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RESUMO

INTRODUGCAO: A neuralgia do trigmeo corresponde & forma mais comum de dor
neuropatica craniofacial. E descrita como uma condi¢do cronica intensamente dolorosa,
caracterizada pela ocorréncia de ataques de dor lancinante e subita, alodinia e hiperalgesia, 0
que compromete consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes. Esses sintomas muitas
vezes sdo refratarios aos métodos convencionais de tratamento, reforcando a necessidade do
estabelecimento de novas abordagens terapéuticas efetivas neste tipo de dor. Recentemente,
terapias celulares tém sido consideradas potencialmente Gteis no tratamento de doencas e
lesbes do sistema nervoso. OBJETIVOS: Avaliar os efeitos do transplante de células
mononucleares de medula 06ssea(CMMO) na neuropatia trigeminal experimental.
METODOS:CMMO foram obtidas a partir de medulas 6sseas de camundongos C57BI/6
machos, oriundos do Biotério do CPqGM (FIOCRUZ-BA). Animais da mesma linhagem
foram submetidos a cirurgia de ligadura parcial do nervo infraorbital e durante trinta dias
foram avaliados os limiares nociceptivos térmico e mecanico por Hargreaves e von Frey,
respectivamente. RESULTADOS: A ligadura do nervo infraorbital reduziu os limiares
nociceptivos, caracterizando a hiperalgesia térmica e a alodinia mecanica tipica da neuropatia.
O tratamento com CMMO produziu efeito antinociceptivo iniciado 24-48h apds o tratamento,
e gque se manteve durante todo o periodo experimental. A carbamazepina, padrdo ouro no
controle clinico da neuropatia trigeminal, produziu efeito antinociceptivo com duracdo de
apenas 4 h. CONCLUSAO: CMMO produzem efeito antinociceptivo consistente e
duradouro, indicando o potencial da terapia celular para o controle dessa sindrome crénica.

PALAVRAS- CHAVES: Dor neuropatica, neuralgia trigeminal, células-tronco,
carbamazepina



1.INTRODUCAO

Dor neuropatica (DN) é definida pela IASP (Associacdo Internacional para o Estudo
da Dor) como um tipo de dor crénica que ocorre como consequéncia direta de uma lesdo ou
disfungdo do sistema nervoso. Apesar da dificuldade de diagnostico, decorrente da
variabilidade das manifestacdes dolorosas descritas pelos pacientes, dados estimam que a
prevaléncia de DN Vaira entre 6,9 e 10% da populacdo mundial’. Além de reduzir
substancialmente a qualidade de vida dos pacientes afetados, esta sindrome gera grande 6nus
socioecondmico, relacionado a reducdo na produtividade e custos com tratamento?. As
principais causas de dor neuropatica sdo: lesbes traumaticas de nervos, infec¢do por Herpes
zoster, diabetes, radioterapia, quimioterapia, alcool, AIDS, doencas autoimunes (esclerose
multipla, mielopatias infecciosas e degenerativas), deficiéncia de vitamina do complexo B,
lesBes isquémicas, compressdo neural, tumores, degeneracéo distal e doenca de Parkinson®.
Diversos mecanismos, ainda ndo totalmente elucidados, estdo envolvidos na origem e

manutencdo da dor neuropatica, tanto a nivel periférico quanto central.

A neuralgia do trigémeo (NT) é a forma mais comum de dor neuropaética cranio-facial.
A NT ¢é descrita como uma condi¢do intensamente dolorosa, geralmente unilateral,
caracterizada pela ocorréncia de ataques de dor lancinante e subita, paroxisticos e recorrentes,
do tipo choque, que é limitada a um ou mais ramos do nervo trigémeo*. E considerada uma
das causas de dor mais severas que uma pessoa pode experimentar®. A incidéncia anual
estimada para NT gira em torno de 4,5 para cada 100.000 individuos, sendo mais prevalente
em idosos por volta da 6% e 72 décadas de vida e em mulheres. Hipertensos também
representam populacdo com maiores chances de desenvolver NT, se comparados a populacao
em geral *®. A dor da NT é comumente evocada por estimulos triviais como lavar o rosto,
fazer a barba, falar ou escovar os dentes, mas também pode ocorrer espontaneamente. Os
ataques de dor séo paroxisticos, com duracdo de fragdes de segundos até dois minutos em um
ou mais territorios de inervacdo do nervo trigémeo, sendo que a frequéncia pode variar entre

centenas de ataques por dia até anos de remiss&o entre uma crise e outra’.

A fisiopatologia da NT envolve diversos mecanismos neurofisioldgicos, tanto na
periferia quanto no sistema nervoso central °. A lesdo nervosa leva a liberagio de mediadores

que sensibilizam as terminacGes nervosas periféricas (sensibilizacdo periférica), acarretando



em alteragBes neuroquimicas e fenotipicas com aumento da excitabilidade dos neurénios
aferentes do ganglio trigeminal e dos ndcleos do trigémeo (sensibilizacdo central). Em linha
com essa fisiopatologia, o tratamento farmacoldgico de primeira escolha para a NT é baseado
no uso de medicamentos de agdo central ou que reduzem a excitabilidade neural, como
anticonvulsivantes e antidepressivos (carbamazepina, oxicarbazepina, baclofen, lamotrigina e
pimozida)'®!, Atualmente, a carbamazepina é o farmaco de primeira escolha na NT, embora
o0 tratamento requeira acompanhamento constante, considerando o elevado risco de efeitos
colaterais graves, como agranulocitose e anemia apléasica'® 23, Tem se usado também a
gabapentina como uma alternativa terapéutica Gtil em casos de NT resistentes a terapia
tradicional, porém apenas 27% dos pacientes apresentam uma reducdo significativa da
percepcdo dolorosa %4, Diante destes dados, fica evidente que a terapia farmacoldgica ndo
tem tido sucesso no controle da NT, pois aléem do modesto controle analgésico, esses
medicamentos provocam efeitos colaterais que comprometem a adesdo do paciente ao

tratamento, além de reduzir consideravelmente sua qualidade de vida °.

Em decorréncia da limitada capacidade regenerativa do sistema nervoso, a restauragdo
da funcdo apds lesdo neuronal requer métodos que permitam a reconstrucao, ou reorganizacao
funcional, dos elementos do tecido nervoso. Uma emergente estratégia para substituicdo e
regeneracdo de tecidos lesionados ou restabelecimento de fungdo é o uso de células-tronco *©
1718 -~ As células-tronco (CT) sdo células indiferenciadas, capazes de se proliferar originando
outras células-tronco ou se diferenciar, originando uma variedade de diferentes tipos
teciduais. As CT podem ser de origem embrionaria ou adulta’®?®. As CT adultas estio
presentes em diversos tecidos, sendo as provenientes da medula 6ssea as mais estudadas. As
células mononucleares de medula éssea (CMMO) consistem de varias linhagens, incluindo as
células-tronco mesenquimais e hematopoiéticas, células precursoras endoteliais, células
mieloides (granuldcitos e macrdfagos), além de linfocitos B, T, células NK e megacaridcitos.
Dentre estas, as células mesenquimais de medula Gssea representam a fracdo de células com
maior potencial de se diferenciar em diversos tecidos mantendo o estado de homeostase do

organismo, através da reposicdo de células destruidas por lesdes ou doencas??.

Diversos estudos tém apontado o potencial de células-tronco para o tratamento de

doencgas e lesdes do sistema nervoso. Kim, et al (2003) observaram melhora dos sintomas



parkinsonianos em ratos que receberam células-tronco embrionéarias, com a geracdo de
neurdnios dopaminérgicos que detinham propriedades eletrofisioldgicas e biogquimicas
semelhantes as células mesencefalicas ndo-transplantadas??. Em 2005, Wei e colaboradores
usando modelo experimental de isquemia cerebral em camundongos concluiram que o
transplante com CT foi capaz de formar novas conexdes com melhora da funcdo motora e
reducdo dos déficits comportamentais dos animais. Este estudo sugere que o tecido cerebral
isquémico favorece a expressdo de fatores quimiotaticos, que induzem a migracgdo das células
da corrente sanguinea para a area lesionada, de forma a reduzir o volume do infarto,
recuperando a lesdo isquémica®®. Em vista do grande potencial de diferenciagio das células-
tronco sob determinadas condigdes, tem despertado grande interesse para O Seu USO
terapéutico em lesbes de nervo periférico. Dezawa e colaboradores (2001) demonstraram que
3 semanas apds o transplante com células-tronco foi possivel observar a regeneracdo em
nervos ciaticos de ratos submetidos apo6s terem sidos submetidos a  lesdo?*. Além disso,
outros estudos apontam os beneficios de utilizagdo de CT em doengas neurodegenerativas
como Parkinson, Alzheimer e Huntington?®. Mendonca e colaboradores (2014) investigaram
os efeitos do transplante autélogo de células-tronco de medula éssea em pacientes com trauma
raquimedular. Chegaram a concluséo de que apés o tratamento com as CMMO os pacientes
evoluiram clinicamente, sendo observado melhora na sensibilidade tatil, melhora no
desempenho funcional, melhora da funcdo urolégica e da lesdo medular. Dessa fora,
demonstrou ser um procedimento seguro, bem tolerado e eficaz?®. Todos esses estudos
indicaram que as células-tronco sdo neuroprotetoras e estimulam o reparo do tecido nervoso

danificado.

Do mesmo modo, efeitos terapéuticos de células-tronco na dor neuropética
experimental tém sido demonstrados 2"?¢. Dados do nosso laboratorio indicam que células
mononucleares de medula ¢ssea 2 e células-tronco mesenquimais 3 3% 32 reduzem parametros
comportamentais, bioquimicos e morfoldgicos de neuropatia em diferentes modelos
experimentais. As evidéncias cientificas apresentadas nestes estudos indicam que a terapia
celular pode ser usada como uma ferramenta terapéutica em varios disturbios do sistema
nervoso. Entretanto, o efeito da terapia celular na neuralgia do trigémeo ndo foi ainda
avaliado. Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do transplante de

CMMO na neuropatia trigeminal experimental.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1Animais

Foram utilizados camundongos C57BL6, machos, provenientes do Biotério do
CPgGM, FIOCRUZ — BA pesando de 20 a 25 gramas. Os doadores de medula 6ssea foram da
mesma linhagem, entre 35 e 50 dias de idade. Durante todo o periodo experimental os animais
foram mantidos em sala climatizada sem restricdo hidrica ou alimentar. Os experimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da FIOCRUZ (CEUA 25/2011) e
estdo de acordo com o protocolo estabelecido pela Associagdo Internacional para o Estudo da
Dor para animais de laboratdrio *3. Todos os testes comportamentais foram realizados entre
07:00 e 17:00 horas.

2.2 Modelo Experimental de Neuropatia Trigeminal

Foi utilizado o modelo descrito por Xuet al (2008)3*Resumidamente, a ligadura
parcial unilateral do nervo infraorbital direito foi realizada sob controle visual direto
utilizando uma lupa cirdrgica (Leica EZ4). Os animais receberam pentabidtico (10 pL/ 10
gramas de peso Vvivo) por via intraperitoneal 30 minutos antes da cirurgia. Em seguida, foram
anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol 2,5% (100 pL/10 gramas de peso vivo). Apoés epilagdo
manual no local, seguida de limpeza com alcool etilico a 70%, foi realizada incisdo na linha
média da face para expor 0 0sso maxilar e nasal. O nervo infraorbital direito foi exposto 1-2
mm ventral ao forame infraorbitario. Em seguida foi realizadaa ligadura parcial para
transfixacdo de 1/3 a 1/2 do diametro do nervo, com fio de seda 7-0 (SurgicalSpecialties
Corporation, Reading, PA). Finalizada a ligadura, a pele foi suturada com fio de
polipropileno 6-0 (TechSuture). Ao fim da cirurgia os animais foram acomodados em caixas

aquecidas, com agua e racédo ad libitume monitorados até o completo restabelecimento.
2.3 Isolamento, Obtencéo e Transplante de Ceélulas

As células totais da medula 6ssea foram isoladas dos 0ssos longos das patas traseiras
de camundongos eutanasiados por inalagdo de CO.. Usando técnicas estéreis, a pata foi
amputada na altura da articulagcdo coxofemoral e teve a musculatura e inervagdes removidas

para obtencéo da tibia e fémur. As epifises foram removidas e a medula 6ssea lavada usando-
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se seringas com agulhas hipodérmicas descartaveis (25 mm X 0,8 mm para fémur e 13 mm X
0,45 mm para tibia) contendo meio DMEM a fim de coletar as células totais da medula 6ssea
em um tubo com capacidade para 15 mL (figura). Os tubos contendo as células obtidas da
medula éssea foram centrifugados a 1500 RPM (806 g) por 5 minutos com freio a temperatura
ambiente. Em seguida, todo o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 2 mL
de meio DMEM completo. Ao meio contendo 500 uL. de (Histopaque® 1119) acrescido de
500 pL de (Histopaque® 1077) por tubo foi adicionado cuidadosamente o meio contendo as
células. Essa combinacdo de diferentes densidades de Histopaque® permite a obtencdo de
uma fragdo enriquecida em células mononucleares. Apds isso, os tubos foram cuidadosamente
centrifugados a 2500 RPM (2240 g) por 15 minutos sem freio a temperatura ambiente. O anel
de células mononucleares formado foi coletado, sendo descartado o restante do material
contendo principalmente eritrécitos e granulécitos. Em seguida a fracdo enriquecida com
células mononucleares foi novamente diluida em meio DMEM completo, centrifugada a 1500
RPM (806 g) por 10 minutos com freio a temperatura ambiente, descartado o sobrenadante,
ressuspendida em solucédo fisioldgica e procedida a contagem em camara de Neubauer. Para a
contagem na camara foi coletado 10 pL do meio enriquecido com as células e diluido
seriadamente em 80 pL de solucdo fisiologica adicionada de 10 L. de Azul de Trypan com a
finalidade de avaliar a viabilidade das células. Uma amostra da diluicdo de 1:1000 foi
colocada na camara de Neubauer e foi procedida a contagem nos quatro quadrantes, em todos
os campos. O resultado obtido foi dividido por quatro e multiplicado por 107, sendo 10° o
fator de diluicdo utilizado (1:1000) e 10* o fator da cAmara.As células em uma densidade de
1x108foram administradas em cada animal por via endovenosa pela veia lateral da cauda, em

solucdo fisioldgica estéril com 10% de heparina.
2.4 Determinacédo de Limiar Nociceptivo Mecanico - Filamentos de Von Frey

Para avaliagdo do limiar nociceptivo mecénico os camundongos foram testados quatro
dias antes da cirurgia e diariamente durante todo o periodo experimental. Uma série graduada
de filamentos de von Frey, que consistem de segmentos de fio de nylon cuja rigidez a tenséo é
previamente determinada em gramas pelo fabricante (Stoelting), foi utilizado para estimulagéo
mecénica da regido facial direita, ipsilateral & cirurgia de ligadura.Antes da realizagdo dos

testes os camundongos foram habituados ao equipamento por um periodo de 20-30 minutos.
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O teste foi feito conforme modelo descrito por Chaplan (1994)%®, sendo adaptado e
padronizado para a regido facial.O periodo de tempo entre cada estimulo de filamento foi

cerca de 2-3 minutos.
2.5 Determinacédo de Limiar Nociceptivo Térmico — Hargreaves

O limiar de resposta ao estimulo térmico foi medido quatro dias antes da cirurgia e
diariamente durante todo o periodo experimental em aparelho Hargreaves (Ugo Basile). O
equipamento consiste de uma fonte mdvel de luz infravermelha. Os animais foram
gentilmente contidos na médo do avaliador, de forma que permitisse livre movimento da
cabeca. Os camundongos foram mantidos a uma distancia de aproximadamente 2 centimetros
do aparelho de Hargreaves e o feixe de luz infravermelha incidiu sobre a regido facial (direita)
ipsilateral a cirurgia de ligadura do nervo. O feixe foi automaticamente interrompido pelo
movimento brusco de retirada de cabeca, considerado o comportamento nociceptivo. O tempo
em segundos transcorrido entre a ativacdo do feixe de luz até a resposta nociceptiva foi
registrado. Cada triagem consistiu da aplicacdo de trés estimulos, com intervalo de 3 minutos
entre ele, sendo a média das trés respostas considerada como o limiar nociceptivotérmico3®

adaptado para a regido facial.
2.6 Protocolo Experimental

O periodo experimental teve duracdo de 36 dias, a partir da indu¢do do modelo (figura 1).
Antes do inicio dos experimentos o0s animais foram submetidos a adaptacdo aos
procedimentos, sendo realizadas as leituras basais (Basal; B) de limiar nociceptivo térmico e
mecénico. Apoés a indugdo do modelo, os limiares nociceptivos foram avaliados diariamente
até o final do experimento. Os grupos CBZ e Veiclo-CBZ tiveram o0s limiares nociceptivos
avaliados nas primeiras 6horas apds o tratamento, realizado no quinto dia ,e depois seguiram

avaliados uma Unica vez por dia até o término do experimento.
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Tratamento com:

Basal *CMMO (1x10° células)
N . *Controle 100 pl.
l ~— (BZ
¢ *Veiculo- CBZ
B 0 3 1-2-3-4-5-6H 678.. 36 dias
Semana T
anterior  Cirurgia de o
ligadura Av alla(;a? dos grupos:
CBZe Veiculo- CBZ
Testes comportamentais:
Avaliacdo dos limiares nociceptivo mecanico e
térmico

Figura 1. Delineamento experimental. O periodo experimental foi de 36 dias. Antes da cirurgia de ligadura para
inducdo do modelo experimental (tempo zero) foram realizadas leituras dos limiares nociceptivos basais. Os
limiares nociceptivos mecénico e térmico foram avaliados diariamente durante todo o periodo experimental,
sendo os animais divididos nos seguintes grupos: naive, sham, operado, controle, CMMO, CBZ e veiculo- CBZ.
Os tratamentos,realizados no dia 5 apds a indugdo do modelo, foram por via endovenosa (veia lateral da cauda)
para os grupos CMMO e seu veiculo; e por via intraperitoneal para os grupos CBZ e veiculo-CBZ. Os grupos
naive, sham e operado ndo receberam tratamentos, sendo utilizados para a verificagdo do sucesso na inducdo da
neuropatia sensorial.

2.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média £ EPM de 6 animais por grupo. Dados dos
testes de von Frey e Hargreaves foram comparados pelo teste 2-way ANOVA e diferencas
entre grupos analisadas por Bonferroni. Os dados foram analisados no programa

GraphPadPrism 5.0 (California, EUA) com nivel de significancia de p<0,05.

3. RESULTADOS
3.1 Caracterizagdo do perfil nociceptivo no modelo de neuropatia trigeminal por
ligadura do nervo infra- orbital

Um dia apds a realizacdo de cirurgia de ligadura parcial do nervo infraorbital os
limiares nociceptivos mecanico (figura 2) e térmico (figura 3) reduziram de modo

estatisticamente significante (p<0,001) em comparacdo aos animais do grupo sham (falso



14

operado) e naive. A reducdo dos limiares nociceptivos foi mantida durante todo o periodo
experimental indicando o estabelecimento da alodinia mecanica e hiperalgesia térmica que

caracterizam a neuropatia.
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Figura 2.Reducdo do limiar nociceptivo mecanico apds a ligadura parcial do nervo infraorbital em
camundongos. O limiar nociceptivo foi avaliado na regido facial ipsilateral a cirurgia de ligadura parcial do
nervo infraorbital, antes e depois da cirurgia. O eixo das ordenadas representa 50% do limiar nociceptivo em
gramas (g), ou seja, a gramatura do filamento no qual o animal responde em 50 % das apresentacées. O eixo
das abscissas representa o tempo em dias, sendo B (basal) o limiar médio dos animais antes da cirurgiae 1 0
limiar do primeiro dia depois da cirurgia (realizada no tempo zero). O grupo naive ndo foi submetido a
nenhum procedimento experimental, o grupo sham refere-se a animais submetidos a todos os procedimentos
cirtrgicos porém sem ligadura do nervo e o grupo operado refere-se aos animais que foram submetidos a
cirurgia de ligadura parcial do nervo. Valores representados como a média de 6 (seis) animais por grupo +
EPM. *p<0,001; comparado com o grupo naive; # p<0,001 comparado ao grupo sham pelo teste 2-way
ANOVA seguido de Bonferroni.
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Figura 3. Reducéo do limiar nociceptivo térmico apds a ligadura parcial do nervo infraorbital em
camundongos. O limiar nociceptivo térmico foi avaliado na regido facial ipsilateral a cirurgia de ligadura
parcial do nervo infra- orbital, antes e depois da cirurgia. O eixo das ordenadas representa a resposta
nociceptiva em segundos (s), ou seja, 0 tempo que 0 animal leva para retirar a cabega, ap0s o inicio do
estimulo térmico. O eixo das abscissas representa o tempo em dias, sendo B (basal) o limiar médio dos
animais antes da cirurgia e 1 o limiar do primeiro dia depois da cirurgia (realizada no tempo zero). O grupo
naive ndo foi submetido a nenhum procedimento experimental, o grupo sham refere-se a animais submetidos
a todos os procedimentos cirdrgicos porém sem ligadura do nervoe o grupo operado refere-se aos animais que
foram submetidos a cirurgia de ligadura parcial do nervo. Valores representados como a média de 6 (seis)
animais por grupo + EPM. *p<0,05; comparado com o grupo naive; # p<0,001 comparado ao grupo sham
pelo teste 2-way ANOVA seguido de Bonferroni.
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3.2 Efeito dos tratamentos com CMMO e carbamazepina sobre as alteracOes

nociceptivas na neuropatia trigeminal experimental

A figura 4 mostra o efeito do tratamento com CMMO sobre o limiar nociceptivo
mecanico. Um dia apdés a inducdo do modelo os animais operados reduziram o limiar
nociceptivo mecanico(p<0.001), indicando o desenvolvimento de alodinia mecanica. A
administracdo endovenosa de CMMO (1x10%), no quinto dia apds a cirurgia de indugAo,
aumentou o limiar nociceptivo mecénico dos camundongos a partir do segundo dia ap6s sua
administragdo (p< 0.01). Esse efeito antinociceptivo se manteve até o final do periodo

experimental (p<0.01).

A administracdo de carbamazepina (30 mg/kg; i.p) (figura 5), farmaco de referéncia
para controle clinico da NT, realizada no quinto dia apds a cirurgia,induziu efeito
antinociceptivo estatisticamente significante apenas 3 e 4 horas ap6s sua administracdo
(p<0.05 e p<0.001, respectivamente).Vinte e quatro horas apdés a administracdo de
carbamazepina a alodinia mecénica foi plenamente restabelecida, ndo diferindo do grupo

tratado com veiculo.

4 -+ Naive CMMO —&— Controle
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Figura 4. Efeito de células mononucleares da medula dssea (CMMO) sobre o limiar nociceptivo
mecénico em camundongos com neuropatia trigeminal por ligadura parcial do nervo infraorbital.O
limiar nociceptivo foi avaliado na regido facial ipsilateral a cirurgia de ligadura parcial do nervo infraorbital,
antes, depois da cirurgia e ap6s o transplante. O eixo das ordenadas representa 50% do limiar nociceptivo em
gramas (@), ou seja, a gramatura do filamento no qual o animal responde em 50 % das apresenta¢fes.O eixo
das abscissas representa o tempo em dias, sendo B (basal) o limiar médio dos animais antes da cirurgiae 1 o
limiar do primeiro dia depois da cirurgia e 50 dia do transplante.O grupo naive ndo foi submetido & nenhum
procedimento experimental, e o grupo CMMO refere-se a animais que receberam o tratamento com as células
e controle refere-se aos animais que receberam solugdo fisiol6gica. Valores representados como a média de 6
(seis) animais por grupo £ EPM. *p<0,001 comparado com o grupo naive: # p<0,01 comparado com o grupo
controle pelo teste 2-way ANOVA seguido de Bonferroni.
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Figura 5. Efeito da carbamazepina sobre o limiar nociceptivo mecanico em camundongos com neuropatia
trigeminal por ligadura parcial do nervo infraorbital.O limiar nociceptivo foi avaliado na regido
facialipsilateral a cirurgia de ligadura parcial do nervo infraorbital, antes, depois da cirurgia e ap6s o tratamento.
O eixo das ordenadas representa 50% do limiar nociceptivo em gramas (g), ou seja, a gramatura do filamento no
qual o animal responde em 50 % das apresentacdes.O eixo das abscissas representa o tempo em dias, sendo B
(basal) o limiar médio dos animais antes da cirurgia e 1 o limiar do primeiro dia depois da cirurgia e 5o dia do
tratamento farmacoldgico (avaliados de 1-6 horas) .O grupo naive ndo foi submetido a nenhum procedimento
experimental, o grupo CBZ refere-se a animais que receberam o tratamento com carbamazepina e veiculo- CBZ
refere-se aos animais que receberam solucéo fisiolégica. Valores representados como a média de 6 (seis) animais
por grupo = EPM. *p<0,001 comparado com o grupo naive: # p<0,05 comparado com o grupo veiculo- CBZ
pelo teste 2-way ANOVA seguido de Bonferroni.

A figura 6 mostra o efeito do tratamento com CMMO sobre o limiar nociceptivo
térmico. Um dia ap6s a indugdo do modelo os animais operados reduziram o limiar
nociceptivo térmico (p<0.001), indicando o desenvolvimento da hiperalgesia térmica. A
administracdo endovenosa de CMMO (1x10%), no quinto dia apds a cirurgia de inducao,
aumentou o limiar nociceptivo térmico dos camundongos a partir do primeiro dia ap6s sua
administragdo (p< 0.01). Esse efeito antinociceptivo se manteve até o final do periodo

experimental (p<0.05).

A administracdo de carbamazepina (30 mg/kg; i.p) (figura 7), farmaco de referéncia
para controle clinico da NT, realizada no quinto dia apds a cirurgia, induziu efeito
antinociceptivo estatisticamente significante apenas 3 e 4 horas apds sua administragdo
(p<0.05 e p<0.001, respectivamente).Vinte e quatro horas ap6s a administracdo de
carbamazepina a hiperalgesia térmica foi plenamente restabelecida, ndo diferindo do grupo

tratado com veiculo.
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Em ambos os testes o grupo controle e veiculo se manteve com baixo limiar de
resposta aos estimulos mecénico e térmico um dia ap0s a cirurgia e teve significancia
estatistica até o dia 32 ap0s a realizacdo da cirurgia. Depois desse periodo reverteu o estado de

alodinia e hiperalgesia.
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Figura 7. Efeito de células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) sobre o limiar nociceptivo
térmico em camundongos com neuropatia trigeminal por ligadura parcial do nervo infraorbital. O
limiar nociceptivo foi avaliado na regido facial ipsilateral & cirurgia de ligadura parcial do nervo
infraorbital, antes, depois da cirurgia e ap6s o transplante. O eixo das ordenadas representa a resposta
nociceptiva em segundos (s), ou seja, 0 tempo que o animal leva para retirar a cabega, apos o inicio do
estimulo térmico. O eixo das abscissas representa o tempo em dias, sendo B (basal) o limiar médio dos
animais antes da cirurgia e 1 o limiar do primeiro dia depois da cirurgia e 50 dia do transplante.O grupo
naive ndo foi submetido a nenhum procedimento experimental, e o grupo CMMO refere-se a animais que
receberam o tratamento com as células e controle refere-se aos animais que receberam solugdo fisioldgica.
Valores representados como a média de 6 (seis) animais por grupo + EPM. *p<0,001 comparado com o
grupo naive: # p<0,01 comparado com o grupo controle pelo teste 2-way ANOVA seguido de Bonferroni.
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Figura 8. Efeito da carbamazepina sobre o limiar nociceptivo térmico em camundongos com
neuropatia trigeminal por ligadura parcial do nervo infraorbital. O limiar nociceptivo foi avaliado na
regido facial ipsilateral & cirurgia de ligadura parcial do nervo infraorbital, antes, depois da cirurgia e ap6s o
tratamento. O eixo das ordenadas representa a resposta nociceptiva em segundos (s), ou seja, 0 tempo que 0
animal leva para retirar a cabeca, ap6s o inicio do estimulo térmico.O eixo das abscissas representa o tempo
em dias, sendo B (basal) o limiar médio dos animais antes da cirurgia e 1 o limiar do primeiro dia depois da
cirurgia e 50 dia do tratamento farmacolégico (avaliado de 1-6 horas). O grupo naive ndo foi submetido a
nenhum procedimento experimental, o grupo CBZ refere-se a animais que receberam o tratamento com
carbamazepina e veiculo- CBZ refere-se aos animais que receberam solucdo fisiologica. Valores
representados como a média de 6 (seis) animais por grupo + EPM. *p<0,001 comparado com 0 grupo naive:
# p<0,0 1 comparado com o grupo veiculo- CBZ pelo teste 2-way ANOVA seguido de Bonferroni.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos o potencial terapéutico do transplante de células
mononucleares da medula dssea em modelo experimental de neuropatia trigeminal em
camundongos. O transplante das células foi capaz de reverter as alteracGes de sensibilidade
térmica e mecanica caracteristicas da neuropatia. A carbamazepina, padrdo ouro no controle
clinico de neuropatia trigeminal, produziu efeito antinociceptivo transitorio, que foi
totalmente revertido 24h apds sua administracdo. Esses resultados indicam que a terapia
celular pode ser uma opcéo promissora para o controle da neuropatia trigeminal refrataria ao

tratamento farmacologico atualmente disponivel.

Apb6s a inducdo do modelo, o desenvolvimento da neuropatia trigeminal foi
evidenciado pela redugdo do limiar nociceptivo térmico e mecénico. A neuropatia sensorial se
estabeleceu um dia apds a ligadura do nervo infraorbital, permanecendo até o fim do periodo
experimental. Dentre os diversos sintomas da NT clinica se destacam a dor espontanea (dor na
auséncia de qualquer estimulo), a hiperalgesia (aumento da resposta dolorosa a um estimulo
nocivo), e a alodinia (dor a um estimulo in6cuo, ou seja, que em condi¢gdes normais nao causa
dor)®” %8, No presente estudo, utilizando métodos bem validados e aceitos internacionalmente
para quantificacdo de limiar nociceptivo em camundongos %, demonstramos que o modelo
de neuropatia trigeminal utilizado no presente estudo apresenta boa equivaléncia com a
clinica. Dessa forma, os efeitos da terapia celular foram a seguir avaliados nesse modelo de

neuropatia sensorial.

Ja é descrito na literatura que o transplante de células mononucleares da medula dssea
reduz alteragdes nociceptivas em animais neuropaticos, evidenciando o seu potencial
terapéutico nessa sindrome. Em estudo desse potencial Klass e colaboradores (2007) utilizando
modelo de DN por ligadura de nervo isquiatico demonstram que o transplante com CMMO foi
capaz de reverter pardmetros comportamentais de nocicepcdo®. Em linha com estas
investigacOes, estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa usando modelo de DN por
ligadura parcial do nervo isquiatico demonstrou que as células mononucleares de medula
Ossea foram capazes de melhorar a alodinia mecénica e favorecer redugdo da expressao da
citocina TNF-a, bem domo a liberagdo de fatores solUveis, observadas no nervo isquiatico e

na medula espinal 2. Em linha com os dados da literatura, no presente trabalho uma Gnica
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administracdo de CMMO foi capaz de reverter a alodinia e a hiperalgesia até o fim do periodo
experimental, indicando que essas células tém efeito terapéutico também na neuropatia
trigeminal. Esse efeito antinociceptivo pode ser mediado pelas células mesenquimais
constituintes de CMMO.

De fato, estudos tém demonstrado que a administracdo de células-tronco
mesenguimais reduz a dor neuropatica comportamental em modelo experimental de ligadura
do nervo isquiatico 2"?24%*reforcando o seu efeito antinociceptivo. Guimaraes et al. (2013)
usando células tronco mesenquimais obtidas de polpa dentaria de camundongos, evidenciou
que essas células favoreceram um efeito antinociceptivo duradouro na neuropatia diabética
experimenta *°. Em concordancia Evangelista (2014), utilizando uma tnica administragio de
CMMO observou melhora comportamental da alodinia e hiperalgesia em animais com
neuropatia diabética, além de melhora morfoldgica observada no nervo isquiatico®’. Tem se
evidenciado também os efeitos das células tronco em outros modelos experimentas. Em 2002,
Chop e Li (2002), demonstraram que células- tronco mesenquimais produzem efeito
terapéutico em modelos de lesdo neural, sugerindo que a melhora observado seria em
decorréncia de mediadores quimicos como, fatores de crescimento e producdo de citocinas
antiinflamatérias, que favoreceriam a neuro e angiogénese, levando a uma melhora e
restauracdo do tecido lesionado e com conseqiiente melhora de sua funcio®. Dezawa (2001)
demonstrou que as células- tronco transplantas em ratos com lesdo de nervo isquiatico foram
capazes de restabelecer regeneracdo do nervo lesionado e se diferenciarem em progenitores
celulares com caracteristicas de células de Schwann, justificando o seu efeito regenerador no
nervo®*. Em outro estudo, onde o nervo isquiéatico foi seccionado e os animais tratos com
células-tronco os pesquisadores notaram um aumento significativo na velocidade de conducao
nervosa 6. Do mesmo modo, Baeset al (2005) utilizando esse mesmo modelo evidenciaram
que o uso de celulas- tronco promove uma regeneracdo axonal, através da deteccdo de

conduc&o nervosa pelo potencial de agdo®’.

Estudos tém apoiado que o mecanismo de acdo das células- tronco evidenciado nos
tratamentos decorre devido ao seu potencial imunomodulatorio, propriedades
antiinflamatorias e pelo seu efeito trofico**. O que as coloca como uma alternativa

promissora para o reestabelcimento funcional e estrutural de tecidos lesionados. Acredita se
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atualmente, que os efeitos se baseiam na acdo paracrina. Segundo essa teoria, as células-
tronco sdo capazes de produzir e secretar varios fatores de crescimento e citocinas
favorecendo um efeito modulador que ajudam a fornecer restabelecimento estrutural e
funcional, suprimir a inflamacdo e interagir com células do sistema imune através da
liberacdo de diversos fatores sollveis anti-proliferativos e anti-citotoxicos que atuardo sobre
as células do sistema imunoldgico (linfcitos e células dendriticas)®. Dentre esses fatores,
estdo as prostaglandinas (PGE2), as interleucinas (IL-4, IL-6, IL- 10), o fator de crescimento
transformador beta (TGFR), o fator de crescimento hepatoide (HGF) e a enzima indoleamine
2,3-dioxygenase (IDO) “>*°, além, de promover a angiogénese®®. A liberagio de TGF-R e HGF
suprime a proliferagdo dos linfocitos T e B %2, ja liberacdo de PGE2 inibe a producdo dos
linfécitos T citotdxicos decitocinas pro-inflamatérias (IL-1p e IL-6). Além disso, a liberacéo
de PGE2 pelas células inibe a producdo e secrecdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e

estimula a producéo de citocina antiinflamatoria 1L-10%°3,

A fisiopatologia da neuropatia envolvendo nervos periféricos como, o nervo trigémeo,
é marcada por um processo inflamatério que leva a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias,
fatores de crescimento, enzimas hidroliticas e Oxido nitrico (NO), com conseqlente
diminuicdo do limiar de ativacdo dos nociceptores e aumento da excitabilidade da fibra
nervosa *+*°, Além da inflamac&o e da liberagdo de mediadores inflamatorios, neuropeptidios
e fatores neurotréficos, alteracbes degenerativas das fibras nervosas decorrentes do dano
direto, como lesdo axonal e desmienilizagdo, também sdo mecanismos periféricos relevantes.
As citocinas fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas 1 beta (IL-1p) e 6 (IL-6) tém
sido implicadas tanto na sensibilizacdo central quanto periférica %¢.A infiltracdo de mondcitos
/ macrofagos juntamente com o estresse oxidativo e ativagdo do TRPAL(receptores de
potencial transitorio presentes nos nociceptores) também contribuem para a manutencdo da

sensibilidade dolorosa °’.

Em comparagcdo com o tratamento farmacologico, o uso da terapia celular na NT
representa interessante alternativa, por se tratar de um procedimento Unico, com boa eficacia e
que pode produzir efeito analgésico permanente. Por outro lado, os antidepressivos triciclicos
e 0s anticonvulsivantes, principais representantes no controle farmacoldgico deste tipo de dor,

apresentam baixa eficacia e varios efeitos colaterais que limitam as doses utilizada®® °°.Em
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nosso estudo o tratamento com carbamazepina contribuiu apenas de forma transitéria e
discreta para a normalizacdo dos limiares nociceptivos dos animais neuropéticos. E
atualmente considerado o farmaco de primeira escolha para o tratamento da NT, porém se
observa uma modesta eficacia no alivio da dor e acdo dose-dependente, responsével por
produzir efeitos colaterais como tonturas, sonoléncia, cefaléia, fadiga, zumbido, vertigem,
nauseas e ganho de peso, os quais dificultam a adesdo dos pacientes ao tratamento *°. Por
outro lado a nossa experiéncia pratica nos mostra que a utilizacio de CMMO para
procedimentos terapéuticos apresenta uma série de vantagens, dentre elas a facilidade de
obtencdo, possibilidade de utilizar o préprio paciente como doador € 0 menor risco de

contaminagdes com culturas, o que favorece suas aplicacdes clinicas.

Porém, os mecanismos envolvidos nos efeitos destas células, que levam a inducédo de
uma acdo antinociceptiva na NT sdo desconhecidos. De acordo com esses resultados, é
possivel que o efeito antinociceptivo de CMMO na NT,seja o resultado de uma melhora da
funcdo do nervo, pela acdo neurotréfica e angiogénica das células-tronco. Além do seu efeito
modulador como, a liberacdo de citocinas antiinflamatdria. Estudo do nosso laboratorio
utilizando modelo experimental de ligadura parcial de nervo isquidtico demonstrou que o
transplante com células- tronco mesenquimais além de promover melhora comportamental,
reduziu os niveis de citocinas pro- inflamatorias (IL-1p, TNF-a ¢ IL-6) e aumentou 0s niveis
de citocinas antiinflamatoria (IL-10) na medula e no nervo isquiéatico . Reforcando ainda
mais o efeito modulador das células- tronco. Em outro estudo nosso, usando modelo de
neuropatia periférica induzida por quimioterapia foi observado que o uso de células- tronco
promove melhora de sensibilidade térmica e mecénica, além reduzir alteracbes morfométricas
em fibras C no nervo isquiatico e contribuir para melhora no ambiente homeostéatico oxidativo
no nervo periférico, observado pela reducéo das atipias mitocondriais e produtos do estresse

oxidativo, como oxido nitrico e malondialdeido®.

Considerando a cronicidade dessa sindrome e a auséncia de procedimentos
terapéuticos eficazes para seu controle, 0s nossos dados demonstram uma enorme relevancia
cientifica, ao propor uma nova e promissora alternativa de tratamento. Entretanto, precisamos

investigar os mecanismos de acdo da terapia celular na NT, além disso, a sua eficacia clinica.
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5. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o transplante de células mononucleares de medula dssea
produziu efeito antinociceptivo relevante na neuropatia trigeminal experimental. Uma Unica
administracdo de CMMO foi capaz de reverteras alteracGes da sensibilidade térmica e
mecanica caracteristicas da neuropatia. Esse efeito se manteve durante todo o periodo
experimental, enquanto o tratamento farmacoldgico considerado padrdo ouro apresentou
efeito antinociceptivo apenas transitorio e curto. Esses resultados indicam que a terapia
celular apresenta potencial para o controle da neuropatia trigeminal. Entretanto, novos estudos
devem ser realizados com o objetivo de investigar os efeitos de outras populacdes celulares e

elucidar seus mecanismos de acao na neuropatia.
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Evaluation of the effect of cell therapy in experimental trigeminal neuropathy

ABSTRACT

INTRODUCTION: Trigeminal neuralgia corresponds to the most common form of
craniofacial neuropathic pain. It is described as an intensely painful chronic condition,
characterized by the occurrence of lancinating and sudden attacks of pain, allodynia and
hyperalgesia, which considerably compromise patients' quality of life. These symptoms are
often refractory to conventional methods of treatment, reinforcing the need to establish new
effective therapeutic approaches in this type of pain. Recently, cellular therapies have been
considered potentially useful in the treatment of diseases and injuries of the nervous system.
OBJECTIVES: To evaluate the effects of bone marrow mononuclear cell (BMMC)
transplantation on experimental trigeminal neuropathy. METHODS: BMMC were obtained
from bone marrow of male C57BI/6 mice, from the laboratory animal center ofCPqGM
(FIOCRUZ-BA). Animals of the same lineage underwent partial ligation of the infraorbital
nerve and during thirty days the thermal and mechanical nociceptive thresholds were
evaluated by Hargreaves and von Frey, respectively. RESULTS: Infraorbital nerve ligation
reduced nociceptive thresholds, characterizing thermal hyperalgesia and mechanical allodynia
typical of neuropathy. Treatment with BMMC produced antinociceptive effect that started 24-
48hours after treatment, and was maintained throughout the experimental period.
Carbamazepine, a gold standard in the clinical control of trigeminal neuropathy, produced an
antinociceptive effect lasting only 4 hours. CONCLUSION: BMMCproduces a consistent
and long-lasting antinociceptive effect, indicating the potential of cellular therapy for the

control of this chronic syndrome.

KEYWORDS: Neuropathic pain, trigeminal neuralgia, stem cells, carbamazepine
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