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RESUMO

INTRODUCAO: A neuropatia diabética sensorial (NDS) é uma das mais comuns
complicagdes do diabetes que se manifesta por distirbios sensitivos cronicos como dor
neuropdtica e perda de sensibilidade, os quais contribuem para o desenvolvimento do pé
diabético, podendo resultar em ulceracio e amputacio do membro afetado. Diante deste
cendrio, em funcao de suas propriedades regenerativas e analgésicas, células mesenquimais de
medula 6ssea (CMsMO) tém sido consideradas promissoras no tratamento das neuropatias em
relacdo a terapéutica atual disponivel. OBJETIVO: Investigar os possiveis mecanismos
envolvidos no efeito teraputico das CMsMO em modelo murinho de NDS. METODOS:
Quatro semanas ap6s a indu¢do do modelo por estreptozotocina (STZ), camundongos C57B1/6
(CEUA L-IGM-025/11) receberam uma administracdo endovenosa de CMsMO (1x10°), salina
ou gabapentina (70 mg/kg, v.o., 12h/12h por 6 dias) e os limiares nociceptivos térmico
(hargreaves) e mecénico (filamentos de von Frey) foram avaliados por 12 semanas. Na 12*
semana, segmentos do nervo isquidtico foram coletados para avaliacdes histolégicas por
microscopia optica e eletronica de transmissdo. Amostras de nervo isquiatico, medula espinal,
ganglio da raiz dorsal (GRD), baco e figado foram recolhidas para pesquisa das CMsMO
transplantadas por PCR quantitativo em Tempo Real (RT-qPCR), assim como a por¢ao L4-L5
da medula espinal foi coletada para andlise da expressio de fatores antioxidantes e
quantificagdo de produtos do estresse oxidativo. O perfil de ativagdo de microglia, astrocitos e
niveis de expressao de galectina-3 na medula espinal foram avaliados por imunofluorescéncia.
Para investigar a hipétese da acdo parZ%erina, o efeito do meio condicionado obtido do cultivo
de CMsMO (MC-CMsMO) ou ves™culas extracelulares derivadas de CMsMO (VEs-CMsMO)
sobre o limiar nociceptivo foi avaliado e VEs-CMsMO foram caracterizadas quanto a sua
morfologia, tamanho, quantidade e contetido proteico. RESULTADOS: O tratamento com
CMsMO reduziu a alodinia mec<nica e a hipoalgesia t’rmica, igualando os limiares
nociceptivos de animais neurop%icos Squeles do grupo naive. Por outro lado, o tratamento com
gabapentina (70mg/kg) reduziu a alodinia e a hipoalgesia somente durante o protocolo de
administra“‘o do fY%amaco. An%ises por microscopia mostraram que animais com neuropatia
apresentaram atrofia axonal, redu“‘o do n&mero de fibras miel™nicas, atipia mitocondrial e
redu“‘o da %ea e densidade das fibras amiel nicas no nervo isqui%ico e que o transplante com
CMsMO preveniu o desenvolvimento de tais altera“£es histolYgicas no nervo, bem como o
aumento dos n"veis de express ‘o de fatores antioxidantes, nitrito e MDA na medula de animais
com NDS. Animais neurop%icos apresentaram aumento no nmero de astrYcitos e micrYglia
ativados, assim como express‘o de galectina-3 na medula espinal. Este efeito foi inibido pelo
transplante de CMsMO, evidenciando a“‘o moduladora das CMsMO na neuroinflama®“‘o
espinal. O rastreio das c’lulas transplantadas demonstrou que estas possuem tend-ncia em
migrar para Yrg* os filtrantes e ainda assim produzir efeito, evidenciando uma a**‘o par%erina.
Em linha com esta hip¥ese, a infus‘o do MC-CMsMO em animais diab’ticos conseguiu
reverter os par<metros comportamentais da neuropatia sensorial de forma semelhante ao
tratamento com CMsMO. Resultados da caracteriza*‘ o das VEs-CMsMO mostraram ves culas
com tamanho entre 100-500nm, por’m a an%se do seu proteoma revelou-se inconclusiva.
Contudo, a administra“‘o de VEs-CMsMO foi capaz de produzir efeito antinociceptivo,



levando os limiares nociceptivos de animais com neuropatia a n"veis similares ao de animais
saud%eis. CONCLUSAO: Este conjunto de resultados mostram que o transplante de CMsMO
ou infusdo do MC-CMsMO ou VEs-CMsMO foram capazes de reverter 0s parametros
comportamentais indicativos de dor neuropatica e que, além dos efeitos neuroprotetores de
CMsMO no nervo periférico, sua acdo parécrina pode ser responsavel pela modulagdo da
neuroinflamacéo espinal, podendo esta ser considerada como um importante mecanismo pelo
qual as células mesenquimais induzem efeitos terapéuticos durante a neuropatia diabética
sensorial.

PALAVRAS-CHAVE: Neuropatia diabética sensorial, Células mesenquimais, Meio
condicionado, Vesiculas extracelulares, Neuroinflamag&o.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Sensory diabetic neuropathy (SDN) is one of the most common
complications of diabetes manifested by chronic sensory disorders such as neuropathic pain and
loss of sensation, which contribute to the development of the diabetic foot, which may result in
ulceration and amputation of the affected limb. Given this scenario, due to their regenerative
and analgesic properties, bone marrow mesenchymal cells (BM-MSC) have been considered
promising in the treatment of neuropathies in relation to current available therapy. AIM: To
investigate the possible mechanisms involved in the therapeutic effect of BM-MSC in a murine
SDN model. METHODS: Four weeks after streptozotocin (STZ) model induction, C57BI/6
mice (CEUA L-IGM-025/11) received intravenous administration of BM-MSC (1x106), saline
or gabapentin (70 mg / kg, vo, 12h / 12h for 6 days) and the thermal (hargreaves) and
mechanical (von Frey filaments) nociceptive thresholds were evaluated for 12 weeks. At week
12, sciatic nerve segments were collected for histological evaluations by light and transmission
electron microscopy. Samples of sciatic nerve, spinal cord, dorsal root ganglion (DRG), spleen,
and liver were collected for quantitative Real-Time PCR (RT-gPCR) transplanted BM-MSC,
as well as the L4-L5 portion of the spinal cord was collected. for analysis of the expression of
antioxidant factors and quantification of oxidative stress products. The activation profile of
microglia, astrocytes and levels of galectin-3 expression in the spinal cord were evaluated by
immunofluorescence. To investigate the hypothesis of paracrine action, the effect of
conditioned media obtained from culturing BM-MSC (CM-BM-MSC) or extracellular vesicles
derived from BM-MSC (EVs-BM-MSC) on the nociceptive threshold was evaluated and VEs-
BM-MSC were characterized for morphology. , size, quantity and protein content. RESULTS:
BM-MSC treatment reduced mechanical allodynia and thermal hypoalgesia by equalizing the
nociceptive thresholds of neuropathic animals to those in the naive group. Conversely,
gabapentin treatment (70mg/kg) reduced allodynia and hypoalgesia only during the drug
administration protocol. Microscopic analysis showed that animals with neuropathy had axonal
atrophy, reduced number of myelin fibers, mitochondrial atypia, and reduced area and density
of myelinic fibers in the sciatic nerve and that transplantation with BM-MSC prevented the
development of such histological changes in the nerve, as well as as increased levels of
expression of antioxidant factors, nitrite and MDA in the marrow of animals with SDN.
Neuropathic animals showed increased number of activated astrocytes and microglia, as well
as expression of galectin-3 in the spinal cord. This effect was inhibited by BM-MSC
transplantation, showing modulating action of BM-MSC on spinal neuroinflammation.
Screening of transplanted cells showed that they have a tendency to migrate to filtering organs
and still produce effect, showing a paracrine action. In line with this hypothesis, CM-BM-MSC
infusion in diabetic animals was able to reverse the behavioral parameters of sensory
neuropathy similarly to BM-MSC treatment. Results of the characterization of the EVs-BM-
MSC showed vesicles with size between 100-500nm, but the analysis of their proteome proved
inconclusive. However, the administration of EVs-BM-MSC was able to produce
antinociceptive effect, bringing nociceptive thresholds of animals with neuropathy to similar
levels to healthy animals. CONCLUSION: This set of results show that BM-MSC
transplantation, CM-BM-MSC or EVs-BM-MSC infusion were able to reverse behavioral
parameters indicative of neuropathic pain and that, in addition to the neuroprotective effects of



BM-MSC on the peripheral nerve, its paracrine action may be responsible. by modulation of
spinal neuroinflammation, which can be considered as an important mechanism by which
mesenchymal cells induce therapeutic effects during sensory diabetic neuropathy.

KEYWORDS: Sensory diabetic neuropathy, Mesenchymal cells, Conditioned medium,
Extracellular vesicles, Neuroinflammation.
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1. INTRODUCAO

O diabetes ¢ uma das principais sindromes que acometem o ser humano. Com
prevaléncia mundial estimada de 463 milhdes e cerca de 16,8 milhdes de brasileiros afetados
(Federacdo Internacional do Diabetes — IDF, 2019), ela provoca uma série de complicacdes que
contribuem para a reducdo da qualidade e expectativa de vida dos individuos. Entre essas
complicagdes se destaca a neuropatia diabética sensorial (NDS), que acomete cerca de 50% dos
pacientes diabéticos (BOULTON et al., 2005; EDWARDS et al., 2008). A NDS compreende
um grupo heterogéneo e complexo de alteragcdes que envolvem diferentes partes do sistema
nervoso periférico somatico e autbnomo, podendo ser simétrica ou assimétrica, focal ou
multifocal (TESFAYE, 2007a; VINIK et al., 2008). Dos sintomas que apontam para 0 Seu
desenvolvimento, os mais encontrados sdo 0s sensoriais como as parestesias, diminuicdo da
sensibilidade cutanea e a dor neuropatica, que interferem em diferentes aspectos biologicos,
psicoldgicos e sociais desse grupo de pacientes (ZIEGLER, 2009; DELI et al., 2014).

A dor neuropética pode se manifestar de véarias formas, como por exemplo, dor
paroxistica, dor evocada por estimulos ndo nocivos (alodinia), aumento da intensidade da dor
induzida por estimulos nocivos (hiperalgesia) ou como uma combinagdo paradoxal de perda
sensorial e hiperalgesia (GALVAO, 2005). Nesses casos, 0 tratamento farmacoldgico de
primeira escolha é baseado no uso de medicamentos de acdo central, como 0s
anticonvulsivantes (como gabapentina, pregabalina, carbamazepina e lamotrigina) e
antidepressivos (como amitriptilina e imipramina). Esses farmacos possuem eficacia moderada
na reducdo da dor e em apenas 50% dos pacientes tratados. Além disso, ndo possuem acao
curativa, atuando apenas como tratamento paliativo (PELTIER et al., 2014), e provocam uma
série de efeitos adversos, comprometendo a adeséo do paciente ao tratamento ou reduzindo sua
qualidade de vida. Além da dor neuropatica, a diminuicdo da sensibilidade cutanea em pacientes
diabéticos também representa uma condicdo clinica debilitante, pois torna os pés vulneraveis a
traumas, resultando em ulceragdo, a qual possui uma elevada taxa de infeccdo e
consequentemente pode provocar a amputacdo do membro (IRAJ et al., 2013). Diante disso, 0
desenvolvimento de novos procedimentos terapéuticos e medicamentos visando o adequado
controle da neuropatia sensorial de origem diabética torna-se prioritario.

Uma estratégia para a regeneracdo ou restabelecimento funcional do tecido nervoso
lesionado ¢ o uso de células-tronco (SYKOVA et al., 2006; JESUS et al., 2011; PAN et al.,
2017; ZHANG, X. et al., 2017; ZHENG et al., 2019). Estas sdo células indiferenciadas que

possuem a capacidade de autorrenovacao e de se diferenciar em varios tipos celulares, podendo
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ser de origem embrionaria ou adulta (SANTOS et al., 2011). As células mesenquimais de
medula 6ssea (CMsMO) compreendem células-tronco com grande potencial de diferenciacéo,
tendo a funcdo fisioldgica de manter o estado de homeostase do organismo, por meio da
reposicdo de células destruidas por lesdes ou doencas, e pela liberagdo de fatores paracrinos
que estimulam a regeneracdo (WAGERS e WEISSMAN, 2004; LI et al., 2014). Na dltima
década, o potencial terapéutico de células-tronco nas neuropatias tem sido proposto. A
administracdo de diferentes tipos de células-tronco reduz a dor neuropatica comportamental em
modelos experimentais (SINISCALCO etal., 2011; CHEN et al., 2017; SUN et al., 2017) e em
pacientes (SHIN et al., 2015; VAQUERO et al., 2017). Estudos realizados em nosso laboratorio
demonstraram pela primeira vez o efeito antinociceptivo de células-tronco na neuropatia
diabética experimental (GUIMARAES et al., 2013a; EVANGELISTA, 2014). Esses trabalhos
mostraram que o tratamento com CMsMO reverte a neuropatia sensorial comportamental e
reduz as alteracbes morfologicas no nervo isquidtico de camundongos com neuropatia
diabética. Entretanto, os mecanismos envolvidos nos efeitos das CMsMO durante a neuropatia
sensorial ndo sdo ainda bem compreendidos.

Em detrimento as teorias inicias de diferenciacdo e fusdo celular, tem sido amplamente
aceito que os efeitos terapéuticos de células mesenquimais decorrem de sua acdo paracrina
(SEO e CHO, 2012). Em linha com essa hipotese, tem sido demonstrado que o secretoma de
células mesenquimais induz efeitos terapéuticos similares aos das células per si em diferentes
condicdes experimentais (MARTINS etal., 2017; OGATA etal., 2017; SEVIVAS et al., 2017),
incluindo as propriedades neuroprotetoras (LIANG et al., 2014). O secretoma de células
mesenquimais é constituido por fatores sollveis e vesiculas extracelulares (VES) que contém
moléculas biologicamente ativas como fatores de crescimento, citocinas e RNAs (BEER et al.,
2017). As VEs sdo classificadas em exossomas, corpos apoptoticos e microvesiculas e estdo
envolvidas na comunicacdo, sinalizacdo e morte celular. Estas podem ser liberadas na corrente
sanguinea, chegar a 6rgdos distantes e alterar o metabolismo de células e tecidos (LAZARO-
IBANEZ et al., 2014; BEER et al., 2017). Recentemente, a contribuicio das VEs derivadas de
células mesenquimais para as acdes terapéuticas dessas células tem sido proposta (PHINNEY
e PITTENGER, 2017). Seus efeitos terapéuticos foram observados em modelos experimentais
de doenca renal, lesdo hepética aguda, infarto do miocardio e leséo encefalica (HE et al., 2012;
BIAN et al., 2014; ANGULSKI et al., 2017; CHEN et al., 2017; DROMMELSCHMIDT et al.,
2017). Entretanto, a contribuicdo de VEs derivadas de CMsMO para os efeitos da terapia celular

na neuropatia diabética ainda ndo foi estabelecida.
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Diante do exposto acima, a presente tese foi delineada para investigar possiveis
mecanismos de acdo de CMsMO durante a neuropatia sensorial diabética, avaliando parametros
bioquimicos, celulares e estruturais envolvidos na fisiopatologia da neuropatia diabética. Em
adicdo, a hipotese do mecanismo da acédo paracrino de CMsMO foi investigada, pela avaliacdo
do efeito do secretoma e VEs derivados de CMsMO sobre a neuropatia sensorial

comportamental.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar possiveis mecanismos de acdo das CMsMO durante a neuropatia sensorial diabética

em modelo murino.

2.2 ESPECIFICOS

e Caracterizar o efeito do transplante de CMsMO sobre as alteracGes de sensibilidade dos
camundongos em modelo de neuropatia sensorial diabética;

e Verificar se o transplante de CMsMO reduz as altera¢cdes morfoldgicas e morfométricas
no nervo isquiatico de camundongos com neuropatia diabética;

e Avaliar se o transplante de CMsMO modula a ativacao glial e expresséo de galectina-3
na medula espinal de animais com neuropatia diabética;

e Demonstrar se o transplante de CMsMO modula o estresse oxidativo espinal presente
na neuropatia diabética;

e Investigar a biodistribuicdo e tempo de permanéncia das CMsMO transplantadas nos
tecidos dos camundongos tratados;

e |solar e caracterizar as VEs derivadas de CMsMO;

e Verificar se 0 meio condicionado de cultura de CMsMO e VE derivadas de CMsMO séo
capazes de reduzir as alteracfes de sensibilidade dos camundongos com neuropatia
diabética, comparando seus efeitos aos das CMsMO.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 DIABETES MELITO

O diabetes melito (DM) é uma das principais sindromes que acometem o ser humano, e
compreende um grupo heterogéneo de distirbios metabolicos que apresentam em comum a
hiperglicemia, a qual é resultante da reducdo da producdo ou perda da capacidade de acdo da
insulina. Sua classificagdo atual baseia-se na etiologia e ndo mais no tipo de tratamento,
portanto, como proposto pela Organizagdo Mundial da Satude (OMS) e Sociedade Brasileira de
Diabetes (SBD), existem quatro tipos de DM. O DM do tipo 1 é caracterizado pela destruicéo
das células B pancreaticas por processo autoimune; o tipo 2 decorre de alteracdes na acdo ou
secrecdo da insulina, estando intimamente relacionado com a obesidade; o DM gestacional,
diagnosticado durante a gravidez; e tipos especificos de DM, causados por processos como
infeccdo, defeitos genéticos na fungdo das células B, induzida por medicamentos, agentes
quimicos, entre outros (DE OLIVEIRA et al., 2000).

De acordo com a OMS, uma pandemia de diabetes estd em curso em virtude do
envelhecimento da populagdo, urbanizacao, méa qualidade de vida e sedentarismo (OMS, 1999).
Dados recentes da Federacao Internacional do Diabetes indicam que a cada 11 adultos, 1 possui
a doenca. Isso corresponde a uma prevaléncia mundial estimada em 463 milhdes de pessoas
afetadas, sendo que cerca de 40% dos diabéticos residentes nas Américas central e do sul ainda
ndo foram diagnosticados. Neste contexto, o Brasil é o quinto pais com maior nimero de
diabéticos, possuindo cerca de 16,8 milhdes de pessoas afetadas, ficando em terceiro lugar no
ranking dos paises que mais possuem despesas referentes ao tratamento e prevencdo de DM
(IDF ATLAS, 2019).

Além de provocar altos custos financeiros mundiais, o0 DM provoca uma série de
complicacdes que contribuem para a reducdo da qualidade e expectativa de vida dos individuos,
tais como retinopatia (LIU et al., 2002), problemas renais (AL-RUBEAAN et al., 2014) e
vasculopatias (MUREA et al., 2012). Dentre essas complicacdes se destaca a neuropatia
diabética sensorial, que acomete cerca de 50% dos pacientes que possuem diabetes ha mais de
25 anos (CANDRILLI et al., 2007).
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3.1.1 Neuropatia diabética

A neuropatia diabética compreende um grupo heterogéneo e complexo de alteragdes que
envolvem diferentes partes do sistema nervoso periférico e autbnomo e é responsavel por
elevado quadro de morbidade e mortalidade em pacientes diabéticos (TESFAYE, 2007b;
VINIK et al., 2008). Dentre os varios tipos, a polineuropatia simétrica e distal é a forma mais
comum de neuropatia diabética, com uma prevaléncia que pode variar de 8% em pacientes
diagnosticados precocemente, a mais de 50% em individuos diabéticos diagnosticados h& mais
de 25 anos. Esta pode ser caracterizada pela presenca de anormalidades sensoriais cronicas
como dor neuropatica coexistente com perda de sensibilidade (EDWARDS et al., 2008;
OBROSOVA, 2009; ZIEGLER, 2009; TESFAYE et al., 2010).

Ja é conhecido que a hiperglicemia persistente é o principal fator de risco para o
desenvolvimento da neuropatia diabética, porém fatores como idade avancada, duracdo da
doenca e sedentarismo também contribuem para seu agravo (EDWARDS et al., 2008). Neste
sentido, varios mecanismos tém sido propostos para explicar as anormalidades estruturais e
funcionais associadas a neuropatia diabética, entre eles: o aumento do fluxo da glicose para a
via do poliol e das hexosaminas, ativacdo excessiva ou inapropriada da proteina quinase C
(PKC), o acumulo de produtos finais de glicacdo avancada e o estresse oxidativo (YAGIHASHI
etal., 2011).

O aumento da concentragdo de glicose intracelular em tecidos insulino-independentes
pode ativar vias acessorias do metabolismo da glicose, tais como a via do poliol, a qual envolve
a reducdo da glicose em sorbitol pela aldose redutase e sua reoxidacdo em frutose. O excesso
de sorbitol e frutose podem promover aumento do influxo de &gua comprometendo a
osmolaridade celular. No sistema nervoso periférico, o acimulo de sorbitol, por apresentar
semelhanca estrutural com o mio-inositol, reduz a captacdo deste importante regulador da
bomba sddio-potassio ATPase neuronal, provocando diminuicdo da velocidade da conducéo do
nervo. Além disso, esta via é capaz de inibir a producdo de potentes vasodilatadores pelas
células endoteliais como o 6xido nitrico (NO) e a prostraciclina, contribuindo para a reducéo
do fluxo sanguineo no nervo (YAGIHASHI et al., 2011; FELDMAN et al., 2017).

O aumento de glicose intracelular pode ainda ativar a via das hexosaminas. Neste
processo, 0 excesso de frutose-6-fosfato, um metabolito intermediario da via glicolitica, pode
ser desviado e convertido através da enzima glutamina-frutose-6-fosfato aminotransferase
(GFAT) em glicosamina-6-fosfato. Esta é posteriormente processada em uridina difosfato-N-

acetilglucosamina (UDPGIcNAC), a qual pode aumentar a atividade do fator de transcri¢do Spl
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e consequente aumento da expressdo de proteinas envolvidas na patogénese das complicacGes
vasculares encontradas no nervo diabético, tais como aumento do fator transformador do
crescimento-o. (TGF-a) ¢ TGF-B1, além do inibidor da ativagdo do plasminogénio (PAI-1)
(LEINNINGER et al., 2004; BUSE, 2006; OYENIHI et al., 2015)

O excesso de glicose pode também promover a formacdo de um mensageiro lipidico
ativador da PKC, o diacilglicerol (DAG). A ativacdo da PKC promove a fosforilacdo da
NADPH-oxidase culminando na produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e inicio de
uma cascata de sinalizag¢do intracelular que resultard em ativagdo do fator de transcri¢dao
nuclear-kB (NF-kB), aumento da expressdo de citocinas pré-inflamatérias e da atividade da
endotelina-1, potente vasoconstritor, contribuindo para reducdo do fluxo sanguineo e hipdxia
do nervo (HOSSEINI; ABDOLLAHI, 2013; VOLPE et al., 2018).

Outro fator de grande importancia para a fisiopatologia da neuropatia diabética € a
formacao de produtos finais de glicagdo avancada (AGEs, do inglés — advanced glication end-
products), resultantes da glicacdo ndo-enzimatica de proteinas, nucleotideos e lipidios
(BHATTACHARIEE et al., 2017). Estes podem modificar proteinas como a albumina, assim
como moléculas intracelulares envolvidas na regulacdo génica, ativando o seu receptor celular
e interferindo na sinalizacdo entre a matriz e a célula. A ativacdo dos receptores de AGEs
(RAGES), estimula a producao de citocinas pro-inflamatorias, como a interleucina-1p (IL-1p),
a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-o (TNF-a) (BROWNLEE, 2005;
CREAGER et al., 2006; DEWANIJEE et al., 2018). Nos neur6nios, a ativacao destes receptores
também podem induzir a producdo de EROs via NADPH oxidase, promovendo disturbios
bioquimicos prejudiciais para o suporte neurotrofico do nervo (SUGIMOTO et al., 2008). Em
conjunto, estes eventos contribuem para produ¢do de um estresse oxidativo, considerado crucial
para o desenvolvimento e manutenc¢io da neuropatia diabética (OYENIHI et al., 2015).

Além dos fenbmenos citados acima, radicais livres podem provocar danos no DNA e
ativar proteinas da membrana mitocondrial provocando a liberacdo de citocromo C e ativagdo
da caspase 3, resultando em apoptose. Estes radicais podem ativar o NF-xB nas células de
Schwann, células endoteliais e neurbnios, promovendo a transcricdo de moléculas pro-
inflamatorias que levam & ativacdo de macrofagos. Os macréfagos podem contribuir para a
neuropatia diabética por varios mecanismos, como liberacdo de mais citocinas pro-
inflamatdrias, producédo de EROs e proteases, que juntos, produzirdo lesdo celular oxidativa e
degeneracéo da bainha de mielina (YAGIHASHI et al., 2011).

Como resultado, estes mecanismos podem contribuir de forma significativa para o

processo de lesdo neuronal e degeneragdo dos nervos periféricos, comprometendo
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drasticamente a fungdo dos neurdnios sensoriais através da reducdo do limiar de ativacdo e da
velocidade de condugdo do nervo, os quais séo clinicamente expressos por sintomas como
alteracdo da sensibilidade e dor neuropatica, quadro conhecido como neuropatia diabética
sensorial (DELI et al., 2014).

3.1.2 Neuropatia diabética sensorial

A NDS é caracterizada pela presenca de dor, parestesia e perda sensorial (DELI et
al.,2014) e apesar de possuir mecanismos fisiopatolégicos pouco conhecidos, acredita-se que
as descargas anormais dos neurdnios sensoriais afetados pela hiperglicemia, seja o principal
mecanismo responsavel pelo seu desenvolvimento (BROCK et al., 2014; CHEN et al., 2015).
Este fendbmeno resulta em degeneracdo e perda axonal que pode vir acompanhada de
desmielinizagdo segmentar e reducao da capacidade de regeneracdo do nervo, ocasionando dor
neuropatica e perda de sensibilidade, na maioria dos casos, com localizacao simétrica e distal
(POLYDEFKIS et al., 2004; LENNERTZ et al., 2011; FATEHI et al., 2013).

Dentre os sintomas que apontam para o desenvolvimento da NDS, a dor neuropética é um
dos mais encontrados na literatura. Estima-se que a prevaléncia de dor neuropatica em pacientes
com NDS possa variar de 3 a 25%, de acordo com o critério de diagnostico utilizado
(BOULTON et al.,, 2004; KAMENOV e TRAYKOV, 2013). Na prética, esta condicdo é
clinicamente caracterizada pela ocorréncia de dor espontanea associada a disturbios sensitivos,
tais como parestesias, hiperalgesia e alodinia, bem como fendmenos subjetivos descritos como
"gueimacdo" e sensacdes de "choque elétrico™ geralmente com exacerbacdo noturna. Esta
condicdo dolorosa pode persistir por anos e é frequentemente refrataria ao tratamento
medicamentoso convencional e que ndo modifica o padrdo da doenga (TESFAYE et al., 2010).

Além da dor neuropaética, a perda gradual da sensibilidade a estimulos téteis e térmicos
é sintoma frequente em pacientes com neuropatia diabética sensorial (LENNERTZ et al., 2011).
Neste processo, a diminuicdo da sensibilidade é consequéncia da cronicidade da neuropatia, a
qual pode aumentar consideravelmente o risco de lesdo provocada por queimaduras, aumento
da pressdo ou por objetos perfurocortantes (VOLMER-THOLE e LOBMANN, 2016). Estes
fendmenos associados a neuropatia motora podem resultar em atrofia da musculatura do pé e
consequente mau posicionamento dos dedos (pés em garra); distribuicao desigual da presséo da
pisada, marcha insegura e desenvolvimento de calosidades que, com a continua deambulacéo

pode provocar ulceracdes e servir de porta de entrada para o desenvolvimento de infecgéo,
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resultando em amputagdo do membro (CAIAFA et al, 2011; VOLMER-THOLE e
LOBMANN, 2016)

Estudos demonstram que as células da glia, importantes na manutencdo da homeostase
do sistema nervoso, possuem papel crucial no desenvolvimento e progressio da neuropatia
diabética sensorial (RAHMAN et al., 2016; GONCALVES; VEGTER; PALLESEN, 2018). A
constante liberacao de neurotransmissores excitatorios (glutamato e substéncia P), fatores
neurotroficos como o BDNF (brain derived-neurotrophic factor), ATP e quimiocinas pelo
neurdnio aferente primario pode resultar em ativacdo das células gliais ha medula espinal de
animais com neuropatia diabética sensorial MCMAHON e MALCANGIO, 2009; WEN et al.,
2011; MIKA et al., 2013). Neste sentido, dentre as diversas vias de sinalizacdo envolvidas na
ativacdo glial, a via do NF-xB tem ganhado lugar de destaque. Pesquisadores observaram que
animais nocaute para NF-kB nio desenvolveram alodinia mecanica em modelo de neuropatia
diabética induzida por STZ, assim como o tratamento com seu inibidor foi capaz de prevenir o
aparecimento da dor neuropatica em modelo experimental (QUAN et al., 2007; BERTI-
MATTERA et al., 2008).

Estudos demonstram que o excesso de glicose, tanto em cultura de células microgliais
como a hiperglicemia em animais diabéticos, é um fator chave no desenvolvimento do estresse
oxidativo, ativacdo do NF-«B e liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias pela micréglia (QUAN
et al., 2007; ZHANG et al., 2013). O excesso de acucar induz alteracbes metabdlicas e
enzimaticas, que culminam com o aumento da peroxidacdo lipidica, formacdo de espécies
reativas e AGEs, além de alterar a funcdo de enzimas antioxidantes como glutationa redutase e
superoxido dismutase. Esses eventos sdo provavelmente responsaveis por manter a neuropatia
sensorial mesmo depois de realizado o controle adequado da hiperglicemia (WANG et al.,
2014).

A relacdo entre a hiperglicemia e a inflamacdo no sistema nervoso, conhecido como
neuroinflamacao, abriu vertente para a pesquisa de substancias que possam estar envolvidas na
regulacdo deste processo. Diversos estudos tem demonstrado o envolvimento da galectina-3
(Gal-3) nas complicagOes oriundas do diabetes (MELIN et al., 2018; MENDONCA et al., 2018;
BRIANA e MALAMITSI-PUCHNER, 2019; CHEN et al., 2019; HODEIB et al., 2019). Esta
¢ conhecida como uma proteina ligante de [B-galactosideos e que possui afinidade por
glicoconjugados ricos em N-acetil-Lactosamina (LIU et al., 2002). Sua ampla fungéo bioldgica
depende da localizagdo e tipo celular que a expressa, podendo ser encontrada no meio
extracelular, no citoplasma e no nucleo das células, regulando processos como: apoptose,

inflamacdo, ciclo, sinalizagcdo e adesdo celular (LIU et al., 2002; IACOBINI et al., 2003;
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KRZESLAK e LIPINSKA, 2004). Um estudo publicado por ARAGNO e colaboradores (2005)
demonstrou que os niveis de Gal-3, RAGE e do fator de transcricdo kappaB (p65) estdo
aumentados no hipocampo de ratos diabéticos induzidos por STZ e que a administracdo da
dehidroepiandrosterona, um horménio esteroide que possui propriedade antioxidante, foi capaz
de reverter os niveis da expressdo desses compostos, sugerindo que o estresse oxidativo é capaz
de desencadear uma cascata de eventos, na qual a galectina-3 esta envolvida, resultando em
dano neuronal. Recentemente, estudos revelaram que pacientes com diabetes do tipo Il
apresentam niveis elevados de galectina-3 comparado com individuos saudaveis, podendo esta
molécula ser considerada como um biomarcador do diabetes e pré-diabetes (WEIGERT et al.,
2010; YILMAZ et al., 2015).

O envolvimento da Gal-3 na neuropatia diabética ainda nao foi evidenciado. Porém,
estudos recentes demonstraram que animais nocaute para Gal-3 e com neuropatia pos-herpética
apresentaram alodinia diminuida, assim como a utilizacdo de um inibidor da Gal-3 possibilitou
a reducdo da hipersensibilidade mecanica e térmica em animais neuropaticos por ligadura do
nervo espinal (TAKASAKI et al., 2012; MA et al., 2016), indicando que esta lectina contribui
para a neuropatia sensorial. Assim, devido a sua natureza multifuncional, a Gal-3 pode estar
envolvida em fendmenos fisiopatoldgicos distintos, incluindo resposta imunoldgica e
inflamatoria, neurodegeneracéo, aterosclerose, diabetes e reparo tecidual (revisado por (YANG
et al., 2008), podendo também estar envolvida em mecanismos de ativacdo das células gliais

contribuindo para o desenvolvimento e manutencdo da neuropatia diabética sensorial.

3.1.2 Tratamento da neuropatia diabética sensorial

Como descrito acima, a hiperglicemia e/ou a resisténcia ou déficit da insulina, sdo
fatores primordiais para o desenvolvimento da NDS. Assim, o tratamento da neuropatia
diabética muitas vezes esta baseado no controle glicémico. Uma vez normalizados os niveis de
glicose no sangue, as alteragbes nervosas podem ser reduzidas e ativados mecanismos de
regeneracdo (SHAKHER, JAYADAVE e STEVENS, MARTIN J., 2011). Porém, estudos
indicam que o controle glicémico possui menor eficacia em pacientes com diabetes tipo 2,
demonstrando que, apesar das semelhancas, os diferentes tipos de diabetes possuem
mecanismos e complicagBes diferentes, tais como o envolvimento de fatores como a
dislipidemia e resisténcia a insulina (CALLAGHAN et al., 2012).
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Tendo em vista que o controle glicémico é a Unica forma de tratamento capaz de
modificar o padrdo da doenga, estudos indicam que o uso da metformina, uma
dimetilbiguanidina essencial para a regulacéo dos niveis glicémicos no diabetes tipo 2, possuli
vantagens em comparacdo a outros hipoglicemiantes orais, tais como as sulfonilureias e as
tiazolidinedionas. Dentre as vantagens, estdo a auséncia de ganho de peso, baixo risco de
hipoglicemia e melhora do perfil lipidico (SCARPELLO e HOWLETT, 2008). Neste sentido,
a metformina pode ser capaz de diminuir a oxidacao de acidos graxos, aumentar a translocagédo
do transportador de glicose (GLUT4) e reduzir a gliconeogénese hepatica, além de prevenir a
transicdo da permeabilidade mitocondrial (TPM) resultando em protecdo contra a apoptose
induzida pela hiperglicemia (ROMAN-PINTOS et al., 2016). Porém, o controle glicémico
precisa ser associado a ferramentas terapéuticas capazes de promover analgesia em pacientes
com NDS. Assim, varios medicamentos, entre eles os antidepressivos triciclicos, inibidores
seletivos da recaptagdo de serotonina e noradrenalina (ISRSN) e anticonvulsivantes, sao
frequentemente usados no tratamento sintomatico da neuropatia diabética sensorial
(PASNOOR et al., 2013).

Por muitos anos, o uso de antidepressivos triciclicos como amitriptilina e imipramina,
foi considerado o tratamento de primeira escolha para o alivio da dor neuropatica de origem
diabética (HOSSEINI e ABDOLLAHI, 2013a; FELDMAN et al., 2019). Além de bloquear a
recaptacdo de monoaminas, este grupo de medicamentos podem inibir os canais de sddio e
calcio, além dos receptores para 0 N-metil D-aspartato (NMDA), inibindo a hiperexcitabilidade
neuronal (HOSSEINIe ABDOLLAHI, 2013a). Porém, a grande quantidade de efeitos adversos,
associada a sua cardiotoxicidade e ao longo periodo necessario para o ajuste da dose para o
paciente, dificulta a adesdo a estes farmacos no manejo da dor neuropatica (DWORKIN et al.,
2007). Nestes casos, uma alternativa seria 0 uso dos inibidores seletivos da recaptacdo da
serotonina e noradrenalina, tais como a duloxetina e venlafaxina. Porém, estes medicamentos
também estdo associados a uma gama de efeitos adversos (tontura, fadiga, nduseas e insonia),
mais severos que os observados com anticonvulsivantes (FELDMAN et al., 2019).

Dentre os anticonvulsivantes, a gabapentina e a pregabalina podem ser utilizados como
medicamentos de primeira escolha para o tratamento da dor neuropatica, principalmente
qguando ha resposta inadequada ou contraindicacfes aos antidepressivos (HOSSEINI e
ABDOLLAHI, 2013a). Estes farmacos se ligam a subunidade 023 dos canais de calcio
voltagem dependentes regulando a entrada de célcio no neurénio pré-sinaptico e diminuindo a
liberacdo de neurotransmissores excitatorios (HENNEMANN-KRAUSE e SREDNI, 2016).

Estudos indicam que a gabapentina tem sido eficaz na maioria dos ensaios clinicos realizados
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para o tratamento da dor na neuropatia diabética sensorial (BRIL et al., 2011; FINNERUP et
al., 2015; POP-BUSUI et al., 2017). Porém, dado o seu perfil farmacocinético, o tratamento
com a gabapentina exige titulacdo gradual, comecando com doses baixas e aumentando
conforme o manejo da dor. J& a pregabalina, por apresentar farmacocinética linear, apresenta
titulacdo mais facil e rpida. No entanto, nem todos os ensaios clinicos demonstraram resultados
positivos para o tratamento com estes dois farmacos, evidenciando ainda uma eficacia entre 30-
50% na melhora da dor (MOORE et al., 2009; ABBOTT et al., 2011; PELTIER et al., 2014;
POP-BUSUI et al.,, 2017; FELDMAN et al., 2019). Nestes casos, a gabapentina ganha
vantagem por ser mais barata. Porém, ambos possuem efeitos adversos como confuséo e
tonturas que pioram com o aumento da idade, implicacdo que dificulta a adesdo do paciente ao
tratamento (CALLAGHAN e FELDMAN, 2014).

Como relatado anteriormente neste trabalho, numerosos mecanismos bioquimicos
levam & danos vasculares e nervosos que estdo associados ao desenvolvimento da neuropatia
diabética sensorial. Porém o estresse oxidativo é considerado um dos fatores etiolégicos mais
relevantes (HOSSEINI e ABDOLLAHI, 2013a). Neste sentido, varios autores avaliaram a
eficacia de substancias antioxidantes, tais como a taurina, a acetil L-carnitina (ALC) e o acido
alfa lipdico (SHAKHER, JAYADAVE e STEVENS, MARTIN J, 2011; DEVITT, 2012), além
de inibidores de vias bioquimicas como bloqueadores da ativacdo da PKC, da aldose redutase
e dos AGEs (HAUPT et al., 2005; VINIK et al., 2005; BRIL et al., 2009), na neuropatia
diabética sensorial. Porém, a eficacia clinica desses compostos ainda ndo foi bem caracterizada.

Diante deste cenario, é possivel sugerir que as células-tronco mesenquimais podem
contribuir para o tratamento de lesdes teciduais oriundas de estresse oxidativo e inflamagéo. O
uso de células-tronco no tratamento de doencas neurodegenerativas tem apresentado resultados
animadores em modelos experimentais (XIAO et al., 2015; KAZUKI et al., 2019; CAO et al.,
2019). Nestes estudos, os autores relatam que boa parte dos efeitos observados sdo atribuidos
as propriedades antioxidantes e imunorregulatdrias das células-tronco mesenquimais, podendo

estas serem consideradas uma ferramenta promissora para o tratamento da NDS.

3.2 TERAPIA CELULAR E CELULAS-TRONCO

A terapia celular consiste no uso de células no reparo de tecidos danificados por lesdo
mecénica ou doencas como diabetes, cancer, doencas cardiacas e neurodegenerativas, por
exemplo (MADONNA et al., 2016; REDDY et al., 2016; HAMADA et al., 2017; JAIN et al.,
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2018). Neste contexto, por naturalmente contribuirem no reparo de lesées teciduais endogenas,
as celulas-tronco sdo uns dos tipos celulares mais utilizados. Estas sdo células indiferenciadas
que possuem uma alta capacidade de autoduplicacdo e de se diferenciar em tipos celulares
especificos, podendo serem  embriondrias, quando obtidas nos estagios iniciais de
desenvolvimento do embrido; adultas, encontradas no individuo adulto com a fung&o de servir
de suporte para manutencéo e regeneracgéo dos tecidos diferenciados; ou induzidas, obtidas por
reprogramacao genética de células somaticas (DA SILVA MEIRELLES et al., 2006;
TAKAHASHI e YAMANAKA, 2006; JESUS et al., 2011; DUSCHER et al., 2016).

De acordo com o seu potencial de diferenciacdo, as células-tronco podem também serem
classificadas em toti, pluri, multi, oligo ou unipotentes. Células-tronco totipotentes sdo
encontradas no embrido no estdgio de moérula e constituem as células com maior poder de
diferenciacdo, podendo dar origem a células dos tecidos embriondrios e dos anexos
embriondrios como placenta e corddo umbilical, enquanto que as pluripotentes sdo encontradas
no embrido na fase de bldstula e possuem a capacidade de se diferenciar apenas em células dos
tecidos embriondrios. As multipotentes podem ser obtidas de diversas regides do corpo, tais
como o tecido adiposo, medula d6ssea, polpa do dente de leite e cordao umbilical, e dar origem
a células de vérios tecidos. Ja as células-tronco oligo e onipotentes possuem potencial para se
diferenciar em poucos ou apenas um tipo celular especifico (WAGERS e WEISSMAN, 2004).

Devido a sua capacidade de auto-renovagéo, habilidade em se diferenciar em diversos
tipos celulares distintos, facilidade de obtencdo e possibilidade de serem obtidas do préprio
paciente, as células-tronco adultas tem despertado o interesse da comunidade cientifica
(MURPHY et al., 2013). Estas podem ser obtidas de érgdos provenientes dos trés folhetos
embrionérios (ectoderma, mesoderma e endoderma), sendo as células oriundas de tecidos
derivados do mesenquima, conhecidas como células-tronco mesenquimais, as mais
popularizadas (DA SILVA MEIRELLES et al., 2006). Neste sentido, as células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea (CMsMO) sdo as mais estudadas (SOUZA et al., 2010). Essas
células possuem a funcdo fisioldgica de manter o estado de homeostase do organismo através
da reposicdo ou liberagdo de fatores que promovam a recuperacdo de células destruidas por
lesGes ou doencas (BURDON et al., 2010).

CMsMO foram descobertas em 1966 por Alexsander Friedenstein. Ao investigar a
interacdo entre 0 0sso e o tecido hematopoiético, ele observou que a medula 6ssea possuia uma
populacdo de células clonogénicas aderentes diferentes das células-tronco hematopoiéticas e

semelhante a fibroblastos com alta capacidade de replicacdo in vitro e que foram capazes de se
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diferenciar em osteoblastos, condrocitos, adipdcitos e no estroma de suporte hematopoiético in
vivo (AFANASYEV et al., 2009).

Tomando como base as descobertas do Friedenstein, a Sociedade Internacional de Terapia
Celular estabeleceu que a caracterizacdo da células-tronco mesenquimais devem obedecer os
seguintes parametros: (1) capacidade de aderéncia ao plastico quando mantida em cultura; (2)
expressdo de marcadores que as caracterizem imunofenotipicamente, tais como: CD90, CD44
e SCA-1, e baixa expressdo de CD45, CD34, CD11b, entre outros, e; (3) capacidade de se
diferenciar in vitro em linhagens do mesmo folheto embrionario, como linhagens adipogénicas,
osteogénicas e condrogénicas (DOMINICI et al., 2006).

A partir da sua identificacdo e caracterizacdo das suas propriedades, o potencial
terapéutico das CMsMO vem sendo amplamente proposto (BORGES et al., 2018). Um dos
primeiros estudos com células mesenquimais da medula 6ssea em animais foi realizado por
LUCAS e colaboradores em 1996. Eles observaram que o transplante de CMsMO em ratos
submetidos a cirurgia abdominal preveniu a formacdo de adesdes na cavidade abdominal
durante o processo de cicatrizacdo. A partir dai, diversos pesquisadores comprovaram os efeitos
benéficos das CMsMO em modelos experimentais de diferentes doencas e afeccdes, como
faléncia renal aguda, encefalomielite autoimune, e também em pacientes com infarto agudo do
miocardio, diabetes do tipo 2 (TOGEL et al., 2005; GERDONI et al., 2007; PROCKOP ¢
OLSON, 2007; DE MACEDO BRAGA et al., 2008; STOCK et al., 2014; GUAN et al., 2015).

Diferentes mecanismos ja foram propostos para explicar as acdes terapéuticas de células-
tronco. Em funcdo do carater regenerador e reparador desta terapia, a fusdo celular e a
transdiferenciacdo foram as hip6teses inicialmente propostas. A hipétese da fusao célula-célula
diz que células hospedeiras de diferentes linhagens sdo fusionadas as células-tronco, as quais
passam a apresentar os marcadores de superficie da célula do hospedeiro. A transdiferenciacao
diz respeito a capacidade da célula-tronco adulta obtida de um tecido de gerar tipos celulares
diferenciados de outros tecidos, até mesmo originarios de uma camada germinativa distinta.
Entretanto, devido a baixa frequéncia de ocorréncia desses fendmenos, atualmente parece
CONsenso que estes mecanismos nao sao responsaveis pelo reparo tecidual (WANG et al., 2003).
A hipotese do efeito paracrino das células-tronco tem sido amplamente aceita e validada. Em
2005, Gnecchi e cols. relataram que CMsMO geneticamente modificadas para o gene Akt
secretaram fatores citoprotetores em cardiomidcitos expostos a hipoxia e que a administracao
do meio do cultivo das CMsMO na sua forma concentrada pode exercer efeito protetor em
modelo animal de infarto agudo do miocéardio, validando a hipo6tese do efeito paracrino

(GNECCHI et al., 2005). De acordo com esta ideia, CMsMO exercem suas ag0es terapéuticas
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por meio da secrecdo de fatores sollveis, como citocinas e fatores de crescimento, que ativam
mecanismos enddgenos de reparo e controle da homeostase e que, a administracao dos produtos
secretados pelas CMsMO em meio de cultivo pode ter grande importancia terapéutica
(GNECCHI et al., 2008; BURDON et al., 2010; SEO e CHO, 2012; MASTRI et al., 2014).

3.2.1 Terapia cell-free

A hipoétese do efeito paracrino abriu perspectiva para uma inovadora abordagem na
medicina regenerativa, que é a utilizacdo de células-tronco como fonte de substancias bioativas
e ndo como o agente terapéutico per se. Esse tipo de abordagem, denominada terapia cell-free
tem se mostrado efetiva em condi¢bes experimentais e em ensaio clinico (ABMAN e
MATTHAY, 2009; BRUNO et al., 2015; KATAGIRI et al., 2016). O primeiro agente
terapéutico da abordagem cell-free investigado foi o secretoma de células-tronco. Secretoma é
definido como um conjunto de fatores, como proteinas sollveis (citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento), acidos nucléicos, lipidios e vesiculas extracelulares, que sdo
produzidos pela célula e liberados no meio extracelular (BEER et al., 2017). O meio
condicionado obtido a partir da cultura de células-tronco mesenquimais representa a fonte mais
completa dos secretomas liberados por essas células (VISHNUBHATLA et al., 2014).
Seguindo o estudo pioneiro de Gnecchi et al., 2005, muitas outras pesquisas vém demonstrando
os efeitos benéficos do secretoma em diferentes condic¢des, como displasia broncopulmonar, na
angiogénese e na doenca cardiovascular (ABMAN e MATTHAY, 2009; ESTRADA et al.,
2009; RANGANATH et al., 2012). Além disso, efeitos neuroprotetores e regenerativos do
secretoma em doencas e afeccBes do sistema nervoso vem sendo também demonstradas (DENG
etal., 2014; AHMED et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2017; CUNNINGHAM et al., 2018). Em
nosso laboratdrio, em um estudo pioneiro realizado por Gama et al., 2018, conseguimos
demonstrar que o secretoma de CMsMO foi capaz de produzir efeito antinociceptivo e modular
0 balango de citocinas anti e pro-inflamatorias no nervo isquiatico e medula espinal de forma
semelhante ao transplante com as células mesenquimais, mostrando que o0 secretoma possuli
substancias capazes de modular a dor neuropéatica a niveis periférico e central na dor
neuropatica por ligadura do nervo isquiético.

O secretoma de células mesenquimais possui uma fragao soltvel que pode ser separada
dos componentes vesiculares, e ambos tém potencial terapéutico e podem promover reparo
tecidual (JUSTEWICZ et al., 2012; MAGUIRE, 2013). Um estudo realizado em 2007

demonstrou que o tratamento com o0 meio condicionado de células-tronco reduz a area do
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infarto do miocérdio em animais e, ao analisar os componentes bioativos presentes no meio
condicionado, o0s autores atribuiram esse efeito terapéutico a estruturas esféricas
membranares, com tamanho entre 50 e 200 nm, conhecidas como vesiculas extracelulares
(VESs) (TIMMERS et al., 2008). A partir deste estudo, varios trabalhos tém investigado os
efeitos benéficos de VEs em diferentes modelos experimentais (LI, Z. etal., 2017; MONDAL
etal.,, 2017; NEWTON etal., 2017; SANCHEZ et al., 2017). VEs podem ser classificadas de
acordo com a composicao lipidica, proteica e local de origem na célula (derivadas da
membrana plasmatica ou de organelas intracelulares), em: exossomas (40-150nm), os quais
sdo liberados a partir de corpos multivesiculares derivados do endossoma tardio; e
microvesiculas (200-1000nm) formadas a partir do brotamento da membrana plasmética
(BORGER et al., 2017). Uma caracteristica comum das VEs ¢ que elas sdo compostas por
moléculas biologicamente ativas importantes no processo de comunicacgéo celular, tais como
proteinas, lipidios, DNA, RNA mensageiro (RNAm), RNA transportador (RNAt),
microRNAs e outros RNAs nio-codificantes (WITWER et al., 2013; LAZARO- IBANEZ
et al., 2014). Ao serem liberadas no meio extracelular VEs sdo capazes de interagir com as
células-alvo por meio da ativacdo de seus receptores ou ligantes de lipidios ou por meio da
fusdo das membranas, transferindo seu conteddo molecular para a célula-alvo. Essa
transferéncia de moléculas bioativas, principalmente de RNAs funcionais que podem ser
incorporados pelas células receptoras, tem papel chave na comunicacdo celular (KIM et al.,
2017b).

Recentemente, alguns trabalhos tém demonstrado a acdo das VEs derivadas de células-
tronco mesenquimais em lesdes neurodegenerativas, como acidente vascular encefalico, lesdo
da medula espinal (SARKO e MCKINNEY, 2017) e no déficit cognitivo em camundongos
diabéticos (NAKANO et al.,, 2016), porém o efeito de VEs derivadas de CMsMO nas
neuropatias ainda ndo foi avaliado.

Dentro da perspectiva de ampliacdo da aplicabilidade clinica, a abordagem cell-free
possui algumas vantagens em relacdo a terapia com células-tronco. Entre elas, pode-se
considerar: (1) o uso de secretomas melhora aspectos de seguranca quanto a administragdo de
populagdes celulares vivas, que podem ser capazes de gerar tumores, embolia e infecces; (2)
0 secretoma pode ser avaliado quanto a sua seguranca, poténcia e dosagem de maneira analoga
ao que é feito para os farmacos convencionais; (3) secretomas podem ser coletados e
armazenados por longos periodos e sem 0 uso de substancias crioprotetoras potencialmente
toxicas; (4) seu uso € mais econdémico e pratico, e por fim, (5) podem ser produzidos em grandes

escalas a partir de linhagens celulares mantidas em cultura (V1ZOSO et al., 2017).
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3.2.2 Células mesenquimais e neuropatia sensorial

Embora a acdo de reparo tecidual exercidas pelas células-tronco mesenquimais ja tenha
sido demonstrada, sua participacdo na regeneracdo de lesdes do sistema nervoso ainda é pouco
conhecida. Os primeiros indicios de que as celulas-tronco poderiam execer acgdo
neuroregenerativa surgiram no final do século passado com a descoberta de células-tronco no
parénquima neural adulto (MORSHEAD etal., 1994; MCKAY, 1997; WU et al., 2002). Pouco
tempo depois, Eglitis e Mezey demonstraram em seus experimentos que as CMsMO séo
capazes de se diferenciar em neurdnios in vivo, abrindo vertente para a possibilidade do uso das
células-tronco mesenquimais em doencas do sistema nervoso (MEZEY et al., 2000). Mais tarde,
diferentes estudos demonstraram que células mesenquimais exerceram propriedades
neuroprotetoras em modelos experimentais de encefalite e doenca desmielinizante inflamatoria
(UCCELLI et al., 2006; KARUSSIS et al., 2008). Nos anos seguintes, pesquisas conseguiram
demonstrar o efeito neuroprotetor de CMsMO no tratamento de diversas doencas degenerativas
e lesdes do sistema nervoso (STEMBERGER et al., 2011; HAYASHI et al., 2013; STONE et
al., 2013).

A idéia de que os efeitos neuroprotetores das CMsMO decorrem de sua diferenciacdo em
células do tecido lesionado, ao longo do tempo foi substituida pela hipdtese da acéo paracrina.
Dentro do tecido nervoso lesionado ou na sua microvasculatura, estas células podem funcionar
como fabricas de pequenas moléculas bioativas como o fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), fator de crescimento do nervo (NGF) e o fator neurotéfico derivado do
encéfalo (BDNF), os quais em conjunto sao capazes de promover reparo funcional do tecido
lesionado(CHEN et al., 2002). E importante salientar que as células mesenquimais respondem
expressando quantidades e fatores diferentes quando cultivadas em meios com concentracdes
ibnicas distintas, sugerindo que a quantidade e qualidade de seu secretoma depende do grau de
comprometimento do tecido (CHEN et al., 2002; CHOPP e LI, 2002).

A literatura demonstra que as CMsMO, por meio da sua agdo paracrina, secretam uma
variedade de substancias funcionais que promovem o crescimento neuronal enddgeno, a
angiogénese, a neurogénese, melhoram a conexdo sinaptica e remielinizacdo axonal, além de
diminuir a apoptose e regular a inflamagéo (SEO e CHO, 2012). De fato, estudos demostram
gue CMsMO podem promover a plasticidade de neurdnios lesionados e induzir a liberacdo de
neurotrofinas como BDFN e NGF por astrocitos e microglia (LI et al., 2002), além de liberar
componentes da matriz extracelular essenciais para 0 crescimento e regeneracdo axonal

(MALTMAN et al., 2011). Em adicéo a estes fatores, em 2009 Kim e cols demonstraram em
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modelo animal de doenga de Parkinson que o transplante de CMsMO foi eficaz em reduzir a
neuroinflamac&o via regulacdo da atividade microglial e protecdo de neurénios dopaminérgicos
(CHAO et al., 2009). Outros pesquisadores demonstraram que a administracdo endovenosa de
células mesenquimais ndo somente reduziu os niveis de IL-1p e a propor¢do de microglia
ativada com aumentou os niveis de IL-10, sugerindo que uma acdo imunomoduladora pode
estar por tras da recuperacao funcional encontrada em animais com lesdo medular (SEO et al.,
2011). Desta forma, como proposto por CASTILLO-MELENDEZ e colaboradores (2013) e
sumarizado na figura 1, as CMsMO podem exercer neuroprotecao através da liberacdo de
fatores que modulam a inflamag&o, promovem a neuro, angio e sinaptogénese, promovem a
remielinizacdo axonal, além de ajudar na proliferacdo de astrécitos e possuir efeito

antiapoptaético.

Proliferacao e ativagdo dos
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Figura 1: Potenciais efeitos neuroprotetor e neurorregenerador das CMsMO. As acdes benéficas das células
mesenquimais sdo mediadas principalmente por a¢des paracrinas. As CMsMO secretam uma variedade de fatores
neurotréficos e angiogénicos que promovem o crescimento e diferenciagdo neuronal, induzem a angiogénese,
neurogénese e ativacdo dos astrdcitos, melhorando a conexdo sindptica e remielinizacdo axonal, além da
diminuicdo da apoptose, do infiltrado de macréfagos, da ativacao dos linfocitos T e ativagdo microglial. Adaptado

de CASTILLO-MELENDEZ et al. (2013).
Apesar de, como descrito acima, as propriedades neuroprotetoras e regenerativas das
células-tronco serem bem estabelecidas, o potencial dessas células no controle das neuropatias

sensoriais, foi proposto pela primeira vez ha pouco mais de dez anos. O primeiro estudo que
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abordou esse tema, demonstrou que, em modelo murino de dor neuropatica por lesdo mecénica
do nervo isquidtico, o tratamento com CMsMO preveniu o aparecimento do comportamento
doloroso (MUSOLINO et al., 2007). Pouco tempo depois, SHIBATA e colaboradores (2008)
desenvolveram o primeiro estudo com células-tronco na neuropatia diabética experimental.
Neste trabalho, os autores utilizaram o modelo de diabetes por estreptozotocina e injetaram as
células mesenquimais no musculo esquelético. Quatro semanas depois, a analise do tecido
nervoso mostrou um aumento local no nimero de capilares e na concentracdo de fatores
angiogénicos. Um estudo subsequente com esse mesmo modelo experimental demonstrou
CMsMO melhoram a velocidade de conducdo no nervo paralelamente ao aumento da
vascularizagdo do nervo periférico e ao aumento da expressdo de fatores neurotréficos e
angiogeénicos, sugerindo que o seu efeito terapéutico decorre de acdo paracrina (JEONG et al.,
2009). Nenhum desses estudos, no entanto, avaliou o impacto do transplante sobre a dor
neuropéatica comportamental. Em linha com essa ideia, estudo realizado por nosso grupo de
pesquisa demonstrou que células-tronco mesenquimais da polpa do dente induzem efeito
antinociceptivo na neuropatia diabética dolorosa experimental (GUIMARAES et al., 2013a).
Corroborando esses dados, outros estudos demonstraram que células-tronco mesenquimais
induzem efeito antinociceptivo em diferentes tipos de neuropatia (SCHAFER et al., 2014;
YOUSEFIFARD et al., 2016), incluindo seu efeito analgesico em estudos clinicos em diferentes
sindromes dolorosas (JIANG et al., 2013; VICKERS et al., 2014).

Embora o efeito antinociceptivo de células-tronco mesenquimais venha sendo
consistentemente demonstrado, os mecanismos relacionados aos efeitos dessas células na
neuropatia sensorial sdo ainda pouco compreendidos. Os trabalhos que abordaram esse tema
tém relacionado as acOes terapéuticas das células mesenquimais aos seus efeitos angiogénicos
e neurotréficos no nervo periférico (FORTINO et al.,, 2013; SACERDOTE et al., 2013;
HOSSEINI et al., 2015). Por outro lado, como exposto acima, a contribuicdo de eventos na
medula espinal para a manutencdo das neuropatias sensoriais, incluindo a neuropatia diabética,
¢ amplamente descrita. De fato, a liberagcdo de mediadores quimicos como citocinas,
guimiocinas e mediadores lipidicos durante uma resposta inflamatéria pode sensibilizar os
nociceptores e seus alvos sinapticos na medula espinal contribuindo para iniciacdo e
manutengdo da dor neuropatica (ELLIS e BENNETT, 2013). Considerando as propriedades
neuroprotetoras, reguladoras e regenerativas das células mesenquimais no sistema nervoso
central, é possivel que esses efeitos contribuam para as acOes terapéuticas de CMsMO na
neuropatia diabética, entretanto, essa hipétese ndo foi ainda avaliada. Com base no exposto

acima, o presente trabalho foi delineado para investigar possiveis mecanismos envolvidos nas
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acOes terapéuticas de CMsMO na neuropatia diabética experimental, com énfase em

mecanismos espinais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, machos, pesando entre 20 e 25
gramas, com idade entre 40 e 60 dias, provenientes do Biotério do IGM, FIOCRUZ — BA. Os
doadores de medula 6ssea foram da mesma linhagem, porém transgénicos do tipo que
expressam a proteina verde fluorescente em suas células somaticas (EGFP, enhanced green
fluorescent protein). Os camundongos foram mantidos em sala climatizada a 21 °C + 1°C, em
ciclo claro/ escuro de 12 horas cada, sem restri¢do hidrica ou alimentar durante todo o periodo
experimental. Os experimentos comportamentais foram realizados entre as 7 horas da manha e
5 horas da tarde. Todos os experimentos foram realizados conforme as recomendacdes da
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) e aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais do IGM, FIOCRUZ — BA (CEUA: L-IGM - 022/2015).

4.2 MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES INDUZIDA POR
ESTREPTOZOTOCINA

Os camundongos receberam durante trés dias consecutivos, uma administracéo diéria, por

via intraperitoneal, de 80 mg/kg de estreptozotocina (Sigma), utilizando tampao citrato (pH 4,5)
como veiculo (GUIMARAES et al., 2013). O grupo naive recebeu apenas a administracdo do
veiculo. Foram considerados diabéticos 0s animais que apresentaram concentracao plasmatica
de glicose superior a 250 mg/dL em determinacGes com glicosimetro digital Accu-Check
(Roche Diagndsticos, Mannheim, Alemanha). Em todos 0s grupos experimentais a glicemia e
0 peso corporal foram avaliados no periodo basal, 4 e 12 semanas apds a inducéo do diabetes.
Os limiares nociceptivos mecanico e térmico foram avaliados antes e ap6s a inducéo do modelo,

durante todo o periodo experimental (12 semanas).

4.3 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO - FILAMENTOS DE
VON FREY

Com o objetivo de avaliar o limiar de resposta ao estimulo mecanico, foi realizado o

teste com os filamentos de von Frey, que consistem de segmentos de fio de nylon cuja rigidez

a tensdo e 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 ap6s o filamento em que o animal muda do comportamento ndo responsivo,

interpretado como ndo nociceptivo, ao comportamento responsivo, detectado pelo movimento
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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 padrao de respostas positivas e negativas (k)
e a média da diferenga entre os estimulos em unidades logaritmicas (6), 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 formula a seguir:

(10[ Xf + kS ])
50% gramas Limiar =
10.000

4.4 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO TERMICO — HARGREAVES

Com o objetivo de avaliar o limiar de resposta ao estimulo térmico foi realizado o teste
plantar em aparelho Hargreaves (Ugo Basile, Varese, Italia), como descrito previamente
(HARGREAVES et al., 1988). Para isso, os animais foram alocados em compartimentos
individuais de acrilico e posicionados sobre uma superficie de vidro especial que permite a
passagem homogénea da luz e do calor, durante cinco minutos para adaptacdo ao ambiente.
Apos esse periodo, uma fonte de luz infravermelha foi posicionada sob uma das patas traseiras
do animal, enquanto um crondmetro eletrénico foi acionado. Quando o animal exibe resposta
positiva (flinch ou retirada da pata) a fonte de luz e o relégio param automaticamente. Um
tempo de corte de 20 segundos foi utilizado para evitar dano tecidual. Em cada animal foram
realizadas trés medidas de laténcia de retirada da pata, com um intervalo de 5 a 10 minutos

entre elas e o resultado foi expresso como a média das trés leituras em segundos.

451SOLAMENTO, CULTIVO E CARACTERIZACAO DE CELULAS
MESENQUIMAIS DE MEDULA OSSEA

As CMsMO foram obtidas segundo protocolo descrito por Krampera et al. (2003).
Células totais de medula Ossea foram isoladas dos o0ssos longos das patas traseiras de

camundongos, eutanasiados por deslocamento cervical. Usando-se técnicas estéreis, a pata foi
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amputada na altura da articulacdo coxo-femural, as epifises removidas e a medula lavada
usando-se uma seringa com agulha a fim de coletar as células totais da medula em um tubo com
meio DMEM suplementado 50 pg/ml de gentamicina. As células foram separadas por gradiente
Ficcol, submetidas ao teste de viabilidade com azul de trypan e contadas em camara de
Newbauer. As células foram entdo cultivadas em frascos de cultura a uma densidade de 10°
células/cm? em meio DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal, sendo as células
ndo aderentes removidas por lavagens em meio DMEM ap06s 3 dias de cultura. Apds atingirem
cerca de 80% de confluéncia, as células foram tripsinizadas e semeadas em novos frascos para
expansdo. As células-tronco mesenquimais foram caracterizadas por citometria de fluxo e pela
sua capacidade de diferenciacdo in vitro nas linhagens adipogénica, osteogénica e
condrogénica. O cultivo celular foi monitorado por microscopia de contraste de fase e 0 meio
trocado trés vezes por semana até atingir confluéncia celular de 80 a 100%. Ao alcancarem a
62 passagem, CMsMO foram contadas em cémara de Neubauer e preparadas para a
administracdo endovenosa (1 x 10°; veia lateral da cauda) nos animais ou incubadas com meio
sem soro fetal bovino por 24 horas para coleta do meio condicionado (MC-CMsMO) e obtencdo
das vesiculas extracelulares derivadas de células mesenquimais de medula 6ssea (VEs-
CMsMO).

4.6 CITOMETRIA DE FLUXO

A caracterizacdo de CMsMO foi realizada por citometria de fluxo. Para isso, CMsMO
na 62 passagem, foram tripsinizadas e a suspenséo celular foi lavada 2 vezes com solucdo salina
0,9%. Um total de 5x10° células foram incubada a 4°C por 30 minutos com os seguintes
anticorpos na concentracdo 1/50: CD90PE (CALTAG, Bunckingham, Inglaterra), ScalPE-Cy5
(CALTAG), CD45APC (CALTAG), CD34PE (CALTAG), CD44PE (CALTAG), CD11b (BD,
Franklin Lakes, NJ, EUA), CD117PE (BD) e CD73PE (BD). Anticorpos is6tipos idénticos
foram utilizados como controles. Apos incubacdo, foram realizadas mais duas lavagens com
solucgéo salina 0,9% e, em seguida, realizada a aquisicdo dos dados e analise no citémetro de

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

4.7 DIFERENCIACAO IN VITRO
A capacidade de diferenciacdo das CMsMO em adipdcitos, condrdcitos e ostedcitos, foi
investigada com a utilizagédo de meio suplementado com fatores indutores de diferenciagéo

especificos, na oitava passagem. Para a diferenciacdo adipogénica, CMsMO foram cultivadas
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em placas de 24 pogos com laminulas de 13 mm em meio completo (104 células/poco). Apos
atingirem 50-60% de confluéncia (cerca de quatro semanas), todo o meio foi removido e
substituido por meio de inducdo adipogénica StemPro Adipogenesis Differentiation Kit
(GIBCO). Metade do meio de diferenciacdo foi trocado a cada dois dias e a evolucdo da
diferenciacdo foi acompanhada utilizando um microscépio invertido CKX 41 (OLYMPUS).
Durante o processo de diferenciacdo foi mantido um grupo controle cultivado com meio
completo. Para observar a deposicdo de gordura, apos quinze dias em cultivo, as células
diferenciadas em adipocitos e seus controles foram fixados em paraformaldeido 4% por 15
minutos em temperatura ambiente, lavadas em agua destilada e incubadas em alcool 70% por
3 minutos. Em seguida, foram coradas com solucdo de Oil red por 5 minutos e em seguidas
lavadas com alcool 70%. As imagens foram capturadas por microscopio AX70 (OLYMPUS)
utilizando o software ImagePro Plus 7.0 (Media Cybernetics).

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

em paraformaldeido 4% por 30 minutos e lavagem com agua destilada, as células foram coradas
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com solucéo de vermelho de Alizarina 2% por 3 minutos e, em seguida, foram realizadas duas
lavagens com agua destilada. As imagens das células diferenciadas em osteoblastos e seus
controles foram adquiridas utilizando um microscopio AX70 (OLYMPUS) e o software

ImagePro Plus 7.0 (Media Cybernetics).

4.8 OBTENCAO DE MC-CMSMO

Para obtencdo do meio condicionado, apos as celulas atingirem a confluéncia na 62
passagem, as culturas foram incubadas com meio sem soro fetal bovino por 24 horas e 0
sobrenadante da cultura, contendo o secretoma das células, foi processado para obtencéo do
meio condicionado. Para isto, o sobrenadante da cultura das células mesenquimais foi retirado
da garrafa e concentrado cerca de 15 vezes com unidades de filtracdo (Centripep e Amicon
Ultra— Merck Millipore, Irlanda) de 10 KDa (peso molecular de corte). As fragdes concentradas
foram coletadas e submetidas a um novo processo de filtracdo usando 0 mesmo sistema de
ultrafiltracdo. Um volume total de 100 uL (com 10% de heparina sédica) de meio condicionado,
equivalente ao secretoma de 1 x 1068 CMsMO, foi infundido pela veia lateral da cauda dos

animais.

4.9 OBTENCAO DE VES-CMSMO

O sobrenadante da cultura de CMsMO foi coletado e centrifugado a 700 x g por 5
minutos a 8°C para eliminar os detritos celulares. Em seguida, foi realizada ultracentrifugacéao
a 4.000 x g por 20 minutos a 4°C em ultracentrifuga (Himac CP 80wx — Hitach, rotor P28S)
para eliminar corpos apoptéticos. Apbés passar por duas centrifugacdes diferenciais, o
sobrenadante obtido foi ultracentrifugado a 100.000 x g por 1h20m a 4°C para sedimentar as
VEs-CMsMO. Apos a ultracentrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet de vesiculas
ressuspendido com a adigdo de trés volumes de 100 pL de PBS, sendo que a cada volume
adicionado, o pellet foi agitado vigorosamente em vortex para proporcionar maxima
recuperacdo das VEs-CMsMO. As vesiculas obtidas foram armazenadas no ultrafreezer -80°C

até posterior utilizacéo.

4.10 CARACTERIZACAO DE VES-CMSMO
Os estudos de caracterizacdo das VEs-CMsMO foram realizados no Laboratorio de
Pesquisa Basica em Células-Tronco do Instituto Carlos Chagas - FIOCRUZ Parand, parceiro
desse projeto. VES-CMsMO foram caracterizadas e quantificados indiretamente pelo seu

conteddo proteico no equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Life TechnologiesTM, Invitrogen,
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NY, EUA) e diretamente pela anélise de particulas em suspenséo usando a técnica Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA) no equipamento Nanosight, de acordo com métodos previamente
descritos por Spies, 2017. No método de quantificacdo indireto, as VES-CMsMO foram
quantificadas pela marcacéo fluorescente das proteinas de sua superficie, uma vez que as VEs-
CMsMO ndo foram lisadas para esta quantificagdo. Para deteccdo das proteinas, foram
utilizados os reagentes do kit Qubit® Protein Assay (Molecular Probes, Life TechnologiesTM)
de acordo com as instrucdes do fabricante, e foram obtidos os valores em pg/mL de proteina
para cada amostra. O método de quantificacdo direta de particulas em suspensao utilizando o
NTA proporcionou uma analise direta e em tempo real das nanoparticulas em meio liquido
baseado no movimento browniano das particulas e nas suas propriedades de dispersdo da luz.
Por meio do NTA foi possivel visualizar, contar e medir o tamanho de cada nanoparticula
separadamente e em tempo real. As amostras de VEs-CMsMO foram inseridas no equipamento
Nanosight (LM14C, Malvern Instruments) com uma diluig&o de 1:50.

As VEs-CMsMO foram caracterizadas também por microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET) e protebmica. A MET fornece informacdes sobre a morfologia e tamanho
das vesiculas extracelulares e a analise protebmica das VEs-CMsMO foi realizada por
espectrometria de massas na Plataforma de Espectrometria de Massas do Instituto Carlos
Chagas, Fiocruz-PR. As amostras foram preparadas e submetidas a eletroforese de proteinas
em gel SDS-PAGE. O gel foi corado e as bandas cortadas em pedacos com cerca de 1x1 mm.
Este material foi sucessivamente processado até a obtencdo da amostra de peptideos, a qual foi
injetada no cromatdgrafo e no espectrdmetro de massas LTQ Orbitrap XL ETD (Thermo
Scientific). Os arquivos gerados foram analisados na plataforma MaxQuant verséo 1.5.2.8. e as
identidades das proteinas determinadas contra um banco de dados Uniprot. A completa

descricdo dos métodos pode ser obtida em XU et al., 2016.

4.11 ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DO NERVO
ISQUIATICO
Ao término das 12 semanas, os camundongos foram eutanasiados e amostras do nervo
isquiatico (xlcm) foram  coletadas, processadas e submetida a analise morfologica por
microscopia Optica e eletronica de transmissdo. As amostras foram fixadas em solucgdo contendo
2,5% de glutaraldeido (Sigma, USA), 2% de paraformoldeido (Reagen, Brasil), tampéao
cacodilato de sédio a 0,1M, pH 7,4 e agua destilada, durante 24 horas a 4°C. Logo ap6s foram
pos-fixadas com solugdo de tetréxido de 6smio 1% (Sigma, USA), ferricianeto de potassio 0,8%

(Synth, Brasil), cloreto de célcio 5mM e tampéo cacodilato por 1 hora em temperatura
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ambiente, sequido de desidratagdo com diferentes concentracOes de acetona. Posteriormente, as
amostras foram submersas em solucéo de acetona e resina Poly/Bed (Polyscience, Alemanha)
por 24 horas em diferentes concentracdes e em seguida, polimerizadas em estufa a 60°C durante
trés dias. Foram entédo seccionadas em ultramicrotomo Leica S6E (1uM) e coradas com azul de
toluidina (Merk, Inglaterra), diluido em 1% de tetraborato de sodio (Ecibra, Brasil).

As imagens dos cortes semifinos foram capturadas e digitalizadas com o uso do
microscopio Olympus BX51, em aumentos de 10x para observacdo da area total do nervo e
100x para avaliacdo morofomeétrica e morfoldgica. A avaliacdo morfométrica e a contagem de
alteraces morfoldgicas foram realizadas no software Image Pro-Plus 7.1 (Media Cybernetics
®). Primeiro foi realizado o procedimento de amostragem aleatoria sistematica, que consistiu
em dividir a imagem do corte transversal do nervo em quadrantes com dimensées conhecidas,
selecionar o primeiro quadrante a ser avaliado e a partir dai, estabelecido um intervalo de
amostragem, que neste caso foi de um quadrante. Como critério de inclusdo, foram
quantificados os axénios que cruzavam as linhas superior e direita do quadrante e excluidos da
contagem aqueles que cruzaram as margens inferiores e esquerdas do campo de contagem. Os
parametros morfoldgicos avaliados, foram expressos em porcentagem de: fibras normais,
anormais, fibras com formato irregular, alteragdo na compactacdo da bainha de mielina e
invaginacao da bainha de mielina para o espaco axonal (infolding).

O caélculo utilizado para se obter a porcentagem da amostra foi realizado pela
multiplicacdo do somatorio da area dos campos por cem e dividido pela area total do nervo. Ja
para se obter o nimero total de axdnios, o somatdrio dos axdnios quantificados foi multiplicado
por cem e dividido pela porcentagem da amostra. Os parametros medidos foram: diametro do
axonio, diametro da fibra, espessura da bainha de mielina e razdo G, determinada pela razéo do
didametro do axo6nio pelo diametro da fibra.

Para andlise ultraestrutural do nervo isquiatico foram realizados cortes ultrafinos das
amostras, contrastadas com acetato de uranila a 5% e 15% de citrato de chumbo e visualizadas
em microscopio eletronico JEOL JEM -1230 para quantificacdo da area e densidade das fibras
amielinicas, assim como avaliacdo da morfologia mitocondrial. Para isto as fotomicrografias
foram obtidas em aumento de 4.000X e 25.000X, como previamente descrito por FLATTERS,
S.J. L. & BENNETT, G. J. (2006). O numero total de fibras C foi contado em todo nervo. Para
isto, foi fotografado todo corte transversal em aumento de 4.000X e calculada a densidade e a
area media dos axénios das fibras C. A densidade foi calculada dividindo o nimero total de
axonios pela area do corte transversal do nervo (n°/um?). O percentual de mitocondrias foi

obtido em fibras A e fibras C, para isto inicialmente foram contabilizadas 60 fibras A e 60 fibras
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C em cada nervo (n=3) e em seguida foi quantificado o nimero total de mitocéndrias presentes
nos dois tipos de fibras. A atipia mitocondrial foi evidenciada pelo aumento do tamanho da
organela (comprimento maior que 265 nm), formacéo de vacuolos maiores que 50% que a area
mitocondrial e/ou 0 acimulo de material amorfo elétron-denso nos polos da mitocondria devido
a vacuolizacdo. As mitocondrias atipicas em fibras A e fibras C foram dadas em valor
percentual (%).

4.12 DETERMINACAO DE NITRITO

Os niveis de nitrito foram quantificados como uma medida indireta da producdo de NO.
Para tal, os segmentos L4-L5 da medula espinal foram coletados e homogeneizados em 100 puL
tampéo fosfato (pH 7,4) no TissueLyser Il (Gentech Bio) por 3 minutos, 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. A determinacéo de
nitrito foi realizada de acordo com metodologia anteriormente descrita (GREEN et al., 1982).
Inicialmente, 40 pL de acido sulfossalicilico a 4% foram utilizados para reagir com 40 uL do
homogenato de nervo durante 1h a 4°C. Logo ap0s foi realizada centrifugacdo desse material
por 15 minutos a 12009 a 4°C, e entdo foi coletado o sobrenadante formado. O reagente de
Greiss (solugdo 1:1 de sulfanilamida a 1% em &cido fosforico a 5% e acido 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 uL do sobrenadante e foi realizada leitura da
absorbancia em 546 nm. O nitrito de sodio foi utilizado para calculo da curva padréo e os niveis

de nitrito na amostra foram expressos em pulL/mg de proteina total.

4.13 DETERMINACAO DE MALONDIALDEIDO (MDA)

O nivel de peroxidacdo lipidica foi estimado pela dosagem do teor de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitirico - TBA) no tecido homogeneizado, conforme
método previamente descrito (MCKNIGHT & HUNTER, 1965). Esta técnica é bastante
utilizada para medir a lipoperoxidacdo, pois o acido tiobarbitdrico reage com os produtos
oxidados, entre eles 0 malondialdeido (MDA) e outros aldeidos. O ensaio indica o nivel de
peroxidacdo lipidica, pela medida indireta da quantidade de MDA, um subproduto da ag&o de
radicais livres. Para tal, 20 uL. de homogenato da medula espinal e 20 pL de Tris-HCI 0.02M
em pH 46 6.4 foram incubados a 37°C por 2 horas. Apds incubacéo foi adicionado 40 uL de
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acido tricloroacético a 10% seguido de centrifugacdo a 1000g por 10 min. Para cada 70 pL de
sobrenadante 70 pL de acido tiobarbitarico a 0,67% foi acrescido, e em seguida os tubos foram
mantidos em banho seco a 100°C por 10 min para obtencdo da reacdo colorimétrica. Apos
resfriamento das amostras, 70 uLL de 4gua destilada foi acrescida ¢ a absorbancia foi mensurada
a 532 nm. As substancias reativas ao TBA foram quantificadas sendo expressas como pmol de

MDA / mg de proteina (umol/mg).

4.14 ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA

A ativacdo de células da glia e os niveis de galectina-3 na medula espinal foram
investigados por imunofluorescéncia. Os camundongos foram terminalmente anestesiados e
perfundidos transcardialmente com solucdo salina a 0,9%, seguido de solucdo de
paraformaldeido a 4% (PFA) (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA) em tampdo de
fosfato 0,01 M (PBS). A medula espinal foi coletada, pos-fixada overnight sob temperatura de
4 °C em 4% de PFA, colocada em solucdo de sacarose a 30% por 48 horas a 4°C em PBS,
emblocada em Tissue-Tek (O.C.T., Sakura Tissue-Tek) e congelada a -80 °C. Logo ap0s, foram
obtidas sec¢es transversais da medula espinal (4 um de espessura), fixadas em PFA 4% durante
15 minutos e lavadas em PBS duas vezes por 5 minutos cada. Em seguida, a amostra foi
bloqueada usando o kit de bloqueio Vector Avidin/Biotin (Vector Laboratories, Inc.,
Burligame, CA), e depois incubada overnight com solugédo de anticorpos primarios anti- GFAP
(proteina &cida fibrilar glial) de rato (1:200, Zymed, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA), anti-lbal de cabra ou anti-galectina-3 de coelho, diluidos em PBS/BSA
1%. No dia seguinte, as se¢es foram incubadas com os anticorpos secundarios, IgA anti-rato
AlexaFfluor 594 conjugado para GFAP (1:600, Molecular Probes, Carslbad, CA, EUA), 1gG
Alexa Fluor 488 anti-cabra conjugado para Ibal (1:600, Molecular Probes) ou anti-coelho IgG
Alexa Fluor 568 conjugado para Gal-3 durante 1 hora a temperatura ambiente. Os nucleos
foram submetidos solucdo de montagem Vectashield corado com DAPI, 4 ', 6-diamidino-2-
fenilindole (Vector Laboratories). As imagens foram adquiridas utilizando o microscopio
confocal FluoView 1000 (Olympus, Tokyo, Japdo) e uma caixa de 1500 um x 1500 pm foi
colocada na &rea correspondente ao corno dorsal da medula espinal (3 se¢des por animal) e 0
percentual da area marcada foi calculado. As imagens foram analisadas utilizando um
microscopio de varredura laser confocal A1R (Nikon, Téquio, Japao) e Image-Pro Plus versao
7.01 (Media Cybernetics, Rockville, Maryland, EUA) e os dados foram expressos em

porcentagem de area positiva para Ibal, GFAP ou Gal-3.
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4.15 RT-gPCR

A expressao de fatores antioxidantes na medula espinal de camundongos dos diferentes
grupos experimentais foi avaliada por reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-
gPCR). Os camundongos foram sacrificados por decaptacdo e o segmento L4-L5 da medula
espinal de cada animal foi coletado e acondicionado em tubos livres de RNAse, sendo
imediatamente armazenado em freezer -80°C. Os tecidos foram homogeneizados em 1 mL de
reagente Trizol (Gibco - BRL Life Technologies, Grand Island, N.Y.), a extracdo do RNA total
foi realizada de acordo com as orientagdes do fabricante e a concentragéo foi determinada por
medicdo fotométrica utilizando o aparelho NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Em seguida,
0 RNA total foi transcrito por acdo da enzima transcriptase reversa utilizando-se o kit High
Capacity Reverse Transcription (Applied Biosystems). A condicdo de ciclagem utilizada foi:
1° ciclo (25°C — 10 minutos), 2° ciclo (37°C — 1 hora), 3° ciclo (37°C — 1 hora) e 4° ciclo (4°C -
) no termociclador MasterCycle gradiente (Eppendorf, EUA). O cDNA sintetizado foi
armazenado a -20°C até o momento de uso. O cDNA obtido foi usado para analise da expressdo
quantitativa dos genes NRF-2 (Mm 00477784_m1), SOD-1 (Mm 01344233_g1), CAT (Mm
00437992_m1) e GPX-3 (Mm 00492427 _m1) em reacdes de PCR. A reagio de amplificaco
de gRT-PCR contendo 4,5 puL da amostra de cDNA e 5,5 pL de MIX formado por Tagman
Master Mix (Applied Biosystems), sondas Tagman (Applied Biosystems) acima indicadas e
agua ultrapura foram realizadas em duplicata no Sistema de Deteccdo ABI Prism 7500
Sequence (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) sob condic¢des do padrdo de ciclagem
térmica. Os valores médios de Cycle threshold (Ct) foram usados para calcular a expressdo do
gene estudado, com normalizacdo ao controle interno (GAPDH - Mm 9999915 g1) usando o
método 2— ACt. Amostras com coeficiente de variacdo maior que 5% foram excluidas. Um
controle sem amostra (NTC) e outro sem a enzima para transcri¢do reversa (No-RT) também
foram incluidos.

Para rastreamento das CMsMO transplantadas, a transcri¢do do gene GFP foi avaliada
na medula espinhal, nervo isquiatico, ganglio da raiz dorsal, baco e pulméo de camundongos
24 h, 1 e 3 semanas apos o transplante. Os valores medios de Ct (do inglés — cycle threshold)
foram usados para calcular a expressdo de GFP, com normalizacdo para GAPDH (Mm
9999915 g1).
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4.16 ANALISES ESTATISTICAS
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média de seis animais por
grupo. A comparacdo 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. 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.

5 DELINEAMENTO EXPERIMENATAL

Nesse estudo, os camundongos foram induzidos ao diabetes com trés administracfes
consecutivas de STZ (80 mg/kg via intraperitoneal) e os limiares nociceptivos mecanico e
térmico, assim como o peso e a glicemia, foram avaliados por 12 semanas a partir da indugéo

do modelo. Os grupos experimentais (n=6) foram definidos da seguinte forma:

e Naive: Grupo de animais que ndo foram induzidos ao modelo de diabetes nem
receberam a administracdo de CMsMO. O objetivo deste grupo foi avaliar a resposta do
animal ndo doente, em situacdo de homeostase.

e STZ+Salina: Animais que foram induzidos ao modelo de diabetes por STZ, porém néo
foram transplantados com CMsMO. O objetivo desse grupo é evidenciar a resposta do
animal doente ao longo do tempo.

e STZ+CMsMO: Animais submetidos ao transplante de 1x10® CMsMO no final da
quarta semana apos a inducdo do diabetes. O objetivo desse grupo foi avaliar o efeito
do tratamento com CMsMO sobre diferentes parametros de neuropatia.

e STZ+GBP: Animais diabéticos e que no final da quarta semana ap6s inducdo do
modelo, foram submetidos ao tratamento com 70 mg/kg da gabapentina por via oral a
cada 12 horas durante seis dias consecutivos. O objetivo deste grupo foi avaliar a
resposta do animal frente ao farmaco de referéncia.

e STZ+MC-CMsMO: Animais submetidos a infusdo do meio condicionado proveniente
do cultivo de CMsMO no final da quarta semana apos a indugéo do diabetes. O objetivo
desse grupo foi avaliar o efeito do tratamento com MC-CMsMO sobre os parametros
comportamentais da NDS.

e STZ+VEsS-CMsMO: Animais submetidos a infusdo de vesiculas extracelulares

liberadas durante o cultivo de CMsMO no final da quarta semana apos a inducéo do
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diabetes. O objetivo desse grupo foi avaliar o efeito do tratamento com MC-CMsMO
sobre os parametros comportamentais da NDS.

As leituras dos limiares nociceptivos foram realizadas uma vez por semana, no horario
compreendido entre as 07 e 17 horas e, no final do periodo de avaliacdo comportamental (12
semanas), foi realizada a coleta dos segmentos do nervo isquidtico para analises por
microscopia Opticae MET e da medula espinal para analises por gRT-PCR, imunofluorescéncia
e dosagens bioguimicas de MDA e peroxidacao lipidica. Foram coletados também, segmentos
do nervo isquiatico, medula espinal, ganglio da raiz dorsal (GRD), figado e pancreas de animais
24h, 1 e 3 semanas apds o transplante para o rastreio de CMsMO.

Limiar basal
nociceptivos térmico A
e mecanico w5
CMsMO
(1x106)
Limiar nociceptivo mecanico e térmico c°|,e_ta e
analises
B 4 semanas Tratamento
. gabapentina
N
(m 12 semanas
- s1z
(80mg/Kg)

Indugdo do diabetes

Figura 2: Delineamento experimental.
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6. RESULTADOS
6.1 CARACTERIZACAO DE CMSMO

Visando a caracterizacdo das CMsMO utilizadas neste estudo, a analise dos marcadores
de superficie das células foi feita por citometria de fluxo (tabela 1). As CMsMO apresentaram
uma alta expressdo de marcadores de superficie caracteristicos de células mesenquimais, como
SCA-1, CD44, CD90, CD29 e GFAP, e baixa expressao de CD11b, CD45 e CD73.

Tabela 1: Expressdo de marcadores de superficie celular das CMsMO.

Marcador % Ceélulas positivas

GFP 73,3
CD29 99,8

CD44 99,6

SCA-1 99,4

CD90 55,7
CD45 4,5

CD73 6,6

CD11b 0,6

A capacidade de diferenciacdo de CMsMO in vitro em linhagens adipogénicas,
condrogénica e osteogénica também foi avaliado (Figura 3). As culturas de CMsMO foram
capazes de se diferenciar in vitro na linhagem adipogénica, como evidenciado pelo acimulo de
lipidios no meio intracelular de células coradas com oil red apds quinze dias de cultivo com
meio de diferenciacdo (figura 3A). CMsMO indiferenciadas, coradas com oil red,
ndoapresentaram coloracdo (figura 3B). Ao término de quinze dias do cultivo de CMsMO com
meio de diferenciacdo osteogénica, a observacdo microscépica evidenciou a presenca de célcio
intracelular apds coloragdo com vermelho de alizarina. Esse achado sugere diferenciagcdo em
linhagem osteogénica (figuras 3C e inset). As células utilizadas como controle também foram
coradas, porém como evidenciado na figura 3D, as mesmas foram negativas para deposicao de
calcio intracelular. CMsMO foram submetidas ao contato com meio de diferenciacdo
condrogénica e ao final de 21 dias foram coradas com Alcian blue. Nessas células foi
evidenciada a presenga de proteoglicanos, corados em azul, caracteristicos de condrocitos

(figura 3E) e as células utilizadas como controle também foram submetidas a coloracao, porém
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ndo foi evidenciado diferenciacdo em condrdcitos, permanecendo negativas para

proteoglicanos (figura 3F).

Figura 3: Cultura de CMsMO em diferenciacdo em células das linhagens adipogénica, osteogénica e
condrogénica, observadas por microscopia éptica de contraste de fase. Painel A. Diferenciacdo adipogénica,
acumulo de lipidios intracelulares, corado com oil red. Magnificagdo= 200X. Painel B. CMsMO indiferenciadas
submetidas a coloragdo com oil red. Magnificagdo= 200X Painel C. Diferenciacdo osteogénica, células com
acumulo de calcio coradas com alizarina vermelha 2%. Magnificacdo= 200X. Inset - Célula em diferenciacao
osteogénica em maior aumento Magnificacdo= 400X. Painel D. CMsMO indiferenciada submetida a coloracéo
com alizarina vermelha a 2%. Magnificacdo= 200X. Painel E. Diferenciacdo em condrdcitos evidencada pelo
acumulo de proteoglicanos corado por Alcian blue. Magnificacdo= 400X. Painel F. CMsMO indiferenciada
submetida a coloragéo por Alcian blue. Magnificacdo= 200X.
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6.2 EVOLUCAO DO PESO CORPORAL E GLICEMIA DOS CAMUNDONGOS NO
MODELO DE NEUROPATIA DIABETICA

Durante todo o periodo experimental, o peso corporal e a glicemia dos camundongos
foram monitorados e os dados estdo representados na figura 04. Ao final de quatro semanas
apos a inducdo do diabetes, antes dos tratamentos, os camundongos que receberam STZ
apresentaram redugdo de peso e aumento da glicemia (p<0,01) em relagdo ao grupo de
camundongos que ndo foram induzidos ao diabetes (grupo naive). Este mesmo perfil foi
mantido até o fim do periodo experimental (12 semanas), entretanto, no fim do periodo
experimental, animais tratados com CMsMO apresentaram menor perda de peso corporal em

relacdo ao grupo salina (p<0,05).

40 3 Naive B STZ +Salina Em STZ+GBP 1 STZ+CMsMO - 600
*
*
30 s L . ok ooy | Q
. . . L 6
3 f o, % ) * 400 %
2 20 x 2
3
e -200 €
) ﬂl_lﬂ ﬂ H )
0 0
B 4 12 B 4 12
Semanas Semanas

Figura 4: Variacao do peso corporal e glicemia dos animais durante o periodo experimental. B — Representa
a medida do peso corporal e da glicemia antes da indugdo do modelo. Dados expressos como média + EPM, para
n = 06 animais. * Significancia estatistica em relacdo ao grupo naive (p<0,001). # Significancia estatistica em
relacdo ao grupo STZ+Salina (p<0,001). Analise estatistica determinada pelo teste de Two-way ANOVA seguida
de pos-teste de Bonferroni.
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6.3 EFEITO DO TRANSPLANTE DE CMSMO SOBRE O LIMIAR NOCICEPTIVO
MECANICO DE CAMUNDONGOS COM NEUROPATIA DIABETICA
SENSORIAL

O limiar nociceptivo mecanico foi avaliado com o objetivo de confirmar o
desenvolvimento da neuropatia sensorial no modelo de diabetes, e avaliar o efeito dos
tratamentos. Quatro semanas ap6s o fim do periodo de inducdo do modelo uma consistente
reducdo do limiar de resposta a estimulo mecanico (p<0,001) estava estabelecida,
caracterizando o desenvolvimento da NDS (Figura 5). O tratamento com a gabapentina (70
mg/kg via oral) duas vezes ao dia durantes seis dias consecutivos, realizado na quinta semana
apos a inducao do modelo (figura 5B), induziu um efeito antinociceptivo transitério, retornando
ao estado de alodinia mecanica 12 horas ap6s sua administracdo. Por outro lado, uma Unica
administracdo intravenosa de 1x10° CMsMO, mostrou-se capaz de reverter a alodinia e
normalizar o limiar nociceptivo mecéanico até o fim do periodo experimental. O efeito
antinociceptivo do tratamento foi estatisticamente significante (p<0,01) 1 semanas ap0s o
transplante, aumentando progressivamente até a normalizacdo completa do limiar nociceptivo.
E importante ressaltar que a partir da 11° semana, os camundongos com NDP tratados com
salina e com a gabapentina, apresentaram aumento estatisticamente significante (p<0,001) do
limiar de nocicepcdo, caracterizando perda de sensibilidade ao estimulo mecénico. Essse
fendmeno ndo foi observado nos animais tratados com CMsMO, o0s quais permaneceram com

limiares semelhantes aos dos camundongos do grupo naive até o final do estudo.
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Figura 5: Efeito do transplante de células-tronco mesenquimais de medula dssea (CMsMO) sobre o limiar
nociceptivo mecanico de camundongos em modelo de neuropatia diabética sensorial. Painel A. O eixo das
ordenadas representa o limiar de nocicepgdo em gramas. B - Representa o periodo antes da inducéo do modelo de
diabetes. 0 — representa uma leitura realizada momentos antes do inicio da inducdo do diabetes. A linha pontilhada
em 0 indica o inicio do periodo de inducdo do modelo de neuropatia diabética. A linha pontilhada no ponto de 4
semanas indica 0 momento da administragdo endovenosa de CMsMO 1x10® (STZ+CMsMO) ou salina
(STZ+Salina). Painel B. Representa o limiar nociceptivo mecéanico de camundongos durante o periodo de
administracdo das duas doses didrias da gabapentina (70mg/kg via oral a cada 12 horas) durante seis dias
consecutivos (dias 29 a 34 apés a inducdo do modelo). Dados foram expressos como média e E.P.M; n = 6
camundongos por grupo. * significancia estatistica em relagdo ao grupo naive (p<0,001). # significancia estatistica
em relagdo a STZ+Salina (p<0,001). + significancia estatistica em relagdo ao grupo STZ + GBP. Teste de Two-
way ANOVA seguida de pds-teste de Bonferroni.
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6.4 EFEITO DO TRANSPLANTE DE CMSMO SOBRE O LIMIAR NOCICEPTIVO
TERMICO

O limiar de resposta ao estimulo nociceptivo térmico foi avaliado com o objetivo de
confirmar o desenvolvimento de NDS e avaliar o efeito dos tratamentos. Os resultados estao
apresentados na figura 6. Quatro semanas apoés a indugdo do modelo observou-se aumento do
limiar de resposta a estimulo térmico (p<0,001), indicativo da perda de sensibilidade térmica,
que caracteriza o desenvolvimento da NDP neste modelo. O tratamento diario com a
gabapentina (70 mg/kg via oral a cada 12 horas) possibilitou redugéo parcial da hipoalgesia
térmica apenas durante o periodo de administracdo do farmaco. Em contrapartida, a
administragdo de CMsMO (1X10°%) mostrou-se eficaz na reversdo da hipoalgesia térmica
instalada, uma semana apo6s o transplante (p<0,01). Apds esse ponto, o limiar nociceptivo dos
animais neuropaticos tratados com CMsMO manteve-se nos mesmos patamares dos animais

ndo neuropaticos durante todo o periodo experimental.
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Figura 6: Efeito do transplante de células-tronco mesenquimais de medula 6ssea (CMsMO) sobre o limiar
nociceptivo térmico de camundongos em modelo de neuropatia diabética sensorial. Painel A. O eixo das
ordenadas representa a laténcia em segundos. B — Representa o periodo antes da indugdo do modelo de diabetes.
0 — Representa uma leitura realizada momentos antes do inicio da indugdo do diabetes. A linha pontilhada em 0
indica o inicio do periodo de indugdo do modelo de neuropatia diabética. A linha pontilhada no ponto de 4 semanas
indica o momento da administracdo endovenosa de CMsMO 1 x 10° (STZ+CMsMO) ou salina (STZ+Salina).
Painel B. Representa o limiar nociceptivo térmico dos camundongos durante o periodo de administracdo das duas
doses didrias da gabapentina (70 mg/kg via oral a cada 12 horas) durante seis dias consecutivos (dias 29 a 34 apds
a indugdo do modelo). Dados foram expressos como média e E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. * significancia
estatistica em relagcdo ao grupo naive (p<0,001). # significancia estatistica em relagdo a STZ+Salina (p<0,001). +

significancia estatistica em relacdo ao grupo STZ + GBP. Teste de Two-way ANOVA seguida de pds-teste de
Bonferroni.
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6.5 EFEITO DE CMSMO SOBRE A MORFOLOGIA DAS FIBRAS MIELINIZADAS
DO NERVO ISQUIATICO DE CAMUNDONGOS COM NDS

A analise histologica dos cortes transversais do nervo isquiaticos dos animais avaliados foi
realizada no final do periodo experimental (12 semanas). A figura 7 mostra fotomicrografias
do nervo isquiatico de camundongos representativas de cada grupo experimental. A figura 7A
representa o nervo isquiatico de um animal do grupo naive, apresentando fibras mielinicas de
calibres variaveis, contornos regulares, bainha de mielina integra e com espessura da bainha
proporcional ao didmetro dos respectivos axonios. No grupo STZ + Salina (figura 7B), nota-se
a presenca de: 1 - fibras com formato irregular; 2 — fibras com alteracdo na compactagéo da
bainha de mielina e fibras mielinicas de grosso calibre em processo de atrofia axonal e invasdo
da bainha de mielina para o axoplasma (infoldings) (3). A figura 7C representa o aspecto
morfolégico do nervo isquiatico de animais neuropéticos tratados com gabapentina e a figura
7D representa o aspecto morfoldgico das fibras mielinizadas do nervo isquiatico de animais
tratados com CMsMO. A andlise morfoldgica dos nervos de camundongos dos grupos
STZ+GBP e STZ+CMsMO evidenciou a presenca de fibras mielinicas de diferentes calibres e

com bainha de mielina integra.
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Figura 7: Efeitos do transplante de células-tronco mesenquimais de medula 6ssea (CMsMO) sobre aspectos
morfoldgicos das fibras mielinizadas do nervo isquidtico de camundongos diabéticos. Fotomicrografias
representativas do nervo isquiatico de camundongos dos grupos naive (A), STZ + Salina (B), gabapentina (C) e
CMsMO (D) 12 semanas ap06s a indugdo do diabetes. No painel B, os nimeros indicam fibra mielinica com formato
irregular (1), fibra com alteracdo na compactacdo da mielina (2) e fibras com invaginagdo da bainha de mielina
(infolding) (3). Escala = 40um.

A quantificacdo das alteragdes morfoldgicas mais encontradas na neuropatia diabética
sensorial estdo representadas na figura 8. A andlise permitiu demonstrar, em porcentagem, que
0s animais do grupo STZ + Salina apresentaram maior percentual de fibras anormais, ou seja,
fibras com formato irregular, alteracdo na compactagédo da bainha de mielina (bainha dupla) e
infolding de mielina, em relacdo ao grupo naive (figura A). Entre as alteracfes observadas, a
invaginacdo da bainha de mielina (infoldings) foi a alteracdo mais prevalente (figura B)
(p<0,05). O transplante de CMsMO (1 x 10°) reduziu a porcentagem de fibras mielinicas
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anormais no nervo dos animais diabéticos (Figuras A). O tratamento didrio com gabapentina
(70 mg/kg via oral por seis dias consecutivos), assim como o transplante de CMsMO, diminuiu
a porcentagem de fibras com infoldings de mielina no nervo isquiatico de animais diabéticos
(Figuras B). Por outro lado, ndo foram observadas diferencas estatisticas significantes entre os
grupos ao avaliar o percentual de fibras com alteragdo na compactagéo da bainha de mielina e
no percentual de fibras com formato irregular (figuras C e D).
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Figura 8: Efeito do transplante de CMsMO sobra a quantificagdo das altera¢fes morfolégicas encontradas
nas fibras mielinizadas de camundongos com NDS. A. Porcentagem de fibras mielinicas anormais. B.
Porcentagem de fibras com infoldings de mielina. C. Porcentagem de fibras com alteragcdo na compactacéo da
mielina. D. Porcentagem de fibras com formato irregular. Anélise feita no tempo de 12 semanas apds a inducao
do modelo experimental de diabetes. Os dados sdo expressos como médias = SEM; N = 6 camundongos por grupo.
* Significativamente diferente do grupo naive (p <0,05). # Significativamente diferente do grupo STZ + Salina.
ANOVA seguido do teste de Tukey.
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6.6 EFEITO DE CMSMO SOBRE A MORFOMETRIA DAS FIBRAS MIELINIZADAS
DO NERVO ISQUIATICO DE CAMUNDONGOS NEUROPATICOS

A analise morfométrica das fibras mielinizadas do nervo isquiatico de camundongos foi
realizada com o objetivo de quantificar possiveis alteracfes imperceptiveis nas analises
morfolégicas. O nimero de fibras mielinicas (A), didametro médio dos axénios (B), diametro
médio das fibras mielinicas (C) espessura da bainha de mielina (D) e razdo G (E) estdo
representados na figura 9. Os resultados revelaram reducdo no namero de fibras mielinicas no
nervo de camundongos neuropaticos tratados com salina ou gabapentina, em rela¢do aos do
grupo naive (p<0,05). Em contrapartida, nos animais neuropaticos tratados com CMsMO o
namero de fibras mielinicas no nervo isquiatico foi similar ao encontrado nos camundongos
ndo neuropaticos. Em adicdo, camundongos com neuropatia tratados com salina apresentaram
reducdo no diametro dos axdnios de fibras mielinicas em relacdo aos animais naive (p<0,05).
Nos animais tratados com CMsMO essa reducdo no diametro dos axénios ndo foi evidenciada.
Esses dados evidenciam que o tratamento com CMsMO foi capaz de reduzir sinais de atrofia
axonal nos animais diabéticos. Nenhuma diferenca estatistica entre os grupos experimentais foi
encontrada na andlise dos parametros: diametro das fibras mielinicas, espessura da bainha de

mielina e da razdo G.
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Figura 9: Efeitos do transplante de células-tronco mesenquimais de medula éssea (CMsMO) sobre
parametros morfométricos do nervo isquidtico de camundongos com neuropatia diabética sensorial. A.
NUmero de fibras mielinicas. B. Diametro médio dos axdnios. C. Diametro médio da fibra. D. Espessura da bainha
de mielina. E. Razéo G. Andlise feita 12 semanas ap0s inducédo do diabetes. Os dados sdo expressos como médias
+ SEM; N = 6 camundongos por grupo. * Significativamente diferente do grupo naive (p <0,05). #
Significativamente diferente do grupo do grupo STZ + Salina. ANOVA seguido do teste de Tukey.
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6.7 EFEITO DO TRANSPLANTE DE CMSMO SOBRE AS FIBRAS AMIELINICAS
DO NERVO ISQUIATICO DE ANIMAIS COM NDS

Tendo em vista a participacao das fibras amielinicas no desenvolvimento dos fenémenos
de alteracdo de sensibilidade observados neste trabalho, foi realizada a analise morfoldgica e
morfométrica destas fibras e os dados estdo representados na figura 10. A analise qualitativa
mostra eletromicrografias do feixe Remak nucleado representativa de animais dos diferentes
grupos avaliados. Em animais ndo-diabéticos (naive), pode-se observar a presenca de feixe
Remak contendo numerosas fibras amielinicas de aspecto arredondado e com 0 espago
endoneural preenchido por feixes coladgenos (asterisco — figura 10A). Porém, a avaliacdo
morfologica das fibras amielinicas dos animais STZ+Salina demonstrou presenca de fibras com
aspecto encolhido (seta branca) e auséncia de feixes colagenos no espacgo endoneural (estrela —
figura 10B). Com relacdo a avaliagdo qualitativa das fibras amielinicas presentes no nervo
isquiatico de camundongos tratados com gabapentina (70 mg/kg), foi observada a presenca de
feixe Remak contendo area com aparente processo de desnervacdo (ponta de seta), além da
presenca de prolongamento da célula de Schwann envolvendo feixes colagenos (seta preta —
figura 10C). Contudo, a figura 10D evidencia uma eletromicrografia representativa do corte
transversal do nervo isquidtico de animais com NDS e submetidos ao transplante com CMsMO,
demonstrando a presenca de fibras amielinicas arredondadas e com o espaco endoneural
preenchido por feixes colagenos.

Com relacdo a analise morfométrica das fibras amielinicas do nervo isquiatico de
camundongos com neuropatia, foi observada uma reducdo da area e densidade das fibras
amielinicas de animais dos grupos STZ+Salina e STZ+GBP em comparagdo com 0s animais
ndo-diabéticos (naive) (p <0,01). Por outro lado, o tratamento com CMsMO mostrou

parametros morfométricos semelhantes aos animais do grupo Naive (figura 10E e F).
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Figura 10: Efeitos do transplante de células-tronco mesenquimais de medula éssea (CMsMO) sobre a
morfologia de fibras amielinicas no nervo isquiatico de camundongos com neuropatia diabética sensorial.
A-D. Eletromicrografias representativas da morfologia de fibras amielinicas do nervo isquiatico de camundongos
dos grupos naive (A), STZ + Salina (B), STZ+GBP (C) e STZ+CMsMO (D). O asterisco no painel A indica a
presenca de feixes colagenos no espaco endoneural e a sua auséncia indicada pela estrela presente no painel B. A
seta branca indica fibra amielinica de aspecto encolhido. No painel C, a ponta de seta indica a presenca de aparente
processo de desnevarcao e a seta preta indica feixes de colageno envolvidos por prolongamento da célula de
Schwann. Escala = 1um. Painéis E e F mostram dados da morfometria das fibras amielinicas do nervo isquiatico,
representando area e densidade das fibra amielinicas, respectivamente. Os dados sdo expressos como médias +
SEM; N = 6 camundongos por grupo. * Significativamente diferente do grupo naive (p <0,05). #
Significativamente diferente do grupo STZ + Salina. ANOVA seguido do teste de Tukey.
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6.8 EFEITO DO TRANSPLANTE DE CMSMO SOBRE A MORFOLOGIA E
MORFOMETRIA MITOCONDRIAL EM FIBRAS MIELINICAS E AMIELINICAS

Considerando que a lesdao mitocondrial pode contribuir para o processo de atrofia axonal,
realizamos a avaliacdo qualitativa e quantitativa das mitocondrias presentes nas fibras
mielinicas e amielinicas de animais com NDS. A andlise foi realizada através de microscopia
eletronica de transmisséo, estando os resultados representados na figura 11. Os aspectos
morfolégicos e morfométricos atipicos foram evidenciados em comparacéo a parametros pré-
estabelecidos como normais (FLATTERS, S. J. & BENNETT, G. J., 2006). As mitocdndrias
atipicas foram diferenciadas por possuirem comprimento maior que 265 nm, presenca de
vacuolo maior que 50% da &rea mitocondrial com acimulo de material amorfo eletro-denso nos
polos da organela. As figuras 11A-D contém imagens representativas de mitocondrias presentes
em fibras mielinicas de camundongos de todos 0s grupos experimentais, enquanto as figuras
11A"-D’, representam eletromicrografias de mitocéndrias presentes em fibras amielinicas. A
quantificacdo da atipia mitocondrial, tanto em fibras amielinicas quanto mielinicas, esta
expressa em porcentagem de atipia mitocondrial nas figuras 11E e F, respectivamente.

A anélise dos dados qualitativos permitiu observar organelas com duplas membranas e
cristas mitocondriais integras nas fibras mielinicas e amielinicas de animais nédo-diabéticos
(naive) (seta - figura 11A e A’). Com relagdo ao grupo STZ+Salina, observamos a presenga de
mitocdndrias com tamanhos maiores que 265 nm (estrela — figura 11B) e com vacuolos
superiores a 50% do seu tamanho, associado a presenca de material amorfo eletro-denso em um
dos polos das organelas (asterisco - figura 11B’). A analise qualitativa das mitocondrias
presentes em fibras mielinizadas e ndo-mielinizadas ndo permitiu observar diferencas entre os
tratamentos com gabapentina (70 mg/kg, 12h/12h durante seis dias) ou com CMsMO no nervo
isquitico de camundongos com neuropatia diabética sensorial (figuras 11C ¢ C’/ 11D e D).
Porém, a analise quantitativa da atipa mitocondrial demonstra que animais com neuropatia
tratados com salina ou gabapentina apresentaram aumento da porcentagem de mitocondrias
atipicas em fibras amielinicas, efeito ndo observado no grupo de animais com NDS e tratados
com CMsMO (figura 11E). Por outro lado, dados da quantificagcdo de atipia mitocondrial em
axonios mielinizados ndo permitiu observar diferencas estatisticas entre os grupos avaliados
(figura 11F).
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Figura 11: Efeito de células-tronco mesenquimais de medula 6ssea (CMsMO) sobre a atipia mitocondrial
em fibras mielinicas e amielinicas do nervo isquiatico de camundongos no modelo de neuropatia diabética
sensorial. Painéis A-D. Eletromicrografias representativas da morfologia mitocondrial em fibras amielinicas do
nervo isquidtico de camundongos dos grupos naive (A), STZ+Salina (B), STZ+GBP (C) e STZ+CMsMO (D).
Painéis A’-D’ mostram imagens representativas de mitocondrias dos mesmos grupos experimentais, mas em fibras
amielinicas. A seta indica mitocondria normal contendo membrana e cristas mitocondriais integras. A estrela
indica uma mitocdndria com tamanho superior a 265 nm e o asterisco evidencia uma mitocdndria com vacutolo
gue ocupa mais de 50% do seu tamanho e presenca de conteido eletro-denso na sua periferia. Escala = 0,5 yum.
Andlises quantitativas da atipia mitocondrial em fibras amielinicas e mielinicas estdo representadas nas figuras E
e F, respectivamente. Os dados foram expressos como médias £+ SEM; N = 6 camundongos por grupo. *
Significativamente diferente do grupo naive (p <0,05). # Significativamente diferente do grupo STZ + Salina.
ANOVA seguido do teste de Tukey
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6.9 EFEITO DO TRANSPLANTE DE CMSMO SOBRE A EXPRESSAO DE FATORES
ANTIOXIDANTES NA MEDULA ESPINAL DE CAMUNDONGOS NO MODELO
DE NDS

Os niveis da expressdo de RNAm de catalase, superoxido dismutase, glutationa
peroxidase e Nrf2 foram avaliados na medula espinal de camundongos dos diferentes grupos,
por PCR em Tempo Real, no fim do periodo experimental (figura 12). Os dados demonstram
que os animais neuropaticos tratados com solucdo salina apresentaram valores elevados de
RNAm do fator de transcri¢cdo Nrf2 e das enzimas antioxidantes catalase, superoxido dismutase
e glutationa peroxidase, em relagdo ao grupo naive (p <0,01). Em camundongos com NDS
tratados com CMsMO (1 x 10°) a expressdo desses fatores antioxidantes na medula espinal foi

reduzida a niveis equivalentes aos de camundongos nao neuropaticos.
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Figura 12: Efeito do transplante de CMsMO sobre o perfil de expresséo de fatores antioxidantes na medula
espinal de camundongos com neuropatia diabética. Quatro semanas apés a indugdo de neuropatia, 0s
camundongos foram tratados com CMsMO (1 x 10%; STZ+CMsMO) ou solugédo salina (STZ+Salina) por via
endovenosa. O grupo naive, representa camundongos ndo diabéticos, que receberam tampao citrato ao invés de
estreptozotocina. Os niveis espinais de MRNA foram medidos por RT-gPCR, 8 semanas ap6s 0s tratamentos. Os
painéis mostram os niveis espinais de RNAm de catalase (A), superoxido dismutase (B), glutationa peroxidase (C)
e Nrf2 (D). Os dados séo expressos como médias = SEM; N = 6 camundongos por grupo. * Significativamente
diferente dos restantes grupos (p <0,001). ANOVA seguido do teste de Tukey.
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6.10 EFEITO DO TRANSPLANTE DE CMSMO SOBRE OS NIVEIS ESPINAIS
DE NITRITO E MDA EM CAMUNDONGOS NO MODELO DE NDS

Os efeitos de CMsMO sobre o estresse nitrosativo e a peroxidacdo lipidica foram
investigados pela mensuracdo dos niveis de nitrito e MDA na medula espinal 8 semanas ap6s
o transplante. Os niveis de nitrito (Figura 13A) e MDA (Figura 13B) foram significativamente
elevados na medula espinal de camundongos diabéticos em comparagdo com o grupo naive (p
<0,05). O tratamento com CMsMO (1 x 10°) impediu completamente o aumento dos niveis de

nitrito e MDA na medula espinal de camundongos diabéticos.
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Figura 13: Transplante de CMsMO reduz os niveis de nitrito e MDA na medula espinal de camundongos
com neuropatia diabética. Quatro semanas ap0s a inducdo de neuropatia, os camundongos foram tratados com
CMsMO (1X108; STZ+CMsMO) ou solugéo salina (STZ+Salina) por via endovenosa. O grupo naive, representa
camundongos ndo diabéticos, que receberam tampao citrato ao invés de estreptozotocina. Os niveis espinais de
nitrito (A) e MDA (B) foram medidos 8 semanas ap6s os tratamentos. Os dados sdo expressos como médias +
SEM; N = 6 camundongos por grupo. * Estatisticamente significante em comparacéo ao grupo naive (p <0,05).
ANOVA seguido do teste de Tukey.
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6.11 EFEITO DO TRANSPLANTE DE CMSMO SOBRE A ATIVACAO DE
ASTROCITOS E MICROGLIA NO CORNO DORSAL DA MEDULA ESPINAL DE
CAMUNDONGOS NO MODELO DE NDS

A ativacdo de células gliais na medula espinal € um evento chave no desenvolvimento
e manutencdo da neuropatia sensorial. Considerando que um Gnico transplante de MSC induziu
reversdao completa da disfungdo sensorial em camundongos diabéticos, uma possivel acdo
moduladora das CMsMO sobre a ativagdo espinal de células gliais durante a neuropatia foi
avaliada. A ativacdo de micrdglia e astrécitos na medula espinal foi analisada por
imunofluorescéncia quantificando, respectivamente, a marcacdo para Ibal e GFAP. A figura
14, painéis A a F, mostra fotomicrografias representativas de secc¢@es histologicas da medula
espinal de camundongos dos diferentes grupos experimentais. A analise qualitativa da
marcacdo por GFAP mostrou uma maior quantidade de astrécitos ativados no corno dorsal da
medula espinal de camundongos do grupo STZ+Salina em comparagdo aos animais dos grupos
naive e tratados com CMsMO (figuras 14A-C). O mesmo perfil foi observado ao avaliar o perfil
de marcacdo para micréglia ativada no corno dorsal da medula espinal de camundongos com
NDS (figuras 14D-F).

A analise quantitativa dos dados revelou que camundongos diabéticos tratados com
solucdo salina apresentaram maior percentual de area marcada para GFAP (painel G) e Ibal
(painel H) no corno dorsal da medula, em comparagdo com o grupo controle ndo diabético
(naive) (p <0,05). Em camundongos diabéticos tratados com CMsMO (1 x 10°) esse aumento
da marcacdo para GFAP e Ibal ndo foi observado, indicando menor ativacdo de astrécitos e

microglia no corno dorsal espinal desses camundongos.



Naive STZ + Salina STZ + CMsMO

o
<
o
+
o
<
[V
Q
a
<
o
+
L o]
o
2
G - H 038
* *
= i —_
T 4 R
4 s
[+ I # o _
=9 0 T
L E I -04 3 3
°3 # B
& 2- Py
2 L0.2 &
—
0 0.0
Naive STZ + Salina $TZ +CMsMO Naive STZ + Salina STZ + CMsMO

Figura 14: Efeito de CMsMO sobre a ativacdo de astrécitos e micréglia no corno dorsal da medula espinal
de camundongos no modelo de neuropatia diabética sensorial. Oito semanas apds o tratamento com CMsMO
(1 x 10%; STZ+CMsMO) ou solugéo salina (STZ+salina), avaliou-se a expressdo de GFAP e Ibal, indicativos de
ativacdo de astrocitos e microglia, na medula espinal de camundongos dos diferentes grupos experimentais. O
grupo naive, representa camundongos ndo diabéticos, que receberam tampao citrato ao invés de estreptozotocina.
Painéis A-C: fotomicrografias representativas da marcagdo para GFAP no corno dorsal espinal de camundongos
dos grupos naive (A), STZ+Salina (B) e STZ+CMsMO (C). Painéis D-F: fotomicrografia representativas da
marcacdo para Ibal no corno dorsal espinal de camundongos dos grupos naive (D), STZ+Salina (E) e
STZ+CMsMO (F). Escala = 50um. Os insets evidenciam astrécitos (A-C) e microglias (D-F) ativados no CDME
sob magnificacdo de 400X. Painéis G e H mostram dados da analise quantitativa da imunomarcacao, representados
como o percentual da area com células positivas para GFAP e Ibal, respectivamente, no corno dorsal da medula
espinal. Os dados sdo expressos como médias £+ SEM; N = 3 camundongos por grupo. * Significativamente
diferente do grupo naive (p <0,05). # Significativamente diferente do grupo STZ+Salina. ANOVA seguido do
teste de Tukey.
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6.12 EFEITO DO TRANSPLANTE DE CMSMO SOBRE A EXPRESSAO DE
GALECTINA-3 NO CORNO DORSAL DA MEDULA ESPINAL DURANTE A
NDS EXPERIMENTAL

A investigacdo do perfil de expressdao de galectina-3 (Gal-3) na medula espinal de
camundongos diabéticos foi realizada por imunofluorescéncia. Na figura 15 estdo as imagens
representativas da co-marcacdo galectina-3 e GFAP (A-C), ou galectina-3 e Ibal (D-F). O
painel 15G mostra a anélise quantitativa da marcacdo de galectina-3 no corno dorsal da medula
espinal (CDME), sendo representada como porcentagem total de area marcada para galectina-
3. Objetivando investigar se a galectina-3 estava expressa no CDME e qual tipo célular seria
responsavel pela sua expressdo, o estudo de co-marcacdo com indicadores de ativacdo de
astrocito (GFAP) e microglia (Ibal) foi realizado. A analise qualitativa da marcacgdo conjunta
GFAP + Gal-3 ndo evidenciou astrécitos ativados marcados para a galectina-3 em todos 0s
grupos avaliados (figura 15A-C, insets). Porém, o resultado da co-marcagdo entre Iba-1 e Gal-
3 demonstrou células microgliais ativadas e marcadas para galectina-3 somente nos animais do
grupo STZ-Salina (figura 15E — inset). No entanto, este perfil de co-marcacgéo néo foi observado
nos animais transplantados com CMsMO, apresentando auséncia de co-marcagdo de forma

semelhante aos animais ndo-diabéticos (figura 15F).

A andlise quantitativa da porcentagem de area marcadas para galectina-3 no corno dorsal
da medula espinal, revelou que os animais diabéticos tratados com solucéo salina apresentaram
aumento da expressdo de Gal-3 no corno dorsal da medula espinal (G), e que um Unico
transplante de CMsMO (1 x 10°) reduziu a quantidade de area marcada para esta lectina (p
<0,05).
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Figura 15: Efeito do transplante de CMsMO sobre a expressdo de Gal-3 em células gliais no corno dorsal
da medula espinal de camundongos no modelo de neuropatia diabética. (A-C) Fotomicrografias
representativas para co-marcacdo de galectina-3 e GFAP para os diferentes grupos avaliados. (D-F) Imagens
representativas para co-marcagéo de galectina-3 e Ibal evidenciando a presenca de co-marcagdo apenas ndo grupo
STZ + Salina (inset). G - Analise quantitativa da porcentagem de area marcada para galectina-3 no corno dorsal
da medula espinal de camundongos diabéticos (p <0,05). Os dados sdo expressos como médias £+ SEM; N = 3
camundongos por grupo. * Significativamente diferente do grupo naive (p <0,05). # Significativamente diferente
do grupo STZ+Salina. ANOVA seguido do teste de Tukey.
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6.13 RASTREIO DAS CELULAS MESENQUIMAIS DERIVADAS DE MEDULA
OSSEA TRANSPLANTADAS EM ANIMAIS COM NDS

Considerando que as CMsMO foram isoladas de doadores EGFP, as células transplantadas
foram rastreadas nos tecidos dos camundongos tratados, pela identificacdo de RNAm de GFP,
utilizando RT-gPCR. Amostras de ganglio da raiz dorsal (L4 e L5), nervo isquiatico, medula
espinal, baco e figado dos camundongos transplantados foram coletadas 24 horas, uma e trés
semanas apos o transplante (figura 16). Embora tenha sido encontrada uma baixa expresséo de
RNAmM na maioria dos tecidos investigados, os dados mostram que a maior expressao foi
detectada no figado e no bago dos camundongos neuropaticos. A figura 16 revela que 24 horas
apos o transplante houve uma elevada expressdo de GFP RNAmM no baco dos camundongos
(p<0,05). Uma semana ap6s o transplante foi observada maior expressao de GFP RNAmM no
figado dos animais diabéticos. Porém, trés semanas apos o transplante, 0s niveis de expressao

do GFP foram reduzidos em todas as amostras investigadas.
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Figura 16: Rastreio das CMsMO transplantadas. Os niveis de RNAm para GFP foram mensurados por qRT-
PCR, 24hrs, uma e trés semanas ap0s o transplante. O grafico mostra a expressdéo de RNAm para GFP no GRD,
nervo isquiatico, medula espinal, bago e figado dos animais neuropaticos. Os dados sdo expressos como médias +
SEM; N =5 camundongos por grupo. * Significativamente diferente dos demais grupos no ponto 24h (p <0,05).
# Significativamente diferente do grupo GRD, nervo isquiatico e medula espinal no ponto 1 semana. ANOVA
seguido do teste de Tukey.
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6.14 EFEITO DO MEIO CONDICIONADO DE CMSMO SOBRE A ALODINIA
MECANICA EM CAMUNDONGOS COM NEUROPATIA DIABETICA
SENSORIAL

Com o objetivo de investigar se o efeito paracrino de CMsMO contribui para sua
propriedade antinociceptiva, o efeito do tratamento com MC-CMsMO sobre as alteracfes de
sensibilidade durante a NDS foi a seguir avaliado. O MC-CMsMO foi administrado por via
endovenosa, uma Unica vez, em animais com neuropatia diabética sensorial instalada, e o limiar
de nocicepgdo ao estimulo mecénico foi medido ao longo de todo o periodo experimental. Os
resultados apresentados na figura 17 demonstram que duas semanas apds a infusdo do MC-
CMsMO, houve completa reversdo da alodinia mecéanica nos animais com neuropatia diabética
(p<0,01). Apobs esse tempo, o limiar nociceptivo mecéanico dos camundongos tratados

permaneceu em niveis compativeis aos de animais naive até o final do periodo experimental.
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Figura 17: Efeito do meio condicionado de células mesenquimais de medula 6ssea (MC-CMsMO) sobre o
limiar nociceptivo mecanico de camundongos em modelo de neuropatia diabética. O eixo das ordenadas
representa o limiar de nocicepgdo em gramas. B - Representa o periodo antes da inducdo do modelo de diabetes.
0 — Representa uma leitura realizada momentos antes do inicio da indugdo do diabetes. A linha pontilhada em 0
indica o inicio do periodo de indugdo do modelo de neuropatia diabética. A linha pontilhada no ponto de 4 semanas
indica 0 momento da administracdo endovenosa de MC-CMsMO (STZ+MC-CMsMO) ou salina (STZ+Salina).
Dados foram expressos como média e E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. * significancia estatistica em relagao
ao grupo naive (p<0,001). # significancia estatistica em relacdo ao grupo STZ+Salina (p<0,001). Teste de Two-
way ANOVA seguida de pds-teste de Bonferroni.
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6.15 EFEITO DO MEIO CONDICIONADO DE CMSMO SOBRE A
HIPOALGESIA TERMICA EM CAMUNDONGOS COM NEUROPATIA
DIABETICA SENSORIAL

Com o objetivo de avaliar o efeito da infusdo dos produtos secretados pelas CMsMO em
meio de cultivo, foi administrado o meio condicionado de CMsMO por via endovenosa, uma
Unica vez, em animais com neuropatia diabética sensorial instalada, e o limiar nociceptivo
térmico foi avaliado (figura 18). A infusdo do MC-CMsMO reduziu a hipoalgesia térmica em
camundongos com NDS uma semana ap0s o tratamento, levando os limiares nociceptivos
térmicos desses camundongos para patamares similares ao dos animais ndo-diabéticos até o fim

do periodo experimental.
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Figura 18: Efeito do meio condicionado de células mesenquimais de medula éssea (MC-CMsMO) sobre o
limiar nociceptivo térmico de camundongos em modelo de neuropatia diabética. O eixo das ordenadas
representa a laténcia em segundos. B — Representa o periodo antes da indu¢do do modelo de diabetes. 0 —
Representa uma leitura realizada momentos antes do inicio da inducéo do diabetes. A linha pontilhada em 0 indica
o inicio do periodo de indugdo do modelo de neuropatia diabética. A linha pontilhada no ponto de 4 semanas indica
0 momento da administracdo endovenosa de MC-CMsMO (STZ+MC-CMsMO) ou salina (STZ+Salina). Dados
foram expressos como média e E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. * significancia estatistica em relacdo ao
grupo naive (p<0,001). # significancia estatistica em relacdo ao grupo STZ+Salina (p<0,001). Teste de Two-way
ANOVA seguida de pés-teste de Bonferroni.
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6.16 CARACTERIZAGCAO DAS VESICULAS EXTRACELULARES DE
CELULAS MESENQUIMAIS DERIVADAS DA MEDULA OSSEA

As vesiculas extracelulares foram obtidas a partir do meio condicionado proveniente da
cultura de CMsMO, e sua quantificagdo direta foi realizada por NTA, que permitiu a
determinacdo do nimero e tamanho das particulas em suspensao. Foram realizadas trés leituras
e a média das leituras foi utilizada como valor absoluto referente a quantificacdo de
particulas/mL (figura 19). O nimero total de VEs recuperadas a partir de 1x10® CMsMO
expandidas em cultura foi de 1,65x108 particulas/mL, distribuidas numa faixa de tamanho entre
100 e 500 nm, com tamanho médio de 235,7 nm. A maior frequéncia do tamanho das particulas
(moda) foi de 197,7 nm de diametro (Figura 19B).

Além da caracterizacdo das VEs-CMsMO por NTA, as vesiculas foram também analisadas
por microscopia eletrénica de transmissao. Utilizando MET foi possivel identificar vesiculas
com morfologia arredondada possuindo membrana integra e com diferentes tamanhos,
corroborando os resultados obtidos no NTA (figura 19C e D). Em conjunto, os dados do NTA

e da MET indicam sucesso no protocolo de obtencéo de VEs a partir de CMsMO.
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Figura 19: Caracterizaco e quantificacdo das VEs derivadas de células mesenquimais de medula 6ssea. A.
Imagem ilustrativa capturada pelo NTA das vesiculas extracelulares em suspensdo. B. Quadro contendo média,
moda e numero total de particulas (VES) e grafico representativo mostrando a relacdo entre a quantidade de
vesiculas por mL (eixo Y) vs. tamanho das particulas (nm) (eixo X). C e D mostram eletromicrografias

representativas das VEs-CMsMO.
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6.17 CARACTERIZACAO DO CONTEUDO PROTEICO DAS VESICULAS
EXTRACELULARES DERIVADAS DE CELULAS MESENQUIMAIS DE
MEDULA OSSEA E COMPARACAO COM UM BANCO PUBLICO DE DADOS

O conteudo proteico das VEs tem sido amplamente avaliado a partir de amostras de
varios tipos celulares e fluidos bioldgicos. Em virtude do extenso nimero de dados encontrados,
nos Ultimos anos, bancos de dados tém sido criados com o objetivo de fornecer uma lista do
conteddo molecular das VEs de multiplos organismos. Com o intuito de determinar a
composic¢do proteica das VEs-CMsMO, foi realizada a anélise protedmica por espectrometria
de massas utilizando o espectrometro LTQ Orbitrap XL ETD (Thermo scientific) e foi utilizado
0 banco publico de dados Vesiclepedia para realizar o download do total de proteinas
previamente encontradas em VEs. No total, foram identificadas 42 proteinas nas amostras de
VEs-CMsMO, identificadas na tabela 2. Os dados de comparacdo das proteinas encontradas
nas VEs-CMsMO com as ja depositadas no Vesiclepedia, revelam que, das 42, quatro ainda
ndo foram identificadas em vesiculas extracelulares, as quais estdo listadas em vermelho no
final da tabela 2. Estes dados mostram que, entre 0 nimero de proteinas compartilhado com o
Vesiclepedia, observou-se a presenca de proteinas que estdo conservadas em amostras de VEs,
entre elas, proteinas chaperonas, integrinas e GTPases. Por outro lado, as quatro proteinas que
ainda ndo estavam presentes no banco de dados estéo correlacionadas a processos como ligacédo
a acidos nucleicos, atividades catalitica e proteolitica. Vale ressaltar que a analise proteémica
feita neste estudo resultou em um numero muito baixo de proteinas, fato que torna essa
avaliacdo sobre o conteudo proteico das VEs-CMsMO pouco informativa e confiavel. Dessa
forma, é fundamental a repeticdo da analise protedmica das VEsS-CMsMO antes que se possa

concluir sobre seu contetdo proteico.
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Tabela 2: Lista das 42 proteinas identificadas no proteoma de VEs-CMsMO.

N° de acesso

Simbolo génico

Nome da proteina

P61922
Q8JZN5
P07830
Q8BFZ3
P35585
P28653
D3YXLO
Q55580
Q8VCE1
Q6S7F2
P29391
Q3VO0G7
P14432
P62806
Q00547
P62748
P24815
P0055
Q8R4U7
P17897
Q99J21
Q60974
035516
Q8CEG0
P00762
P32261
P07214
Q99N48
E9PV87
Q8TDR4
QIROT7
P68369
P68368
P20152
Q92476
P68254
Q61329
B1ASA5

Abat
Acad9
Act
Actbl2
Aplml
Bgn
Ccdcl170
Dhrs13
Dnajc28
E2F7
Ftl1
Garnl3
H2-T3
Histlh4a
Hmmr
Hpcall
Hsd3b1
Itghl
Luzpl
Lyzl
Mcolnl
Ncorl
Notch2
Panx3
Prss1
Serpincl
Sparc
Sytl3
Talpid3
Tcpl10
Try4
Tubal
Tubb4
Vim
Xpo6
Ywhaq
Zfhx3
Zfp362

4-aminobutirato aminotransferase mitocondrial
Acetil-CoA desidrogenase 9
Actina
Proteina semelhante a beta-actina 2
Adaptina complexo mu-1
Biglicano
Coiled-Coil Domain Containing 170
Desidrogenase/redutase 13
Membro C28 da subfamilia DNAJ
Fator de transcri¢cdo E2F7
Polipeptideo de cadeia leve da ferritina 1
Proteina do tipo Rap / Ran-GAP ativadora de GTPase 3
thimus leukemia antigen
Histona H4
Receptor de motilidade mediado por hialuronano
Proteina semelhante a hipocalcina 1
Beta-hidroxisteroide desidrogenase/Delta5-4 isomerase tipo 1
Beta- integrina 1
Proteina zipper leucina 1
Lizozima C-1
Mucolipina - 1
Receptor nuclear co-repressor 1
Proteina homéloga neurogénica do Notch, locus 2
Panexina 3
Tripsina 1 aniénica
Antitrombina - 111
Osteonectina
Sinaptogmina
Talpid3
Homologo da proteina 10A do complexo T
MCG15085
Cadeia de tubulina alfa-1
Tubulina, cadeia beta-4A
Vimentina
Exportina-6
Proteina teta 14-3-3
Proteina zinc finger homeobox 3

Proteina zinc finger 362
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L7N248 Gm6871 Gene previsto 6871

Q8CD19 Lancl3 LanC-like protein 3
N&o encontrado SfnAnxa6 Né&o encontrado

Q79271 Tryl10 MCG140784

6.18 EFEITO DAS VESICULAS EXTRACELULARES DERIVADAS DE
CMSMO SOBRE A ALODINIA MECANICA EM CAMUNDONGOS COM
NEUROPATIA DIABETICA SENSORIAL

Para investigar a hipdtese de mecanismo de agdo pardcrino de CMsMO, o efeito da
administracdo de VEs-CMsMO sobre o limiar nociceptivo mecanico de camundongos com
neuropatia diabética sensorial, foi avaliado. Os dados expressos na figura 20 demonstram que
uma Unica administracdo via endovenosa de VEs-CMsMO foi capaz de reverter a alodinia
mecanica instalada em animais diabéticos (p<0,01). O efeito antinociceptivo de VEs-CMsMO
iniciou duas semanas ap0s o tratamento e foi mantido ao longo de todo o periodo experimental.
O tratamento VEs-CMsMO produziu o mesmo padrdo de efeitos sobre a neuropatia sensorial

comportamental que foi observado apds o tratamento com MC-CMsMO e com CMsMO.
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Figura 20: Efeito das vesiculas extracelulares de células mesenquimais de medula dssea (VEs-CMsMO)
sobre o limiar nociceptivo mecanico de camundongos em modelo de neuropatia diabética. O eixo das
ordenadas representa o limiar de nocicepcdo em gramas. B - Representa o periodo antes da indugdo do modelo de
diabetes. 0 — Representa uma leitura realizada momentos antes do inicio da inducdo do diabetes. A linha pontilhada
em 0 indica o inicio do periodo de indugdo do modelo de neuropatia diabética. A linha pontilhada no ponto de 4
semanas indica 0 momento da administracdo endovenosa de VEs-CMsMO (STZ+VEs-CMsMO) ou salina
(STZ+Salina). Dados foram expressos como média e E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. * significancia
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estatistica em relacdo ao grupo naive (p<0,001). # significancia estatistica em relacdo ao grupo STZ+Salina
(p<0,001). Teste de Two-way ANOVA seguida de pés-teste de Bonferroni.
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7 DISCUSSAO

A neuropatia diabética estd associada a sintomas sensoriais controversos, como dor e
perda de sensibilidade, para os quais ndo ha terapia efetiva, reduzindo consideravelmente a
qualidade de vida do paciente. O presente estudo demonstrou que uma Unica administragao de
CMsMO foi capaz de reverter a neuropatia diabética sensorial através da modulacdo de eventos
cruciais para a manutencao da neuropatia no sistema nervoso periférico e central, destacando o
potencial de terapia celular para o tratamento da neuropatia.

A estreptozotocina é um antibiotico toxico para as células B-pancreéaticas amplamente
utilizado em modelos experimentais para inducdo diabetes. Neste sentido, véarios protocolos
utilizando a STZ tém sido adotados em estudos experimentais de diabetes do tipo | e Il
(FURMAN, 2015). Neste trabalho, utilizamos um protocolo de inducdo do diabetes tipo |
estabelecido por nosso grupo, o qual foi capaz de desenvolver uma hiperglicemia duradoura,
associada a complicacdes renais e neuropatia em camundongos, sendo considerado um bom
modelo experimental para estudo das consequéncias patoldgicas do diabetes tipo | e avaliacdo
de abordagens terapéuticas (GUIMARAES et al., 2013b).

O desenvolvimento da neuropatia sensorial foi confirmado pelo uso de ensaios
comportamentais estabelecidos, capazes de detectar alodinia mecénica e hipoalgesia térmica,
que sdo sinais caracteristicos de neuropatia diabética em camundongos (WATERMAN et al.,
2012). Cerca de 40% dos individuos com ND relatam sentir alodinia mecéanica primaria
(BASTYR et al., 2005), progredindo para a perda de percepcao sensorial nos estagios tardios
da doenca, 0 que esta intimamente relacionado aos casos de ulceracdo de membros e amputacao
(OBROSOVA, 2009). Além disso, a perda sensitiva, combinada com a perda de propriocepcao
pode acarretar desequilibrio e instabilidade da marcha, aumentando a probabilidade de quedas
gue podem resultar em laceracdes, fraturas ou traumatismo cranio-encefalico (SINCLAIR et
al., 2012). No presente estudo, a alodinia mecénica foi completamente instalada 4 semanas apds
a administracdo de STZ e evoluiu para a perda de sensibilidade tatil 12 semanas ap6s a STZ,
indicando boa equivaléncia entre 0 modelo e a manifestacdo clinica. O transplante CMsMO
reverteu completamente os sinais de neuropatia sensorial instalada em camundongos diabéticos
induzidos pela STZ. De fato, a melhora da neuropatia sensorial comportamental em
camundongos diabéticos tratados com células-tronco mesenquimais ja tinha sido demonstrada
(SHIBATA et al., 2008; GUIMARAES et al., 2013; WATERMAN et al., 2012). Porém, a
comparacao do efeito com a droga de referéncia para o tratamento clinico da neuropatia, ainda

precisava ser investigada. Em nossos experimentos, demonstramos que a administracdo diaria



81

da gabapentina produziu efeito transitorio dose-dependente na normalizacdo dos limiares
nociceptivos térmico e mecanico. Esta possui um papel bem estabelecido no controle da dor
neuropatica em pacientes diabéticos, porém com moderada eficacia, estando associada a
multiplos efeitos colaterais como tonturas, fadiga, ataxia, ganho de peso e sonoléncia, 0s quais
dificultam a adeséo dos pacientes ao tratamento (MOORE et al., 2018; VINIOL et al., 2019).

Evidéncias indicam que as CMsMO podem atuar como fontes de compostos bioativos,
liberando moléculas analgésicas responsaveis por mediar os efeitos terapéuticos dessas células
na dor neuropatica (SINISCALCO et al., 2007). No presente estudo, a reversdo da neuropatia
sensorial obtida ap6s uma Unica inje¢do de CMsMO foi mantida ao longo do periodo de
avaliacdo, um efeito que ndo é atingido pelos farmacos clinicamente disponiveis para o controle
da dor. Este mesmo feito também foi observado por GUO e colaboradores (2011) ao demonstrar
gue um dUnico transplante de CMsMO, por via endovenosa ou local, reverteu a
hipersensibilidade a dor em modelo experimental de disfuncdo temporomandibular. Além
disso, estes autores evidenciaram que o bloqueio farmacol6gico com naloxona reverteu a
analgesia observada com o transplante, fornecendo evidéncias do envolvimento dos receptores
opioides na analgesia mediada pelas CMsMO.

Os dados apresentados no presente trabalho, mostram que além de promover efeito
analgésico, o transplante de CMsMO também preveniu a perda de sensibilidade. Este perfil de
efeito sugere que uma acdo protetora e/ou regenerativa, mais do que apenas um efeito
analgeésico, pode ser obtida ap6s o tratamento com CMsMO. Este conceito é suportado por
dados da literatura mostrando que o tratamento com CMsMO induz angiogénese, efeitos
neuroprotetores e restauracdo da mielinizacdo em nervos periféricos de animais diabéticos
(SHIBATA et al., 2008; KIM et al., 2011). Neste sentido, as analises ultraestruturais de fibras
mielinizadas e ndo mielinizadas do nervo isquidtico, apresentadas aqui, corroboram essa
hipotese. A analise morfologica e morfométrica do nervo isquiatico mostrou diferencas
significativas entre fibras sensoriais de camundongos diabéticos e ndo diabéticos, como
presenca de alteracOes degenerativas em axonios, alteracdes morfologicas na bainha de mielina,
area, densidade e atipia mitocondrial em fibras ndo mielinizadas.

Dentre as alteracOes vistas neste trabalho, a atrofia axonal associada a deformidades da
bainha de mielina foi a alteragdo morfologica encontrada em fibras mielinizadas de
camundongos com neuropatia diabética sensorial. Em 1998, (YIN et al., 1998) demonstrou que
a reducdo do calibre do axdnio pode ser provocada pela diminuicdo do espagamento e
fosforilagcdo dos neurofilamentos, resultando em degeneragdo axonal e colapso da bainha de

mielina. Esta presenca de atrofia axonal associada a alteracdo na compactacdo e dobramento da
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bainha de mielina para o axoplasma (infolding) esta relacionada com mudancas nas proteinas
da mielina, tais como a proteina basica da mielina (PBM), a glicoproteina zero (P0) e a
glicoproteina associada a mielina (MAG — do inglés, myelin-associated glycoprotein) em
animais com neuropatia diabética sensorial (AZCOITIA et al., 2003; VEIGA et al., 2006).
Neste sentido, o envolvimento da célula de Schwann, reponsaveis por nutrir o axénio atuando
na manutencdo da estrutura e funcdo neuronal é componente chave no desenvolvimento das
alteracdes de mielina descritas acima. J& € documentado que a desregulacdo metabdlica
provocada pelo diabetes resulta em acimulo de intermediarios neurotoxicos que comprometem
a producéo de fatores de suporte neuronal, tais como BDNF, VEGF, NGF e neurotofina-3 (NT-
3), contribuindo para degeneracdo axonal, disfuncdo endotelial e neuropatia diabética
(GONGCALVES et al., 2017).

Durante o desenvolvimento, algumas células de Schwann se associam a um axénio e
iniciam o processo de mielinizacdo. Porém, outras células de Schwann ndo produzem mielina,
mas continuam a aprisionar um ou mais axonios em feixes de fibras nervosas ndo-mielinizadas,
conhecidas como feixes Remak (MURINSON e GRIFFIN, 2004). As fibras ndo-mielinizadas,
normalmente codificam uma variedade de estimulos nocivos que desempenham um papel
importante na prevencdo da lesdo tecidual. Porém, esta funcdo pode estar prejudicada na
neuropatia diabética sensorial (LENNERTZ et al., 2011). Um estudo publicado por (KAMIYA
et al., 2005) demonstrou que o diabetes do tipo | pode provocar lesdo degenerativa da fibra
nociceptiva levando a perda de fibras amielinicas. Com isso, a analise do perfil qualitativo e
quantitativo das fibras amielinicas contidas nos feixes Remak de camundongos diabéticos foi
avaliada, assim como foi investigado se o tratamento com CMsMO é capaz de modificar o
padrdo de alteracGes descrito. Nossos dados demonstraram que animais transplantados com
CMsMO apresentaram auséncia de atrofia axonal em feixes Remak, indicando que o tratamento
com as células mesenquimais pode exercer acdo protetora sobre as altera¢cbes morfoldgicas e
morfométricas encontradas em camundongos com neuropatia diabética sensorial.

Corroborando com as alteragdes encontradas em fibras mielinicas e amielinicas, a
investigacdo da contribuicdo da lesdo mitocondrial na neuropatia diabética sensorial tem se
tornado relevante, visto que a hiperglicemia afeta a integridade das fibras sensoriais e aumenta
a vulnerabilidade de comprometimento mitocondrial (BARRIERE et al., 2018). Em nosso
estudo, a avaliacdo da presenca de atipia mitocondrial em camundongos com neuropatia
sensorial demonstrou um elevado nimero de mitocdndrias atipica em fibras amielinicas de
animais tratados com salina ou gabapentina, podendo inferir que a lesdo mitocondrial, assim

como a atrofia axonal ocorra primariamente em fibras amielinicas. Por outro lado, o tratamento
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com CMsMO conseguiu evitar as altera¢cdes mitocondriais vistas em animais com NDS. Este
conjunto de dados evidencia que, nos camundongos diabéticos tratados com CMsMO, todas
essas alteracbes morfoldgicas, consideradas como marca registrada da ND, foram
significativamente menores, indicando que a terapia celular exerceu acdo neuroprotetora em
estruturas de fibras sensoriais de nervos diabéticos. Em linha com nossos dados, um estudo
mostrou que os CMsMO foi capaz de modular a ultraestrutura de fibras mielinizadas no nervo
diabético, ao mesmo tempo que dao a primeira evidéncia da acédo restaurativa de CMsMO em
fibras C (HAN et al., 2016).

Alteragdes morfologicas e funcionais das fibras nociceptivas Ad e C, presentes nos
nervos periféricos, foram propostas para explicar as mudangas na sensibilidade e dor durante a
neuropatia diabética, indicando que a neuropatia dolorosa estd associada a perda de pequenas
fibras mielinizadas e ndo-mielinizadas (SIMA e ZHANG, 2014). A manutencdo da
hiperglicemia durante muito tempo danifica 0s nervos sensoriais, que modifica o padréo de
transmissdo neural subjacente & perda/aumento da sensibilidade aos estimulos dolorosos
(O'BRIEN et al., 2014; JOLIVALT etal., 2016). No entanto, o controle glicémico com insulina
podem melhorar a hipoalgesia, excluindo a possibilidade da STZ ser causa de toxicidade nos
nervos periféricos (DOBRETSOV et al., 2007).

Uma relagdo entre o numero reduzido de fibras sensoriais nos nervos periféricos e a
hipossensibilidade térmica/mecanica em ratos diabéticos foi proposta por Lennertz e colegas
(2011) e reforcada aqui. Estes autores relataram que a lesdo provocada pela hiperglicemia pode
gerar um aumento do limiar de deteccdo ao estimulo térmico quente e mecanico de animais
com neuropatia diabética sensorial. Portanto, é possivel que o efeito duradouro dos CMsMO
que revertem a neuropatia sensorial comportamental decorra mesmo do restabelecimento da
ultraestrutura dos nervos periféricos no diabetes.

Além dos efeitos anteriormente descritos de CMsMO sobre os nervos periféricos, o
presente estudo € pioneiro ao descrever reducdo do estresse oxidativo na medula espinal de
animais tratados com CMsMO, apontando para novos mecanismos pelos quais as células-
tronco mesenquimais podem melhorar a NDS. Os mecanismos subjacentes a manutencdo da
NDS envolvem mdltiplas alteracdes bioquimicas e celulares no sistema nervoso central, o que
pode ser um fator contributivo na natureza refrataria da neuropatia diabética. A hiperglicemia
perturba a homeostase da medula espinal, podendo ser responsavel por induzir anormalidades
metabdlicas e enzimaéticas, além de interromper as func¢bes das mitocondrias induzindo o
aumento da producgdo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (EROs / ERNSs) e estresse
oxidativo (STEVENS et al., 2000; FELDMAN, 2003; PABREJA et al., 2011; WANG et al.,
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2014). A subsequente formacdo de EROsS/ERNs induzem a ativacdo da microglia espinal
(WANG et al., 2014), provocando uma cascata neuroinflamatdria espinal que foi considerada
um evento fundamental da neuropatia sensorial (TSUDA et al., 2008; PABREJA et al., 2011,
CHEN et al., 2016). Em consonancia com esta ideia, 0 presente estudo mostrou por
imunofluorescéncia, que o GFAP e o Iba-1, marcadores de astrocitos e microglia ativados,
respectivamente, foram altamente expressos no corno dorsal da medula espinal em
camundongos diabéticos. E importante salientar, que essa regulacao positiva foi diminuida com
o transplante de CMsMO, sugerindo que este tratamento suprime a ativacdo espinal de
astrocitos e micrdglia. Este efeito inibitério das células mesenquimais sobre a ativacdo das
células gliais espinais foi demonstrado em dores neuropéticas experimentais associadas a lesao
da medula espinal (WATANABE et al., 2015) ou ligadura do nervo espinal (CHEN et al.,
2016), mas esta € a primeira demonstracao desse fendmeno na neuropatia diabética.

Considerando a contribui¢do do estresse oxidativo para a ativacdao das células gliais,
também foi investigada a homeostase redox na medula espinal. O estresse nitroso e a
peroxidacdo lipidica, indicados por altos niveis de nitrito e MDA na medula espinal foram
evidenciados em camundongos diabéticos. A alta producdo de EROS/ERNSs é controlada pela
ativacdo do sistema de defesa antioxidante celular, que inclui uma gama de enzimas
antioxidantes (TRACHOOTHAM et al., 2008). De fato, os dados de gRT-PCR mostraram uma
regulacdo da catalase, superdxido dismutase, glutationa peroxidase e RNAm de Nrf2 na medula
espinal de camundongos neuropaticos, corroborando a presenca do estresse oxidativo no
microambiente da medula espinal de animais diabéticos. Claramente, o tratamento com
CMsMO reverteu as evidéncias do estresse oxidativo na coluna vertebral, um efeito que
provavelmente é determinante para reducdo da ativacéo glial.

As propriedades antioxidantes das células mesenguimais foram evidenciadas por
estudos in vitro (WHONE et al., 2012; YALVAC et al., 2013) e in vivo (LI et al., 2012; LIN et
al., 2013). De acordo com os dados atuais, demonstrou-se que as células mesenquimais
influenciam o contexto redox na medula espinal em modelos de lesdo traumatica da coluna
vertebral (LIN et al., 2013) e esclerose lateral amiotréfica (UCCELLI et al., 2012), e essa
propriedade provavelmente esta associada aos seus efeitos terapéuticos.

A galectina-3 € um membro da familia das lectinas ligantes dos B-galactésidos, que
desempenha um papel importante nos mecanismos da inflamacao (HSU et al., 2000; LIU et al.,
2002; CHEN et al., 2006; JIANG et al., 2009). Uma vez que a galectina-3 esta envolvida no
estresse oxidativo (KARLSSON et al., 1998; LIU et al., 2002; DOVERHAG et al., 2010) e
neuroinflamacdo na medula espinal (PAJOOHESH-GANJI et al., 2012; PRINS et al., 2016),
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foi importante avaliar a expressdo desta lectina na medula de ratos diabéticos. Os dados de
imunofluorescéncia mostraram um aumento da expressdo da galectina-3 no corno dorsal
superficial da medula espinal dos camundongos diabéticos, apontando pela primeira vez um
possivel papel da galectina-3 na neuroinflamacéo associada a neuropatia sensorial diabética.
Reforgando essa ideia, recentemente foi descrito que a galectina-3, segregada na medula espinal
pela micrdglia, esta envolvida com a dor da neuralgia induzida pelo tipo 1 do virus Herpes
simplex (TAKASAKI et al., 2012). Neste contexto, o transplante de CMsMO reduziu a
expressao de galectina-3 na medula espinal de camundongos diabéticos, destacando o amplo
efeito inibitorio induzido pelas células mesenquimais na resposta neuroinflamatéria espinal
desencadeada pela hiperglicemia. Juntos, os dados atuais indicam que, além das a¢des benéficas
das CMsMO no sistema nervoso periférico, o bloqueio da cascata neuroinflamatéria espinal
pode ser considerado um importante mecanismo terapéutico das células mesenquimais durante
a neuropatia diabética.

Dados do nosso trabalho demonstraram que ap6s o transplante, as CMsMO possuem
uma tendéncia em migrar para 6rgaos filtrantes e mesmo assim serem capazes de produzir efeito
na neuropatia diabética, fendmeno que pode ser explicado por sua atividade paracrina. A
demonstracdo de que muitos efeitos terapéuticos das células-tronco decorrem dos fatores
soluveis (secretoma) que essas células secretam, abriu novas perspectivas para a sua utilizacao
como fonte de moléculas terapéuticas, e ndo como o agente terapéutico per si. Essa abordagem,
denominada terapia cell-free, tem sido validada como um conceito inovador e promissor para
a ampliacdo da aplicabilidade terapéutica de células-tronco e a viabilizacdo desse conceito pode
representar um método inovador para a medicina regenerativa, inclusive no tratamento das
afeccdes do sistema nervoso.

Em nosso estudo, a utilizacdo do meio condicionado derivado do cultivo de células
mesenquimais de medula 6ssea foi capaz de normalizar permanentemente os limiares
nociceptrivos térmico e mecénico dos animais com NDS. Neste contexto, em 2017,
pesquisadores italianos conseguiram comparar o efeito do tratamento de células mesenquimais
e seu secretoma em modelo animal de neuropatia dolorosa. Seus resultados demonstraram que
ambos os tratamentos foram capazes de promover antinocicepcao e restabelecer o equilibrio
Th1/Th2 no nervo periférico, medula espinal e ganglio da raiz dorsal de animais neuropaticos
(BRINI et al., 2017). Um efeito semelhante foi observado por nosso grupo. Usando um modelo
bem caracterizado de dor neuropatica por lesdo parcial do nervo isquiatico, conseguimos
demonstrar que o meio condicionado a partir do secretoma de células-tronco mesenquimais

derivadas de medula 0ssea, foi capaz de produzir um efeito antinociceptivo potente e duradouro,
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semelhante ao tratamento com CMsMO, e que tal efeito pdde ser mediado pela reducdo de
citocinas pro-inflamatorias e aumento de 1L-10 a nivel periférico e central. Ao realizarmos uma
analise prévia do secretoma de MSC, foi observada a presenca de fatores de crescimento e
citocinas que estdo intimamente relacionadas na antinocicepcao e reversao da neuroinflamacéo
(GAMA et al., 2018).

O secretoma de células mesenquimais é constituido por fatores sollveis e vesiculas
extracelulares (VES) que contém moléculas biologicamente ativas como fatores de crescimento,
citocinas e RNAs (ANGULSKI et al., 2017). Ao serem liberados pelas células, estes fatores
podem ser absorvidos por células do microambiente ou cair na corrente sanguinea chegando a
Orgdos distantes, podendo inclusive atravessar a barreira hemato-encefélica e alterar o
metabolismo celular reduzindo a neuroinflamacdo (BAGLIO et al., 2015). Neste estudo,
conseguimos isolar e caracterizar de acordo o seu tamanho, conteido proteico e quantidade, as
vesiculas extracelulares derivadas das células mesenquimais de medula 6ssea. Os ensaios com
0 NTA revelaram a presenca de vesiculas com uma variagdo de tamanho de 100 a 500nm e a
observacao por MET demonstrou a presenca de VEs arredondadas delimitadas por uma dupla
membrana. Neste contexto, baseados no seu tamanho e origem, trés tipos de vesiculas
extracelulares sdo comumente conhecidos: 0s exossomas, classificados como vesiculas
extracelulares derivadas do endossoma tardio e com um tamanho de cerca de 40 a 150nm; as
microvesiculas, as quais possuem um diametro variadvel de 200nm a 1um e que se originam a
partir do brotamento da membrana plasmatica; e por fim, os corpos apoptoticos, que sao
liberados por células em apoptose, sendo vesiculas com 500-2.000nm de diametro e com
formato irregular (KIM et al., 2017a). Assim, o protocolo de isolamento das VEs-CMsMO
utilizado em nosso estudo foi capaz de extrair vesiculas extracelulares do tipo exossomas e
microvesiculas em nossas amostras. Porém, a analise proteémica do contetdo de VES-CMsMO
revelou um ndmero muito baixo de proteinas em vesiculas extracelulares de CMsMO,
oferecendo assim dados ndo informativos e pouco confidveis, fato que podera ser solucionado
com a readequacéo do protocolo utilizado.

Ao avaliar o efeito das VEs-CMsMO sobre o limiar nociceptivo mecanico de animais
diabéticos, pudemos perceber que as VEs derivadas das células mesenquimais produziram
efeito semelhante aos encontrados na investigacdo com as células e o seu meio condicionado.
Neste sentido, € possivel que VES-CMsMO também possuam efeito sobre a neuroinflamacéo.
De fato, pesquisadores conseguiram demonstrar que a aplicagdo de VEs, foi capaz de melhorar
a recuperacdo funcional e reduzir a neuroinflamacdo em modelo animal de traumatismo

craniano através da mudanca de polarizacdo da microglia do perfil M1 para M2 (LI, Y. et al.,
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2017; ZHANG, Y. et al., 2017). Porém, o efeito da VEsS-CMsMO na neuropatia diabética
sensorial ainda ndo tinha sido investigado. Neste contexto, levando em consideracdo os dados
aqui apresentados, podemos considerar que as CMsMO liberam moléculas bioativas em seu

secretoma, as quais podem ser a principal fonte dos efeitos aqui observados.
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8 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que um Unico transplante de
CMsMO, infusdo de MC-CMsMO ou VEs-CMsMO foram capazes de melhorar de forma
progressiva e duradoura as alteracfes da sensibilidade da neuropatia diabética. Tomado em
conjunto, estes dados indicam que, além das acdes benéficas das CMsMO no sistema nervoso
periférico, a sua acdo paracrina no bloqueio da cascata neuroinflamatoria espinal € um possivel
mecanismo pelo qual as células-tronco mesenquimais contribuem para a reducéo dos sinais da
neuropatia diabética sensorial. Entretanto, estudos adicionais devem ser realizados para melhor
caracterizar as moléculas presentes no secretoma, responsaveis por atuar diretamente na

resolucdo da neuroinflamacéo.
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Abstract

Background: Diabetic neuropathy (DN) is a frequent and debilitating manifestation of diabetes mellitus, to which
there are no effective therapeutic approaches. Mesenchymal stem/stromal cells (MSC) have a great potential for the
treatment of this syndrome, possibly through regenerative actions on peripheral nerves. Here, we evaluated the
therapeutic effects of MSC on spinal neuroinflammation, as well as on ultrastructural aspects of the peripheral nerve
in DN-associated sensorial dysfunction.

Methods: C57BI/6 mice were treated with bone marrow-derived MSC (1 x 10°), conditioned medium from MSC
cultures (CM-MSC) or vehicle by endovenous route following the onset of streptozotocin (STZ)-induced diabetes.
Paw mechanical and thermal nociceptive thresholds were evaluated by using von Frey filaments and Hargreaves
test, respectively. Morphological and morphometric analysis of the sciatic nerve was performed by light microscopy
and transmission electron microscopy. Mediators and markers of neuroinflammation in the spinal cord were
measured by radioimmunoassay, real-time PCR, and immunofluorescence analyses.

Results: Diabetic mice presented behavioral signs of sensory neuropathy, mechanical allodynia, and heat
hypoalgesia, which were completely reversed by a single administration of MSC or CM-MSC. The ultrastructural
analysis of the sciatic nerve showed that diabetic mice exhibited morphological and morphometric alterations,
considered hallmarks of DN, such as degenerative changes in axons and myelin sheath, and reduced area and
density of unmyelinated fibers. In MSC-treated mice, these structural alterations were markedly less commonly
observed and/or less pronounced. Moreover, MSC transplantation inhibited multiple parameters of spinal
neuroinflammation found in diabetic mice, causing the reduction of activated astrocytes and microglia,
oxidative stress signals, galectin-3, IL-1(3, and TNF-a production. Conversely, MSC increased the levels of
anti-inflammatory cytokines, IL-10, and TGF-(3.

Conclusions: The present study described the modulatory effects of MSC on spinal cord neuroinflammation
in diabetic mice, suggesting new mechanisms by which MSC can improve DN.
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Background

Diabetes mellitus is a highly debilitating disease that affects
humans, with an estimated global prevalence of 6% [1].
Among the several complications that contribute to the re-
duced life quality and life expectancy of diabetic patients,
diabetic neuropathy (DN) is the most frequent and recog-
nized nervous system pathology, affecting approximately
50% of patients with both type 1 and type 2 diabetes [2].
Axonal degeneration, demyelination, and disordered repair
are observed in the nerves of patients with diabetes, affect-
ing both myelinated and unmyelinated, as well as large and
small fibers [3]. Clinical manifestations of DN include pain-
ful neuropathic symptoms, such as spontaneous pain,
hyperalgesia and allodynia, and sensory loss, resulting in
foot ulcerations and amputations [4].

Glycemic control can slow, but not completely pre-
vent, the progression of DN [3], and thus, therapies aim-
ing to relieve sensory symptoms are essential.
Additionally, the available analgesic drugs appear to be
relatively ineffective in controlling neuropathic pain as-
sociated with DN [5]. Currently, there are no drugs
available that can restore nerve function, and the usual
therapeutic strategies for diabetic neuropathic pain are
limited to palliative analgesic effects [6].

Successful control of DN is linked to the establishment
of new disease-modifying therapeutic approaches. In this
context, cell-based therapies represent a promising alter-
native. Cellular therapies have shown favorable results
and can be considered as a potential approach in treat-
ing neuropathic pain [7]. The cell transplantation strat-
egy for neuropathic pain treatment is focused on
cell-based analgesia and neuroprotective/regenerative
potential. In this setting, stem cells can represent not
only a treatment for pain but also a method aimed at
repairing the damaged nervous system [8]. Recent stud-
ies have shown that transplantation of progenitor/stem
cells, such as endothelial progenitor cells and mesenchy-
mal stem/stromal cells (MSC), ameliorates diabetic neur-
opathy in experimental diabetes [9-14]. Shibata et al.
reported that intramuscularly transplanted MSC im-
proves sciatic nerve conduction velocity, sciatic nerve
blood flow, as well as increases density of small vessels
in the muscle of streptozotocin (STZ)-induced diabetic
rats [9]. These authors suggested that the beneficial ef-
fects are mediated by paracrine actions of locally re-
leased angiogenic factors, such as vascular endothelial
growth factor and basic fibroblast growth factor. Due to
the key role of ischemia and decreased nerve blood flow
in the pathophysiology of diabetic neuropathy [15], the
lack of angiogenic factors has been regarded as an im-
portant mechanism of DN [16]. Considering that MSC
secrete neurotrophic and angiogenic factors [17, 18],
these were the first candidates to explain the efficacy of
cell therapy for DN, as suggested by a number of studies
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[9-11, 13]. In addition, the contribution of immunosup-
pressive and anti-inflammatory effects of MSC on per-
ipheral nerves in STZ-induced DN has also been
proposed [12, 19].

Although there is strong evidence of the importance
of peripheral nerve pathological processes in DN patho-
genesis, there is now emerging evidence of the involve-
ment of the central nervous system in diabetic
neuropathy. Multiple biochemical and anatomical alter-
ations in the central nervous systems have been associ-
ated with the development and maintenance of DN [20].
In contrast to traumatic neuropathy, during DN, the
spinal sensory neurons are not principally driven by in-
put from primary afferent neurons because sensory in-
puts to the spinal cord decrease rather than increase in
diabetes [21, 22]. Hyperglycemia and the resulting oxida-
tive stress affect the local microenvironment in the
spinal cord, promoting activation of glial cells [22]. In
turn, activated spinal glial cells induce a series of alter-
ations, such as activation of intracellular signaling path-
ways and neuroinflammation, which directly influence
the establishment of sensorial neuropathy [22—24]. Con-
sidering this scenario, the present study was designed to
investigate the hypothesis that regulation of spinal neu-
romodulator pathways, underlying the maintenance of
diabetic neuropathy, contributes to MSC-induced bene-
ficial effects on sensorial dysfunction during DN. In
addition, the effects of MSC on ultrastructural aspects of
the peripheral nerve were also investigated.

Methods

Bone marrow-derived mesenchymal cell (MSC) culture
and conditioned medium preparation

Mesenchymal stem cells were obtained from the bone
marrow of femurs and tibiae of GFP (green fluorescent
protein) transgenic C57Bl/6 mice. Bone marrow samples
were diluted in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM; Gibco, Carlsbad, CA, USA), and the mono-
nuclear cell fraction was obtained by Ficoll-Hypaque
gradient (Sigma, St Louis, MO, USA), after centrifuga-
tion at 400xg for 30 min at 20 °C. The interface contain-
ing mononuclear cells was collected in individualized
tubes and washed twice in incomplete DMEM. Mono-
nuclear cells were resuspended in DMEM medium sup-
plemented with 2 mM L glutamine, 1 mM sodium
piruvate, 50 pg/mL gentamycin, and 10% fetal bovine
serum (all reagents were acquired from Sigma) and cul-
tured at the density of 10° cells/cm® in polystyrene
plates. Cell cultures were maintained at 37 °C with 5%
CO,. The cells were expanded during approximately five
passages, and when 90% confluence was reached, the
cells were detached using 0.25% trypsin (Invitrogen/Mo-
lecular Probes, Eugene, OR, USA) and expanded in new
culture bottles (9 x 10® cells/cm?). The identity of MSC
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was confirmed on the basis of morphological criteria,
plastic adherence, and specific surface antigen expres-
sion: CD90 (+), CD44 (+), Sca-1 (+), CD45(-), CD34 (-),
and CD11b (-). Differentiation ability of MSC was also
evaluated after induction using specific media, as previ-
ously described [25]. Oil Red, Alizarin Red, and Alcian
Blue stainings (Sigma) were used to assess adipogenic,
osteogenic, and chondrogenic differentiation, respectively.

Conditioned medium (CM) was obtained from MSC
cultures (CM-MSC), as previously described [26]. MSC
(7 x 10°, five passages) were washed three times with
phosphate-buffered saline (PBS) and transferred to a
serum-free DMEM culture medium during 24 h. Then,
CM was concentrated 15 times by centrifugation at
4000 g for 15 min at 13 °C, using ultrafiltration units
(Amicon Ultra-PL 10, Millipore, Bedford, MA, USA). Fil-
ter units were used only one time to avoid membrane sat-
uration. Concentrated CM-MSC were then sterilized on
0.22 pm filters (Millipore) and stored at — 80 °C until used.
CM-MSC was divided into aliquots of 700 upL before
freezing to avoid repeated freeze/thaw cycles. The mean
protein concentration of CM-MSC was of 1.5-1.8 mg/ml,
and there was no difference between fresh and frozen
CM-MSC. Serum-free DMEM, centrifuged and filtered,
was used as control medium (vehicle group).

Animals

Experiments were performed on male C57Bl/6 mice
(20-25 g) obtained from the Animal Facilities of Insti-
tuto Gongalo Moniz/FIOCRUZ (Brazil). MSC were ob-
tained from male GFP transgenic C57Bl/6 mice. Animals
were housed in temperature-controlled rooms (22-25 °
C), under a 12:12-h light-dark cycle, with access to water
and food, ad libitum. All behavioral tests were per-
formed between 8:00 a.m. and 5:00 p.m., and animals
were only tested once. Animal care and handling proce-
dures were in accordance with the National Institutes of
Health guidelines for the care and use of laboratory ani-
mals (NIH, 8023) and the Institutional Animal Care and
Use Committee FIOCRUZ (CPqGM 025/2011). Every ef-
fort was made to minimize the number of animals used
and to avoid any unnecessary discomfort.

Diabetic neuropathy model

Diabetes was induced by intraperitoneal (i.p.) injection
of streptozotocin (80 mg/kg in citrate buffer, pH 4.5)
for three consecutive days [14]. The control group re-
ceived citrate buffer in the place of streptozotocin.
Blood glucose levels were determined in blood sam-
ples from the tail vein using ACCU-CHEK glucose
sticks. Mice were considered diabetic if glycemia
values exceeded 250 mg/dL. Pain-like behaviors were
assessed throughout the experimental period to con-
firm the development of the DN.
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Assessment of diabetic sensorial neuropathy by
behavioral assays

Sensorial parameters of DN were assessed throughout
the experimental period by using the established behav-
ioral assays that evaluate mechanical and thermal noci-
ceptive thresholds [27, 28]. Behavioral tests were
performed in blind fashion. Withdrawal threshold to
mechanical stimulation was measured with von Frey fila-
ments (Stoelting; Chicago, IL, USA). In a quiet room,
mice were placed in acrylic cages (12 x 10 x 17 cm) with
wire grid floor, allowing full access to the ventral aspect
of the hind paws, 40 min before the beginning of the
test. A logarithmic series of nine filaments were applied
to the plantar surface of the ipsilateral hind paw to de-
termine the threshold stiffness required for 50% paw
withdrawal according to the non-parametric method of
Dixon, as described by Chaplan and collaborators [28].
A positive response was characterized by the removal of
the paw followed by clear flinching movements. The de-
velopment of DN was characterized by mechanical allo-
dynia, indicated by the reduction of the paw withdrawal
threshold (in grams).

Withdrawal threshold to heat stimulation was de-
termined using the Plantar Test (Hargreaves Appar-
atus, Ugo Basile Biological Instruments, Gemonio,
Italy) as previously described [27]. Similar to the von
Frey test, mice underwent an acclimatization period
before the beginning of the test. An infra-red light
source was placed under the glass floor and posi-
tioned at the center of the hind paw of mice. On
paw withdrawal, a photo-cell automatically shut off
the heat source and recorded the time to withdrawal.
To avoid thermal injury, there was an upper cutoff
limit of 20 s after which the heating was automatic-
ally terminated. The stimulation was applied three
times with intervals of at least 5 min. The averaged
threshold from these three trials was recorded as the
thermal nociception threshold. Heat hypoalgesia was
indicated by the increase of the paw withdrawal
threshold (in seconds).

Motor function assay

To evaluate the motor performance, mice were submit-
ted to the rota-rod test, as previously described [29].
The rota-rod apparatus (Insight, Ribeirdo Preto, Brazil)
consisted of a bar with a diameter of 3 cm, subdivided
into five compartments. On the test day, mice from dif-
ferent experimental groups were placed on the rotating
rod (eight revolutions per min) and the falling avoidance
was measured for up to 120 s. Mice treated with diaze-
pam (10 mg/kg; Cristdlia, Itapira, SP, Brazil), the test ref-
erence drug, were placed on a rotating rod 1 h after
treatment. The results were analyzed as the average time
(s) the animals remained on the rota-rod in each group.
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Experimental design

Mice were divided into the following groups (n = 6): con-
trol non-diabetic group, diabetic neuropathy plus control
treatment (STZ + saline), diabetic neuropathy plus MSC
treatment (STZ+ MSC), diabetic neuropathy plus
CM-MSC treatment (STZ+ CM-MSC), and diabetic
neuropathy plus CM-MSC treatment control (STZ + ve-
hicle). Nociceptive tests (von Frey and Plantar Test)
were performed at baseline and daily after diabetic neur-
opathy induction. Four weeks following induction, and
after the establishment of behavioral neuropathic pain as
assessed by nociceptive tests, mice were transplanted via
tail vein injection with 1 x 10° cells/mouse in a final vol-
ume of 100 pL. The number of transplanted MSC was
defined based on previous work [14]. The STZ + saline
and STZ + vehicle groups received an endovenous injec-
tion (100 pL) of saline or vehicle (serum-free DMEM,
centrifuged and filtered), respectively. Motor perform-
ance and body weight were recorded weekly to assess
general toxicity. Two and 8 weeks after treatments, mice
were sacrificed for biological sampling. For the trans-
planted MSC tracking study, mice were sacrificed 24 h,
1 week or 3 weeks after MSC injection, for biological
sampling.

Morphological and morphometric analysis of sciatic nerve
Eight weeks after treatments (12 weeks after the neur-
opathy induction), mice were euthanized and sciatic
nerve samples (+1 c¢cm) were collected, processed and
subjected to morphological and morphometric analysis
by light microscopy and transmission electron micros-
copy. The samples were fixed in 2.5% glutaraldehyde
(grade I, Sigma) in 0.1 M sodium cacodylate buffer over-
night; washed in cacodylate buffer; post-fixed in 1% os-
mium tetroxide (Sigma), 0.8% potassium ferricyanide,
and 5 mM CaCl, in the same buffer for 60 min; serially
dehydrated using graded acetone; and embedded in
Poly/Bed resin (Polysciences, Warrington, PA, USA).

Transverse sections (1 pm thick) were stained with 1%
toluidine blue and examined by light microscopy. Images
of semi-thin sections were captured and examined using
the software Image-Pro Plus 7.01 (MediaCybernetics,
Rockville, MD, USA). Morphometric parameters of mye-
linated fibers, such as axonal diameter, fiber diameter,
myelin sheath thickness, percentage of abnormal fibers
(fibers with irregular shapes, infoldings, or compacted
myelin), and G ratio values were obtained, as described
previously [30—32]. For ultrastructural analysis of unmy-
elinated fibers, ultrathin sections were stained with 5%
uranyl acetate for 30 min and 3% lead citrate for 5 min
and observed in JEOL electron microscope (JEM -
1230). Morphological and morphometric evaluation of
unmyelinated fibers was performed, as previously de-
scribed [33, 34].
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Cytokine measurement by ELISA

For the measurement of cytokine levels, the spinal cords
were collected 2 and 8 weeks after treatments, in mice
terminally anesthetized with halothane vaporized in 95%
O, and 5% CO, from each experimental group. The L4—
L5 spinal segments were removed and rapidly frozen
and stored at — 80 °C. Samples were homogenized in
ice-cold phosphate-buffered saline (PBS; 100 mg tissue/
mL) to which 0.4 M NaCl, 0.05% Tween 20, and prote-
ase inhibitors (0.1 mM PMSF, 0.1 mM benzethonium
chloride, 10 mM EDTA, and 20 KI aprotinin A/100 mL)
were added (Sigma). The samples were centrifuged for
10 min at 3000 g, and supernatant aliquots were frozen
at -80 °C for later quantification. Tumor necrosis
factor-a (TNF-a), interleukin-1p (IL-1p), interleukin-10
(IL-10), and transforming growth factor-p (TGE-p) levels
were estimated using commercially available immuno-
assay ELISA kits for mice (R&D System, Minneapolis,
MN, USA), according to the manufacturer’s instructions.
The results are expressed as picograms of cytokine per
milligram of protein.

Real-time PCR

The transcription of catalase, superoxide dismutase,
glutathione peroxidase, and Nrf2 genes was evaluated by
real-time quantitative polymerase chain reaction
(qRT-PCR) in mouse spinal cord at the conclusion of
the experimental period (8 weeks after treatments).
Total RNA was extracted from L4-L5 spinal segments
with TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
and the concentration determined by photometric meas-
urement. A High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was
used to synthesize cDNA from 1 pg of RNA, according
to the manufacturer’s recommendations. Synthesis of
c¢DNA and RNA expression analysis was performed by
real-time PCR using TagMan Gene Expression Assay for
Cat (MmO00437992_m1), Sodl (Mm01344233_gl), GpxI
(MmO00492427_m1), and Nrf2 (Mm00477784_ml). A
no-template control (NTC) and no-reverse transcription
controls (No—RT) were also included. All reactions were
run in duplicate on an ABI7500 Sequence Detection Sys-
tem (Applied Biosystems) under standard thermal cyc-
ling conditions. The mean Ct (cycle threshold) values
from duplicate measurements were used to calculate ex-
pression of the target gene, with normalization to an in-
ternal control-—Gapdh (Mm99999915_g1), using the 2—
DCt formula. Experiments with coefficients of variation
greater than 5% were excluded. For transplanted MSC
tracking, the transcription of GFP gene was evaluated in
the spinal cord, sciatic nerve, dorsal root ganglion,
spleen, and lung of mice 24 h, 1 and 3 weeks after MSC
treatment. The mean Ct (cycle threshold) values were
used to calculate expression of GFP, normalized to
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Gapdh, using the cycle threshold method of comparative
PCR [35].

Estimation of nitrite and lipid peroxidation

At the end of the experimental period (8 weeks after
treatments), the spinal cords were collected. L4-L5
spinal segments were rinsed with ice-cold saline and
homogenized in chilled phosphate buffer (pH 7.4), then
used to determine lipid peroxidation and nitrite estima-
tion. The malondialdehyde (MDA) content, a marker of
lipid peroxidation, was assayed in the form of thiobarbi-
turic acid-reactive substances, as previously described
[36]. Briefly, 0.5 ml of homogenate and 0.5 mL of Tris—
HCI were incubated at 37 °C for 2 h. After incubation,
1 ml of 10% trichloroacetic acid was added and centri-
fuged at 1000 g for 10 min. To 1 mL of supernatant,
1 mL of 0.67% thiobarbituric acid was added and the
tubes were kept in boiling water for 10 min. After cool-
ing, 1 mL double distilled water was added and absorb-
ance was measured at 532 nm. Thiobarbituric
acid-reactive substances were quantified using an extinc-
tion coefficient of 1.56x10° M™ cm™ and were
expressed as nanomoles of malondialdehyde per milli-
gram of protein. Nitrite was estimated in the spinal cord
homogenate using the Griess reagent and served as an
indicator of nitric oxide production [37]. Next, 500 pL
of Griess reagent (1:1 solution of 1% sulphanilamide in
5% phosphoric acid and 0.1% napthaylamine diamine
dihydrochloric acid in water) was added to 100 pL of
homogenate, and absorbance was measured at 546 nm.
Nitrite concentration (pug/ml) was calculated using a
standard curve for sodium nitrite.

Confocal immunofluorescence analyses in the spinal cord
of mice

At the conclusion of the experimental period (8 weeks
after treatments), mice were anesthetized with halothane
vaporized in 95% O, and 5% CO, and transcardially per-
fused with saline solution, followed by 4% paraformalde-
hyde (PFA) solution (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, USA) in 0.01 M phosphate-buffered saline
(PBS). The spinal cords were collected, post-fixed over-
night at 4 °C in 4% PFA, cryoprotected for 48 h at 4 °C
in 30% sucrose (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA)
in PBS, embedded in optimal cutting temperature em-
bedding compound (O.C.T., Sakura Tissue-Tek), and
frozen at — 80 °C. Transverse spinal cord sections (4 um
thick) were obtained, fixed in 4% PFA for 10 min, and
washed in PBS twice for 5 min. Non-specific binding
was blocked by incubating the sections in 5% BSA in
PBS for 1 h, followed by incubation overnight with pri-
mary antibodies solution containing rat anti-glial fibril-
lary acidic protein——GFAP (1:200, Zymed, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), goat anti-Ibal,
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and rabbit anti-galectin-3, diluted in 1% BSA in PBS.
Sections were then incubated with the secondary anti-
bodies, anti-rat IgG Alexa Fluor 594 conjugated for
GFAP (1:800; Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA),
anti-goat IgG Alexa Fluor 488 conjugated for Ibal
(1:600; Molecular Probes), or anti-rabbit IgG Alexa Fluor
568 conjugated for galectin-3 (1:100; Molecular Probes)
during 1 h at room temperature. Nuclei were stained
with Vectashield mounting medium with DAPI, 4°,6-dia-
midino-2-phenylindole (Vector Laboratories, Burlin-
game, CA, USA). Quantitative analysis, expressed as
percentage of immuno-positive area, was performed
using a confocal laser scanning A1R microscope (Nikon,
Tokyo, Japan). The area displaying immunoreactive
staining for Ibal, GFAP, or gal-3 in the superficial spinal
dorsal horn (laminae I-III) was measured using
Image-Pro Plus v. 7.01 (Media Cybernetics, Rockville,
MD, USA). The area of the ipsilateral superficial spinal
dorsal horn was also calculated. The ratio of the above
areas was used as the percentage area density of Ibal,
GFAP, or gal-3 [38].

Statistical analyses

All data are presented as means + standard error of the
mean (S.E.M) of measurements made on six animals in
each group. Behavioral data were analyzed using
two-way ANOVA (group and time) followed by Bonfer-
roni’s multiple comparisons. For morphometric analysis,
Shapiro Wilk test was performed, and because all data
were negative for normality, Kurskal Wallis followed by
Dunns post-test was used. Remaining data were analyzed
using one-way ANOVA followed by Tukey’s post-test.
All data were analyzed using the GraphPad Prism v.5.0
software (GraphPad Inc.). Differences were considered
statistically significant for p values < 0.05.

Results

MSC transplantation reduces the sensorial dysfunction in
diabetic neuropathic mice

Behavioral testing was performed at baseline and daily,
after the model induction, to evaluate the effects of MSC
transplantation on measurable sensorial parameters of
STZ-induced diabetic neuropathy. All mice survived
until the end of the study. There were no signs of dis-
tress, motor disability, or general toxicity. STZ treatment
induced sensory neuropathy associated with mechanical
allodynia (Fig. 1a) and heat hypoalgesia in mice (Fig. 1b),
without causing motor impairment, as assessed by the
rota-rod test (data not shown).

Behavioral signs of sensory neuropathy were evident,
1 week after the diabetes model induction. Heat hypoal-
gesia persisted during the experimental period of
12 weeks (p<0.001), while mechanical allodynia was
maintained for 10 weeks, at which time diabetic mice
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Fig. 1 Effect of MSC on pain-like behaviors of mice with diabetic
neuropathy. a Mechanical nociceptive thresholds: ordinates
represent the filament weight (g) in which the animal responds

in 50% of presentations. b Thermal nociceptive threshold: the axis
of ordinates represents the time (seconds) the animal takes to
withdraw its paw. The nociceptive thresholds were assessed in the
paw of each mouse before (b) and after the model induction with
streptozotocin (STZ; week 0). Control group represents mice without
diabetic neuropathy, in which saline was administered instead of
streptozotocin. Four weeks after induction, mice were treated via
endovenous route with bone marrow-derived mesenchymal cells
(STZ + MSC; 1 x 10°/100 uL) or vehicle (STZ + saline; 100 pl). Data
are expressed as means + SEM; n =6 mice per group. *Statistical
significance relative to the control group (p < 0.001); #Statistical
significance relative to the STZ + saline group (p < 0.001), as
determined by two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test

showed a gradual loss of mechanical sensitivity (p <
0.001). To determine whether MSC induce therapeutic
effects in diabetic sensory neuropathy, mice were treated
with MSC (1 x 10°, 100 uL) or vehicle (100 uL) 4 weeks
after diabetes induction, when sensorial neuropathy was
fully established. One week after administration, neuro-
pathic mice treated with MSC exhibited antinociceptive
effect to mechanical stimuli (Fig. 1a, p < 0.05). The anti-
nociceptive effect of MSC was progressive, peaking
3 weeks after treatment, when a complete reversion of
the mechanical allodynia was achieved (p <0.001). Im-
portantly, the progression of sensory neuropathy, indi-
cated by the late loss of mechanical sensitivity, was
completely prevented in MSC-treated mice. Additionally,
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the MSC treatment also reverted the heat hypoalgesia of
neuropathic mice from 7 days after administration until
the end of the evaluation period (Fig. 1b, p < 0.001).

MSC restore the morphological pattern of the sciatic
nerve of mice with diabetic neuropathy

Since diabetic neuropathy is associated with morphological
alterations in the peripheral nerves, morphological analysis
of myelinated and unmyelinated fibers of the sciatic nerve
were performed at the conclusion of the experimental
period by light and electron microscopy. Data from light
microscopy showed that sciatic nerves from non-diabetic
control mice present myelinated fibers of varying diame-
ters, regular contours, intact myelin sheaths, and thickness
proportional to the diameter of their axons (Fig. 2a). The
ultrastructural ~ evaluation of sciatic nerves from
non-diabetic mice by electron microscopy showed axons of
myelinated fibers surrounded by a typical myelin sheath
and the presence of numerous unmyelinated fibers, evenly
distributed in endoneural space (Fig. 2b). In diabetic mice,
myelinated fibers with axonal atrophy and invasion of the
myelin sheath were observed (infoldings; Fig. 2c). In
addition, large diameter myelinated fibers in axonal atrophy
process with loosening of the myelin sheath and apparent
diminution of unmyelinated fiber numbers were found in
sciatic nerves of diabetic mice (Fig. 2d). The qualitative as-
sessment of ultrastructural characteristics of sciatic nerve
from diabetic mice treated with MSC, however, showed
markedly fewer morphologic alterations relative untreated
diabetic mice. The sciatic nerve of MSC-treated mice pre-
sented myelin fibers of various sizes and with proportional
caliber sheaths surrounding the axon, myelin sheath with
regular contours, and the presence of numerous unmyelin-
ated fibers with homogeneous distribution (Fig. 2e, f). In
addition, diabetic mice presented an increased percentage
of myelin fibers with morphological alterations, in particu-
lar myelin infoldings (Fig. 2g, h). These morphological ab-
normalities, however, were completely reversed by MSC
treatment (p < 0.05).

MSC transplantation reduces morphometric alterations of
myelinated and unmyelinated fibers of the sciatic nerve
from diabetic mice

Different morphometric parameters obtained from the ana-
lysis of mouse sciatic nerve myelin fibers were evaluated
(Fig. 3). Panels c—e show that the fiber diameter mean, mye-
lin sheath thickness, and G ratio (ratio axon/nerve fiber
diameter) were not different between diabetic and
non-diabetic mice. On the other hand, the number of myelin
fibers (panel a) and axon diameter (panel b) was decreased
in diabetic neuropathy mice compared to non-diabetic mice
(p <0.05). Importantly, MSC transplantation was able to
prevent these morphological alterations suggestive of
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(See figure on previous page.)

Fig. 2 Effect of MSC on the morphology of sciatic nerve from mice with diabetic neuropathy. Representative photomicrographs of sciatic nerve
cross-sections from non-diabetic mice (panel a, control group), diabetic mice treated with saline (panel c), and diabetic mice treated with MSC
(1x10° panel e), 12 weeks after the neuropathy induction. Light microscopy revealed that sciatic nerve from diabetic mice (c) had large myelin
fibers with axonal atrophy, loose myelin sheath (¥), and myelin with infoldings into to the axoplasm (arrow). Panel e shows that sciatic nerve from
MSC-treated neuropathic mice presented myelin fibers of various calibers with normal morphology. Scale bar =40 um. Electron microscopy of
sciatic nerve cross-sections from non-diabetic mice (panel b, control group), diabetic mice treated with saline (panel d), and diabetic mice treated
with MSC (1 x 10, panel f). Analysis of ultrastructural aspects of the sciatic nerve shows in b myelin fibers with varying sizes and proportional
myelin sheath, including numerous unmyelinated fibers; in d few unmyelinated fibers (arrowhead) and the presence of atrophic axons with loose
myelin sheath (*); and in f myelinated fibers with myelin sheath of varying diameters and a large amount of unmyelinated fibers (arrowhead).
Scale bar=2 um. Panels g and h show the percentage of abnormal myelinic fibers and fibers with myelin infoldings, respectively. Data are
expressed as means + SEM; n =3 mice per group. *Statistically significant as compared to the control group (p < 0.05). *Statistically significant as
compared to the STZ + saline group (p < 0.05). One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test

axonal atrophy, which is associated with the diabetic neur-  mice (Fig. 4b—e, p < 0.01). Morphological and morphometric
opathy evolution. parameters of C fibers in diabetic mice treated with MSC did
Figure 4 shows the morphology and morphometry of un-  not differ from those observed in non-diabetic mice.
myelinated C fiber mouse sciatic nerves. Panels a—c are the
representative electromicrographs of nucleated Remak bun-  Effects of MSC transplantation on glial cell expression in
dle of non-diabetic, diabetic, and MSC-treated diabetic mice. ~ the dorsal horn of the spinal cord of neuropathic mice
Diabetic mice presented shrunken C fibers, lower C fiber  Activation of glial cells in the spinal cord is a key
area, and lower C fiber density than non-diabetic control event in the development and maintenance of
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Fig. 3 Effects of MSC on the morphometry of sciatic nerve myelinic fibers from mice with diabetic neuropathy. Morphometric analyses of sciatic
nerve from non-diabetic mice (control group), diabetic mice treated with saline (STZ + saline), and diabetic mice treated with MSC (1 x 10% STZ +
MSC), performed 12 weeks after neuropathy induction. Graphs show a myelinated fibers number, b mean axon diameter, ¢ fiber diameter, d
thickness of myelin sheath, and e G-ratio (ratio axon/nerve fiber diameter). Data are expressed as means + SEM; n = 3 mice per group. *Statistical
significance compared to control group (p < 0.05). *Statistical significance compared to STZ + saline group (p < 0.05). One-way ANOVA followed by
Tukey post-test
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Fig. 4 Effects of MSC on morphology and morphometry of C fibers of the sciatic nerve from mice with diabetic neuropathy. Electron microscopy
of sciatic nerve cross-sections from non-diabetic mice (panel a, control), diabetic mice treated with saline (panel b, STZ + saline), and diabetic
mice treated with MSC (1 x 10° panel ¢; STZ + MSC), performed 12 weeks after neuropathy induction. Scale bar=0.5 um. Ultrastructural analysis of
the sciatic nerve showed the effects of MSC treatment on the area (panel d and density (panel e) of the fiber C of the sciatic nerve of mice with
diabetic peripheral neuropathy. Data are expressed as means + SEM; n =3 mice per group. *Statistical significance compared to control group (p
<0.05). *statistical significance compared to STZ + saline group (p < 0.05). One-way ANOVA followed by Tukey post-test
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Fig. 5 MSC transplantation reduce glial cell expression in the dorsal horn of the spinal cord of neuropathic mice. Eight weeks after the treatment with
MSC (1 x 10% STZ + MSC) or saline (STZ + saline), glial cell expression in the spinal cord of neuropathic mice was evaluated. Control non-diabetic group
received saline instead of streptozotocin. Representative photomicrographs of histological sections of the mouse spinal cord immunolabeled with
GFAP (a—c) or Ibal (e-g). Images are at 200x. Insets demonstrate representative photomicrographs of GFAP or Ibal positive cells under magnification
of 400x. Scale bar =50 um. Panels d and h show the quantitative analysis of the percentage area GFAP and Ibal positive in the spinal dorsal horn,
respectively. Data are expressed as means + SEM; n = 3 mice per group. *Statistical significance compared to the remaining groups (p < 0.05). One-way
ANOVA followed by Tukey post-test
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sensory neuropathy. Considering that a single MSC
transplantation resulted in the complete reversion of
sensorial dysfunction in diabetic mice, a possible
modulatory action of MSC on glial cell expression
during neuropathy was next evaluated. To assess
microglia and astrocyte expression in the spinal
cord, immunostaining for Ibal and GFAP was per-
formed, and representative photomicrographs of
histological sections of the spinal cord of mice are
shown in Fig. 5. Saline-treated diabetic mice showed
higher immunoreactivity for Ibal and GFAP com-
pared to the non-diabetic control group (p<0.05).
Treatment of diabetic mice with MSC significantly
reduced the spinal immunoreactivity for Ibal and
GFAP, when compared to untreated diabetic mice.

MSC treatment reduces oxidative/nitrosative stress
biomarkers in the spinal cord of diabetic mice

RT-qPCR analysis for selected key molecules
showed an antioxidant profile in the spinal cord of
mice with diabetic neuropathy. Diabetic mice pre-
sented higher values of catalase (Fig. 6a), super-
oxide dismutase (Fig. 6b), glutathione peroxidase
(Fig. 6c), and Nrf2 (Fig. 6d) mRNA in the spinal
cord compared to non-diabetic mice (p<0.01).
Eight weeks after transplantation, diabetic mice
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expression of these antioxidant factors in the spinal
cord, compared to saline-treated diabetic mice.

Next, the effects of MSC on nitrosative stress and lipid
peroxidation were investigated by measuring the tissue
levels of nitrite and MDA in the spinal cord 8 weeks
after transplantation. Nitrite (Fig. 7a) and MDA (Fig. 7b)
levels, significantly elevated in the spinal cord of diabetic
mice when compared to the control non-diabetic group
(p < 0.05), were significantly reduced in MSC treated in
the spinal cord of diabetic mice.

A single transplantation of MSC modulates the pattern of
spinal cytokine production in diabetic mice

Next, a possible modulatory action of MSC on spinal
cytokine production during diabetic neuropathy was
evaluated. Levels of IL-1B, TNF-«, IL-10, and TGF-p
in the spinal cord (L5-L4) were evaluated before, 2
and 8 weeks after treatments (Fig. 8). ELISA analysis
demonstrated that saline-treated diabetic mice exhib-
ited upregulation of IL-1p (Fig. 8a) and TNF-a
(Fig. 8b) in the spinal cord, relative to non-diabetic
control mice (p <0.001). Diabetic mice also presented
reduction of the spinal cord TGF-B (Fig. 8d), but not
IL-10 (Fig. 8c), levels. The levels of IL-1p and TNF-«a
were reduced, while IL-10 and TGF-$ were enhanced,
in the spinal cord of neuropathic mice treated with

treated with MSC showed reduced mRNA MSC (p<0.05).
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Fig. 6 Effect of MSC on the antioxidant profile in the spinal cord of mice with diabetic neuropathy. Four weeks after the neuropathy induction,
mice were treated with MSC (1 x 10% STZ + MSQ) or saline (STZ + saline) by endovenous route. Control non-diabetic group received saline instead
of streptozotocin. The spinal levels of mRNA were measured by RT-qPCR 8 weeks after treatment. Panels show the spinal levels of catalase mRNA
(@), superoxide dismutase mRNA (b), glutathione peroxidase mRNA (c), and Nrf2 mRNA (d). Data are expressed as means + SEM; n =6 mice per
group. *Statistical significance compared to the remaining groups (p < 0.001). One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test
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Fig. 7 MSC reduces nitrite and MDA levels in the spinal cord of mice with diabetic neuropathy. Four weeks after neuropathy induction, mice
were treated with MSC (1 x 10% STZ + MSC) or saline (STZ + saline) by endovenous route. Control non-diabetic group received saline instead of
streptozotocin. The spinal levels of nitrite (@) and MDA (b) were measured 8 weeks after treatments. Data are expressed as means + SEM; n =6 mice
per group. *Statistical significance compared to the remaining groups (p < 0.05). One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test

MSC transplantation reduces galactin-3 expression in the
dorsal horn of the spinal cord of neuropathic mice

The expression profile of galectin-3 in the spinal cord of dia-
betic mice was investigated by immunofluorescence, 8 weeks
after the treatment with MSC (1 x 10% STZ + MSC) or saline
(STZ+ saline). Control non-diabetic group received saline in-
stead of streptozotocin. Figure 9 shows representative images
of the co-labeling for galectin-3 and Iba-1 (A-F), and
galectin-3 and GFAP (G-I). Spinal cord sections of
saline-treated diabetic mice showed higher immunoreactivity
for galectin-3 in the dorsal horn, compared to the
non-diabetic control group (p < 0.05; panel j). The treatment

of diabetic mice with MSC completely reversed the increased
spinal immunoreactivity for galectin-3. The co-labeling stud-
ies demonstrated the presence of some galectin-3" microglial
cells (Iba-1 positive cells) in saline-treated diabetic mice. Cells
positive for galectin-3 and GFAP, a marker of activated astro-
cyte, were not observed.

Transplanted MSC tracking

RT-qPCR analysis for GFP identified the location of trans-
planted MSC in neuropathic mice 24 h, 1 and 3 weeks after
transplantation. Samples of the lung, spleen, sciatic nerve,
dorsal root ganglion, and spinal cord were analyzed.
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Fig. 8 MSC transplantation modulates cytokine expression in the spinal cord of mice with diabetic neuropathy. Four weeks after the neuropathy
induction, mice were treated with MSC (1 x 10% STZ + MSC) or saline (STZ + saline) via endovenous route. Control group received saline instead of
streptozotocin. Spinal cytokine levels were evaluated before, 2 and 8 weeks after treatments. Panels show the spinal levels of a interleukin-1( (IL-1(), b
tumor necrosis factor-a (TNF-a), ¢ interleukin-10 (IL-10), and d transforming growth factor-3 (TGF-P). The results are expressed as picograms of cytokine
per milligram of protein. Data are expressed as means + SEM; n =6 mice per group. *Statistically significant as compared to the control group

(p < 0001). *Statistical significance in relation to the STZ + saline group (p < 0.05). One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test




Evangelista et al. Journal of Neuroinflammation (2018) 15:189 Page 12 of 17

STZ + saline STZ + MSC

Control

°
©
O
+
o
g
O

«Q

)
)

% g
2 g 67
= e
©
+ °
(32] g 4
i s
© 7] #
? 2
O ©
o
Control STz +Saline  STZ+MSC

Fig. 9 MSC transplantation reduces galectin-3 expression in the dorsal horn of the spinal cord of neuropathic mice. Eight weeks after the treatment
with MSC (1 x 10% STZ + MSQ) or saline (STZ + saline), the galectin-3 (Gal-3) expression in the spinal cord of neuropathic mice was evaluated. Control
non-diabetic group received saline instead of streptozotocin. Representative photomicrographs of spinal cord sections co-stained with Gal-3 and GFAP
(@a—c) or Gal-3 and Iba-1 (d-f) (200x). Insets (400x) evidenced the presence of co-staining for Gal-3 and Iba1 (e) in saline-treated diabetic mice and the
absence of Gal-3 and GFAP co-stained cells (a—c). Scale bar =50 um. Panel g shows the quantitative analysis of the percentage area Gal-3 positive in
the spinal dorsal horn. Data are expressed as means + SEM; n =3 mice per group. *Statistically significant as compared to the control group (p < 0.05).

#Statistically significant as compared to the STZ + saline group (p < 0.05). One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test

Although GFP expression was detected at low levels in all
tissues evaluated, it was significantly higher in the spleen
and lung samples (Fig. 10). Twenty-four hours after MSC
treatment, GFP mRNA levels were increased in spleen sam-
ples (p < 0.05), whereas in the 1-week timepoint showed an
increased in the lung sample (p < 0.05). Three weeks after
transplantation, the level of GFP expression was less in the
tissues evaluated.

Conditioned medium from MSC reduces the sensorial
dysfunction in diabetic neuropathic mice

In order to corroborate the hypothesis that the
MSC-induced beneficial effects on neuropathic pain

correlate with paracrine actions, the effects of CM-MSC
on diabetic sensory neuropathy were evaluated.
Neuropathic mice were treated with CM-MSC or ve-
hicle 4 weeks after the induction of diabetes, when
the sensorial neuropathy was fully established. Two
weeks after administration, CM-MSC-treated neuro-
pathic mice showed complete reversion of mechanical
allodynia, and this antinociceptive effect was main-
tained throughout the experimental period (Fig. 11la;
p<0.001). CM-MSC treatment reverted the heat
hypoalgesia of neuropathic mice from 1 week after
administration until the completion of the evaluation
period (Fig. 11b; p <0.001).
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Fig. 10 Transplanted MSC tracking. The levels of GFP mRNA were measured by RT-gPCR 24 h, 1 and 3 weeks after MSC treatment. MSC were
obtained from GFP transgenic C57BI/6 mice. Bars show GFP mRNA expression on the dorsal root ganglion (DRG), sciatic nerve, spinal cord,
spleen, and lung of transplanted neuropathic mice. Data are expressed as means + SEM; n=5 per group for each timepoint. *Statistical
significance compared to the remaining groups at the same timepoint (p < 0.005). *Statistical significance compared to the DRG, sciatic nerve,
and spinal cord groups at the same timepoint (p < 0.005). One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test
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Fig. 11 Effect of CM-MSC on pain-like behaviors of mice with diabetic
neuropathy. a Mechanical nociceptive thresholds: ordinates represent
the filament weight (g) in which the animal responds in 50% of
presentations. b Thermal nociceptive threshold: the axis of ordinates
represents the time (seconds) the animal takes to withdraw its paw. The
nociceptive thresholds were assessed in the paw of each mouse before
(b) and after the model induction with streptozotocin (STZ; week 0).
Control group represents mice without diabetic neuropathy, in which
saline was administered instead of streptozotocin. Four weeks after
induction, mice were treated via endovenous route with conditioned
medium from MSC cultures (STZ + CM-MSG; 100 pL) or vehicle (STZ +
vehicle; 100 pb). Data are expressed as means + SEM; n =6 mice per
group. *Statistical significance relative to the control group (p < 0.001).
#Statistical significance relative to the STZ + vehicle group (p < 0.001), as
determined by two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test

Discussion

Diabetic neuropathy is associated with sensory symp-
toms, such as pain and enhanced/diminished sensation,
for which there is no effective therapy, ultimately leading
to considerably reducing the patient’s quality of life. The
present study demonstrated that a single MSC adminis-
tration was able to reverse the sensory diabetic neur-
opathy through modulation of crucial events during
neuropathy maintenance, in both the peripheral and
central nervous systems, highlighting the cell therapy
potential for the neuropathy treatment. In addition to
the previously described effects of MSC on peripheral
nerves, the present study described the modulatory ef-
fect of MSC in the local microenvironment of the dia-
betic mouse spinal cord.
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The development of sensory neuropathy was con-
firmed by using established behavioral assays, which de-
tected the characteristic mechanical allodynia and heat
hypoalgesia observed in diabetic neuropathy in mice
[19]. About 40% of individuals with DN manifest mech-
anical allodynia [39], progressing to a loss of sensory
perception in the late disease stages, which is closely re-
lated to cases of limb ulceration and amputation [40]. In
the present study, mechanical allodynia was completely
present in mice, 4 weeks after STZ administration, and
progressed to loss of tactile sensitivity 12 weeks after
STZ, indicating a strong equivalence between the model
and the clinical manifestation. The MSC transplantation
completely reverted the signs of sensory-induced neur-
opathy in the STZ-diabetic mouse model. In fact, behav-
ior sensory neuropathy improvements in diabetic mice
with MSC treatments have previously been demon-
strated [9, 19, 14]. Recent evidence indicate that MSC
may act as biologic “pumps” by releasing analgesic mole-
cules responsible to mediate the therapeutic effects of
these cells in neuropathic pain [41]. On the other hand,
in the present study, the reversal of sensory neuropathy
following a single injection of MSC was maintained
throughout the evaluation period, an effect that is not
attained by analgesic substances. This effect profile sug-
gests that a reparative action, more than just an anal-
gesic effect, may result after MSC treatment. This view
is supported by literature data showing that MSC treat-
ment induces angiogenesis, neurotrophic effects, and
restoration of myelination in peripheral nerves of dia-
betic animals [9, 11-13]. Further ultrastructural analyses
of myelinated and unmyelinated fibers of the sciatic
nerve, presented here, support this hypothesis. Morpho-
logical and morphometric analysis of the sciatic nerve
showed significant differences between sensory fibers of
diabetic and non-diabetic mice, such as the presence of
degenerative changes in axons, morphological alterations
in the myelin sheath, and lower unmyelinated C fiber
area and density. In MSC-treated diabetic mice, all these
morphologic alterations, considered to be hallmarks of
DN, were markedly reduced, indicating that the cell
therapy restored sensory fiber structures in diabetic
nerves. The present data are consistent with the recent
study of Han and co-workers, showing that MSC re-
stores the ultrastructure of myelinated fibers in diabetic
nerve, while giving the first evidence of the restorative
action of MSC on unmyelinated C fibers [13]. Morpho-
logical and functional alterations of both A8 and C noci-
ceptive fibers present in peripheral nerves have been
proposed to explain the changes in sensitivity and pain
during diabetic neuropathy. Maintaining hyperglycemia
for prolonged periods leads to sensory nerve damage,
thus modifying the underlying neural transmission pat-
tern, resulting in the loss or gain of sensitivity to painful
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stimuli [42, 43]. A relationship between reduced number
of sensory fibers in peripheral nerves and thermal/mech-
anical hyposensitivity in diabetic mice was proposed by
Lennertz and colleagues [44] and reinforced here. There-
fore, it is possible that the long-lasting effect of MSC re-
versing behavioral sensory neuropathy stems from the
reestablishment of ultrastructures within peripheral dia-
betic nerves. On the other hand, the mechanisms by
which MSC reduce morphological alterations of noci-
ceptive fibers of the peripheral nerves during neuropathy
are not fully comprehended. It has been proposed that
MSC promote the repair of peripheral nerves in diabetic
animals through paracrine actions of neurotrophic and
angiogenic factors, such as vascular endothelial growth
factor (VEGE), nerve growth factor (NGF), and hepato-
cyte growth factor (HGF), secreted by these cells [9, 11—
13]. However, the contribution of these growth factors
to MSC-induced reparative action on peripheral nerve
during diabetic neuropathy still needs to be further
investigated.

The mechanisms underlying DN maintenance involve
multiple biochemical and cellular alterations in the cen-
tral nervous system, which may be a contributory factor
in the refractory nature of the diabetic neuropathy.
Hyperglycemia disturbs spinal cord homeostasis, while
high glucose concentrations are responsible for inducing
metabolic and enzymatic abnormalities, and disrupts the
functions of cell mitochondria inducing the overproduc-
tion of reactive oxygen/nitrogen species (ROS/RNS) and
oxidative stress [22, 45—48]. In addition, hyperglycemia
and the subsequent formation of ROS/RNS induce the
activation of spinal microglia [22], triggering spinal neu-
roinflammatory cascades that have been considered a
pivotal event of sensory neuropathy [23, 47, 49]. In line
with this idea, the present study demonstrated that
GFAP and Iba-1, markers of activated astrocyte and acti-
vated microglia, respectively, were highly expressed in
the dorsal horn of the spinal cord in diabetic mice. Im-
portantly, MSC transplantation significantly reduced the
staining for GFAP and Iba-1, indicating a suppression of
the spinal activation of astrocytes and microglia by
MSC. Although the inhibitory effect of mesenchymal
cells on spinal glial cell activation has been previously
demonstrated in experimental neuropathic pain associ-
ated with spinal cord injury [50] and spinal nerve
ligation [49], the results from our study are the first
demonstration of this phenomenon in diabetic
neuropathy.

Considering the contribution of oxidative stress to the
glial cell activation, the redox homeostasis in the spinal
cord was also investigated. Nitrosative stress and lipid per-
oxidation, indicated by high levels of nitrite and MDA in
the spinal cord, were evidenced in diabetic mice. The high
production of ROS/RNS is controlled by the activation of
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cell antioxidant defense system, which includes a range of
antioxidant enzymes [51]. In fact, QqRT-PCR data showed
upregulation of catalase, superoxide dismutase, glutathi-
one peroxidase, and Nrf2 mRNA, indicating the presence
of oxidative stress in the spinal cord microenvironment of
diabetic mice. Importantly, MSC treatment reduced both
the ROS/RNS levels and the activation of the antioxidant
defense system in the spinal cord of diabetic mice, sug-
gesting that a single MSC administration is able to pro-
mote the reestablishment of redox homeostasis in the
spinal cord. The antioxidant properties of stem cells have
been previously described by in vitro [52-54] and in vivo
[55, 56] studies. In line with the present data, MSC were
found to influence the spinal redox context in models of
traumatic spinal cord injury [56] and amyotrophic lateral
sclerosis [57].

There is emerging evidence for the causal role of oxi-
dative stress underlying activation of glial cells in dia-
betic neuropathy [58]. During neuropathic states, glial
cells in the spinal cord are activated, accompanied by a
wide cascade release of neuroactive molecules and
pro-inflammatory cytokines, such as IL-1p and TNF-q,
which have been directly implicated in the excitability
pattern change of spinal neurons and sensory neur-
opathy [22, 47, 59]. In line with this concept, in the
present study, diabetic mice presented enhanced levels
of IL-1p and TNF-« in the spinal cord, while MSC treat-
ment inhibited this upregulation, in parallel with its ef-
fects on behavioral sensory neuropathy. The modulatory
action of MSC on cytokine expression in peripheral tis-
sues of diabetic rodents has been previously demon-
strated [12, 19]. In addition, MSC administration
enhanced the levels of the anti-inflammatory cytokines
IL-10 and TGEF-p in the spinal cord of neuropathic mice.
IL-10 and TGEF-B induce therapeutic effects in neuro-
pathic conditions [8, 60, 61], and their role to the anti-
nociception induced by stem cells in neuropathic pain
has been proposed [49, 62].

Galectin-3 is a member of the lectin family that binds
[B-galactosides, which plays a major role in mechanisms
of inflammation [63-66]. Since galectin-3 is involved in
oxidative stress [67—69] and neuroinflammation in the
spinal cord [70, 71], the spinal expression of this lectin
was evaluated in diabetic mice. Immunofluorescence
analyses showed that galectin-3 was overexpressed in
the superficial dorsal horn of the spinal cord of diabetic
mice, and this phenomenon was reversed by MSC trans-
plantation. These data highlight the broad inhibitory ef-
fect induced by mesenchymal cells in the spinal
neuroinflammatory response, triggered by hypergly-
cemia/diabetes.

It has been proposed that the therapeutic effects of
MSC during neuropathic conditions are related to the
paracrine action of these cells [7, 9, 26]. Data from the



Evangelista et al. Journal of Neuroinflammation (2018) 15:189

present work corroborate this hypothesis. By detecting
levels of GFP mRNA in different tissues of neuropathic
mice, it was possible to demonstrate that some trans-
planted MSC were localized in the lung and spleen, with
minimal retention in the sciatic nerve, dorsal root gan-
glion, and spinal cord. This result indicates that the
MSC-induced beneficial effects during diabetic neur-
opathy are independent of the presence of significant
amount of the transplanted cells at the lesion site. In
addition, a single systemic administration of the condi-
tioned medium from MSC culture induced long-lasting
antinociceptive effect in neuropathic mice. Interestingly,
the profile and magnitude of the CM-MSC-induced bene-
ficial effects on sensory neuropathy were similar to those
induced by MSC transplantation. In fact, the remarkable
therapeutic potential of CM-MSC has been consistently
demonstrated in several experimental models, including
in nervous system disorders and painful conditions [26,
72-75]. These results corroborate the hypothesis that
paracrine action of MSC is important to the therapeutic
effects of these cells during diabetic neuropathy. Never-
theless, the complex mechanisms by which MSC reduce
sensory neuropathy, probably involving a broad spectrum
of soluble factors and extracellular vesicles secreted by
MSC, need to be further investigated.

Conclusions

Taken together, our data indicate that, in addition to the
beneficial actions of MSC in the peripheral nervous sys-
tem, blocking the spinal neuroinflammatory cascade is a
possible mechanism by which mesenchymal stem cells
reduce the signs of sensorial diabetic neuropathy.
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Cell-free therapy: a neuroregenerative
approach to sensory neuropathy?

Stem cells are considered as key therapeutic tools in the field
of regenerative medicine. In the last decade, based on a grow-
ing body of knowledge about their mechanisms of action, a
new way of exploring the therapeutic potential of stem cells
without the need for cell transplantation has been evidenced.
This approach, called cell-free therapy, uses stem cells as a
source of therapeutic molecules rather than the therapeutic
agent per se, and several studies have shown relevant ther-
apeutic effects under a variety of experimental conditions,
including nervous system disorders.

Sensory neuropathy (SN) is a chronic syndrome resulting
from injury or dysfunction of the nervous system, frequently
associated with different clinical conditions and diseases,
such as cancer, diabetes, chemotherapy, trauma, infection or
autoimmune diseases. This syndrome is characterized by the
presence of persistent sensory symptoms, such as paresthesia
and neuropathic pain, which may ultimate lead to sensory
loss. The pharmacological approaches available for the man-
agement of SN are palliative, poorly efficacious and devoid of
disease-modifying profile. Sensory neuropathies are closely
associated with poor quality of life, disability and comorbidi-
ties, such as depression and anxiety, thus demanding rehabil-
itation and psychological support for SN patients. In view of
this devastating scenario, the development of new approach-
es effective in attenuating sensory symptoms and promoting
the functional reestablishment of nervous tissue represents a
fundamental advance in SN therapeutics.

Based on the analgesic, neuroprotective and pro-regenera-
tive potential of stem cells, cellular therapies have been con-
sidered as promising alternatives for the treatment of sensory
neuropathies. The initial evidence of the therapeutic effects
of stem cells in chronic neuropathies were reported in the
first decade of the 2000s, using mesenchymal stem/stromal
cells (MSC), an adult multipotent stem cell type. Coronel et
al. (2006) showed that MSC selectively migrated to the dorsal
root ganglion ipsilateral to the sciatic nerve constriction in a
classical animal model of neuropathic pain. One year later,
this same group demonstrated that MSC transplantation was
able to reduce the behavioral painful neuropathy associated
with the sciatic nerve constriction (Musolino et al., 2007),
highlighting the analgesic potential of MSC. Since then, sev-
eral preclinical and clinical studies have demonstrated the
consistent and long-lasting analgesic effects of MSC in differ-
ent types of sensory neuropathies (Huh et al., 2017).

The use of MSC for the treatment of sensory neuropathies
represents a new therapeutic concept — the neurorestorative
therapy for pain — that can be achieved by associating the an-
algesic effect of stem cells with their pro-regenerative prop-
erties. In this proposal, MSC represents not only an analgesic
treatment, but also a way to repair the damaged nervous
system. In fact, the regenerative effects of MSC on periph-
eral nerves during states of chronic neuropathy have been
demonstrated (Zhou et al., 2016). In line with this concept,
we have recently demonstrated, in a mouse diabetes model,
that MSC transplantation reverses the behavioral signs of SN,
i.e. mechanical allodynia and thermal hyperalgesia. Impor-
tantly, the therapy promoted the reduction of sciatic nerve

ultrastructural alterations, such as degenerative changes in
axons and myelin sheath, considered hallmarks of diabetic
neuropathy (Evangelista et al., 2018).

It is important to note that both the analgesic and neu-
roregenerative effects of MSC during neuropathic conditions
appear to be associated with their paracrine action. While the
analgesic properties of MSC are associated with the endoge-
nous release of opioid peptides in the pain modulatory circuits
(Guo et al., 2011), their pro-regenerative effects are related to
immunomodulatory, anti-inflammatory, antioxidant, angio-
genic and neurotrophic factors, released or induced by the
MSC. Shibata et al. (2008) showed that MSC transplantation
was effective in normalizing axonal circularity and improving
the conduction velocity and blood flow in the sciatic nerve of
rats with diabetic neuropathy. These effects were attributed the
MSC-induced beneficial effects to locally released angiogenic
factors, such as vascular endothelial growth factor and basic
fibroblast growth factor. In agreement with this seminal study,
the contribution of neurotrophic and angiogenic factors to the
therapeutic effects of MSC in chronic neuropathy has been
extensively demonstrated (Zhou et al., 2016).

Despite the unequivocal role of primary sensory neu-
rons for the induction and maintenance of neuropathic
conditions, numerous biochemical, cellular and functional
alterations in the central nervous system have been shown
to participate in the pathophysiology of these syndromes (Ji
et al., 2013). Nerve injury and the resulting oxidative stress
affect the local microenvironment in the spinal cord, pro-
moting activation of glial cells, which are key elements in
the development and maintenance of neuropathic pain. The
activation signaling pathways involved in the production of
inflammatory and hyperalgesic mediators, such as cytokines,
chemokines, eicosanoids, glutamate and ATP, can modulate
the activity of both glial cells and sensory neurons, triggering
a cross-talking phenomenon between these cells which in-
duces and maintains the spinal neuroinflammatory cascade
(Ji et al., 2013). In line with this idea, in the chronic diabetic
neuropathy model we found the reversion of SN to correlate
with a reduced production of neuroinflammatory parame-
ters in the spinal cord of MSC-transplanted mice (Evange-
lista et al., 2018). Moreover, we observed a reduction in glial
fibrillary acidic protein and ionized calcium bindingadaptor
molecule-lexpression after cell therapy, indicating a sup-
pressive effect of MSC on the spinal activation of astrocytes
and microglia. Importantly, transplantation of MSC promot-
ed the reestablishment of redox homeostasis in the spinal
cord of neuropathic mice, as shown by the upregulation of
antioxidant factors, such as catalase, superoxide dismutase,
glutathione peroxidase and nuclear factor erythoid2-related
factor2, and reduction of oxidative stress markers. MSC also
modified the pattern of spinal cytokine production in diabet-
ic mice, reduced the pro-inflammatory cytokines interleu-
kin-1B and tumor necrosis factor-a, as well as increased the
anti-inflammatory interleukin-10 and tumor growth factor-p
levels, indicating a shift on the balance towards anti-inflam-
matory cytokines caused by MSC. Taken together, this work
presented consistent evidence that inhibition of the spinal
neuroinflammatory cascade is an important mechanism by
which MSC induce therapeutic effects in SN.

Interestingly, we found the therapeutic effects induced
by MSC during the diabetic neuropathy to be independent
of the presence of transplanted cells at the lesion site, since
RT-qPCR analysis showed minimal retention of transplant-
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ed MSC in the sciatic nerve, dorsal root ganglion and spinal
cord of transplanted mice (Evangelista et al, 2018). This re-
sult indicates a secretory action, rather than cell replacement
and differentiation, as the mechanism of action of MSC in
neuropathic conditions. This hypothesis was reinforced by
the demonstration that MSC secretome, i.e. soluble factors
and extracellular vesicles secreted by MSC, induced a similar
effect to MSC transplantation in SN (Evangelista et al., 2018).
In fact, in the last decade many of the therapeutic effects of
MSC have been shown to arise from the soluble factors and
extracellular vesicles secreted by these cells (Kim et al., 2013).
This concept has opened new perspectives for the use of MSC
as a source of therapeutic molecules rather than as the thera-
peutic agent per se. This cell-free therapy approach has been
validated as a promising concept to extend the therapeutic
applicability of stem cells (Kim et al., 2013; Pawitan, 2014).

The secretome of MSC consists of soluble factors and ex-
tracellular vesicles that contain biologically active molecules,
such as growth factors, cytokines and functional RNAs.
When released by MSC, these factors can exert effects on
cells of the cell millieu or reach distant organs via the blood-
stream, including the central nervous system, depending
on the permeability of the blood-brain barrier. Therapeutic
effects of cell-free approaches for nervous system disorders
have been demonstrated, and are probably due to the control
of neuroinflammation (Kim et al., 2013). Thus, the efficacy
of cell-free approaches for the control of chronic sensory
neuropathies can be predicted. In agreement with this idea,
the injection of MSC secretome reduced the SN and reestab-
lished the Th1/Th2 balance in the peripheral nerve, spinal
cord and dorsal root ganglion of neuropathic animals (Brini
et al., 2017). Data from our laboratory also corroborate the
potential of cell-free therapies for the control of chronic sen-
sory neuropathies. Using a well-characterized neuropathy
model induced by partial sciatic nerve ligation in mice, we
have demonstrated that MSC secretome induces a potent
and long-lasting antinociceptive effect, which was equivalent
to that obtained by MSC transplantation (Gama et al., 2018).
Similarly, a single administration of secretome shifted the
cytokine balance towards an anti-inflammatory profile at
both the peripheral and central nervous systems. The char-
acterization of MSC secretome by protein array evidenced
the presence of growth factors and cytokines relevant to
antinociception, neuroregeneration, cellular growth and in-
flammation. Among the proteins identified in the secretome,
hepatocyte growth factor, vascular endothelial growth factor
and angiopoietin-1 are good candidates as key therapeutic
factors secreted by MSC, due to their powerful angiogenic
and neurotrophic actions (Gama et al., 2018).

In conclusion, the application of cell-free therapy for neu-
rorestorative therapy of pain may represent an innovative
strategy that provides pain control, avoiding the inherent
limitations of cell transplantation, such as immune rejection
and tumorigenic potential. Neuroregenerative effects on pe-
ripheral nerves are likely to be achieved by the action, in con-
cert, of angiogenic and neurotrophic molecules present in
MSC’s secretome. In addition, cell-free products may cross
the blood-brain barrier to act on the central nervous system
where, by modulating pain and neuroinflammation, they
may induce long-lasting analgesia and exhibit a disease mod-
ifying profile. Additional studies, however, should be carried
out aiming to validate this hypothesis, as well as characteriz-
ing the mechanisms involved in the beneficial effects of cell-
free therapy for neuropathy.
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Neuropathic pain is a type of chronic pain caused by injury or dysfunction of the nervous system, without effective therapeutic
approaches. Mesenchymal stromal cells (MSCs), through their paracrine action, have great potential in the treatment of this
syndrome. In the present study, the therapeutic potential of MSC-derived conditioned medium (CM) was investigated in a
mouse model of neuropathic pain induced by partial sciatic nerve ligation (PSL). PSL mice were treated by endovenous route
with bone marrow-derived MSCs (1x10°), CM, or vehicle. Gabapentin was the reference drug. Twelve hours after
administration, neuropathic mice treated with CM exhibited an antinociceptive effect that was maintained throughout the
evaluation period. MSCs also induced nonreversed antinociception, while gabapentin induced short-lasting antinociception. The
levels of IL-1$, TNF-«, and IL-6 were reduced, while IL-10 was enhanced on sciatic nerve and spinal cord by treatment with
CM and MSCs. Preliminary analysis of the CM secretome revealed the presence of growth factors and cytokines likely involved
in the antinociception. In conclusion, the CM, similar to injection of live cells, produces a powerful and long-lasting
antinociceptive effect on neuropathic pain, which is related with modulatory properties on peripheral and central levels of
cytokines involved with the maintenance of this syndrome.

1. Introduction

Neuropathic pain is a progressive nervous system disease
initiated by a primary lesion or dysfunction in the nervous
system, commonly caused by a trauma, infection, or ische-
mia. This chronic syndrome is characterized by abnormal
sensory symptoms, such as spontaneous pain and an
increased response to painful (hyperalgesia) and innocuous
(allodynia) stimuli [1-3]. Despite the great morbidity, social
cost, and negative impact on quality of life, the neuro-
pathic pain has limited therapeutic options, because the

available analgesic drugs appear to be relatively ineffective
in controlling this pain state [4]. Up to now, no drug is
available to restore nerve function and the usual therapeu-
tic strategies for neuropathic pain aim only palliative
analgesic effects [5].

Thus, the successful control of neuropathic pain is
linked to the establishment of new disease-modifying ther-
apeutic approaches. In this context, cell-based therapies rep-
resent a promising alternative. Recently, cellular therapies
have been considered as a potential successful approach in
treating diseases and injuries of the nervous system, for
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Abstract

Background: Survival and therapeutic actions of bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMMSCs) can be
limited by the hostile microenvironment present during acute spinal cord injury (SCI). Here, we investigated
whether BMMSCs overexpressing insulin-like growth factor 1 (IGF-1), a cytokine involved in neural development and
injury repair, improved the therapeutic effects of BMMSCs in SCI.

Methods: Using a SClI contusion model in C57BI/6 mice, we transplanted IGF-1 overexpressing or wild-type
BMMSCs into the lesion site following SCI and evaluated cell survival, proliferation, immunomodulation, oxidative
stress, myelination, and functional outcomes.

Results: BMMSC-IGF1 transplantation was associated with increased cell survival and recruitment of endogenous
neural progenitor cells compared to BMMSC- or saline-treated controls. Modulation of gene expression of pro- and
anti-inflammatory mediators was observed after BMMSC-IGF1 and compared to saline- and BMMSC-treated mice.
Treatment with BMMSC-IGF1 restored spinal cord redox homeostasis by upregulating antioxidant defense genes.
BMMSC-IGF1 protected against SCl-induced myelin loss, showing more compact myelin 28 days after SCI.
Functional analyses demonstrated significant gains in BMS score and gait analysis in BMMSC-IGF1, compared to
BMMSC or saline treatment.

Conclusions: Overexpression of IGF-1 in BMMSC resulted in increased cell survival, immunomodulation,
myelination, and functional improvements, suggesting that IGF-1 facilitates the regenerative actions of BMMSC in
acute SCI.
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Abstract: Linalool (LIN) is a monoterpene “alcohol present in some aromatic
medicinal plants with biological activities .that can impact cardiovascular diseases.
This chemical class is highly volatile and -cyclodextrin (3-CD) has been employed to
improve the pharmacological properties of monoterpenes. Thus, the aim of this study
was to evaluate the cardiovascular  effects of LIN free focusing on the
antihypertensive properties of ~this monoterpene and to study whether LIN,
complexed in B-cyclodextrin “(LIN-BCD) is able to improve the pharmacological
activity of LIN. Spontaneously.hypertensive rats (SHR) were randomly divided into 5
groups, each treated daily for<21 days, in the following manner: group 1 (vehicle
solution); group 2 (captopril; 30 mg/kg/day); group 3 (LIN; 100 mg/kg/day); group 4
(LIN; 50 mg/kg/day) and group 5 (LIN/B-CD; 50 mg/kg/day). Daily body weight
measurements were conducted and mean arterial pressure and heart rate were
measured every 5 days. The mesenteric artery from treated animals was tested for
phenylephrine -and sodium nitroprusside (SNP) sensitivity. The SHR treated with
vehicle demonstrated progressive increase in mean arterial pressure and captopril, a
positive control, induced a significant decrease. After 21 days of treatment, the blood
pressure of the SHR treated by (-)-LIN (100 mg/Kg) was significantly reduced. In
addition, various important cardiovascular parameters improved, including: the
treatment with LIN prevented the development of cardiac hypertrophy, increased
levels of the anti-inflammatory cytokine (IL-10), increased vasodilator responsiveness
and reduced sensitivity to the sympathetic agonist. Furthermore, the inclusion
complex containing LIN in B-CD produced a higher antihypertensive profile when
compared with uncomplexed form. Taking together, our results suggested that LIN
shown a potential antihypertensive effect and B-CD may be an important tool to
improve the cardiovascular activity of LIN and other water-insoluble compounds.

Keywords: linalool; antihypertensive; monoterpene; anti-inflammatory; vascular
reactivity.
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Abstract

Braylin belongs to the group of natural coumarins, a group of compounds with a wide range
of pharmacological properties. Here we characterized the pharmacological properties of
braylin in vitro, in silico and in vivo in models of inflammatory/immune responses. In in vitro
assays, braylin exhibited concentration-dependent suppressive activity on activated macro-
phages. Braylin (10—40 pM) reduced the production of nitrite, IL-18, TNF-a and IL-6 by J774
cells or peritoneal exudate macrophages stimulated with LPS and IFN-y. Molecular docking
calculations suggested that braylin present an interaction pose to act as a glucocorticoid
receptor ligand. Corroborating this idea, the inhibitory effect of braylin on macrophages was
prevented by RU486, a glucocorticoid receptor antagonist. Furthermore, treatment with
braylin strongly reduced the NF-kB-dependent transcriptional activity on RAW 264.7 cells.
Using the complete Freund’s adjuvant (CFA)-induced paw inflammation model in mice, the
pharmacological properties of braylin were demonstrated in vivo. Braylin (12.5—-100 mg/kg)
produced dose-related antinociceptive and antiedematogenic effects on CFA model. Braylin
did not produce antinociception on the tail flick and hot plate tests in mice, suggesting that
braylin-induced antinociception is not a centrally-mediated action. Braylin exhibited immu-
nomodulatory properties on the CFA model, inhibiting the production of pro-inflammatory
cytokines IL-1B, TNF-a and IL-6, while increased the anti-inflammatory cytokine TGF-B. QOur
results show, for the first time, anti-inflammatory, antinociceptive and immunomodulatory
effects of braylin, which possibly act through the glucocorticoid receptor activation and by
inhibition of the transcriptional activity of NF-kB. Because braylin is a phosphodiesterase-4
inhibitor, this coumarin could represent an ideal prototype of glucocorticoid receptor ligand,
able to induce synergic immunomodulatory effects.
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