animais foram profundamente anestesiados com injecdo intraperitoneal de
2,2, tribromoetanol (300 mg/kg) e foram coletados os nervos isquiaticos. As amostras foram
mantidas em nitrogénio liquido durante o procedimento de coleta e em seguida armazenadas
em freezer -80°C até o momento do ensaio. Os tecidos coletados foram homogeneizados em
100 puL tampao fosfato (pH 7,4) no TissueLyser II (Gentech Bio) por 3 min de modo a obter o
homogenato do tecido a 10% (m/v). Para que ndo houvesse variacdo da quantidade de
proteinas de uma amostra para 0 outra, foi realizada a dosagem de proteinas totais pelo

método de fluorescamina, que foi posteriormente utilizada na normalizacdo dos dados.

4.11.2 Determinacao de Nitrito

Para avaliacdo dos niveis de nitrito no homogenato de nervo isquiatico foi utilizado o
método Green et al (1982). Inicialmente, 40 pulL de 4cido sulfossalicilico a 4% foram
utilizados para reagir com 40 uL. do homogenato de nervo durante 1h a 4°C. Logo apos foi
realizada centrifugacdo desse material por 15 min a 1200g a 4°C, e entdo foi coletado o
sobrenadante formado. O reagente de Greiss (solu¢do 1:1 de sulfanilamida a 1% em acido
fosforico a 5% e &cido di-hidroclérico de naftalamina-diamina a 0,1% em &gua) serviu como
indicador dos niveis de nitrito. Para isto foi adicionado 70 pL do reagente de Greiss em 70 pL
do sobrenadante e foi realizada leitura da absorbancia em 546 nm. O nitrito de sodio foi
utilizado o para célculo da curva padrédo e os niveis de nitrito na amostra foram expressos em

pL/mg de proteina total.

4.11.3 Determinacdo de Malondialdeido (MDA)

Foi realizada a avaliagdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio, pela dosagem
do teor de TBARS (substéncias reativas ao &cido tiobarbiturico - TBA) no tecido
homogeneizado, conforme método de Wills (1965). Esta tecnica é bastante utilizada para
medir a lipoperoxidagdo, pois 0 &cido tiobarbiturico reage com os produtos oxidados, entre
eles 0 malondialdeido e outros aldeidos. O ensaio indica o nivel de peroxidacao lipidica, pela
medida indireta da quantidade de malondialdeido (MDA), um subproduto da acdo de radicais

livres. Para tal, 20 pL de homogenato de nervo isquiatico e 20 puL de Tris-HCI 0.02M em pH
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6.4 foram incubados a 37°C por 2 horas. Apds incubacdo foi adicionado 40 pL. de acido
tricloroacético a 10% seguido de centrifugacdo a 1000g por 10 min. Para cada 70 uL de
sobrenadante 70 pL de 4cido tiobarbitarico a 0,67% foi acrescido, e em seguida os tubos
foram mantidos em banho seco a 100°C por 10 min para obtencéo da reacdo colorimétrica.
Ap0s resfriamento das amostras, 70 uL. de agua destilada foi acrescida e a absorbancia foi
mensurada a 532nm. As substancias reativas ao TBA foram quantificadas sendo expressas

como umol de MDA / mg de proteina (umol/mg).

4.12 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média de seis animais por
grupo. A comparagdo entre os grupos foi feita utilizando one-way ANOVA, seguido do teste
de Tukey. Em estudos de medidas repetidas, foi utilizado o two-way ANOVA, seguido do
teste de Bonferroni. Para as analises morfométricas, foi realizado o teste de Shapiro wilk e
como ndo apresentou distribuicdo paramétrica, foi realizado o teste de Kurskal Wallis seguido
do pds-teste de Dunns. Os dados foram analisados no software GraphPad Prism v.5.0
(GraphPad Inc., San Diego, CA), e as diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes para valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DE CMsMO

5.1.1 Citometria de fluxo

A expressdo de marcadores de superficie que caracterizam CMsMO foi investigada
por citometria de fluxo. A analise dos dados de citometria revelou células com alta expresséo
de marcadores tipicos de CMsMO, como Sca-1, CD44, CD90, CD 29, CD105 e CD 73 além
de alta expressdo para células GFP e baixa expressdo de CD11b, CD45, CD34 e CD117

(tabela 01). As anélises foram realizadas na sexta passagem.

Tabela 1: Expressdo de marcadores de superficie celular em CMsMO por citometria de fluxo.

Marcador celular (CMsMO) Células positivas (%0)
GFP 97
Sca-1 87,2
CD44 99
CD90 88,5
CD29 99

CD105 96,6
CD73 83

CD117 1,4
CD34 79
CD45 0,7
CD11b 1,6

5.1.2 Diferencia¢do de CMsMO

As culturas de CMsMO foram capazes de se diferenciar in vitro nas linhagens
adipogénica, condrogénica e osteogénica (figura 5). CMsMO mantidas em contato com meio
de diferenciacdo para linhagem adipogénica, coradas com oil red, apresentaram acumulo
intracelular lipidico ap6s quinze dias de cultivo (figura 5A). Em adicdo, as células estimuladas
com meio de diferenciacdo especifico e coradas com vermelho de alizarina apresentaram

deposicdo de calcio intracelular, caracteristica da linhagem osteogénica (figuras 5B). As



46

CMsMO submetidas ao contato com meio de diferenciacdo condrogénica foram coradas com
Alcian blue 21 dias ap6s o inicio do estimulo. Nessas células foi evidenciada a presenca de
proteoglicanos, corados em azul, caracteristicos de condrocitos (figura 5C). CMsMO controle,
ndo estimuladas com os meios de diferenciacdo para linhagens adipogénica, osteogénica e
condrogénica (respectivamente, figuras 5D, 5E e 5F) também foram submetidas a coloracéo
para identificacdo de linhagem, porém ndo foi evidenciada diferenciacdo, permanecendo

negativas para os achados tipicos das linhagens.

Figura 5: Cultura de CMsMO em diferenciacdo em células das linhagens adipogénica, osteogénica e
condrogénica. Painel A. Diferenciacdo adipogénica, presenca de acimulo de lipidios intracelulares corado com
oil red. Painel D. CMsMO indiferenciadas submetidas a coloracdo com oil red. Painel B. Diferenciacéo
osteogénica, células com acimulo de célcio, coradas com alizarina vermelha 2%. Painel E. CMsMO
indiferenciadas submetidas a coloracdo com alizarina vermelha a 2%. Painel C. Diferenciacdo condrogénica,
evidenciada pelo acimulo de proteoglicanos em células coradas por Alcian blue. Painel F. CMsMO
indiferenciadas submetidas a coloracdo por Alcian blue. Magnificagdo 20x, microscopia de contraste de fase.

5.2 PESO CORPORAL DOS CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AO MODELO DE
NEUROPATIA PERIFERICA CRONICA INDUZIDA POR OXL

Durante todo o periodo experimental, o peso corporal dos camundongos foi
monitorado e os dados estdo representados na figura 6. Ndo foram verificadas variagdes
estatisticamente significantes do peso corporal, nem entre 0s grupos experimentais, nem ao
longo do experimento.
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Figura 6: Variacdo do peso corporal dos camundongos no modelo de neuropatia periférica cronica
induzida por OXL durante o periodo experimental. O tempo inicial corresponde ao fim da primeira semana
de inducdo do modelo, enquanto o tempo final & 142 semana do periodo experimental. Dados expressos como

média + EPM, para n = 06 animais por grupo; One-way ANOVA.

53 AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA DOS CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS AO MODELO DE NEUROPATIA PERIFERICA CRONICA INDUZIDA
POR OXL

Visando avaliar se 0 modelo de neuropatia utilizado no presente estudo induz deficit
motor, durante as 14 semanas 0s camundongos foram submetidos ao teste de rota-rod no
periodo experimental. A figura 7 mostra o tempo de permanéncia em segundos dos animais
sobre a barra giratdria. Nenhum dos grupos experimentais exibiu alteracdo do tempo de

permanéncia no aparelho, indicando auséncia de déficit motor.
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Figura 7: Avaliacdo da funcdo motora de camundongos no teste de rota-rod no modelo de neuropatia
periférica cronica induzida por OXL durante o periodo experimental. O tempo inicial corresponde ao fim
da primeira semana de indugdo do modelo, enquanto o tempo final & 14% semana do periodo experimental. Dados

expressos como média £ EPM, para n = 06 animais por grupo; One-way ANOVA.

54 EFEITO DOS TRATAMENTOS SOBRE O LIMIAR NOCICEPTIVO
MECANICO DE CAMUNDONGOS NEUROPATICOS

O limiar de resposta a estimulo mecanico foi avaliado com o objetivo de confirmar o
desenvolvimento da neuropatia periférica e avaliar o efeito dos tratamentos. A partir da
segunda semana de administracdo da OXL foi verificada a reducdo do limiar nociceptivo ao
estimulo mecénico (p<0,001; Figura 8A), caracterizando a neuropatia que se manteve durante
todo periodo experimental de 14 semanas. Dez dias apds administracdo Unica, via
endovenosa, de 1x10° CMsMO foi observado efeito antinociceptivo estatisticamente
significante (p<0,001), que se manteve durante todo periodo experimental (figura 8A). O
tratamento com gabapentina (30 mg/kg) duas vezes ao dia por seis dias consecutivos também
induziu efeito antinociceptivo, entretanto esse efeito foi de curta duragdo (p< 0,001)
apresentando efeito apenas durante o periodo de tratamento (figuras 8A e 8B). Os tratamentos
com os veiculos de CMsMO ou gabapentina ndo induziram alteracdes estatisticamente

significantes no limiar nociceptivo mecanico.
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Figura 8: Efeito dos tratamentos sobre o limiar nociceptivo mecénico de camundongos neuropéticos ao
longo do periodo experimental. Painel A: mostra o limiar nociceptivo mecanico, em semanas, durante o periodo
de inducdo do modelo de neuropatia. O tempo zero corresponde ao limiar nociceptivo mecénico basal dos
camundongos, antes da realizacdo de qualquer procedimento, indicado pela seta (basal). O periodo de indugdo do
modelo com OXL (1 mg/kg) foi indicado no grafico nas primeiras quatro semanas e meia com regime dose
cumulativa de 9 mg/kg ao total. O grupo controle representa camundongos ndo neuropaticos, que receberam 9
injecBes de veiculo (dextrose a 5%) no lugar da OXL. A seta na sexta semana indica o dia do transplante de
CMsMO (1x10°% grupo CMsMO) ou seu veiculo (grupo OXL), e a chave o periodo de administracéo diria de
gabapentina (70 mg/kg; grupo gabapentina) ou seu veiculo (grupo gabapetina-controle). O eixo x corresponde ao
tempo em semanas e 0 eixo y representa 50% do limiar nociceptivo em gramas (g), ou seja, a gramatura do
filamento no qual o animal responde em 50 % das apresenta¢Ges. Painel B: mostra em dias o efeito do tratamento
diario com gabapentina sobre o limiar nociceptivo mecanico de camundongos neuropaticos na sexta semana. Os
dados estdo representados como a média de 6 (seis) animais por grupo + EPM. *p<0,05 comparado ao grupo
controle; # p<0,05 comparado ao grupo CMsMO. Teste de two-way ANOVA seguido de Bonferroni.

Limiar nociceptivo (g)

o

5.5 EFEITO DOS TRATAMENTOS SOBRE O LIMIAR NOCICEPTIVO
TERMICO FRIO DE CAMUNDONGOS NEUROPATICOS

O limiar de resposta a estimulo térmico frio foi avaliado com o objetivo de confirmar
o desenvolvimento da neuropatia periférica e avaliar o efeito dos tratamentos. Na segunda
semana de administragdo da OXL foi verificado um aumento do total de comportamentos
nociceptivo (p<0,001; Figura 9A), caracterizando a neuropatia dolorosa que foi sendo

reduzida gradativamente ao longo do tempo mas se manteve estatisticamente significante até
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a 13* semana. Dez dias apés administragdo Unica, via endovenosa, de 1x10° CMsMO foi
observado efeito antinociceptivo estatisticamente significante (p<0,001), que se manteve
durante todo periodo experimental (figura 9A). O tratamento com gabapentina (30 mg/kg)
duas vezes ao dia por seis dias consecutivos também induziu efeito antinociceptivo, entretanto
esse efeito foi de curta duragdo (p< 0,001) apresentando efeito apenas durante o tratamento
(figuras 9A e 9B). Os tratamentos com os veiculos de CMsMO ou gabapentina ndo induziram

alteracdes estatisticamente significantes no limiar nociceptivo térmico.
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Figura 9: Efeito dos tratamentos sobre o limiar nociceptivo térmico de camundongos neuropaticos ao
longo do periodo experimental. Painel A: mostra o limiar nociceptivo térmico, em semanas, durante o periodo
de inducdo do modelo de neuropatia. O tempo zero corresponde ao limiar nociceptivo térmico basal dos
camundongos, antes da realizagdo de qualquer procedimento, indicado pela seta (basal). O periodo de indugdo do
modelo com OXL (1mg/kg) foi indicado no grafico nas primeiras quatro semanas e meia com regime dose
cumulativa de 9 mg/kg ao total. O inicio da hiperalgesia térmica ocorre j& na segunda semana de tratamento
(grupo OXL). O grupo controle representa camundongos ndo neuropaticos, que receberam 9 inje¢des de veiculo
(dextrose a 5%) no lugar da oxaliplatina. A seta na sexta semana indica o dia do transplante de CMsMO (1x10°;
grupo CMsMO) ou seu veiculo (grupo OXL), e a chave o periodo de administracdo diaria de gabapentina (70
mg/kg; grupo gabapentina) ou seu veiculo (grupo gabapetina-controle). O eixo x corresponde ao tempo em
semanas e 0 eix0 y representa o nimero total de comportamentos nociceptivos. Painel B: mostra em dias o
efeito do tratamento gabapentina sobre o limiar nociceptivo térmico de camundongos neuropaticos na sexta
semana. Os dados estao representados como a média de 6 (seis) animais por grupo + EPM. *p<0,05 comparado
ao grupo controle; # p<0,05 comparado ao grupo CMsMO. Teste de two-way ANOVA seguido de Bonferroni.

Total dos comportamentos nociceptivos
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56 AVALIACAO DO EFEITO DE CMsMO SOBRE PARAMETROS
ESTRUTURAIS DO NERVO ISQUIATICO

5.6.1 Morfologia de fibras A

A anélise histologica de cortes transversais de segmentos do nervo isquiatico foi
realizada em microscopio de luz e as imagens mostram alguns vestigios de degeneracédo
axonal nos animais neuropaticos. A figura 10 apresenta os aspectos morfologicos dos grupos
controle (ndo neuropatico), OXL (neuropatico + salina), gabapentina (neuropéatico +
gabapentina) e CMsMO (neuropatico + CMsMO) e em fotomicrografias obtidas do
microscopio de luz. Observamos o aspecto morfolégico normal do grupo controle, onde nota-
se a presenca de axonios mielinizados de calibres variaveis, contorno regular, bainhas de
mielina integras e com espessura proporcional ao diametro dos respectivos axdnios de grosso

calibre (figura 10A). Nos grupos OXL, gabapentina e CMsMO evidenciamos vestigios de

degeneracdo axonal em fibras mielinicas (figura 10B, 10C e 10D, respectivamente).

Figura 10: Fotomicrografias de nervos isquiaticos dos grupos experimentais (OXL, controle, gabapentina
e CMsMO) para avaliagéo histolégica das fibras mielinicas. A) Controle, grupo recebeu apenas veiculo da
OXL e apresenta caracteristicas morfologicas normais; B) OXL, neuropaticos tratados com salina; C)
gabapentina, neuropaticos tratados com gabapentina; e D) CMsMO, neuropaticos tratados com CMsMO. Em B,
C e D observamos vestigios de degeneracdo axonal nas fibras mielinicas (setas); Coloracédo: azul de toluidina,
barra = 20pm.
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5.6.2 Morfometria de fibras A

Os dados referentes a anélise morfométrica das fibras mielinicas do nervo isquiatico
de camundongos dos diferentes grupos experimentais estdo representados nas figuras 11 a 13
no tempo de maxima analgesia e tempo final. Na figura 11 estdo representados o namero
(painéis A e B) e densidade (painéis C e D) de axbnios mielinizados. Com relacdo a esses
parametros, nenhuma diferenga estatisticamente significante foi observada entre os grupos.
Na figura 12 apresentamos morfometria com os parametros de didmetro médio dos axonios
(painéis A e B) e diametro médio das fibras mielinicas (painéis C e D). Nenhuma diferenca
foi encontrada com relacdo aos diametros médios dos grupos avaliados. A figura 13 mostra
nos painéis A e B a relacdo entre o diametro médio do axdnio e o diametro da fibras (razdo g),
para verificacdo de desordens mielinicas. Para esta avaliacdo da mielina também néo houve

diferenca entre os grupos estudados.
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Figura 11: Namero e densidade de axdnios mielinizados no nervo isquiatico de camundongos em modelo

experimental de neuropatia crénica por OXL. A) Numero dos axdénios mielinizados no tempo de maxima
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analgesia; B) numero dos ax6nios mielinizados no tempo final (14 semanas); c) densidade dos axdnios
mielinizados no tempo de méaxima analgesia; D) densidade dos ax6nios mielinizados no tempo final. O grupo
controle recebeu apenas veiculo da OXL e representa animais ndo neuropaticos; grupo oxaliplatina representa
animais neuropaticos tratados com salina; grupo gabapentina representa animais neuropaticos tratados com
gabapentina; grupo CMsMO representa animais neuropaticos tratados com CMsMO.N&do houve diferenca
significativa entre os grupos avaliados. Dados expressos como média £ EPM, para n = 03 animais. Analise

estatistica determinada pelo teste de Kruskal Wallis seguido de pos-teste de Dunns.
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Figura 12: Parametros morfométricos do nervo isquiatico de camundongos em modelo experimental de
neuropatia por OXL, avaliagdo dos diametros dos axdnios e das fibras mielinicas no tempo de maxima
analgesia e tempo final. A) Didmetro médio dos axdnios mielinizados no tempo de maxima analgesia; B)
Diametro médio dos axdnios mielinizados no tempo final; ¢) Diametro médio das fibras mielinicas no tempo de
méaxima analgesia; D) Didametro médio das fibras mielinicas no tempo final. O grupo controle recebeu apenas
veiculo da OXL e representa animais ndo neuropéticos; grupo oxaliplatina representa animais neuropaticos
tratados com salina; grupo gabapentina representa animais neuropéticos tratados com gabapentina; grupo
CMsMO representa animais neuropaticos tratados com CMsMO. Dados expressos como média £ EPM, para n =
03 animais. Analise estatistica determinada pelo teste de Kruskal Wallis seguido de pos-teste de Dunns.
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Figura 13: Parametros morfométricos do nervo isquiatico de camundongos em modelo experimental de
neuropatia por OXL, avaliagdo da razdo g (didametro do axénio/diametro da fibra) no tempo de maxima
analgesia e tempo final. A) Razdo g das fibras mielinicas no tempo de méxima analgesia; B) Razéo g das fibras
mielinicas no tempo final. O grupo controle recebeu apenas veiculo da OXL e representa animais néo
neuropéticos; grupo oxaliplatina representa animais neuropdticos tratados com salina; grupo gabapentina
representa animais neuropéticos tratados com gabapentina; grupo CMsMO representa animais neuropéaticos
tratados com CMsMO. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados. Dados expressos como média
+ EPM, para n = 03 animais. Analise estatistica determinada pelo teste de Kruskal Wallis seguido de pds-teste de

Dunns.

5.6.3 Morfologia de fibras C

A microscopia eletrénica de transmissdo realizada com 0s nervos isquiaticos mostrou
a disposicdo normal das fibras amielinicas e evidenciou com maiores detalhes as
caracteristicas j& descritas na avaliacdo histologica das fibras mielinicas. A figura 14
apresenta aspectos morfolégicos dos grupos controle (ndo neuropatico), OXL (neuropatico +
salina), CMsMO (neuropatico + CMsMOQ) e gabapentina (neuropatico+gabapentina) em
eletromicrografias. A figura 14A mostra a eletromicrografia referente ao grupo controle, com
axonios das fibras mielinicas envoltos pela bainha de mielina integra e com a espessura de
mielina proporcional ao calibre da fibra. Nota-se também a presenca de numerosas fibras
amielinicas distribuidas homogeneamente no espaco endoneural. Nas figuras 14B, C e D
estdo representados respectivamente os grupos OXL, gabapentina e CMsMO, nos quais sdo
observadas a presenca de fibras mielinicas de grande calibre com aparente degeneracéo

axonal e fibras amielinicas sem qualquer modificagdo detectavel nessa técnica.
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Figura 14: Eletromicrografias de nervos isquidticos dos grupos experimentais (OXL, controle,
gabapentina e CMsMO) para avaliacdo ultraestrutural. A) Controle, grupo recebeu apenas veiculo da OXL e
apresenta caracteristicas morfolégicas normais; B) OXL, neuropéticos tratados com salina; C) gabapentina,
neuropéticos tratados com gabapentina; e D) CMsMO, neuropéticos tratados com CMsMO Em B, C e D
observamos vestigios de degeneracao axonal vistos em fibras mielinicas (seta); barra = 5um.

5.6.4 Morfometria de fibras C

Os dados referentes a analise morfométrica das fibras C do nervo isquiatico de
camundongos dos diferentes grupos experimentais estdo representados na figura 15 no tempo
de méaxima analgesia e no tempo final. Na figura 15 estdo representadas a densidade (painéis
A e B) e a area (painéis C e D) das fibras C, dispostas em cortes transversais de nervos
isquiaticos. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos para nenhum dos parametros
morfométricos de fibras amielinicas, indicando que ndo ha degeneracdo axonal das fibras

amielinicas dos animais neuropaticos em relacdo aos animais ndo neuropaticos.



56

]
[=]

g 0.0 g 0.08
(&) o
g g
< 0.08- T _ T |
£ £ 00
@®© - © -
gt 00 8 ¢
S3 S 3 00 =5
2 £ 004 2t
g g oo
S 002 T
] ]
c c
[} ()
0 0.00- 0 000
C .
75_ & Controle [ Gabapentina Cl 0.75-
EA Oxaliplatina B3 CMsMO

0 Y |
© 0504 1 = S 0.50-
II_D 0
= =
S $
©
v (.25 9 0.254
\< \E

0.00 0.00-

Figura 15: Parametros morfométricos do nervo isquiatico de camundongos em modelo experimental de
neuropatia por OXL, avaliacdo da densidade e da area das fibras C no tempo de méxima analgesia e
tempo final. A) Densidade das fibras C no tempo de maxima analgesia; B) Densidade das fibras C no tempo
final; c) Area da fibra C no tempo de méxima analgesia; D) Area da fibra C no tempo final. O grupo controle
recebeu apenas veiculo da OXL e representa animais ndo neuropaticos; grupo oxaliplatina representa animais
neuropéticos tratados com salina; grupo gabapentina representa animais neuropaticos tratados com gabapentina;
grupo CMsMO representa animais neuropaticos tratados com CMsMO. Dados expressos como média + EPM,
para n = 03 animais. Analise estatistica determinada pelo teste de Kruskal Wallis seguido de pds-teste de Dunns.

5.6.5 Morfologia e morfometria mitocondrial

A avaliacdo ultraestrutural por microscopia eletrdnica de transmissdo permitiu a
investigacao dos aspectos morfoldgicos e morfométricos de mitocondrias em fibras mielinicas
e amielinicas do nervo isquiatico dos camundongos dos diferentes grupos experimentais. Os
aspectos morfoldgicos atipicos foram evidenciados em comparacdo a parametros pré-
estabelecidos como normais (FLATTERS et al., 2006) (figura 16). As mitocondrias normais

em fibras A (painel A) e fibras C (painel C) apresentaram duplas membranas e cristas
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mitocondriais integras, comprimento mitocondrial dentro dos valores normais (165 - 265 nm)
e vacuolos, quando presentes, menores que 50% da area da mitocondria. As mitocondrias
atipicas em fibras A (painel B) e em fibras C (painel D) foram evidenciadas pelo aumento do
tamanho da organela (comprimento maior que 265 nm), formagdo de vactolos maiores que

50% que a &rea mitocondrial e/ou 0 acimulo de material amorfo elétron-denso nos polos da

mitocondria devido a vacuolizacao.

.
&

.

Figura 16: Mitocondrias normais e atipicas em fibras mielinicas e amielinicas de nervos isquiaticos. As
mitocdndrias normais estdo caracterizadas pela integridade da dupla membrana e material eletron-denso em
cristas mitocondriais presentes no citoplasma da organela em fibras A (painel A) e em fibras C (painel C). As
mitocondrias atipicas (painéis B e D) estdo evidenciadas pelo aumento do tamanho (setas) e vacuolizagdo que
promove o afastamento de material amorfo para os polos das mitocondrias (inset e setas). Em B atipias
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mitocondriais de fibras mielinicas e em D atipias mitocondriais em fibras C. Barra= lum (Ce D) e 0,5 um (A e
B).

Foram avaliadas mitocondrias (n=3) de fibras A e fibras C dos grupos controle (néo
neuropaticos + salina); OXL (neuropaticos + salina); gabapentina (neuropatico + gabapentina);
CMsMO (neuropatico + CMsMO), no tempo de maxima analgesia. As analises mitocondriais
indicaram a presenca de atipias em axonios mielinizados e ndo mielinizados de todos os
grupos experimentais (Figura 17), entretanto, a proporcdo de mitocondrias atipicas em nervos
de animais neuropaticos é estatisticamente maior do que em animais ndo neuropaticos. O
tratamento crénico com OXL provocou um aumento de 31,5% e 26,70% na incidéncia de
mitocondrias vacuolizadas e de tamanhos aumentados em fibras A (painel E) e em fibras C

(painel F), respectivamente, em relacdo ao controle.

Em fibras A os tratamentos com gabapentina e CMsMO n&o modularam as alteracdes
mitocondriais detectadas em animais neuropéticos (painel E). Por outro lado, em fibras C o
tratamento com CMsMO reduziu a atipia mitocondrial em animais neuropaticos para niveis

estatisticamente similares ao dos ndo neuropaticos (painel F).
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Figura 17: Quantificacdo de mitocondrias atipicas em nervos isquiaticos de camundongos em modelo de
neuropatia cronica por OXL. Em A, eletromicrografia do grupo controle mostrando ax6nios mielinizados (A)
e ndo mielinizados (A’) com mitocéndrias normais; Em B, C e D, respectivamente, imagens representativas dos
grupos OXL, gabapentina e CMsMO, mostrando mitocondrias vacuolizadas e de tamanhos aumentados (setas);
as mitocondrias atipicas foram observadas em ax6nios mielinizados (B, C, e D) e axonios nao mielinizados (B’,
C’ ¢ D’), no tempo de maxima analgesia. Barra = 1 um. O percentual de mitocdndrias atipicas em ax6nios de
fibras A (painel E) e C (painel F) de camundongos nos diferentes grupos experimentais foi calculado a partir
desses parametros de alteracdo. Eixo y mostra o percentual de mitocondrias atipicas. Os dados estdo
representados como a média de 3 (seis) animais por grupo + EPM. *p<0,05 comparado ao grupo controle. Teste
de one-way ANOVA seguido de Tukey.

5.7 DOSAGENS BIOQUIMICAS NO NERVO ISQUIATICO

5.7.1 Nitrito

Os niveis de nitrito no nervo isquiatico, indicativos de estresse nitrosativo, foram
avaliados em camundongos com neuropatia induzida pela OXL tratados ou hdo com CMsMO,
nos tempos de analgesia (Figura 18A) e final (Figura 18B). Os niveis de nitrito no nervo
isquiatico de animais neuropaticos foram estatisticamente maiores do que naqueles néo
neuropaticos (p< 0,05). O tratamento com CMsMO reduziu os niveis de nitrito no nervo
isquiatico dos animais neuropaticos para niveis equivalentes aos de camundongos ndo
neuropaticos (p< 0,05). O mesmo perfil de efeitos foi observado no tempo de analgesia e no

tempo experimental final.
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Figura 18: Efeito do tratamento com CMsMO sobre os niveis de nitrito em nervos isquidticos de
camundongos neuropaticos. Os niveis de nitrito foram avaliados nos tempos analgesia (painel A) e final (painel
B). Os grupos avaliados foram: controle (ndo neuropéatico), OXL (neuropatico+salina) e CMsMO
(neuropéatico+CMsMO). O eixo y mostra os niveis de nitrito (pg/mg) nos nervos isquiaticos. Os dados estdo
representados como a média de 4 animais por grupo = EPM. *p<0,05 comparado ao grupo controle; # p<0,05
comparado ao grupo OXL. Significancia estatistica determinada por teste de one way ANOVA seguida do p6s-
teste de Tukey.

5.7.2 Malondialdeido (MDA)

O ensaio de dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foi
utilizado para indicar o nivel de peroxidacao lipidica, pela medida indireta da quantidade de
malondialdeido (MDA) presente em amostras de nervos isquiaticos dos camundongos. Os
niveis de MDA no nervo isquiatico foram avaliados em camundongos com neuropatia
induzida pela OXL tratados ou ndo com CMsMO (Figura 19). Tanto no tempo analgesia
quanto no tempo final, os niveis de MDA no nervo isquiatico foram estatisticamente maiores
em animais neuropaticos em relacdo aos ndo neuropaticos (grupo controle, p<0,05). Os
animais neuropaticos tratados com CMsMO apresentaram reducdo dos niveis de MDA no

nervo em relagdo aos animais neuropaticos nao tratados (p<0,05).
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Figura 19: Efeito do tratamento com CMsMO sobre os niveis de MDA em nervos isquiaticos de
camundongos neuropaticos. Os niveis de MDA foram avaliados nos tempos analgesia (painel A) e final (painel
B). Os grupos avaliados foram: controle (ndo neuropéatico), OXL (neuropatico+salina) e CMsMO
(neuropéatico+CMsMO). O eixo y mostra os niveis de MDA (ug/mg) nos nervos isquiaticos. Os dados estdo
representados como a média de 4 animais por grupo = EPM. *p<0,05 comparado ao grupo controle; # p<0,05
comparado ao grupo OXL. Significancia estatistica determinada por teste de one way ANOVA seguida do p6s-

teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

A neuropatia periférica induzida por OXL é o efeito colateral dose limitante ao
tratamento de diversas neoplasias com esse quimioterapico, e a baixa eficacia dos tratamentos
farmacoldgicos nessa neuropatia representa um obstaculo a prética clinica. No presente
trabalho, a partir de estudo em modelo animal cronico, avaliamos os efeitos do transplante de
CMsMO na neuropatia por OXL, comparando seus efeitos aos do tratamento farmacoldgico
convencional com gabapentina. O modelo experimental de neuropatia induzida por OXL foi
capaz de reproduzir as manifestac@es clinicas dessa sindrome, caracterizada por hiperalgesia
térmica ao frio e alodinia mecénica. O tratamento com CMsMO em dose Unica reverteu essas
alteracdes de sensibilidade, como demonstrado pelo retorno ao padrdo normal de resposta
comportamental nos testes nociceptivos. Dando suporte ao efeito antinociceptivo duradouro
observado, CMsMO reduziram uma alteracdo estrutural no nervo isquiatico determinante de
neuropatia, que € o aumento de mitocndrias atipicas nas fibras nociceptivas. Em adicéo, o
tratamento com CMsMO reduziu o nivel de produtos de estresse oxidativo no nervo isquiatico
dos animais neuropéticos. Esses resultados apontam CMsMO como uma alternativa

promissora na terapéutica da neuropatia quimioterapica refrataria.

A neuropatia crénica por OXL ocorre em torno de 10 a 20% dos pacientes quando em
doses maiores que 750 - 850 mg/m? (ARGYRIOU et al., 2008) e tem as manifestacdes
clinicas sensitivas como fator redutor da tolerabilidade ao tratamento e da qualidade de vida
dos pacientes. Normalmente, a neuropatia quimioterapica apresenta-se em pacientes como
sintomas sensoriais com distribuicdo nos pés e maos (BOLAND et al., 2010) que sdo
comumente relatados por parestesia, disestesia, alodinia e hiperalgesia (BOLAND et al.,
2010), resultando em uma condic¢éo tdo dolorosa, ou ainda mais dolorosa, do que a dor inicial
do cancer (PELTIER e RUSSELL, 2002). Apesar de poucos estudos em modelos animais de
neuropatia periférica induzida pela OXL, os protocolos ja descritos para a indugdo desses
modelos tem apresentado boa equivaléncia clinica. O primeiro trabalho que avaliou os efeitos
do tratamento com OXL sobre o limiar nociceptivo de roedores, foi desenvolvido por LING et
al. (2007a). Esses autores demonstraram que tratamento crénico com OXL em ratos induz
alteracOes de sensibilidade térmica e mecéanica, como observado na prética clinica. TA LOW
e WINDEBANK (2009) demonstram que também em camundongos ha aumento da
sensibilidade para estimulos nociceptivos térmico frio e mecanico ap6s o tratamento com
OXL. PONTES (2009) modificaram o protocolo de LING et al (2007a) para camundongos e
demonstraram que a dose de 1 mg/kg de OXL foi a mais eficaz em induzir as alteracfes
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de limiar nociceptivo mecanico e térmico. Observa-se na pratica clinica, que tratamentos de
curta duracdo e doses baixas de OXL estdo mais associados a neuropatia reversivel, enquanto
doses maiores e tratamentos prolongados sdo associados com mais frequéncia a neuropatia
cronica. Considerando que a neuropatia quimioterdpica em sua forma crénica é o foco
principal para o desenvolvimento de terapéuticas, alguns estudos tém utilizado protocolos de
doses repetidas de OXL (TA et al., 2009; RENN et al., 2011) na inducdo dos modelos
experimentais. Azevedo et al. (2013) padronizaram um modelo de neuropatia crénica em
camundongos utilizando OXL na dose de 1 mg/kg, em esquema consistindo de
administracdes endovenosas duas vezes por semana durante quatro semanas e meia. Os
autores descreveram o desenvolvimento de alteracbes duradouras de limiar nociceptivo,
caracterizando a neuropatia cronica. Utilizando o mesmo protocolo de Azevedo e
colaboradores, no presente trabalho observamos que o tratamento repetido com OXL induziu
aumento da sensibilidade a estimulos nociceptivos durante quatorze semanas, refletindo o
estabelecimento de neuropatia quimioterapica cronica. Em equivaléncia clinica, os animais
neuropaticos apresentaram alodinia mecanica e hiperalgesia ao frio, que sdo sintomas

caracteristicos da dor neuropética induzida por OXL em pacientes (CATA et al., 2006).

Park et al (2008) evidenciaram que a OXL induz aumento de atividade espontanea no
tecido nervoso, indicando efeito do farmaco sobre a excitabilidade axonal. De fato, alteraces
de fluxo idnico nos nociceptores tém sido associadas ao desenvolvimento das neuropatias
agudas por OXL. Algumas teorias relacionam a acdo de um metabodlito da OXL, o oxalato,
que altera as propriedades funcionais de canais dependentes de voltagem nos nociceptores,
com o momento inicial da neuropatia. Alteracdes de fluxo de sddio tem impacto direto sobre a
excitabilidade do nociceptor, 0 que poderia ser traduzido em aumento da sensibilidade
nociceptiva (GROLLEAU et al., 2008). Em linha com essa ideia, estudos tem mostrado o
aumento das correntes de sddio nos nociceptores durante a neuropatia quimioterapica aguda, e
a reversao da alodinia pelo bloqueio dos canais de sodio por lidocaina essa forma, a OXL
origina metabdlitos que alteram a funcdo dos canais e promovem a abertura prolongada
destes, gerando hiperexcitabilidade e disparos ectdpicos, que induzem o0s sintomas
nociceptivos (CAROZZI et al 2014). Alem das disfuncfes em canais de sodio, outros canais
ibnicos como de potéssio e célcio também tem envolvimento com a neuropatia por OXL.
Outra teoria que pode explicar a hipersensibilidade térmica sdo os niveis aumentados de
expressdo dos receptores TRPAT sensiveis ao frio em fibras nociceptivas Ad e C de animais
com neuropatia quimioterapica (ANAND e GAUCHAN, 2008). Contudo, nesse trabalho o

retorno da expressao de TRPA1L a niveis normais aconteceu apds 10 dias de descontinuidade
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do tratamento quimioterdpico, enquanto que as alteracbes de sensibilidade persistiram até o
25° dia, indicando que outros mecanismos neuronais, além de canalopatias, estdo envolvidos
na manutencdo da alodinia induzida pela OXL. No presente trabalho, as alteraces de resposta
nociceptiva tiveram inicio na primeira semana de tratamento quimioterapico e, persistiram por
dois meses apds seu fim, 0 que sugere a participacdo de multiplas vias na sua manutenc&o.
Entre as vias estudadas na fisiopatologia da neuropatia quimioterapica, o papel fundamental
do estresse oxidativo tem sido cada vez mais validado, como sera discutido com detalhes
adiante.

Tendo sido estabelecido o modelo de neuropatia cronica por oxaliplatina, a seguir 0s
efeitos do tratamento com CMsMO sobre os distdrbios nociceptivos nesse modelo foram
avaliados. Para tal, inicialmente foi realizada a caracterizacdo das células a serem
transplantadas como células-tronco mesenquimais em ensaios de diferenciacdo celular e
citometria de fluxo. Segundo a International Society for Cellular Therapy s&o trés os
requerimentos minimos para uma populacdo de ceélulas ser classificada como célula
mesenguimal. A primeira é que sejam isoladas de uma populacdo de células mononucleares
com base a sua aderéncia seletiva, em cultura, a superficie do plastico. Neste sentido, em
nossos cultivos as células apresentaram caracteristicas morfologicas de fibroblastos e
aderéncia ao plastico durante expansdo. O segundo critério é que as células em condicdes
especiais de meio diferenciem-se em células de linhagens mesodérmicas. Como demonstrado
na sessdo Resultados, a partir de diferentes condicbes de estimulos em cultura as CMsMO
apresentaram diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica conforme esperado. O
terceiro critério € a expressdo obrigatoria de marcadores de superficie tipicos de células
mesenguimais e auséncia de marcadores caracteristicos de outras linhagens celulares. Em
concordancia com esses critérios, as CMsMO expressaram Sca-1, CD 105, CD 90, CD 73,
CD44 e CD29 tipicos de células mesenquimais; e tiveram baixa expressdo de CD 45, CD 34,
CD 117 (presentes em células hematopoiéticas) e CD 11b (presentes em células do sistema
imune). Em conjunto, esses dados confirmam a eficiéncia do protocolo empregado aqui para a
obtencdo de CMsMO, que foram a seguir utilizadas nos tratamentos.

Nossas avaliagbes comportamentais de limiar nociceptivo mostraram que animais
neuropaticos transplantados com CMsMO obtiveram progressiva melhora das alteragdes
nociceptivas, até o completo reestabelecimento dos padrées sensitivos para niveis normais. Na
avaliacdo nociceptiva mecénica e térmica os animais tratados com injecdo Unica de CMsMO
obtiveram melhora trés dias ap0s o transplante e mantiveram a reversdo da alodinia e
hiperalgesia até o fim do experimento. Tais dados demonstraram o efeito antinociceptivo das

células-tronco frente a neuropatia quimioterapica.
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A neuropatia periférica quimioterapica afeta predominantemente os nervos sensoriais
(SCHLEGEL, 2011), enquanto que o envolvimento dos nervos motores ou autondmicos é
raro (GRISOLD et al., 2012). A lesdo cumulativa persistente causada por agentes
quimioterapicos na maioria das vezes afeta celulas nervosas sensoriais (QUASTHOFF e
HARTUNG, 2002). Corroborando essa ideia, no presente trabalho, o tratamento crénico com
OXL induziu alteracBes de sensibilidade nociceptiva, mas ndo afetou a funcdo motora dos
camundongos, como evidenciado no teste rota-rod. O tratamento cronico com OXL também
ndo produziu alteragdes no peso corporal dos camundongos ao longo do periodo
experimental. Considerando que a avaliacdo de limiar nociceptivo em roedores é baseada em
respostas comportamentais motoras, a integridade da funcdo motora é fundamental para evitar
erros de interpretacdo nos testes nociceptivo. Dessa forma, os resultados negativos no teste de
rota-rod, corroboram o efeito antinociceptivo de CMsMO, por descartarem a interferéncia de
déficits motores.

De fato, trabalhos anteriores, em outros modelos de neuropatia, j& demonstraram efeito
antinociceptivo da terapia celular. Os primeiros estudos abordando o uso da terapia celular no
controle da dor neuropética utilizaram modelos murinos de lesdo mecénica de nervos
isquiaticos na inducdo da neuropatia (KLASS et al., 2007; MUSSOLINO et al., 2007). Klass
et al (2007) mostraram o efeito antinociceptivo das células mononucleares de medula dssea na
reversdo da dor neuropéatica comportamental ap6s a lesdo de nervo. Do mesmo modo,
MUSSOLINO et al. (2007) mostraram no modelo de ligadura de nervo, o efeito preventivo de
CMsMO sobre a alodinia mecéanica e térmica. Em 2008, Shibata e colaboradores
apresentaram os primeiros estudos da terapia celular na neuropatia diabética. Nesse estudo 0s
autores demonstraram que células mesenquimais injetadas no masculo esquelético de
camundongos diabéticos por estreptozotocina aumentam os niveis de fatores angiogénicos no
nervo, promovendo a vascularizagdo. Do mesmo modo, em nosso laboratério foi demonstrado
o efeito antinociceptivo das células mesenquimais da polpa do dente na dor neuropatica
comportamental diabética (GUIMARAES et al., 2013). Evangelista et. al (2014) estudando
camundongos com neuropatia diabética demonstraram que o tratamento com CMsMO leva os
limiares nociceptivos de animais neuropaticos a niveis similares aos de animais néo
neuropaticos. Dessa forma, o potencial beneficio da terapia celular para o controle da dor
neuropética tem sido demonstrado em diferentes condi¢Ges experimentais. Entretanto, esse € 0
primeiro estudo demonstrando o efeito antinociceptivo de CMsMO na neuropatia
quimioterapica crénica.

Na analise comparativa, 0 tratamento com gabapentina, ainda que em esquema de

administracdes diarias, contribuiu apenas de forma transitoria para a normalizacdo dos
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limiares nociceptivos dos animais neuropaticos. O efeito antinociceptivo da gabapentina foi
passageiro, sendo totalmente revertido 24h apd6s o fim das administracbes diarias. A
gabapentina possui um papel bem estabelecido no controle da dor crénica em pacientes com
neuropatias diversas. Ainda que considerada padrdo ouro para a dor neuropatica, possui
eficacia analgésica modesta e € responsavel por produzir efeitos colaterais como tonturas,
sonoléncia, fadiga e ganho de peso, os quais dificultam a adesdo dos pacientes ao tratamento
(BACKONJA et al., 1998; TURAN et al., 2006; TURK, WILSON, COHANA, 2011). Os
dados apresentados aqui mostram que a acdo antinociceptiva das CMsMO foi prolongada e
capaz de reverter a dor neuropatica comportamental, enquanto que a gabapentina demonstrou
efeito paliativo passageiro, equivalente ao seu perfil clinico. E possivel propor, a partir da
comparacdo de efeitos com a droga referéncia de amplo uso em pacientes, que a acao
antinociceptiva das CMsMO abre perspectivas para uma abordagem terapéutica mais eficaz
das manifestagdes dolorosas induzidas pelo uso crdnico de quimioterapicos.

A partir dos dados dos testes comportamentais, evidenciando a reversao duradoura das
alteracdes de sensibilidade na neuropatia pelo tratamento com CMsMO, os efeitos da terapia
celular sobre alteragcdes estruturais dos nervos periféricos de animais neuropéaticos foram
investigados. A neuropatia induzida por farmacos antineoplasicos tem sido associada a danos
de neurdnios sensoriais em nervos periféricos que alteram a funcdo sensorial. Diferentes
alteracdes estruturais tém sido descritas, dependendo do agente quimioterapico, esquema de
tratamento e modelo experimental utilizado. Xiao et al., (2012) demonstraram em um modelo
de neuropatia cronica por OXL em ratos que ndo ha indicios de degeneracdo de fibras C e A
no nervo periférico. Por outro lado, Renn et al., (2011) demonstraram que fibras mielinicas do
nervo isquiatico de camundongos com neuropatia crénica por OXL, tem alteracdes indicativas
de axonopatia. No presente estudo avaliamos aspectos morfoldgicos e morfométricos de
axonios de fibras mielinizadas e ndo mielinizadas do nervo isquidtico dos camundongos.
Evidenciamos apenas raros vestigios de degeneragdo axonal em fibras mielinicas de
camundongos neuropaticos, contudo na avaliagdo morfométrica ndo houve diferenca em
nenhum dos parametros avaliados. Em relacdo aos animais nao neuropaticos, 0s camundongos
neuropaticos ndo apresentaram diferengas quanto ao numero ou densidade de axonios
mielinizados, assim como também ndo houve diferenca quanto ao didmetro dos axonios e das
fibras. Esses dados indicam que, como previamente demonstrado para outros quimioterapicos
(CAROZZI et al., 2010; FLATTERS et al., 2006; XIAO et al., 2012), a OXL ndo promove
atrofia axonal ou perdas degenerativas de axdnios mielinizados. Ainda, a medida de avaliacédo
da mielina através dos valores da razdo g indica que nesse modelo nao ha indicio de processos

de desmielinizacdo, como demonstrado por Flatters e Bennett (2006) na neuropatia induzida



68

por paclitaxel. Do mesmo modo que no presente estudo, Carozzi et al (2010) descreveram que
quimioterapicos podem induzir discretas alteracbes morfologicas nos nervos periféricos, sem
alterar significativamente sua morfometria. Esses autores demonstraram que camundongos
tratados com paclitaxel, bortezomib e cisplatina exibem alteracGes morfoldgicas brandas nos
nervos isquiaticos, mas na avaliagdo morfométrica, a quantificacdo de pardmetros como
diametro axonal e mielinizacdo, mostra que ndo ha diferencas entre animais controle e
neuropaticos.

A avaliagdo morfoldgica e morfométrica das fibras nociceptivas amielinicas no nervo
isquidtico mostraram que 0s animais neuropaticos ndo sofrem alteracdo significativa na
densidade e na area axonal de fibras C. Em linha com esses resultados, a neuropatia por
paclitaxel ndo induz degeneracdo axonal ja que o numero e densidade de fibras C em nervos
safenos ndo diferem entre animais neuropéticos e ndo neuropaticos (XIAO et al., 2012;
FLATTERS e BENNETT, 2006). Sahenk et al. (1994) sugeriram que a neurotoxicidade
induzida por paclitaxel promove alteracGes estruturais mais provaveis por processos de
ganglionopatia do que axonopatia. Nesta mesma direcdo, no modelo de neuropatia por OXL
utilizado no presente estudo, ndo foram detectadas alteragGes estruturais nos axonios de fibras
sensitivas.

Os complexos platinos, tanto cisplatina quanto OXL, se ligam fortemente ao DNA
neuronal durante o tratamento quimioterapico, sendo que a quantidade de ligantes ao DNA €
comparavel aos niveis citotoxicos do farmaco (MCDONALD et al., 2005; TA et al., 2006).
Podratz et al. (2007) sugeriram que a ligacdo dos complexos platinos ao DNA mitocondrial €
0 mecanismo potencial para o dano neuronal induzido pelo tratamento. O DNA mitocondrial
codifica 13 polipeptideos da cadeia respiratéria e possui um sistema de reparo do DNA
limitado, com isso o desarranjo na transcri¢do destes genes pode comprometer a producao de
ATP. O dando mitocondrial reduz a funcgdo respiratoria, aumenta a produgdo de EROs e inibe
a atividade de antioxidantes, estabelecendo um ciclo vicioso.

As observacGes de atipia mitocondrial em axénios de nervos periféricos provocada
pelo tratamento com OXL sugeriram a hipotese de mitotoxicidade, a qual propde que essas
drogas sdo capazes de causar deficiéncia de energia em ax0nios sensoriais. Este déficit
energético axonal tem sido considerado 0 mecanismo mais aceito para justificar a neuropatia
sensorial crbnica desenvolvida apo6s tratamentos com OXL (BENNETT et al., 2011;
FLATTERS e BENNETT, 2006; XIAO et al., 2011). Ja foi demonstrado que este dano
persistente a forca eletromotriz da célula neuronal promove a disfuncdo da bomba de
sodio/potassio com subsequente aumento de descargas espontaneas anormais nas fibras

nociceptivas, gerando quadros hiperalgesicos (ZHENG et al., 2011; FLATTERS e
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BENNETT, 2006; XIAO et al., 2011, 2012). Considerando a relevancia dessa via
fisiopatoldgica na neuropatia quimioterapica, avaliacdes mitocondriais morfoldgicas e
morfomeétricas nas fibras sensoriais dos nervos isquiaticos foram incluidas no presente estudo.
A anélise mitocondrial de fibras mielinicas e fibras C do nervo isquiatico evidenciou a
presenca de atipia mitocondrial nos dois tipos de fibras sensitivas, tanto nos grupos
neuropaticos quanto ndo neuropaticos, entretanto essas alteracdes foram estatisticamente mais
frequentes em animais neuropaticos. Tais dados confirmam os achados da literatura,
mostrando que a neuropatia induzida por OXL possui forte relagdo com a disfuncéo
mitocondrial.

Interessantemente, em animais neuropaticos tratados com CMsMO os niveis de atipia
mitocondrial em fibras C, mas ndo em axonios mielinizados, foi reduzido a niveis
equivalentes ao de animais ndo neuropéticos. Jin et al. (2008) demonstraram que a
transmissao de impulsos nas fibras A é mais sensivel a anoxia do que em fibras C, sugerindo
qgue pode haver diferencas no metabolismo mitocondrial dessas fibras. Em linha com essa
ideia, no presente trabalho demonstrou-se que em estado metabdlico basal dos animais (grupo
controle) o percentual de fibras atipicas foi maior nas mielinizadas em comparacéo as fibras
C. Essa diferente susceptibilidade mitocondrial pode justificar o fato do tratamento com
CMsMO ser capaz de promover atividade mitoprotetora em fibras C, mas ndo em fibras A.
Além disso, ndo se pode descartar que o tempo de analise tenha interferido nesse resultado. A
avaliacdo da morfologia mitocondrial foi realizada na quarta semana apés transplante, e é
possivel que fibras mielinicas, ao apresentarem maior sensibilidade a anoxia, possam requerer
um tempo maior para recuperacao.

N&o se sabe exatamente 0os mecanismos desencadeantes da mitotoxicidade, mas as
mitocdndrias constituem o l6cus primario para formacao de espécies nitrosativas. Conklin et
al. (2004) demonstraram que 0s agentes antineoplasicos produzem EROs para induzir a
apoptose de células tumorais, contudo, durante a quimioterapia os efeitos toxicos atingem
também tecidos normais, como o tecido nervoso. E conhecido que as espécies reativas, como
0 peroxinitrito, contribuem para a manutencdo da dor neuropatica induzida por
quimioterapicos (RADI et al., 2002; SZABO et al., 2007). O peroxinitrito, formado a partir do
NO e O, dentro das mitocondrias, pode promover a nitracdo de proteinas e lipideos, a falha
bioenergética neuronal e disfuncdes da organela. Dessa forma, os niveis de espécies reativas
no nervo isquiatico de camundongos com neuropatia por OXL, tratados ou ndo com CMsMO,

foram a seguir investigados.
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Por meio da medida dos niveis de nitrito nos nervos isquiaticos, os dados apresentados
aqui apontam maior producdo de NO em nervos de camundongos com neuropatia por OXL,
em relacdo a camundongos ndo neuropaticos. Estudos in vitro corroboram a hipotese de que
esse aumento de espécies reativas no nervo, pode ter relacdo causal com a mitotoxicidade e a
neuropatia quimioterapica. Foi demonstrado em mitocondrias isoladas que o tratamento com
complexos platinos e taxanos promove a formacdo EROs e “upregulation” de NO sintase
(VARBIRO et al., 2001). O peroxinitrito assim formado sofre rapida difusdo através das
membranas e reage fortemente com proteinas presentes em diversos compatimentos
mitocondriais resultando nas disfunges mitocondriais: nitracdo de proteinas da cadeia
transportadora de elétrons mitocondriais, 0 que reduz a transferéncia de elétrons com
interrupcao da producdo de ATP; nitracdo da tirosina do ATP sintase; nitracdo de protéinas de
poros da membrana, aumentando a permeabilidade e reduzindo os potenciais de membrana
mitocondrial (CHEN et al., 2008; LEMASTERS et al., 2006; ZOROV et al., 2009). Em
condicdes fisioldgicas o ambiente pré-oxidante ativa mecanismos de defesa antioxidantes,
mantendo o balanco redox. Contudo, o0 estresse oxidativo prolongado reduz a atividade de
enzimas antioxidantes como a SOD, aumentando o dano oxidativo (LEE et al., 2002). Na
neuropatia ja foi relatado que a SOD Mn, a mais importante enzima antioxidante mitocondrial
no balanco de SO, sofre nitracdo mediada pelos niveis persistentes de peroxinitrito
(MACMILLAN et al., 2001). Dessa forma, € possivel que os niveis elevados de NO no nervo
isquidtico, evidenciados no presente estudo, contribuam diretamente para a mitotoxicidade
nas fibras sensoriais, gerando um ciclo vicioso responsavel pela manutencdo da neuropatia
crbnica por OXL.

Ainda mais relevante é a demonstracdo do presente estudo, que o tratamento com
CMsMO reverteu a neuropatia sensorial e, paralelamente, reduziu os niveis de NO no nervo
isquiatico para niveis similares ao de animais ndo neuropaticos. Atualmente, é consenso que
CMsMO transplantadas podem promover reparo tecidual ndo apenas por estimulo a
proliferacdo, migracéo e diferenciagéo celular, mas principalmente via secrecdo de fatores que
sdo capazes de estimular a regeneracdo do tecido, assim como de reduzir reacoes
inflamatdrias e imunes (LANZA et al., 2009; CAPLAN et al., 2006; Sl et al., 2009). Em
adicdo, propriedades antioxidantes de CMsMO ja foram demonstradas em diferentes sistemas.
CMsMO protegem contra a degeneracdo neuronal no acidente vascular encefélico por
mecanismos que incluem a reduco de estresse oxidativo (CALIO et al, 2014). De acordo
com esses dados é possivel propor como hipotese mecanistica, que por meio de propriedades
antioxidantes e mitoprotetoras, CMsMO restituem o balanco redox no nervo induzindo efeitos

terapéuticos na neuropatia quimioterapica. De fato, a utilidade de agentes antioxidantes e
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mitoprotetores tem sido investigada para prevenir ou aliviar o comprometimento mitocondrial
e desenvolvimento de neuropatia sensorial. Contudo em estudos clinicos tais agentes
apresentam acédo limitada na dor neuropatica (KIM et al., 2010; FIDANBOYLU et al., 2011).
Esse resultado pode refletir a curta duracdo do efeito protetor dessas substéncias, sendo
utilizados em uma sindrome cronica associada a alteracGes fisiopatologicas mantidas. Nesse
sentido, a terapia celular parece ter perfil mais favoravel, considerando que a reducdo dos
niveis de NO no nervo ap0s um unico transplante de CMsMO foi mantida durante todo o
periodo experimental. Por outro lado, os efeitos do tratamento com CMsMO na neuropatia
quimioterdpica clinica precisam ser ainda investigados.

Os dados de mensuracdo de MDA reforcam a hipotese mecanistica para CMsMO na
neuropatia quimioterapica. A ocorréncia de peroxidacdo lipidica foi evidenciada nos animais
neuropéticos pelo aumento significativo de MDA no nervo isquiatico desses animais em
relacdo aos ndo neuropaticos. MDA ¢é um dos aldeidos originarios da decomposi¢do dos
peréxidos de acidos graxos poliinsaturados de membranas. Os lipideos celulares sdo alvos
frequentes das espécies reativas formadas durante o estresse oxidativo (CONKLIN et al.,
2004). Os aldeidos sdo produtos secundarios da peroxidacdo lipidica mais estaveis que 0s
produtos primarios, podendo atravessar membranas e lesar seus componentes. A peroxidagdo
lipidica altera funcdes bioldgicas de organelas como peroxissomos, reticulo endoplasmatico e
mitocondrias (NOHL e HEGNER, 1978). Na neuropatia por oxaliplatina, o papel da
peroxidacdo lipidica ja foi proposto. Em modelo de neuropatia induzida por OXL foram
demonstrados niveis aumentados de produtos de peroxidacdo lipidica na medula espinal,
culminando em desbalanco redox e alteracdo da funcdo de peroxissomos (ZANARDELLI et
al., 2014). Dados apresentados aqui estdo de acordo essa hipotese ja que os niveis de MDA
nos nervos isquiaticos de camundongos com neuropatia por OXL foram maiores que nos de
camundongos ndo neuropaticos. Em adigdo, o tratamento com CMsMO reduziu os niveis de
MDA nos nervos de animais neuropaticos. Estes achados coincidem com os resultados
obtidos para NO confirmando a habilidade das células em promover o balango redox.

Em suma, este trabalho evidencia os efeitos antinociceptivos de CMsMO na
neuropatia cronica induzida por OXL. A acdo antinociceptiva de CMsMO parece estar
associada a efeitos antioxidantes e mitoprotetores no tecido nervoso, reestabelecendo a
homeostase redox e fungdes sensoriais. Este trabalho contribui como base inicial para o futuro

emprego de CMsMO na terapéutica da neuropatia quimioterapica refrataria.
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7 CONCLUSOES

Os resultados apresentados e analisados neste trabalho, permitem concluir que:

O transplante de CMsMO induz efeito antinociceptivo duradouro na neuropatia crénica por
OXL;

O efeito antinociceptivo de CMsMO na neuropatia crénica por OXL € mais consistente e

duradouro do que aquele obtido com o tratamento didrio com gabapenting;

CMsMO melhoram o ambiente homeostatico oxidativo no nervo periférico de animais
neuropéticos, o que pode representar um dos mecanismos pelos quais essas células induzem

antinocicepg¢éo na neuropatia cronica por OXL.
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