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RESUMO

INTRODUCAO: A dor neuropdtica é uma sindrome de dor cronica que afeta
significativamente a qualidade de vida dos pacientes, os quais se beneficiam pouco ou néo
respondem ao tratamento disponivel. Essa lacuna terapéutica pode ser sanada com o uso de
terapias regenerativas com células-tronco mesenquimais. OBJETIVOS: Este trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial terapéutico de uma linhagem de célula-tronco mesenquimal
humana (MSC), uma linhagem derivada de MSC superexpressando o fator inibidor de leucemia
(MSC-LIF), e suas vesiculas extracelulares (VE-MSC e VE-LIF) na dor neuropatica
experimental, explorar os mecanismos associados aos efeitos antinociceptivos de MSC e VE-
MSC, e realizar uma analise das patentes publicadas protegendo derivados de células-tronco.
METODOS: MSC obtidas de um biobanco foram modificadas geneticamente para
superexpressar LIF. Vesiculas extracelulares foram isoladas por ultracentrifugacdo e
caracterizadas por microscopia eletrbnica de transmissdo, andlise de rastreamento de
nanoparticulas e Dotblot. As citocinas liberadas por macrofagos estimulados in vitro e tratados
com MSC, VE-MSC, MSC-LIF ou VE-LIF foram quantificadas por ELISA. Em camundongos
submetidos ao modelo de dor neuropatica induzida por ligadura parcial do nervo ciatico foram
avaliados o efeito antinociceptivo, por meio dos testes de Hargreaves e filamentos de von Frey,
e a capacidade fisica em esteira ergométrica. Camundongos knockout para interleucina-10 (IL-
10 KO) e ensaios de antagonismo farmacoldgico com um antagonista seletivo de CXCR2
(SB225002; 1 mg/kg, i.p.) foram utilizados para investigar os mecanismos de ac¢do das MSC e
VE-MSC. Foram realizadas analises de citocinas por ELISA e expressao génica de PENK por
RT-qPCR em sec¢Bes de medula espinal (L4-L5) e os niveis séricos de CXCL1 foram
analisados por ELISA. Adicionalmente, a prospeccao patentaria sobre produtos de terapia cell-
free derivados de MSC foi realizada usando o DWPI como base de dados. RESULTADOS:
Todos os tratamentos reduziram os niveis de TNF-a e elevaram os de IL-10 em macréfagos em
cultura, indicando a possivel aplicacdo na neuropatia sensorial. Uma Unica injecdo de MSC
(1x10%), VE-MSC (7,45x10° + 2,25 x10® particulas/mL), MSC-LIF (1x108) e VE-LIF (2,47

x10° + 7,13 x10’ particulas/mL) proporcionou o alivio completo e duradouro da



hipernocicepcéo térmica e a melhoria da capacidade fisica dos camundongos. O tratamento com
MSC e VE-MSC aliviou completamente a hipernocicep¢do mecénica, que foi reduzida apenas
transitéria e parcialmente por MSC-LIF e VE-LIF. O tratamento com MSC e VE-MSC
aumentou os niveis de IL-10 e PENK na medula dos camundongos e 0 seus efeitos
antinociceptivos foram reduzidos em camundongos IL-10 KO. O tratamento agudo com
SB225002 reverteu completamente antinocicepcdo mecanica e parcialmente o efeito
antinociceptivo térmico das MSC e VE-MSC. Os niveis séricos de CXCL1, ligante de CXCR2,
ndo apresentaram diferenca entre 0s grupos experimentais 14 dias ap6s o tratamento com MSC
ou VE-MSC e estavam elevados apenas em animais neuropaticos ao final do tratamento. Em
relacdo a busca de patentes, foram encontradas 150 familias de patentes protegendo derivados
de células-tronco mesenquimais, sendo a maior parte destas dedicada a protecdo de vesiculas
extracelulares e exossomos. Houve um aumento exponencial destas patentes a partir de 2015.
A China foi o pais com o maior nimero de patentes aprovadas, seguida pelos Estados Unidos.
CONCLUSAO: O perfil de efeito das células-tronco e vesiculas extracelulares foi bastante
similar, evidenciando que vesiculas extracelulares sdo capazes de mediar o efeito das células-
tronco mesenquimais, mesmo as oriundas de células geneticamente modificadas. Ainda, a
melhora tanto de parametros nociceptivos, como funcionais, pelo tratamento com MSC e a VE-
MSC reforca a proposta de aplicacdo futura destas terapias para o tratamento da dor neuropatica.
Apesar da modificagdo genética de MSC via superexpressao de LIF ter sido deletéria para o
efeito antinociceptivo de MSC, este trabalho avangou na compreensdo do mecanismo do efeito
antinociceptivo das MSC na dor neuropatica, o qual envolve o aumento da producéo da citocina
anti-inflamatoria 1L-10 é mantido pela ativacdo de receptores CXCR2. Por fim, a analise de
patentes também indicou um interesse crescente na pesquisa e desenvolvimento de produtos de
terapia cell-free. Desta forma, este trabalho corrobora o potencial da terapia livre de células

com vesiculas extracelulares de MSC e sua aplicacdo na dor neuropatica.

Palavras-chave: Dor neuropatica, células-tronco mesenquimais, vesiculas extracelulares, fator

inibidor de leucemia, interleucina-10, CXCR2.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Neuropathic pain is a chronic pain syndrome that affects a significant
proportion of the population and has devastating effects on patients' quality of life and work
activity. Although there are therapeutic options, most patients benefit little or do not respond to
treatment. Therefore, regenerative therapies with mesenchymal stem cells and their derivatives
may help to fill this therapeutic gap. AIM: This study aimed to evaluate the therapeutic
potential of a human mesenchymal stem cell line (MSC), an MSC-derived line overexpressing
the leukemia inhibitory factor (MSC-LIF) and their extracellular vesicles (VE-MSC and VE-
LIF) in a model of neuropathic pain. It also aimed to explore the mechanisms underlying MSC’s
and VE-MSC’s antinociceptive effects. Additionally, we aimed to perform a patent mapping
focusing on MSC’s derivatives. METHODS: MSCs obtained from a biobank were genetically
modified to overexpress LIF and characterized by flow cytometry and in vitro cell
differentiation assays. The extracellular vesicles were isolated by ultracentrifugation and
characterized by transmission electron microscopy, nanoparticle tracking analysis, and Dotblot.
Cytokines released by macrophages stimulated in vitro and treated with MSC, EV-MSC, MSC-
LIF, or EV-LIF were quantified by ELISA. Using the model of neuropathic pain induced by
partial ligation of the sciatic nerve in C57BI/6 mice, the antinociceptive effect of all treatments
was evaluated by Hargreaves and von Frey filaments tests. Gait function was assessed on a
treadmill. Knockout mice for interleukin-10 (IL-10 KO) and pharmacological antagonism
assays with a selective CXCR2 antagonist (SB225002; 1 mg/kg, i.p.) were used to investigate
the mechanisms of action of MSC and EV-MSC. Sections of the spinal cord (L4-L5) and serum
from mice were collected for gene expression analysis by RT-qPCR, cytokine and chemokine
analysis by ELISA. Additionally, the DWPI database was used to retrieve the patents.
RESULTS: Macrophages treated with MSC, EV-MSC, MSC-LIF, or EV-LIF showed reduced
levels of TNFa, while IL-10 production was increased, indicating the possible application in
sensory neuropathy. A single injection of MSC (1x10°), EV-MSC (7.45x10° + 2.25 x10°®
particles/mL), MSC-LIF (1x108) and EV-LIF (2.47 x10° + 7.13 x107 particles/mL) provided
complete and long-lasting relief of thermal hypernociception and improvement of gait

functional parameters. Treatment with MSC and VE-MSC also completely relieved the



mechanical hypernociception associated with neuropathy. Conversely, treatment with MSC-
LIF and EV-LIF transiently and partially reduced the mechanical nociceptive behaviors of
neuropathic mice. The participation of IL-10 in the therapeutical effect of MSC and EV-MSC
was demonstrated since their antinociceptive effect was only partial in IL-10 KO mice
compared to wild animals. In addition, IL-10 levels were elevated in the spinal cords of mice
14 days after treatment with MSC and EV-MSC but not at the end of the experimental period,
or after treatment with MSC-LIF or VE-LIF. Preproenkephalin gene expression was regulated
by MSC and VE-MSC. In addition, acute treatment with SB225002 partially reversed the
thermal antinociceptive effect of MSC and EV-MSC, while this antagonist completely reversed
mechanical antinociception. However, serum levels of CXCL1, a CXCR2 ligand, did not differ
between the experimental groups 14 days after treatment with MSC or EV-MSC and were
elevated only in neuropathic animals at the end of treatment. Regarding the patent search, 150
families of patents protecting mesenchymal stem cell’s derivatives were found, most of which
were dedicated to the protection of extracellular vesicles and exosomes. There was an
exponential increase in these patents from 2015 onwards. China was the country with the
highest number of approved patents, followed by the United States. CONCLUSION: The
effect profile of stem cells and extracellular vesicles was quite similar, showing that
extracellular vesicles can mediate the effect of mesenchymal stem cells, even those from
genetically modified cells. In addition, the improvement of both nociceptive and functional
parameters by treatment with MSC and EV-MSC reinforces the proposal for future application
of these therapies for the treatment of neuropathic pain. Although the genetic modification of
MSC via overexpression of LIF has been deleterious to the antinociceptive effect of MSC, this
work has advanced the understanding of MSC’s mechanism of action in neuropathic pain,
which seems to involve increased production of the anti-inflammatory cytokine 1L-10 and to
be maintained by the activation of CXCR2 receptors. Finally, the patent analysis also indicated
a growing interest in the research and development of cell-free therapy products. Thus, this
work corroborates the potential of cell-free therapy with MSC extracellular vesicles and its

application in neuropathic pain.

Keywords: Neuropathic pain, mesenchymal stem cells, extracellular vesicles, leukemia
inhibitory factor, interleukin-10, CXCR2.



LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO 1

Figura 1 - Caracterizacdo e quantificagdo das vesiculas extracelulares derivadas de
MSC por analise de rastreamento de NanoPartiCulas.............cccevveeveivesiece e

Figura 2 - Caracterizacdo e quantificagdo das vesiculas extracelulares derivadas de
MSC por microscopia eletronica de transmissdo e Dotblot. ............cccccevveiveiciiieieenns

Figura 3 - Efeito da administragdo endovenosa de MSC ou VE-MSC sobre o limiar
nociceptivo mecénico de camundongos em modelo de dor neuropaética........................

Figura 4 - Efeito da administragdo endovenosa de MSC ou VE-MSC sobre o limiar
nociceptivo térmico de camundongos em modelo de neuropatia diabética sensorial.....

Figura 5 — Tempo de permanéncia no rota-rod durante o periodo experimental no
modelo de ligadura parcial do Nervo ISQUIALICO...........ccccvevueiieieeie e

Figura 6 — Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre o desempenho dos
camundongos em esteira ergométrica no modelo de ligadura parcial do nervo
ESOUIATICO. ...ttt ettt bbbttt ettt bt r et e et e e e bt nean

Figura 7 — Producdo de citocinas por macréfagos J774 estimulados com LPS e IFN-y
eM CO-CUITUIa COM IMSC ...ttt nne e ens

Figura 8 - Efeito das VE-MSC sobre a viabilidade celular de macréfagos J774
EStIMUIAAOS EM CUITUIAL.....eeiiciee et nre s

Figura 9 — Efeito das VE-MSC sobre a producédo de citocinas por macrofagos J774
estimulados COM LPS € IFN-Y....ooiiiiice s

Figura 10 — Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre o limiar nociceptivo
mecénico de camundongos deficientes em IL-10 (IL-107) em modelo de dor
AcTU (0] 0= o OSSP

Figura 11 — Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre o limiar nociceptivo
térmico de camundongos deficientes em IL-10 em modelo de neuropatia diabética
=] 11T - OSSPSR

Figura 12 — Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre os niveis da citocina IL-
10 na medula espinal de camundongos em modelo de dor neuropatica...............ccccvevvenenn

Figura 13 - Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre a expressao génica de
preproencefalina na medula espinhal de camundongos...........ccooviiereeieiie s

Figura 14 — Efeito do antagonista de CXCR2 (SB225002) sobre o efeito
antinociceptivo de MSC € VE-MSC........ccooiiiiiiiie s

Figura 15 — Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre os niveis séricos da
citocina CXCL-1 em camundongos submetidos ao modelo de neuropatia.......................

CAPITULO 2

Figura 1 - Imunofenotipagem de células-tronco mesenquimais humanas derivadas de
corddo umbilical (MSC-WT) e ceélulas-tronco mesenquimais humanas
superexpressando LIF (MSC-LIF). ...t

54

55

57

58

59

60

62

63

64

66

67

68

69

71

72

115



Figura 2 - Cultura de células-tronco mesenquimais humanas derivadas de corddo
umbilical (MSC-WT) e células-tronco mesenquimais humanas superexpressando LIF
(MSC-LIF) em diferenciacdo em células das linhagens adipogénica, osteogénica e
(o7 ] 1o {0 T [=] 0T o= SRR

Figura 3 - Caracterizacdo e quantificagdo das vesiculas extracelulares derivadas de
MSC-LIF por analise de rastreamento de nanoparticulas.............cccccveveviveveiiesieesn e,

Figura 4 - Caracterizacdo e quantificagdo das vesiculas extracelulares derivadas MSC-
LIF por microscopia eletronica de transmissao € Dotblot. ...........ccccoeeveveiicie e,

Figura 5 — Producéo de citocinas pro-inflamatdrias por macrofagos J774 estimulados
com LPS e IFN-y em co-culturacom MSC-WT e MSC-LIF. .......cccccoeviviiiieiieie e,

Figura 6 — Producdo da citocina anti-inflamatoria 1L-10 por macrofagos J774
estimulados com LPS e IFN-y em co-culturacom MSC-WT e MSC-LIF............c.ccoc......

Figura 7 - Efeito de vesiculas extracelulares sobre a viabilidade celular de macréfagos
J774 estimulados €M CUITUIAL ......ccovuiieiiie e

Figura 8 — Efeito das vesiculas extracelulares sobre a producdo de citocinas por
macrofagos J774 estimulados cOm LPS € IFN-y......ccccoviiiiieiiiic e

Figura 9 - Efeito da administracdo endovenosa de MSC-LIF e VE-LIF sobre o limiar
nociceptivo térmico de camundongos em modelo de dor neuropatica.............ccceeveeveenene

Figura 10 - Efeito do transplante de MSC-LIF e VE-LIF sobre o limiar nociceptivo
térmico de camundongos em modelo de neuropatia dor neuropatica............c.ccoeeeveenennen,

Figura 11 - Tempo de permanéncia no rota-rod durante o periodo experimental no
modelo de ligadura parcial do Nervo iSQUIALICO. .........cccecvveieeiieiciicce e

Figura 12 — Efeito do tratamento com MSC-LIF e VE-LIF sobre o desempenho dos
camundongos em esteira ergométrica no modelo de ligadura parcial do nervo
10 - oo OSSPSR URTRT PR

Figura 13. Efeito da administragdo endovenosa de MSC-LIF e VE-LIF sobre os niveis
espinais de IL-10 em camundongos em modelo de dor Neuropatica. ...........ccceveeveereennens

CAPITULO 3

Figura 1 — Evolucdo temporal (2006-2023) das patentes publicadas relacionadas a
produtos terapéuticos derivados de MSC identificados no DPWI............cccccevvevveiieenene,
Figura 2 — Tendéncias de publicacdo de patentes (A) e participacdo total (B) dos
diferentes tip0S de PTLC-CTM......c.iuiiii et

Figura 3 — Distribuicdo geografica dos principais paises e organizagdes de propriedade
intelectual onde foram publicadas patentes que protegem produtos terapéuticos livres
de células derivadas de células-tronco MeSeNQUIMAIS...........cccvreririeierienese s

Figura 4 — Comparacdo das tendéncias de protecdo de produtos livres de células
derivadas do MSC entre os dois principais paises em nimero de patentes.............c.c.......

Figura5 - Principais detentores de patentes e locais onde solicitaram o patenteamento...

Figura 6 — Principais organizacdes que depositaram patentes segmentadas por tipo de
PTLC-CTIM. ittt ettt ettt e bttt e st s eneene e

116

117

118

120

121

122

123

125

127

129

130

131

160

161

167

168

168

171



Figura 7 — Distribuicdo dos produtos terapéuticos derivados das CTM entre os estudos

clinicos registrados em Clinical TrialS.goV........ccocveiiieii e 172



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Anvisa Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ADT Antidepressivos triciclicos

ANOVA Analise de variancia

BNDF Fator neurotrdfico derivado do cérebro
CCl Lesdo por constricao cronica

CXCL1 C-X-C Motif Chemokine Ligand 1
CXCL2 C-X-C Motif Chemokine Ligand 2
CXCL3 C-X-C Motif Chemokine Ligand 3
CXCR2 C-X-C Motif Chemokine Receptor 2
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DRG Ganglios da raiz dorsal

DWPI Derwent World Patents Index

EDTA Acido etilenodiaminotetra-acético
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FGF-1 Fator de crescimento de fibroblasto
GNDF Fator neurotréfico derivado da glia

IASP Associagao Internacional para o Estudo da Dor
IFN-y Interferon gama

IGM/FIOCRUZ Instituto Gongalo Moniz/ Fundagdo Oswaldo Cruz



IL-1B
IL-6
IL-8
iPSCs
IRSN
LIF
LPS
MET

miRNA

mM
mMRNA

MSC

NGF
nm
NTA
PBS
PENK

PTCA

Interleucina 1B

Interleucina 6

Interleucina 8

Células-tronco pluripotentes induzidas

Inibidores da recaptacéo de serotonina-noradrenalina
Fator inibitorio de leucemia

Lipopolissacarideo

Microscopia eletronica de transmissao

Pequenas moléculas enddgenas de &cido ribonucléico ndo

codificantes
Milimolar
Acido ribonucléico mensageiro

Células-tronco mesenquimais humanas derivadas de corddo

umbilical

Normal

Fator de crescimento do nervo
Nandmetro

Nanoparticle tracking analysis
Phosphate-buffered saline
Preproencefalina

Produto de terapia celular avangada



PTLC-CTM

RNA
ROS
rpm

RT-gPCR

SBF
SNL
TGF-p
TNF-a
Treg
UFBA

VE

Produtos terapéuticos lives de células derivados de células

mesenquimais

Acido ribonucléico

Espécies reativas de oxigénio
Rotacdes por minuto

Reac&o de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da

polimerase quantitativa

Soro bovino fetal

Ligadura do nervo espinhal
Transforming growth factor beta
Fator de necrose tumoral o
Células T regulatorias
Universidade Federal da Bahia
Vesiculas extracelulares

Microlitro



SUMARIO

INTRODUGAOQ ..ottt 22
(0] 2] = 1V 1S3OS 40
OBJIETIVO GERAL ....oooveieeeetseseees ettt 40
OBJIETIVOS ESPECIFICOS ......ooieieeeeeeeeeestes st ssessess s 40
(O @7 = o 6 | 1@ OO TR 41
1.1, INTRODUGAOQ ...oooiieeteeceeeeee ettt se st anesn e 41
1.2 MATERIAL E METODOS .......oiiiiiieieiseseeeseesiessssessiesessessessssssessssesssensnsenes 43
1.2.1. CONSIDERAGCOES ETICAS .....ooieiieseeeeeeeeteeeee e esee s 43

1.2.2. OBTENGCAO, CARACTERIZACAO E CULTIVO DE CELULAS-
TRONCO MESENQUIMAIS HUMANAS DERIVADAS DE CORDAO

L 1Y/ = I O SR 43
1.2.2.1.  Citometria de fIUXO .....ccoevueiieiieiece e 43
1.2.2.2.  DIiferenCiaGao IN VITIO ........ccceveiiiiiiiiiiie it 44
1.2.3. ISOLAMENTO DE VESICULAS EXTRACELULARES DERIVADAS DE

IMSC (VE-MSC).....oveevereeveeeieeeeeseseeseeseee s st ss s ssnssenas 45
1.2.4. CARACTERIZACAO DAS VE-MSC.....ccoviirerieeeeeiesseessisseessesesssenesnenns 46
1.2.4.1. Andlise de rastreamento de nanoparticulas .............ccccoeevveeviviveiieiiccc e, 46
1.2.4.2. Microscopia eletrénica de transSmiSSA0...........cceevvevieiieiieiee e 46
1.2.4.3. DODIOT....eiiiieiieiee e et 46
1.2.5. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE ........coooieiie et 47

1.2.6. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS PRODUZIDAS POR
MACROFAGOS ATIVADOS - ELISA (ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT

ASSAY) oottt ettt ettt 48
.27, ANIMALS oo e et e e oo, 48
1.2.8. MODELO DE DOR NEUROPATICA POR LIGADURA DO NERVO
1016 17 1 [0 1T 48
1.2.9. AVALIACAO DE LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO: FILAMENTOS
DE VON FREY ..o oo e ettt 49
1.2.10. AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO TERMICO: TESTE DE
HARGREAVES. ..o e ettt e oot es e 49
1.2.11. AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA: TESTE DE ROTA-ROD......... 50
1.2.12.  AVALIACAO DA DISTANCIA PERCORRIDA EM ESTEIRA
ERGOMETRICA ..o e e et e et et e e e et e e e r et e e e e e s et e e e e s 50
1.2.13. ENSAIOS DE ANTAGONISMO FARMACOLOGICO......ccccooveeeierann, 51

1.2.14. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS EM TECIDO - ELISA.................. 51



1.2.15. REACAO DE TRANSCRIPTASE REVERSA SEGUIDA DE REACAO

EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA (RT-QPCR) ...cocovvvevrrirenen, 51
1.2.16.  ANALISE ESTATISTICA ..ottt 52
1.2.17. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ...o.coovveieieiieeeseeeesses s venienienieian, 52
1.1, RESULTADOS ......c.oiiiieeieesreeeeseesestesees s iesesstasesses st sssassssssssessenssnsn s 54

1.1.1. CARACTERIZACAO DAS VESICULAS EXTRACELULARES
DERIVADAS DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DE CORDAO

UMBILICAL HUMANO ..ottt bbb 54
1.1.2. EFEITOS DOS TRATAMENTOS COM MSC E VE-MSC NO MODELO
DE DOR NEUROPATICA EM CAMUNDONGOS.........cocoeveeereiiessineresienessesisneenan, 56
1.1.2.1.  Limiar NoCiCEPLIVO MECANICO .....ecveiveeieiiecieesie et 56
1.1.2.2.  Limiar NOCICEPLIVO LEIMICO.....cueiiiiriiieiiriesieisie e 57
1.1.2.3. FUNGAO MOTOTA ...ttt 59
1.1.2.4. Avaliacdo da capacidade fiSICa ........cccererireririiiirese e 59
1.1.3. INVESTIGAC;AO DE POSSIVEIS MECANISMOS DE AC;AO .................. 61
1.1.3.1. Efeitos da co-cultura de macrofagos e MSC sobre o perfil de citocinas
liberadas por macrofagos ativados ...........ccceveeriieirenes e 61
1.1.3.2. Efeitos das VE-MSC sobre a viabilidade celular e perfil de citocinas
liberadas POr MACIOTAGOS ........c.civeiieiiece et 63
1.1.3.3. Contribuicéo da citocina anti-inflamatéria I1L-10 para o efeito
antinociceptivo de MSC € VE-MSC ...t 65
1.1.3.4. Efeito de MSC ou VE-MSC sobre os niveis de IL-10 na medula espinal
(o[0T = L (=T W LU o] o= I OSSR 68

1.1.3.5. Efeito de MSC ou VE-MSC sobre a expressdo génica de proencefalina na
medula espinal durante @ NEUrOPALIA............c.civeiiiieiiece e 69

1.1.3.6. Contribuicéo de receptores CXCR2 para o efeito antinociceptivo de MSC e
VE-MSC 70

1.1.3.7. Efeito de MSC e VE-MSC sobre os niveis séricos de CXCL1 em

camundongos com neuropatia experimental ............c.ccoevveie i 72

(2 ] [T U 117X @ TP 73
1.3, REFERENCIAS .....coooeieeeeeteeeetee sttt st 84
2 07X =] It 6 | @ 3PP 102
2.1, INTRODUGAO ..ot 102
2.2, MATERIAL E METODOS ........coiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s, 105
2.2.1. CONSIDERAGOES ETICAS ...ooveeeeeeeeeceeeeteeeeeseeeesenssn s 105
2.2.2. TRANSDUGAO E CULTIVO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
HUMANAS DERIVADAS DE CORDAO UMBILICAL ......occocoviveieeeeiesiesenenis 105

2.2.3. CARACTERIZAGCAO DAS MSC....covuoiererereresieiesieeeeieseseessss s 105



2.2.3.1.  Citometria de FIUXO ......cooeiviiiiiiieee s 105
2.2.3.2.  DIferenciaglo iN VITIO ........ccoiiiiiiiiiieieieee s 106

2.2.4. 1ISOLAMENTO DE VESICULAS EXTRACELULARES DERIVADAS DE
MSC 107

2.25. CARACTERIZACAO DAS VE .....ooieieeeeeeeeeeeeeesesesesisss s 108
2.2.5.1. Andlise de rastreamento de nanoparticulas .............cccecvevviieiicve s 108
2.2.5.2.  Microscopia eletronica de tranSmMISSA0..........cccuevverreeieieerieaieseesreseeseeneens 108
2.2.5.3. DOMDIOL ... .o et 108
2.2.6. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE ......cccoe i 109

2.2.7. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS PRODUZIDAS POR
MACROFAGOS ATIVADOS - ELISA (ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT

ASSAY) ettt s ettt ettt n s 110
2.2.8. ANIMAIS ..ottt ettt 110
2.2.9. MODELO DE DOR NEUROPATICA POR LIGADURA DO NERVO
ISQUIATICO ..ottt sttt 110
2.2.10. AVALIACAO DE LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO:
FILAMENTOS DE VON FREY ....ouiiiieceeisteee et essess et tss s s senen s 111
2.2.11.  AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO TERMICO: TESTE DE
HARGREAVES..........ooieieeeee ettt tesae sttt st s st s s s snsasenes 111

2.2.12.  AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA NO TESTE DE ROTA-ROD.112
2.2.13.  AVALIACAO DA DISTANCIA PERCORRIDA EM ESTEIRA

ERGOMETRICA ..ottt 112
2.2.14. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS EM TECIDO - ELISA................ 112
2215, ANALISE ESTATISTICA ...oooiiieeeee et 113
2.2.16. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ...ooiviiieiieeeeeeeeeeseeeee s 113
2.3, RESULTADOS .....oooiioeteeeeeeeeeeeee ettt 115
2.3.1. CARACTERIZACAO DE MSC-LIF ....ooiiiieeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeneen 115
2.3.2. CARACTERIZACAO DAS VESICULAS EXTRACELULARES
DERIVADAS DE MSC-LIF ...t eeeseee s 117

2.3.3. POTENCIAL TERAPEUTICO DE MSC-LIF E VE-LIF: ENSAIOS IN
VITRO119

2.3.3.1. Efeitos da co-cultura de macréfagos com MSC-WT ou MSC-LIF sobre o
perfil de citocinas liberadas por macréfagos estimulados.............cccccceveviciciicceenn, 119

2.3.3.2. Efeitos das vesiculas extracelulares sobre a viabilidade celular e perfil de
citocinas liberadas por macrdofagos estimulados..............ccccoveveiiiiicciccc e 121

2.3.4. POTENCIAL TERAPEUTICO DE MSC-LIF E VE-LIF: ENSAIOS IN



2.3.4.1. Efeito dos tratamentos com MSC-LIF e VE-LIF sobre o limiar nociceptivo

mecanico N0 Modelo de dOr NEUNOPALICA. ..........covrerieririrerieeere e 124
2.3.4.2. Efeito dos tratamentos com MSC-LIF e VE-LIF sobre o limiar nociceptivo
térmico No modelo de dOr NEUFOPALICA .......cvierieiiiiiieire e 126
2.3.4.3. Efeito dos tratamentos com MSC-LIF e VE-LIF sobre a funcdo motora de
camundongos No modelo de dor NEUFOPALICA ........cocveereierieiiereee e 128
2.3.4.4. Efeitos dos tratamentos com MSC e VE-MSC sobre a capacidade fisica dos
camundongos N0 MOdelo de NEUFOPALIA...........ccevveieereiie e 129
2.3.4.5. Efeito dos tratamentos com MSC-LIF e VE-LIF sobre a expresséo de IL-10
na medula espinal de camundongos no modelo de neuropatia.............cccccvevviverieennnne 131
2.4, DISCUSSAOD .....oieeeeeeeeeeeeee e es sttt anan s naanenes 131
25, REFERENCIAS ......oiietcceeeeeeee e eses sttt s s st nannens 137
3. CAPITULO 3.ttt 155
3.1, INTRODUGAO ....ooiiiieeeeeeetee et seasee e 155
3.2. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt 157
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO ..ot 159
3.3.1. Evolucéo temporal das patentes de PTLC-CTM .......ccccooceviveivnieiiieneniesieins 159
3.3.2. A aplicabilidade das tecnologias baseadas em PTLC-CTM é ampla............... 162
3.3.3. Mercado de produtos terapéuticos livres de células derivados de células-tronco
MESENGUIMAS .....veeveetectee ettt te e s e st et eere e st e et e e st e s beesteestesbeebeanaesaeesseensesneesseensens 167
34, REFERENCIAS ..ot tes ettt 174
CONCLUSAO GERAL ..ot n st asn s sensnensans 177
REFERENCIAS GERALIS ...ttt ettt 178
APENDICE ..ottt bbb 189
PRODUC@ES CIENTIFICAS DURANTE O PERIODO DO DOUTORADO:
PREMIACGOES ... 189
ARTIGOS PUBLICADOS . ... ..ottt snae e nnae e nnae e 190
RESUMOS EXPANDIDOS PUBLICADOS EM ANAIS DE CONGRESSOS /
APRESENTAQAO DE TRABALHOS EM CONGRESSOS.........ccooe v, 201

PATENTES DEPOSITADAS ... 202



22

INTRODUCAO

Dor

A dor é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, que sinaliza a ocorréncia
de dano tecidual ou alerta para a possivel ocorréncia deste dano (RAJA et al., 2020). Do ponto
de vista evolutivo, tanto a dor como a sua modulagdo se fizeram necessarias para a
sobrevivéncia (ESCH; KREAM; STEFANO, 2020; JIANG et al., 2021; SINICA,
VLACHOVA, 2021; WALTERS, 2023). A percepcdo e processamento dos estimulos
dolorosos séo influenciados em diferentes niveis por fatores bioldgicos, psicoldgicos e sociais,
0 que torna a dor uma experiéncia pessoal, complexa e multifatorial (ADAM; CHATELLIER;
ALFONSI, 2024; RAJA et al., 2020).

Em relacdo a sua etiologia, a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (1ASP)
classifica a dor como: 1) nociceptiva, quando € causada por danos reais ou potenciais ao tecido
e esta diretamente relacionada a ativacdo de nociceptores; 2) neuropética, quando é causada
por uma lesdo ou doenca do sistema nervoso somatossensorial; e 3) nociplastica, quando
surge da nocicepcao alterada apesar de ndo haver evidéncia de processos que levem a ativacédo
de nociceptores periféricos ou evidéncia de doenca ou lesdo do sistema somatossensorial
causando a dor (IASP, 2021).

Apesar da caracteristica adaptativa da dor, ela pode afetar negativamente o bem-estar
fisico, social e psicolégico, especialmente quando se cronifica. A dor crénica pode ter varias
definigdes, dentre elas: “a dor que persiste apds o tempo normal de recuperacdo do tecido”
(AGUIAR et al., 2021). Neste caso, a dor perde a funcdo de alerta e prejudica a qualidade de
vida do individuo (PANDELANI et al., 2023).

Dor cronica: caracteristicas e epidemiologia

A dor crénica € uma condicao que afeta uma significativa parcela da populacéo e causa
um impacto profundo em diversos aspectos da vida, incluindo o bem-estar fisico, mental e
social e a qualidade de vida como um todo (KERCKHOVE et al., 2021; PANDELANI et al.,
2023; STOMPOR et al., 2019; STUBHAUG et al., 2024). As consequéncias da dor crénica
também repercutem sobre o trabalho e a capacidade funcional do individuo. O impacto
financeiro causado pela dor crénica é percebido tanto pelo individuo com dor crénica, como

pela sociedade (STUBHAUG et al., 2024), dado que os custos econdmicos da dor crénica vao
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além de medicamentos e internagdes, mas incluem a perda de produtividade, absenteismo e
aposentadoria precoce (BREIVIK; EISENBERG; O’BRIEN, 2013).

A prevaléncia da dor crénica pode variar significativamente podendo ser de 20% a 50%,
a depender da populacdo avaliada (AGUIAR et al., 2021; CHENAF et al.,, 2018;
DAHLHAMER, 2018; HIGGINS et al., 2023; PANDELANI et al., 2023). No Brasil, uma
revisdo sistematica identificou uma prevaléncia média nacional de 45,59%, variando de 23,02
a 76,17% entre os estudos avaliados (AGUIAR et al., 2021). A dor cronica € mais prevalente
no sexo feminino e na idade avancada (AGUIAR et al., 2021; HIGGINS et al., 2023;
PANDELANI etal., 2023; STOMPOR et al., 2019; ZIS et al., 2022). Entretanto, outras parcelas
da populacdo também sdo afetadas, como criancas e jovens que podem desenvolver problemas
de satde mental na idade adulta devido a dor crénica (LAMBARTH et al., 2023).

Frequentemente a dor crénica se apresenta como uma comorbidade relacionada a outras
doencas/condicdes crbnicas e em alguns casos apresenta uma prevaléncia até maior do que 0s
sintomas cardinais dessas doencas/condi¢Ges (VIDERMAN et al., 2023). Dentre as sindromes
de dor crdnica, a dor neuropatica € altamente prevalente (AGUIAR et al., 2021; CHENAF et
al., 2018; HIGGINS et al., 2023; STOMPOR et al., 2019; TOTH; LANDER; WIEBE, 2009;
ZIS et al., 2022). Diversos fatores ou doencas podem estar associadas a etiologia da dor
neuropatica, como ao cancer (PEREIRA et al., 2023) e a quimioterapia (JHENG et al., 2024;
PEREIRA et al., 2023); a neuralgia pos-herpética (DWORKIN et al., 2008); o diabetes
(STAEHELIN JENSEN, 2023); as infeccdes virais (DE FREITAS-SUAREZ et al., 2023;
DWORKIN et al., 2008; HU et al., 2023; NIEMEYER et al., 2024); além de lesGes como a
lesdo medular (HUNT et al., 2021), neuropatia pos-cirdrgica (ADAM; CHATELLIER;
ALFONSI, 2024; TOGIOKA et al., 2023) e lesbes traumaticas de nervos periféricos
(MICLESCU et al., 2019).

Pacientes com neuropatias sensoriais podem apresentar sintomas como dor espontanea
"tipo choque elétrico”, uma resposta exacerbada a estimulos dolorosos (hiperalgesia), distarbios
sensoriais e parestesias, respostas dolorosas a estimulos ndo nocivos (alodinia) e,
paradoxalmente, perda de sensibilidade (COLLOCA et al., 2017; SMITH, 2023). Além de
sintomas dolorosos, outros sintomas e comorbidades, como cinesiofobia, dificuldade de marcha
e reducdo da capacidade fisica, que comprometem de forma mais ampla a qualidade de vida
(DE BRUIIN; GEERTZEN; DIJKSTRA, 2007; KARAYANNIS et al., 2017; STOMPOR et
al., 2019). A propria dor pode levar a adaptacfes motoras, que comprometem a capacidade de
realizacdo de uma atividade fisica ou até a completa evitagdo de atividades que desencadeiam
respostas dolorosas (BEEBE et al.,, 2021; MERKLE; SLUKA; FREY-LAW, 2020). A
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sintomatologia pode variar segundo a origem da neuropatia. A neuropatia periférica causada
pela quimioterapia com oxaliplatina, por exemplo, se manifesta principalmente como uma
alodinia induzida pelo frio (M@RCH et al., 2023). A neuropatia diabética, por outro lado, pode
cursar com dor ou perda sensorial, parestesia, e comprometimento motor (STAEHELIN
JENSEN, 2023).

Vias de transmissdo e modulacao da dor

Os estimulos nocivos sdo detectados por terminacdes nervosas livres especializadas de
alto limiar, chamadas nociceptores, de neurénios de primeira ordem ou aferentes priméarios do
tipo Ad e C (SHIMOJI; KUROKAWA, 2021). Nociceptores estdo presentes em quase todos 0s
orgdos e tecidos. De um modo geral, fibras Ad sdo fibras mielinizadas de médio diametro e
estdo relacionadas com a dor aguda bem localizada e répida. Quatro classes de nociceptores
foram descritas: mecanicos, térmicos, polimodais e silenciosos. A maioria dos nociceptores sao
polimodais, respondendo a estimulos nocivos de natureza mecénica, térmica (calor ou frio) e
qguimica (SHIMOJI; KUROKAWA, 2021). As fibras C, sdo ndo mielinizadas de pequeno
diametro e transmitem dor mal localizada e mais tardia. Estas fibras nervosas inervam a pele,
masculo, articulacBes e Orgdos viscerais, possuem seus corpos celulares localizados nos
ganglios da raiz dorsal ou em ganglios trigeminais, e ap6s transduzirem o estimulo nociceptivo
em potencial de acdo, se projetam para o corno dorsal da medula espinal, onde realizam sinapse
(BASBAUM et al., 2009; SHIMOJI; KUROKAWA, 2021). Os neurdnios que recebem a
informac&o sensorial nervosa dos neurdnios periféricos sdo classificados como neurdnios de
segunda ordem e constituem parte das vias ascendentes de conduc¢édo da dor, pois se projetam
em direcdo a areas supraespinhais onde o estimulo doloroso sera processado e percebido,
gerando a sensac¢do dolorosa (BASBAUM et al., 2009; SHIMOJI; KUROKAWA, 2021). A
vias ascendentes conduzem a informacdo dolorosa ao tronco encefalico e talamo, alcangando
em seguida estruturas corticais, como 0 cdrtex somatosensorial (associado as propriedades
sensdrio-discriminativas da dor) e o giro cingulado anterior e cortex insular (associados a
aspectos emocionais e afetivos da dor) (BASBAUM et al., 2009; DE RIDDER; ADHIA,;
VANNESTE, 2021; SHIMOJI; KUROKAWA, 2021). As vias ascendentes de transmissdo da
dor ativam também areas de modulacdo enddgena, que regulam a transmisséo da informacao
nociceptiva no corno dorsal da medula espinal por meio de vias descendentes inibitdrias
(BASBAUM et al., 2009; SHIMOJI; KUROKAWA, 2021).

Os mecanismos enddgenos podem modular de forma positiva ou negativa a experiéncia

dolorosa. A modulacdo que envolve mecanismos de supressdo da dor é desencadeada pelas
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proprias vias nociceptivas ascendentes, que ativam areas encefélicas como a substancia cinzenta
periaquedutal, ativando vias neuronais que se projetam ao corno dorsal da medula onde inibem
a transmissdo do estimulo sensorial doloroso (DE RIDDER; ADHIA; VANNESTE, 2021;
SHIMOJI; KUROKAWA, 2021). Qutras areas, como o bulbo rostral ventromedial (RVM — do
inglés rostral ventromedial medulla) podem apresentar uma natureza inibitdria, e reduzir a
sinalizacdo nociceptiva, ou facilitatdria, ou seja, aumentar a transmissdo nociceptiva.
Numerosos fatores, incluindo estado emocional, atencdo e memorias de experiéncias dolorosas
passadas podem ativar sistemas descendentes de modulacdo alterando profundamente a
experiéncia sensorial de dor (DE RIDDER; ADHIA; VANNESTE, 2021). Diversos mediadores
e receptores estdo envolvidos nas vias descendentes de modulacdo da dor, como opidides
enddgenos, noradrenalina, serotonina, acido gama-aminobutirico, glicina e colecistoquinina
(MILLAN, 2002).

O sistema opidide é o mais conhecido mecanismo de analgesia endégena. Os opidides,
analgésicos exdgenos ou enddgenos, agem em receptores opidides amplamente distribuidos no
corpo, estando presentes no aferente primario, medula espinal e encéfalo, reduzindo a
percepcdo da dor. Sabe-se que os seus efeitos analgésicos se devem a capacidade de inibir
diretamente a transmisséo da informacao nociceptiva do corno dorsal da medula espinal e de
ativar vias descendentes de controle da dor (CORDER et al., 2018; MILLAN, 2002)
(HOLLINGER, 2007).

A sinalizagdo opioidérgica ocorre pela ativacdo dos receptores opioides p, 9, k e do
receptor de nociceptina. Estes receptores interagem com os ligantes opioides enddgenos [3-
endorfinas, encefalinas, dinorfinas e nociceptina/orfanina FQ. Estes ligantes s&o produzidos a
partir de moléculas precursoras, como a proopiomelanocortina, prodinorfina e
preproencefalina, e quebrados em transmissores peptidicos mais especificos amplamente
expressos no sistema nervoso central (SNC), especialmente em vias da dor (CORDER et al.,
2018).

Fisiopatologia da dor neuropatica induzida por lesdo periférica

As fibras nervosas periféricas, dada a sua localizacdo anatdmica, sdo propensas a serem
danificadas por compresséo, esmagamento ou transeccao, o que resulta em lesbes nervosas de
diferentes graus de gravidade (GHEORGHE et al., 2022). Apo6s a leséo dos nervos periféricos
sdo ativados diversos mecanismos que podem ser tornar mal adaptativos e que resultar na
génese e manutencdo da dor neuropética. Estes mecanismos tém sido extensamente estudados

em modelos murinos, como os de lesdo por constricdo cronica (CCI, do inglés chronic
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constriction injury) e de ligadura do nervo espinal (SNL, do inglés spinal nerve ligation)
(COBOS; PORTILLO-SALIDO, 2013; KARIMI; ZAHRA; MARTIN, 2024).

Na periferia, a lesdo neuronal desencadeia um processo de degeneracdo nervosa,
neuroinflamacao e sensibilizacdo periférica. AlteracGes estruturais degenerativas nos axonios e
bainha de mielina, além de reducdo da éarea e densidade das fibras ndo mielinizadas foram
relatadas em neurdnios periféricos durante a neuropatia, e contribuem para a sinaliza¢do
defeituosa nos estados de dor neuropéatica (EVANGELISTA etal., 2018; LI1U; VAN ROOIJEN;
TRACEY, 2000). Em paralelo, a lesdo nervosa causa alteracGes na expressdo ou funcéo de
numerosos canais ionicos, levando a hiperexcitabilidade dos neurénios aferentes primarios e a
descargas ectdpicas e espontaneas (RATTE; PRESCOTT, 2016), que estdo intimamente
associadas a manutencao e persisténcia de sinais de dor neuropatica (YATZIV; DEVOR, 2019).
A hiperexcitabilidade neuronal também pode ser mantida pelo brotamento de fibras simpaticas
no génglio da raiz dorsal, principalmente ao redor de fibras mielinizadas (CHUNG et al., 1996;
Jletal., 2022; MCLACHLAN et al., 1993).

O estado instalado de hiperexcitabilidade persistente dos neurbnios sensoriais
periféricos ap6s o dano nervoso pode levar a plasticidade sinaptica central mal adaptativa
(DAOQOU et al., 2016; PITCHER; HENRY, 2008). A nivel espinal, a hiperexcitabilidade pode
ser desencadeada por alteracBGes nos neurdnios aferentes secundarios, diminuicao da sinalizacao
inibitdria, pela ativagdo/aumento da reatividade glial e invasdo de células imunes (ALLES;
SMITH, 2018; COLLOCA et al., 2017; SMITH, 2023; WEST et al., 2015). Ainda, multiplas
alteracdes sdo observadas em areas supraespinhais. A plasticidade cortical e subcortical mal
adaptativa contribui para modificacdes na interpretacdo dolorosa dos sinais recebidos e na
atuacdo dos mecanismos descendentes inibitério, o que em Ultima instancia, promovem um
estado de dor cronica (ABY et al., 2022; CARLSON et al., 2007; TRAN et al., 2024; VERA-
PORTOCARRERO et al., 2006; WEI et al., 2022).

Mecanismos neuroimunes envolvidos na fisiopatologia da dor neuropética induzida por
lesdo periféerica

A neuroinflamacdo € um evento altamente complexo, com o envolvimento de diversos
tipos celulares e mediadores, e que pode induzir e/ou reforcar os mecanismos acima citados.
Esta resposta neuroinflamatoria € intrinsecamente um mecanismo fisiologico de reparo, no
entanto o perfil protetor ou mal adaptativo desse processo é influenciado pela resolucéo

adequada tanto da fase inflamatoria quanto da dor subsequente (FIORE et al., 2023).
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Os mecanismos neuroimunes desencadeados pelo dano neuronal periférico sdo centrais
para o desenvolvimento e manutencdo da dor neuropéatica (GRACE et al., 2014; SU et al.,
2022). Apesar de o evento inicial ocorrer na periferia, alteracbes e modulacdo neuroimunes
ocorrem também em nivel espinal e supra espinal (ZHU et al., 2024), e evidéncias consideraveis
indicam que a neuroinflamac&o promove sensibilizacdo periférica e central que contribuem para
a cronicidade da dor (FIORE et al., 2023).

O inicio destes eventos coincide com o inicio da degeneracdo walleriana e é marcado
pela ativacdo de células residentes, como células de Schwann, fibroblastos, queratinécitos,
células epiteliais no local da lesdo, bem como pelo recrutamento de neutréfilos, macréfagos e
linfocitos para o local da lesdo (SMITH, 2023). Em paralelo, macréfagos residentes e células
gliais satélites dos ganglios da raiz dorsal também séo ativados (SMITH, 2023).

A ativacdo dessas células leva a liberacdo de diversos mediadores pro-inflamatérios e
neurotroficos, como interleucina 1B (IL-1p), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) , fator
de necrose tumoral a (TNF-a), fator inibitorio de leucemia (LIF), fator de crescimento do nervo
(NGF) e quimiocinas (CHEN; DONNELLY:; JI, 2020; FIORE et al., 2023; SMITH, 2023; SU
et al., 2022). A producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio por células imunes
residentes e recrutadas nesse contexto pode levar a disfuncdo mitocondrial, que também foi
descrita como um processo chave na etiologia da dor (DOS SANTOS et al., 2021; FLATTERS;
BENNETT, 2006).

Enquanto alguns destes mediadores estdo relacionados com o recrutamento de células e
amplificacdo da neuroinflamacdo, outros também estdo envolvidos diretamente com a
sensibilizacdo do nervo periférico. TNF-a e IL-10/p sdo as primeiras citocinas produzidas pelas
celulas de Schwann ao inicio da degeneragdo walleriana (SHAMASH; REICHERT,;
ROTSHENKER, 2002) e por macrofagos residentes (SANTA-CECILIA et al., 2019). O TNF-
a tem um efeito autocrino sobre os macrofagos, que aumenta a sintese e liberagao de mediadores
e amplifica a resposta inflamatéria (GANE; STOCKLEY; SAPEY, 2016). Concomitantemente,
TNF-a e IL-1 B estdo envolvidas com descargas ectopicas em neurdnios sensoriais (GABAY
etal., 2011; SORKIN et al., 1997), o que reflete o envolvimento direto com a ativagao neuronal.
Isso é corroborado por estudos nos quais animais saudaveis reproduziram sinais de dor
neuropatica apos a injecdo intraneural de TNF-o e IL-1p no nervo ciatico de ratos (ZELENKA,
SCHAFERS; SOMMER, 2005) e pela grande quantidade de estudos que demonstra que a
reducdo dos niveis dessas citocinas se correlaciona positivamente com a melhoria de sintomas
dolorosos (DOS SANTOS et al., 2021; GABAY et al., 2011; HUNG; LIM; DOSHI, 2017).

Além disso, outros mediadores inflamatdrios, como bradicinina, serotonina, prostaglandina Eo,
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histamina e outras quimiocinas podem aumentar a excitabilidade dos neurdnios do ganglio da
raiz dorsal, contribuindo para a dor neuropatica (CHEN; DONNELLY; JI, 2020; SMITH, 2023;
SU et al., 2022).

Diversas células imunes participam dessa resposta global a injuria nervosa periférica e
podem contribuir tanto amplificando a dor neuropética como auxiliando na sua resolucéo,
dentre as quais macrofagos, células T e neutréfilos merecem destaque (FIORE et al., 2023;
GHEORGHE et al., 2022).

Macrofagos podem atuar diretamente no nervo lesado, migrando e se acumulando
localmente, como também no géanglio da raiz dorsal e na medula espinal (LONDON; COHEN;
SCHWARTZ, 2013; SILVA; GUIMARAES; CUNHA, 2021). A ativacdo de receptores nestas
células, principalmente por citocinas e quimiocinas, pode desencadear mudancas fenotipicas e
de perfil secretdrio que irdo definir se estas células contribuirdo para a instalacdo ou resolucao
da dor neuropética (SILVA; GUIMARAES; CUNHA, 2021; SU et al., 2022). Ap6s diferentes
estimulos, macréfagos podem se polarizar em duas principais categorias. Os macrofagos M1
estdo envolvidos na resposta pro-inflamatoria e produzem citocinas inflamatérias (IL-1p, TNF-
a, IL-6) e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Macrofagos M2 apresentam um perfil anti-
inflamatorio e produzem moléculas anti-inflamatérias como 1L-10, TGF-p, além de peptideos
opioides (CELIK et al., 2020; SU et al., 2022; YUNNA et al., 2020).

De forma similar, células T também podem apresentar papéis pré- ou antinociceptivos,
que dependem de seus fenotipos e perfis secretdrios (FIORE et al., 2023; GALVIN; C, 2021).
Além disso, a acdo dessas células também apresenta um padrdo dimorfico em relacdo ao sexo
(LOPES et al., 2017; SORGE et al., 2015). Linfécitos T podem produzir opioides enddgenos
que aliviam a hipersensibilidade na neuropatia periférica (LABUZ et al., 2010; XU et al., 2020)
e células T regulatorias (Treg) estdo envolvidas na resolucdo da neuropatia periférica. Como
exemplo, Davoli-Ferreira e colaboradores (2020) demonstraram que estas células reduzem a
dor neuropatica ao inibir células Thl CD4" e aumentar a sinalizagdo por IL-10, além de
indiretamente reduzir o dano neuronal e a neuroinflamacéo em ganglios sensoriais (DAVOLI-
FERREIRA et al., 2020).

Subpopulagées de neutrofilos também foram encontradas e podem ter papeéis Unicos na
dor neuropatica. Previamente foi descrito que neutréfilos podem causar efeitos hieperalgésico
via producdo de IL-1B, TNF-a, IL-6, prostaglandina E2, espécies reativas de oxigénio e outros
mediadores (BALOG; SONTI; ZIGMOND, 2023; CARREIRA et al., 2013). Por outro lado,
neutréfilos também podem contribuir para a antinocicep¢do, via liberagdo de opioides
enddgenos (RITTNER et al., 2001; SCHEFF et al., 2019; SHI et al., 2023).
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No SNC, tanto células imunes circulantes (descritas acima), quanto células imunes
residentes, participam do estabelecimento e cronifica¢do da dor neuropatica. A microglia, célula
imune residente do SNC, é ativada por estimulos provenientes de neurénios periféricos, por
quimiocinas oriundas de células imunes e neurdnios, e pela ativacdo de receptores purinérgicos
e Toll-like (POTTOREF et al., 2022). A ativacdo da micrdglia resulta na secre¢do de citocinas
pro-inflamatorias na medula espinhal, o que se reflete em sensibilizagdo central e no
comportamento doloroso (SU et al., 2022). Por outro lado, a reducdo da ativacdo microglial
(YAO et al., 2016; ZHOU et al., 2018) e a secrecdo de substancias antinociceptivas pela
microglia pode reduzir a dor neuropatica (MA et al., 2021).

Outras células gliais, como astrécitos e neuroglia, sdo consideradas imunocompetentes
e secretam mediadores imunoldgicos ap6s a sua ativacdo (SU et al., 2022). Assim como a
micrdglia, os astrocitos sdo ativados e se tornam reativos no contexto da dor neuropética
(MIRANPURI et al., 2021). Eles regulam o estado prd-nociceptivo liberando uma série de
mediadores como quimiocinas, proteases e fatores de crescimento, que estdo associados ao
inicio e a manutencdo geral da dor neuropatica (CHEN et al., 2014; CHENG; XU; MA, 2022).

Os eventos aqui descritos ndo esgotam todos 0s possiveis mecanismos que podem estar
envolvidos com a instalacdo e manutencdo da dor neuropdtica, ja que a investigacdo da
fisiopatologia dessa doenca é uma &rea ainda em desenvolvimento. Entretanto, verifica-se que
a fisiopatologia da dor neuropética envolve mecanismos intrincados, o que contribui para a

complexidade do seu tratamento.

Tratamento da dor neuropética

Diversas terapias medicamentosas e ndo medicamentosas tém sido utilizadas no manejo
da dor neuropatica. Algumas terapias ndo medicamentosas incluem estimulacdo elétrica da
medula espinal (KISSOON et al., 2023), acupuntura (HOERDER et al., 2023; XIUMEI et al.,
2023), aromaterapia (YOU; SHIN; SEOL, 2024), e bloqueio nervoso (XIUMEI et al., 2023).
Ja o tratamento medicamentoso atualmente utilizado para o controle da dor neuropética
comumente envolve o uso de anticonvulsivantes, antidepressivos triciclicos (ADT) e inibidores
da recaptacdo de serotonina-noradrenalina (IRSN) (CHENAF et al., 2018; DI STEFANO et al.,
2021).

Uma meta-analise conduzida pelo grupo de interesse especial em dor neuropatica da
Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) apontou medicamentos antidepressivos,
como os ADT e IRSN, pregabalina, gabapentina, e gabapentina/enacarbil XR como
medicamentos de primeira linha para o tratamento da dor neuropatica. Tramadol, adesivos de
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lidocaina e de capsaicina foram considerados tratamentos de segunda linha, e os opioides fortes
e a toxina botulinica A foram propostos como tratamentos de terceira linha (FINNERUP et al.,
2015). Entretanto, estudos apontam para uma eficacia modesta dos tratamentos disponiveis e
sugerem a necessidade de novas opg¢des medicamentosas (DI STEFANO et al., 2021;
FINNERUP et al., 2015).

De fato, 0 manejo terapéutico dos pacientes neuropaticos é bastante complexo em
decorréncia da resposta inadequada (FERREIRA et al., 2023; MEAADI et al., 2023; REINERT;
VERONIN; MEDINA, 2023; STOMPOR et al., 2019), com eficéacia imprevisivel, uma dificil
titulacdo da dosagem, inicio tardio dos efeitos analgésicos e frequentes efeitos colaterais (DI
STEFANO et al., 2021; DWORKIN et al., 2007; FINNERUP et al., 2015; MEAADI et al.,
2023; REINERT; VERONIN; MEDINA, 2023; STOMPOR et al., 2019).

Outro fator que limita o alivio apropriado da dor neuropatica esta relacionado as
caracteristicas intrinsecas das opgOes terapéuticas existentes, que agem apenas aliviando os
sintomas associados a dor neuropética. Os processos fisiopatolégicos subjacentes a manutencao
da dor neuropatica, como por exemplo alteracfes bioenergéticas ou estruturais da fibra, ndo
modificados pelo tratamento disponivel. Nesse sentido, 0 uso de terapias regenerativas, que
agem restaurando tecidos danificados e/ou reestabelecendo homeostase do organismo, se
apresenta como uma alternativa a terapia atual e com potencial de mudar o panorama

previamente descrito.

Terapias regenerativas e produtos de terapia avancada

As terapias regenerativas, ou medicina regenerativa, envolvem uma area de pesquisa e
desenvolvimento multidisciplinar com foco em explorar a renovacdo e reparo de tecidos e
Orgdos a partir da capacidade intrinseca do corpo de se reparar e substituir tecidos afetados por
doencas e patogenos (VELIKIC et al., 2024). As areas abrangidas pelas terapias regenerativas
podem incluir a engenharia de tecidos e biomateriais, terapias celulares, terapias génicas, ou
mesmo uma combinacédo destas tecnologias (VELIKIC et al., 2024).

A medicina regenerativa é uma area em ampla expansdo, entretanto relativamente nova
do ponto de vista regulatério e de desenvolvimento de produtos, que usa como arcabouco
terapéutico os “produtos de terapia avancgadas”, definidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) como uma “categoria especial de medicamentos novos que compreende o
produto de terapia celular avancada, o produto de engenharia tecidual e o produto de terapia
génica”. Segundo esta classificacdo, as células-tronco se enquadram como “Produtos de terapia

celular avancada” (PTCA) (Ministério da Saude, 2023).
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Apesar de Vérias estratégias poderem ser empregadas nas terapias regenerativas, o termo
"regenerativo” é frequentemente associado ao uso de células-tronco, devido ao seu grande

potencial de desenvolvimento e aplicacdo terapéutica (VELIKIC et al., 2024).

Terapia com células-tronco mesenquimais

As células-tronco sdo células ndo especializadas do corpo humano que possuem a
capacidade de se auto-renovar e de diferenciar em outras linhagens celulares. De fato, a
possibilidade de explorar esta habilidade singular estabeleceu as bases da medicina regenerativa
(HAN et al., 2019; SUMAN et al., 2019a; WANG et al., 2020a). S&o comumente classificadas
em funcédo da sua origem como células-tronco embrionérias, células-tronco adultas/somaticas
ou células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC), e em funcao do seu potencial de diferenciacédo
como toti-, pluri-, multi-, oligo- ou unipotentes. (CABANA-MUNOZ et al., 2023;
ZAKRZEWSKI et al., 2019).

Células totipotentes possuem o mais amplo espectro de diferenciacao, sendo capazes de
se diferenciar em qualquer tipo celular do organismo, incluindo estruturas embrionarias e extra-
embrionarias, como a placenta e o corddo umbilical. Esse tipo de célula-tronco é encontrado no
zigoto, nos primeiros estagios apos a fecundacdo (ZAKRZEWSKI et al., 2019). As celulas-
tronco pluripotentes sdo capazes de formar células de todas as camadas germinativas do
embrido. Nessa categoria estdo incluidas as células-tronco embrionérias (fase de blastula) e as
IPSC (ZAKRZEWSKI et al., 2019).

Células-tronco multipotentes e oligopotentes apresentam um potencial de diferenciacao
inferior as pluripotentes, mas ainda significativa capacidade de diferenciacdo em uma variedade
de tipos celulares relacionados dentro de um folheto germinativo, tecido ou 6rgao especifico
(CABANA-MUNOZ et al., 2023; ZAKRZEWSKI et al., 2019).

Células multipotentes incluem, por exemplo, as células-tronco mesenquimais, capazes
de regenerar e diferenciar-se em tipos celulares derivados do mesoderma, e as células-tronco
hematopoiéticas, que podem gerar diversos tipos de células sanguineas. Apos a diferenciacdo
de uma célula-tronco multipotente, esta pode tornar-se uma célula oligopotente, cujas
habilidades de diferenciacdo estdo comprometidas com uma linhagem celular especifica, a
exemplo da célula-tronco mieloide que pode gerar leucécitos, mas ndo hemacias. Por fim,
células-tronco unipotentes sdo capazes de se autorrenovar, mas produzem células diferenciadas
tecido-especificas. (CABANA-MUNOZ et al., 2023; TIAN et al., 2023; ZAKRZEWSK I et al.,
2019).
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O uso terapéutico de células-tronco tem se restringido as células-tronco adultas, devido
as questodes éticas envolvendo células-tronco embrionérias e a fatores que limitam o uso de
células pluripotentes, sejam embrionarias ou iPSCs, como suas propriedades inerentes de
tumorigenicidade e imunogenicidade (SUMAN et al., 2019a; YAMANAKA, 2020).

Historicamente, a célula-tronco adulta mais estudada é a célula-tronco hematopoética,
que acreditava-se ser a unica célula-tronco que funcionava no adulto até o inicio da década de
1990 (CAPLAN, 2015). Desde a sua primeira utilizacdo, ha mais de meio século, tem sido
amplamente utilizada em transplantes alogénicos como uma das estratégias de tratamento mais
bem sucedidas para leucemia, linfoma e outras neoplasias hematol6gicas (BERNARDI et al.,
2024; SUMAN et al., 2019a). Entretanto reacdes imunes subsequentes ao transplante alogénico
podem ocorrer, como o desenvolvimento da doenca do enxerto contra hospedeiro, a qual esta
associada a morbidade e mortalidade do paciente (BERNARDI et al., 2024). Célula-tronco
mesenquimais, por outro lado, tem se destacado por suas propriedades regenerativas e
imunomodulatérias (DABROWSKA et al., 2021; YANG et al., 2023).

As células-tronco mesenquimais sao células-tronco oriundas do mesénquima, um tecido
embrionario da camada germinativa média, mesoderme, que da origem ao tecido conjuntivo e
a outros tecidos especializados. Este tipo celular foi identificado pela primeira vez por
Alexsander  Friedenstein em 1966 (FRIEDENSTEIN; PIATETZKY-SHAPIRO;
PETRAKOVA, 1966), seguido por Alexander Maximow em 1969 (WORTON;
MCCULLOCH; TILL, 1969), que identificaram duas popula¢des distinta de células enquanto
estudavam células da medula 6ssea de camundongos. Em 2005, a Sociedade Internacional de
Terapia Celular definiu critérios para a identificacdo de células-tronco mesenquimais.
Caracteristicas fenotipicas descritas por Friedenstein foram incorporadas e outras foram
agregadas, a saber: (1) capacidade de aderéncia ao plastico em condicdes padrdo de cultura; (2)
expressar os marcadores de superficie caracteristicos de células mesenquimais (CD105, CD73,
CD90) e apresentar baixar expressdo de marcadores hematopoiéticos (CD45, CD34, CD14,
CD11b, entre outros); e (3) capacidade de se diferenciar em trés tipos de celulas: osteoblastos,
adipdcitos e condroblastos em condic¢Ges padrdo in vitro (DOMINICI et al., 2006).

Notoriamente, além das caracteristicas fenotipicas das células mesenquimais, foram
descritas tambem diversas propriedades biologicas e terapéuticas que fundamentaram suas
aplicacdes em diversos tipos de doencas degenerativas. Dentre estas propriedades podemos
destacar os efeitos antiapoptoticos, neuroregeneradores, angiogénicos, e propriedades anti-
inflamatdrias e imunomoduladoras (HAN et al., 2019; LOTFY; ABOQUELLA; WANG, 2023;
MONTOTO-MENIDE et al., 2023). Diversas pesquisas — tanto pre-clinicas, como clinicas —



33

demonstraram o potencial da terapia celular com células-tronco nas mais variadas condi¢des
patoldgicas, como por exemplo doencas cardiacas (ABOUZID et al., 2023; DALTRO et al.,
2017; KRISHNA MOHAN et al., 2023), cardiomiopatia chagasica (SILVA et al., 2014, 2018),
acidente vascular cerebral isquémico (ZHANG et al., 2021), lesdo da medula espinhal
(MENDONCA et al., 2014; MONTOTO-MEIJIDE et al., 2023), doenga de Crohn (WANG et
al., 2021), cirrose hepética (LU et al., 2023), esclerose maltipla (ISLAM et al., 2023), doenca
de Alzheimer (GE et al., 2018), e autismo (VILLARREAL-MARTINEZ et al., 2022).

Décadas de pesquisa embasaram a aprovacao dos primeiros PTCA baseados em células-
tronco mesenquimal de medula-dssea em 2011(RAMEZANKHANI et al., 2020). Nos anos
seguintes foram aprovados outros PTCA compostos por células-tronco mesenquimais,
autologas ou alogenas, derivadas de corddo umbilical, tecido adiposo, e mais frequentemente
de medula 6ssea (RAMEZANKHANI et al., 2020). A entrada de PTCA baseados em células
mesenqguimais no mercado demonstra o poder translacional das terapias celulares baseadas em
células-tronco e reforca a potencial aplicabilidade da terapia celular em outras doencas sem
tratamento efetivo, como a neuropatia dolorosa.

Dentre a ampla gama de efeitos bioldgicos, os efeitos neurorregeneradores, anti-
inflamatorios e imunomoduladoras das células mesenquimais conduziram a avaliacdo destes
efeitos na dor neuropética em busca de um tratamento efetivo e capaz de modificar o curso da
doenca. O primeiro relato do efeito antinociceptivo das células mesenquimais na dor
neuropatica experimental foi de Musolino e colaboradores (MUSOLINO et al., 2007). Desde
entdo, diversos grupos de pesquisa vém somando evidéncias promissoras que tém corroborado
0 uso terapéutico das células mesenquimais no tratamento da dor neuropética
(CHAKRAVARTHY etal., 2017; PADDA et al., 2021; WANG et al., 2020b).

Estudos do nosso grupo demonstraram o efeito antinociceptivo e neurorregenerador das
células mesenquimais. O trabalho realizado por Evangelista e colaboradores demonstrou a que
as alteracdes de hipersensibilidade na neuropatia diabética, a neuroinflamacdo espinal e
alteracdes estruturais no nervo periférico foram mitigadas pelo tratamento endovenoso com
células-tronco mesenquimais (EVANGELISTA et al, 2018). Camundongos que
desenvolveram neuropatia induzida por quimioterapicos, apds tratamento endovenoso com
células mesenquimais, também apresentaram melhora na hipernocicepg¢éo térmica e mecanica,
no balangco de citocinas pro- e anti-inflamatdrias, diminuicdo do stress oxidativo no nervo
periférico e na medula espinal, e da atipia mitocondrial (DOS SANTOS et al.,, 2021;
OLIVEIRA COSTA et al., 2014). Ainda, células-tronco mesenquimais murinas reverteram

parametros nociceptivos térmicos e mecanicos em um modelo de neuropatia por ligadura do
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nervo isquidtico e modularam citocinas, aumentando as anti-inflamatorias e reduzindo pro-
inflamatorias no nervo e na medula espinal (GAMA et al., 2018).

Trabalhos realizados por diversos outros grupos de pesquisa corroboraram estes
achados, como o trabalho de Mannelli e colaboradores (2018), que avaliaram a injecao
endovenosa de células mesenquimais de rato em um modelo de neuropatia induzida por
oxaliplatina. Brini e colaboradores (2017) relataram um efeito duradouro de reversédo da
hipernocicepcao térmica e mecanica por células mesenquimais na neuropatia diabética. A
diminuicdo da hipersensibilidade mecéanica, dos niveis de IL-1pB, IL-6 e TNF-a, e aumento de
IL-10 na medula também foram observados, além de indug&o do restabelecimento do equilibrio
Th1/Th2, que foi deslocado para Thl durante o diabetes (BRINI et al., 2017).

Uma revisdo sistematica de estudos pré-clinicos avaliou estudos cujos modelos
experimentais focavam na dor neuropatica induzida por lesdo de nervo periférico (WANG et
al., 2020b). Wang e cols. (2020b) pontuaram que a hipernocicepg¢ao associada a neuropatia
dolorosa foi significativamente atenuada pelos transplantes de células mesenquimais, sem a
observacao de efeitos adversos, independentemente da grande heterogeneidade observada entre
os estudos analisados em relacdo a espécie, modelos experimentais, vias de administracdo e

regime de transplante.

Terapia com derivados de células-tronco mesenquimais

Além das propriedades terapéuticas intrinsecas das células mesenquimais, sua aplicacédo
uso na medicina regenerativa tem se estendido para outras areas da tecnologia. Uma nova
abordagem tem sido utilizar as células mesenquimais como plataforma para obtencéo de novos
produtos e terapias que se adequem a objetivos especificos de alguns tratamentos. Um exemplo
seria, a partir habilidade de diferenciacéo das células-tronco, utiliza-las ou diferencia-las para a
impressao 3D de tecidos de dificil regeneracdo (MESSAOUDI et al., 2021).

Apesar de teorias iniciais proporem que os efeitos regenerativos das células
mesenquimais decorreriam da diferenciagdo e substituicdo celular, evidéncias tém indicado que
seu efeito paracrino contribui primordialmente para o efeito terapéutico dessas células
(BAGNO et al., 2022; VIZOSO et al., 2017). Acredita-se também que a capacidade de migrar
para o foco da doenca ou lesdo devido a gradientes quimicos, conhecida como “homing”, e
secretar fatores paracrinamente, incluindo vesiculas extracelulares (VE), e transferir
mitocondrias para células proximas sejam uma das bases dos efeitos terapéuticos das células
mesenquimais (VIZOSO et al., 2017).
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Essa habilidade de secretar substancias bioativas, como uma “mini-bomba”, encorajou
0 uso da engenharia genética para producdo de substdncias de interesse por células
mesenquimais (SHELASH AL-HAWARY et al., 2023; ZHOU et al., 2023), e também 0 uso
terapéutico das substancias secretadas por elas, como seu secretoma ou vesiculas extracelulares
(EVANGELISTA; SOARES; VILLARREAL, 2019; LUO et al., 2024; POKROVSKAYA et
al., 2020).

Bioengenharia de células-tronco mesenquimais

A engenharia genética é utilizada para manipular a expressdo génica de células-tronco
de forma a aumentar ou diminuir a expressdo de algum gene de interesse, ou ainda inserir algum
gene para expressdo(SHELASH AL-HAWARY et al., 2023; WYSE; DUNBAR;
ROSSIGNOL, 2014). Tanto vetores virais e técnicas ndo virais pode ser utilizadas para esse
proposito (DAMASCENO et al., 2020). Células-tronco tém sido geneticamente modificadas
para atingir diversos objetivos, dentre eles, melhorar sua sobrevida ap6s o transplante, melhorar
suas habilidades de homing, superexpressar fatores de interesse para a doenca a ser tratada
(DAMASCENO etal., 2020; SHAHROR et al., 2020; WY SE; DUNBAR; ROSSIGNOL, 2014;
ZHOU et al., 2023) e assim aumentar a poténcia terapéutica das células mesenquimais. Ou
também como plataformas de expressao e entrega de microRNA terapéuticos (SHELASH AL-
HAWARY et al., 2023).

A engenharia genética de células mesenquimais tem sido utilizada com a finalidade de
aprimorar seu efeito analgésico em sindromes de dor neuropética e neurorregenerador em lesGes
nervosas. Zhang e colaboradores (2020) construiram células mesenquimais superexpressando
simultaneamente fator neurotréfico derivado do cérebro e fator neurotréfico derivado da glia
para melhorar a regeneracdo do dano ao nervo ciatico e de mostraram que as células
superexpressando ambos os fatores neurotréficos apresentaram melhores resultados que as
celulas mensenquimais selvagens (ZHANG et al., 2020).

Outra estratégia para o tratamento da dor neuropatica envolveu a superexpressdao do
fator de crescimento de fibroblasto (FGF-1), que possui efeitos regenerativos e neurotréficos.
Forouzanfar e colaboradores (2018) demonstraram que as células mensengquimais
superexpressando FGF-1 atenuou a hipersensibilidade mecanica e térmica induzida, e reduziu
as alteracOes estruturais de medula espinal de camundongos de forma mais eficaz que as células
selvagens (FOROUZANFAR et al., 2018). Células-tronco mensenguimais superexpressando
Sirtuina 1, uma proteina desacetilase envolvida na resposta celular a estressores inflamatorios,

metabolicos e oxidativos, exibiram efeitos antinociceptivos superiores aos de células
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mesenquimais selvagens e reduziram os niveis de citocinas pré-inflamatorias no soro e no corno
dorsal da medula espinhal de ratos neuropéticos (TIAN et al., 2021).

Desta forma, a modificacdo genética de células mesenquimais para superexpressar
fatores que contribuam para analgesia ou neurorregeneracdo em estados de dor neuropatica

pode ser uma boa estratégia para otimizar as propriedades terapéuticas destas celulas.

Terapia livre de células: vesiculas extracelulares

O conjunto de fatores/moléculas bioativas secretadas pelas células mesenquimais é
denominado secretoma, e inclui proteinas soltveis, &cidos nucléicos livres, lipidios e vesiculas
extracelulares. O secretoma das células varia em funcdo do tipo celular, das condicdes e
estimulos ao qual a célula foi submetida, do estado fisiologico e da senescéncia (VIZOSO et
al., 2017). Diversos estudos demonstraram que o uso do secretoma das células mesenquimais
reproduz os efeitos da propria célula em diversos modelos experimentais (BOGATCHEVA;
COLEMAN, 2019; SMOLINSKA; BOHAC; DANISOVIC, 2023).

Esses estudos fundamentaram uma nova abordagem terapéutica livre de células (cell
free) que utiliza ndo mais as células mesenquimais, mas seus derivados. Essa abordagem visa
aproveitar os efeitos terapéuticos das células mesenquimais evitando algumas das desvantagens
relacionadas a terapia com células. Algumas das vantagens da terapia cell-free incluem: 1) a
reducdo das consideracGes de seguranca instrisecas a terapia com células, como
compatibilidade imunoldgica, tumorigenicidade, formacdo de émbolos e transmissdo de
infecgBes; 2) disponibilidade imediata para o tratamento, superando dificuldades logisticas do
tratamento com células; 3) evita potenciais procedimentos invasivos relacionados a coleta de
células; e 4) a producao industrial é possivel por meio do estabelecimento de linhagens celulares
especificas sob condicdes laboratoriais controladas, fornecendo uma fonte conveniente de
fatores bioativos (VIZOSO et al., 2017).

Dentre as substancias secretadas pelas células mesenquimais, encontram-se as vesiculas
extracelulares. As VE sdo particulas lipidicas delimitadas por membrana, que estdo envolvidas
com a sinalizacio intercelular (THERY et al., 2018; WELSH et al., 2024). Diferentes
populacdes de VE foram descritas pela Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares,
dentre as quais as subpopulacdes de maior relevancia terapéutica sdo 0S €x0ssomos e
ectossomos/microvesiculas. Exossomos sdo subtipo de VE pequenas, geralmente menor que
200 nm, oriundas do sistema endossomal e que sdo liberados através de corpos multivesiculares.

O termo "ectossomo" ou “microvesicula” refere-se a vesiculas oriundas do brotamento da
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superficie celular e possuem tamanhos variados, inclusive se sobrepondo aos dos exossomos
(WELSH et al., 2024).

Tem sido relatado que o conteldo das vesiculas extracelulares engloba diversas
moléculas bioativas como enzimas, citocinas, mitocondrias, e material genético — DNA,
microRNA (miRNA), RNA mensageiro (mMRNA) — inclusive mitocondrial (GAO et al., 2024;
RAPOSO:; STAHL, 2024; SANSONE et al., 2017; YANEZ-MO et al., 2015). Esse contetido
também é dependente do tipo celular de origem das VE e da sua via de producéo/liberacéo.

Algumas vantagens da aplicacdo terapéutica de VE em vez do secretoma tém sido
apontadas. Nas vesiculas extracelulares, as moléculas bioativas se encontram encapsuladas e
protegidas da degradacdo (V1ZOSO et al., 2017). Além disso, as VE também podem apresentar
tropismo, que esta relacionado ao seu padrdo de expressdo de moléculas de adesdo
(EDELMANN; KIMA, 2022).

Dessa forma, o potencial do uso terapéutico de vesiculas extracelulares derivadas de
células mesenquimais tem sido cada vez mais explorado para diversas doencas, especialmente
as gque apresentam um componente degenerativo e/ou imune (DABROWSKA et al., 2021;
HARRELL et al., 2019; LUO et al., 2024; MOCCHI et al., 2021; POKROVSKAYA et al.,
2020), incluindo a dor neuropética (BRYK et al., 2022).

Estudos pré-clinicos e clinicos tém explorado o efeito das VE em diversos modelos de
sindromes dolorosas como osteoartrite (RI1ZZO et al., 2023), sindrome da dor regional
complexa (PAICIUS et al., 2023), dor inflamatdria (HUA et al., 2022), lesdo medular (WANG
et al., 2024), e na dor neuropatica.

Um dos primeiros trabalhos que relatou o efeito de VE em modelos de dor neuropética
foi o de Shiue e colaboradores (2019), que realizaram uma injecéo intratecal de VE no modelo
de cirurgia de ligadura do nervo espinal L5/6. Foram observados efeitos preventivos e de
reversdo da hipernocicep¢do mecanica via infusdo continua dos exossomos, além da modulagéo
de citocinas e fatores neurotréficos (SHIUE et al., 2019).

A administracdo intratecal de vesiculas extracelulares de células mesenquimais oriundas
de placenta humana reverte a hipernocicep¢do mecanica de camundongos em um modelo de
lesdo com nervo poupado (LU et al., 2022a). Dois estudos realizados por Gao e colaboradores
(2023a, 2023b) demonstraram a reversdo da hipernocicep¢do mecanica em camundongos
induzidos a neuropatia pelo modela de constricdo cronica do nervo isquiatico (GAO et al.,
2023a, 2023b). A injecdo intratecal das vesiculas extracelulares reduz a ativa¢do microglial in
vitro (GAO et al., 2023b) e in vivo (GAO et al., 2023a, 2023Db).
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Estudos clinicos envolvendo vesiculas extracelulares se multiplicaram nos Gltimos anos,
focando principalmente no tratamento de Covid-19 (CHU et al., 2022; LIGHTNER et al., 2023;
ZARRABI et al., 2023). Em relacdo a dor neuropatica, um estudo intervencional foi cadastrado
na plataforma Clinicaltrials.gov e foca no uso de exossomos na neuralgia craniofacial
(NCT04202783). Estes estudos demonstram que a pesquisa com VE de células mesenquimais
tém apresentado resultados robustos, capazes de gerar de fato uma nova terapia.

Outra aplicacéo interessante das VE que foi estudada, e que € particular da terapia cell
free, foi a sua associacdo a outras tecnologias para gerar um produto que ser prontamente
utilizado. Song e colaboradores (2023), por exemplo, criaram um sistema de microagulhamento
que dispensa VE de células mesenquimais fundidas com lipossomos e carregadas com o
analgeésico ziconotida para promover sistema de liberacdo transdérmica de ziconotida (SONG
et al., 2023). Outra combinacdo para dor neuropatica envolveu a producdo de uma estrutura
tridimensional de alginato, ou “scaffold”, que foi implantada ao redor do nervo danificado para
liberar lentamente as vesiculas extracelulares de células mesenquimais do cordao umbilical
humano (HSU et al., 2020).

Potencial de inovacgéo e patentes

De fato, a terapia cell free apresenta um enorme potencial de inovacdo, seja pelo seu uso
como produto terapéutico de forma isolada, seja em combinacdo com outras tecnologias, como
evidenciado acima. Esse potencial desperta o interessa de industrias, como a farmacéutica e
cosmeética, e de partes interessadas, ou “stakeholders”.

A exploragdo comercial de novas tecnologias normalmente esta associada a protecéo da
propriedade intelectual, na forma de protecdo patentaria. A funcdo da patente € resguardar a
originalidade produto/processo patenteado e garantir ao inventor os beneficios do investimento
tecnoldgico, evitando que terceiros o reproduzam e diminuam seu potencial de mercado
(SILVA et al.,2021). A concesséo de patentes para novas invencdes bioldgicas desempenha um
papel crucial na promoc¢édo do avango da ciéncia ao garantir temporariamente aos inventores o
direito exclusivo sobre suas descobertas, e assim viabilizar a sustentabilidade comercial da
industria de biotecnologia (YEH; FERNANDEZ, 2004). As patentes, dessa forma, podem ser
consideradas como uma medida das atividades de pesquisa e desenvolvimento e inovagéo. Elas
também podem ser usadas verificar o estado da arte e da técnica das tecnologias, estimar
indiretamente o mercado atual e vislumbrar tendéncias futuras e linhas de pesquisa emergentes
através do processo de mapeamento de patentes (MARCATO; NORONHA, 2013; TAKEDA
et al., 2009).
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O mapeamento de patentes € um processo multiestagio que estuda e analisa patentes
existentes e documentos ndo patenteados para obter dados analiticos que ajudardo institutos de
ensino/pesquisa e partes interessadas a impulsionar seus esforcos em inovacao tecnoldgica.
Durante esses processos, € realizado o levantamento de patentes e a avaliacdo de uma
determinada area do conhecimento, por meio de buscas em bases de dados. Além disso, técnicas
e ferramentas de tratamento e analise de dados sdo utilizadas para recuperar informacGes
estratégicas identificadas no estudo (AHARONSON; SCHILLING, 2016; SANTOS; ROCHA,
2021). Ao analisar patentes e suas informacdes relacionadas, pesquisadores e profissionais da
indUstria podem obter uma compreensdo mais profunda da base de conhecimento existente,
identificar os principais atores da inovagdo, avaliar a novidade e a singularidade de suas
inovacOes, descobrir areas potenciais para pesquisa e desenvolvimento e ter uma ideia sobre a
possibilidade de patentear seu trabalho ou ndo (ONORATO et al., 2024). A analise da producéo
patentaria, desta forma, pode agregar informacbes que ndo seriam encontradas na literatura
cientifica, e direcionar os esforgos de pesquisa para areas mais propensas a inovagao.

Levando em consideracdo o panorama exposto, esse trabalho foi delineado para abarcar
trés vertentes importantes no que tange a terapia celular com células mesenquimais e cell free
com derivados de células mesenquimais: 1. A necessidade de se avaliar comparativamente o
efeito das vesiculas extracelulares de células mesenquimais com os de suas células de origem
e de se ampliar os conhecimentos sobre os mecanismos de ac¢do envolvidos nesses efeitos; 2.
Avaliar o potencial da engenharia genética na otimizacao dos efeitos de células mesenquimais
e suas vesiculas; e 3. Avaliar o cenario tecnologico atual em relacdo a terapia cell free com
derivados de celulas mesenquimais. Dessa forma, esse trabalho foi dividido em trés capitulos
que visam abordar e aprofundar cada ponto separadamente.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar e comparar o potencial terapéutico de linhagens de células-tronco
mesenquimais e suas vesiculas extracelulares na dor neuropética experimental e avaliar

0 panorama patentario de produtos derivados de células-tronco mesenquimais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o efeito de células mesenquimais e suas vesiculas extracelulares sobre as
alteracdes de sensibilidade de camundongos em um modelo de dor neuropaética;
Caracterizar o efeito de células mesenquimais e suas vesiculas extracelulares sobre as
alteracdes de capacidade fisica de camundongos em um modelo de dor neuropaética;
Comparar o efeito das células mesenquimais com o de suas vesiculas extracelulares;
Investigar os mecanismos de acdo de células mesenquimais e suas vesiculas
extracelulares em um modelo de dor neuropética;

Caracterizar o efeito de células mesenquimais superexpressando LIF e suas vesiculas
extracelulares sobre macréfagos J774 em cultura;

Caracterizar o efeito de células mesenquimais superexpressando LIF e suas vesiculas
extracelulares sobre as alteracGes de sensibilidade de camundongos em um modelo de
dor neuropatica;

Caracterizar o efeito de células mesenquimais superexpressando LIF e suas vesiculas
extracelulares sobre as alteracdes de capacidade fisica de camundongos em um modelo
de dor neuropatica;

Comparar o efeito de células mesenquimais superexpressando LIF e suas vesiculas
extracelulares com o efeito de células mesenquimais selvagens e suas vesiculas
extracelulares;

Realizar um mapeamento de patentes de produtos derivados de células mesenquimais.
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1. CAPITULO1

Células tronco mesenquimais de corddo umbilical e suas vesiculas
extracelulares na dor neuropatica: efeitos antinociceptivos, funcionais e

mecanismos associados

1.1.  INTRODUCAO

A dor neuropatica € uma sindrome dolorosa altamente incapacitante, cujos efeitos
deletérios repercutem em varios aspectos da vida das pessoas que sofrem com esta condicéo
(ADAM; CHATELLIER; ALFONSI, 2024). As opcbes de tratamento farmacoldgico
disponiveis sdo frequentemente ineficazes, apresentam diversos efeitos indesejados e tem um
impacto financeiro significativo ao longo da vida dos paciente (KOPSKY; KEPPEL
HESSELINK; CASALE, 2015; STUBHAUG et al., 2024).

Pesquisas tém apontado para o potencial da terapia regenerativa com células-tronco
como uma alternativa promissora para o alivio da dor neuropatica (BRYK et al., 2022;
CHAKRAVARTHY etal., 2017; JOSHI et al., 2021).

As células-tronco mesenquimais tém mostrado grande potencial em terapias
regenerativas, em diferentes doencas e afec¢des, incluindo as do tecido nervoso. Seus efeitos
terapéuticos podem decorrer da sua capacidade de migrar para locais lesados, enxertar e
diferenciar-se em células funcionais, contribuindo assim para a reparacdo de tecidos
danificados, mas sua acdo modulatdria sobre a funcdo de diferentes células do hospedeiro tem
sido considerada mais determinante para sua acdo regenerativa (DABROWSKA et al., 2021,
FAN et al., 2020; GALIPEAU, 2021). Esse fendmeno é particularmente importante, pois as
células mesenquimais podem desempenhar um papel expressivo na regulacdo da resposta
imunoldgica, ajudando a reduzir a inflamacdo e promovendo a regeneracdo tecidual
(DABROWSKA et al., 2021; YANG et al., 2023). Essas propriedades tém feito das células-
tronco mesenquimais uma opgao relevante para o desenvolvimento de terapias inovadoras em
medicina regenerativa (FAN et al., 2020)-

Os efeitos terapéuticos das células-tronco mesenquimais tém sido historicamente
atribuido a dois fatores principais: a sua capacidade de substituir tecidos lesionados por meio
da diferenciacdo em diversas linhagens celulares e a funcdo imunomoduladora dessas células
(FAN et al., 2020). Entretanto, uma ampla gama de estudos tém indicado que os efeitos

terapéuticos das celulas-tronco mesenquimais sdo mais dependentes de sua fungdo parécrina,
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na qual as células-tronco mesenquimais liberam uma variedade de fatores troficos soluveis,
citocinas, fatores de crescimento, moléculas da matriz extracelular, e vesiculas extracelulares
(AGUIAR KOGA et al, 2023; SMOLINSKA et al, 2023; SMOLINSKA; BOHAC;
DANISOVIC, 2023; SUMAN et al., 2019b). O consenso de que o efeito paracrino das células-
tronco, mais do que a diferenciacdo celular, é primordial para seus efeitos terapéuticos, levou a
perspectiva de uma nova abordagem terapéutica: a terapia livre de células (cell-free). Nesse
sentido, as células-tronco mesenquimais poderiam ser utilizadas como fonte de moléculas
terapéuticas e ndo como agente terapéutico propriamente dito (EVANGELISTA; SOARES;
VILLARREAL, 2019). Partindo desta perspectiva, estudos explorando produtos derivados de
células-tronco mesenquimais, o secretoma e vesiculas extracelulares, tém sido realizados com
0 objetivo de validar os beneficios terapéuticos da abordagem cell-free. Uma das primeiras
abordagens utilizadas para explorar o secretoma das células mesenquimais foi o uso de meio
condicionado (BOGATCHEVA; COLEMAN, 2019; SMOLINSKA; BOHAC; DANISOVIC,
2023). Efeitos benéficos do tratamento com meio condicionado ja foram descritos em modelos
de dor neuropatica (BRINI et al., 2017; GAMA et al., 2018).

Mais recentemente, as VE derivadas de células mesenquimais tém figurado como uma
alternativa terapéutica para a terapia cell-free (AGUIAR KOGA et al., 2023; GUO et al., 2021,
KESHTKAR; AZARPIRA; GHAHREMANI, 2018). Vesiculas extracelulares sdo um grupo
heterogéneo de estruturas delimitadas por membrana de tamanho nano ou micrométrico que
sdo liberadas por diferentes tipos de células e atuam na comunicacdo entre células. Estas
particulas carregam moléculas biologicamente ativas de suas células de origem parentais e sdo
capazes de transferir seu conteido para as células-alvo modulando sua funcdo. Segundo o
tamanho e origem, as vesiculas extracelulares sdo classificadas em exossomos ou
microvesiculas. Exossomos apresentam um tamanho de no maximo 200 nm e sdo secretadas
por exocitose, enquanto ectosomos/microvesiculas apresentam tamanhos variaveis até 1000 nm
e sdo formadas por um processo de brotamento da membrana plasmatica (BRYK et al., 2022;
WELSH et al., 2024; YANEZ-MO et al., 2015).

A abordagem cell-free para o controle da dor neuropatica € uma area de pesquisa recente
que tem sido objeto de estudo por diferentes grupos de pesquisa visando encontrar uma
estratégia inovadora que evite as limitagdes inerentes ao transplante celular (EVANGELISTA,;
SOARES; VILLARREAL, 2019). Até o0 momento, poucos estudos exploraram o potencial
terapéutico das vesiculas extracelulares na dor neuropatica (GAO et al., 2023b; KALVALA et
al., 2023; LU et al., 2022b; SHIUE et al., 2019). Também se faz necessario compreender melhor

0s mecanismos pelos quais estas vesiculas atuam e como estes se comparam aos de suas células
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de origem. Assim, estudos ainda sdo necessarios para validar o potencial terapéutico da terapia
cell-free na dor neuropética, assim como para caracterizar os mecanismos envolvidos nos seus
efeitos.

Desta forma, no presente trabalho foram avaliados comparativamente os efeitos e
mecanismo associados aos efeitos de células-tronco mesenquimais humanas derivadas de
corddo umbilical e de suas vesiculas extracelulares no modelo de dor neuropatica por ligadura

do nervo isquiatico.

1.2.  MATERIAL E METODOS
1.2.1. CONSIDERAGOES ETICAS

Todos os procedimentos envolvendo materiais derivados de humanos foram aprovados
e seguiram as diretrizes do Comité Institucional de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do
Hospital Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF/UFRJ
519.235). Os experimentos com animais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais — IGM/FIOCRUZ (020/2022) e realizados conforme as recomendacdes da Associacdo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 2023).

1.2.2. OBTENCAO, CARACTERIZACAO E CULTIVO DE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS HUMANAS DERIVADAS DE CORDAO UMBILICAL

As células-tronco mesenquimais humanas derivadas de corddo umbilical (MSC)
utilizadas neste projeto foram gentilmente cedidas pela Dra. Roséalia Mendes Otero a partir do
biorrepositorio do projeto “Otimizacdo da Produgdo de Embrides in vitro Utilizando Co-
Culturas de Células-Tronco Mesenquimais” (CAAE: 22734213.0.3001.5275). Os protocolos
de obtencdo dessas células foram descritos por BODART-SANTOS et al. (2019). As MSC
foram caracterizadas por citometria de fluxo, para avaliacdo de marcadores relacionados a
células mesenquimais, e pela sua capacidade de diferenciacdo in vitro nas linhagens
adipogénica, osteogénica e condrogénica, como recomendado pela Sociedade Internacional de
Terapia Celular e Génica (DOMINICI et al., 2006).

1.2.2.1. Citometria de fluxo
A caracterizacdo das MSC também foi realizada pela identificacdo de marcadores de
superficie utilizando o kit de marcacdo (Human MSC Analysis Kit, BD Biosciences) que inclui

0 painel proposto pelo ISCT (DOMINICI et al., 2006), de acordo com as recomendagdes do
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fabricante. MSC na 10? passagem, foram tripsinizadas e a suspenséo celular foi lavada 2 vezes
com PBS 1x. Um total de 5x10° células foram incubada a 4°C por 30 minutos: 1. Coquetel
positivo: Coquetel para identificar positivamente MSC contendo CD90 (Clone: 5E10), CD105
(Clone: 266), CD73 (Clone: AD2); ou 2. Coquetel negativo: Coquetel para identificar
potenciais contaminantes contendo CD34 (Clone:581), CD11b (Clone: ICRF44), CD19 (Clone:
HIB19), CD45 (Clone: HI30), HLA-DR (Clone: G46-6); ou 3. Anticorpos para compensagao:
CD90, CD105, CD73 e CD44. Apds incubacao, foram realizadas mais duas lavagens com PBS
1x e, em seguida, realizada a aquisicdo dos dados e analise no citdmetro de fluxo BD LRS

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

1.2.2.2. Diferenciagéo in vitro

A capacidade de diferenciacdo das MSC na décima passagem em adipdcitos,
condracitos e ostedcitos, foi investigada com a utilizacdo de meio suplementado com fatores
indutores de diferenciagdo, como previamente descrito (EVANGELISTA, 2019).

Para a diferenciacdo adipogénica, MSC foram cultivadas em placas de 24 pocos com
laminulas de 13 mm em meio completo (1x10* células/pogo). Apds atingirem 50-60% de
confluéncia, todo o meio foi removido e substituido por meio de inducéo adipogénica StemPro
Adipogenesis Differentiation Kit (GIBCO). Metade do meio de diferenciagéo foi trocado a cada
dois dias e a evolucdo da diferenciacdo foi acompanhada utilizando um microscoépio invertido
CKX 41 (OLYMPUS). Durante o processo de diferenciacdo foi mantido um grupo controle
cultivado com meio completo. Para observar a deposi¢do de gordura, apés quinze dias em
cultivo, as células diferenciadas em adip6citos 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 solucéo 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, MSC foram cultivadas em placas de 24 pogos com
laminulas de 13 mm em meio completo (10° células/pogo). Apés 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 diferenciacdo foi trocado a cada dois dias e a evolugdo da
diferenciagdo foi acompanhada utilizando um microscopio invertido CKX 41 (OLYMPUS).
Durante o processo de diferenciagcdo foi mantido um grupo controle cultivado em meio

completo. Para avaliacdo da sintese de proteoglicanos, as células foram fixadas com
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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 dgua destilada para a neutralizacéo da acidez.
As imagens das células diferenciadas em condrocitos e seus controles foram adquiridas
utilizando um microscopio AX70 (OLYMPUS) e o software ImagePro Plus 7.0 (Media
Cybernetics).

Para diferenciagio osteogénica, 5x10° MSC 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 diferenciacdo
osteogénica Stem Pro Osteogenesis Differentiation Kit (GIBCO). Metade do meio de
diferenciacéo foi trocado a cada dois dias e a evolucdo da diferenciacdo foi acompanhada em
microscopio invertido CKX 41 (OLYMPUS). Durante o processo de diferenciacao foi mantido
um grupo controle cultivado em meio completo. A deposicdo de célcio foi observada pela
coloragdo com vermelho de Alizarina 2%. Apods fixagdo em paraformaldeido 4% por 30
minutos e lavagem com agua destilada, as células foram coradas com solucdo 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 microscépio AX70 (OLYMPUS) e o software ImagePro Plus 7.0 (Media
Cybernetics).

1.2.3. ISOLAMENTO DE VESICULAS EXTRACELULARES DERIVADAS DE MSC
(VE-MSC)

MSC entre a 102 e 122 passagem com confluéncia de 90% foram lavadas com solugéo
salina estéril e cultivadas por 48 horas em meio DMEM sem soro. O sobrenadante foi coletado
e submetido a centrifugaces diferenciais para o isolamento das VE. Inicialmente, realizou-se
uma centrifugacgdo a 700 x g por 5 minutos a 8°C para eliminar o debri celular, seguida de uma
centrifugacédo a 4.000 x g por 20 minutos a 4°C. Apos a realizagdo de duas centrifugacdes
diferenciais, o sobrenadante obtido foi ultracentrifugado a 100.000 x g por 1h20m a 4°C,
utilizando uma ultracentrifuga Optima XE-100, rotor SW32.1 (Beckman Coulter). Apés a
ultracentrifugacéo para a sedimentagéo das VE-MSC, o sobrenadante foi descartado e o pellet
de vesiculas ressuspendido em solucgéo salina. Foram adicionados 100 pL de PBS, seguido da
agitacdo vigorosa em vortex, o procedimento foi repetido 3 vezes para méxima recuperagdo das
VE-MSC. O material obtido foi armazenado em ultrafreezer -80°C até posterior utilizagdo
(EVANGELISTA, 2019).
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1.2.4. CARACTERIZAQAO DAS VE-MSC

As VE-MSC foram caracterizadas seguindo as recomendacdes da Sociedade
Internacional de Vesiculas Extracelulares (THERY et al., 2018). A analise de rastreamento de
nanoparticulas (Nanoparticle tracking analysis - NTA) foi utilizada para obter informacdes
sobre tamanho e concentracdo das VE-MSC. A microscopia eletronica de transmissdo (MET)
informou acerca do tamanho e morfologia das vesiculas. Marcadores de superficie foram

caracterizados por Dotblot. O detalhamento de cada metodologia encontra-se abaixo.

1.2.4.1. Andlise de rastreamento de nanoparticulas

A analise de rastreamento de nanoparticulas (Nanoparticle tracking analysis - NTA) é
um método de quantificacdo direta de particulas em suspensdo que se baseia nas propriedades
de dispersdo da luz e no movimento browniano das particulas. As amostras de VE-MSC foram
analisadas no equipamento Nanosight modelo NS300 (Malvern Panalytical, Reino Unido),
equipado com um compartimento de amostras e um laser de 532 nm. Inicialmente, as vesiculas
foram diluidas (1:50) em agua ultrapura e injetadas no compartimento de amostras com o
auxilio de um injetor automatico. O software utilizado para a captura e analise dos dados foi a
NTA 3.4 Build 3.4.4. Para a determinacgdo da média de tamanho de particula e concentracdo da
amostra (particulas/mL), as particulas foram injetadas em fluxo continuo e analisadas a partir

das gravacoes de 5 registros com 30 segundos cada.

1.2.4.2. Microscopia eletronica de transmissao

InformacgOes sobre a morfologia e tamanho das vesiculas extracelulares foram obtidas
por meio da microscopia eletronica de transmissdo (MET). Vinte microlitros de amostras de
VE-MSC foram aplicados em uma grade de cobre revestida com carbono/formvar e mantidos
por 5 min para adsorcdo. A amostra ndo adsorvida foi removida com auxilio de papel filtro e
em seguida foi contrastada com 10 uL citrato de uranila aquoso a 2% por 30 segundos. O
excesso foi removido novamente com de papel filtro e a grade foi reservada por 24h para secar
ao ar. As amostras foram observadas em microscopio JEOL 1230 (JEOL, Téquio, Japdo) a 80
KV, como descrito previamente, com adaptacées (EVANGELISTA, 2019).

1.2.4.3. Dotblot
A caracterizagdo da composicdo proteica foi realizada por Dotblot utilizando

marcadores enriquecidos em VE, como descrito previamente, com adapta¢des (TAVAKKOLI



47

et al., 2020). A presenca de proteinas proteinas transmembrana ou ancoradas a
glicosilfosfatidilinosito associadas & membrana plasméatica (CD9 e CD81) e de proteinas
citosolicas recuperadas em vesiculas extracelulares (TSG101) foi avaliada, como recomendado
pela Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (THERY et al., 2018). Para execucao
da anélise por Dotblot, 50 uL das amostras foram adicionadas a uma membrana de nitrocelulose
com tamnho de poro de 0,45 um (BioRad, CA, Estados Unidos). Apds a secagem completa das
amostras, a membrana foi bloqueada com solucéo de leite em pd desnatado a 5%. A membrana
foi incubada com anticorpos monoclonais primarios CD9 anti-humano (1:1000; Invitrogen,
MA, Estados Unidos), CD81 anti-humano (1:1000; Invitrogen) ou TSG101 anti-humano
(1:1000; Invitrogen), durante a noite a 4 °C. Ap0s a incubagdo com 0s anticorpos primarios, as
membranas foram lavadas trés vezes com solu¢do salina tamponada com Tris adicionada de
0,1% de Tween-20 e incubadas com o anticorpo secundario 1gG de cabra anti-camundongo
conjugada com HRP (Santa Cruz, TX, Estados Unidos) por 1 hora em temperatura ambiente
com balango suave. Apds a lavagem, a deteccdo foi realizada por quimioluminescéncia
utilizando o substrato Clarity Western ECL Substrate (BioRad) de acordo com as instrugdes do
fabricante. As imagens foram capturadas com um fotodocumentador iBright 1500 (Thermo
Fisher).

1.2.5. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Uma possivel citotoxicidade das VE-MSC sobre os macréfagos murinos da linhagem
J774 estimulados com LPS e IFN-y foi investigada no ensaio de Alamar Blue, como descrito
previamente (LINS et al., 2022). Os macro6fagos foram cultivados em meio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM; GIBCO, Waltham, MA) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF; GIBCO)e 100 U/ml de penicilina-estreptomicina (GIBCO). Apds a dissociacdo
enzimatica das células utilizando tripsina (GIBCO), os macrofagos foram plaqueados em placas
de 96 pocos (2 x 10° células/poco), e incubados por 2h a 37 °C e 5% CO2. Apds esse tempo, as
células foram estimuladas com LPS (500 ng/ml; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) e IFN-y
(5 ng/ml; Sigma) e as VE-MSC foram adicionadas em concentragdes seriadas (200 pg/mL —
6,25 pg/mL) em triplicata e incubadas por 24h. Posteriormente, 20 pL de Alamar
Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA) foi adicionado a cada poco e as amostras foram incubadas por
4h a 6h. Leituras colorimétricas foram realizadas a 570 e 600 nm. Tween 20 (Thermo Scientific)

a 20% foi utilizado como controle positivo.
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1.2.6. QUANTIFICAQAO DE CITOCINAS PRODUZIDAS POR MACROFAGOS
ATIVADOS - ELISA (ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

Para a determinacdo dos niveis citocinas, células J774 foram plaqueadas em placas de
96 pogos (2x10° células/pogo) em meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 100 U/ml de
penicilina-estreptomicina durante 2h a 37 °C e 5% CO.. As células foram entdo estimuladas
com LPS (500 ng/ml, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) e IFN-y (5 ng/ml; Sigma) na
presenca das VE-MSC, veiculo ou dexametasona (droga de referéncia no teste — 20 uM) e
incubadas a 37 °C. O sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas sendo entdo mantido
a -80 °C até o momento do ensaio. Os niveis das citocinas TNF-a, IL1-B, e IL-10 foram
estimados utilizando kits de imunoensaio ELISA para camundongos (R&D SYSTEM,
Minneapolis, MN, USA) para cada citocina, como previamente descrito (GAMA et al., 2018).

1.2.7. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, provenientes do Biotério do IGM,
FIOCRUZ — BA pesando entre 20 e 28 gramas, com idade entre 40 e 90 dias. Animais knock-
out para a citocina IL-10 (IL-107") também foram provenientes do Biotério do IGM, FIOCRUZ
— BA pesando entre 20 e 28 gramas, com idade entre 40 e 60 dias. Todos os animais foram
mantidos em sala climatizada sem restricdo hidrica ou alimentar durante todo o periodo
experimental. Os experimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais —
IGM/FIOCRUZ (020/2022) e realizados conforme as recomendacbes da Associacdo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) (IASP, 2023). Todos o0s testes comportamentais
foram realizados entre 07:00 e 16:00 horas.

1.2.8. MODELO DE DOR NEUROPATICA POR LIGADURA DO NERVO
ISQUIATICO

O modelo de dor neuropatica por ligadura parcial do nervo ciatico (LPN) foi adaptado
de (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990), como descrito por LAURIA et al. (2024). Os
camundongos foram submetidos a anestesia com cetamina (100 mg/kg; Syntec, SP, Brazil) e
xilazina (10 mg/kg, Syntec) por via intraperitoneal. Foi realizada a depilagéo do local da incisao
seguida de antissepsia com alcool 70%. O membro posterior direito foi depilado e desinfetado
com etanol 70%. Uma pequena incisdo na pele foi realizada para promover a exposi¢do do
musculo biceps femoral. As fibras musculares foram afastadas para cuidadosamente expor o
nervo ciatico, que foi entdo transfixado e ligado com um fio de sutura de polipropileno 7-0

(Shalon Fios Cirargicos, Sdo Luis de Montes Belos - GO), contraindo 1/3 a 1/2 do didmetro do
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nervo. Em seguida, a pele foi suturada fio de polipropileno 6-0 (Shalon®) e os camundongos
foram acomodados em caixas aquecidas e monitorados até a recuperacdo completa da anestesia.

No grupo sham (falsa ligadura), o nervo foi exposto sem constrigéo.

1.2.9. AVALIAC;AO DE LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO: FILAMENTOS DE
VON FREY

O limiar de resposta ao estimulo mecéanico foi mensurado utilizando filamentos de von
Frey pelo método up-and-down (CHAPLAN et al., 1994). Estes filamentos consistem em
segmentos de fio de nylon cuja rigidez a tensdo é previamente determinada em gramas pelo
fabricante (Stoelting, Chigaco, EUA). Os animais foram postos em caixas de acrilico
transparentes, com fundo em tela de arame galvanizado, elevadas sobre um espelho de modo a
permitir 0 acesso a superficie plantar e visualizacdo da resposta do animal. Os animais
permaneceram na caixa para adaptacdo por um periodo de trinta minutos. A pata foi tocada
verticalmente com um de uma série dos filamentos, considerando um total de seis respostas
consecutivas, tendo inicio quando o animal inverte o comportamento ndo responsivo (negativo)
por um comportamento responsivo (positivo). Considerou-se como resposta positiva a retirada
brusca da pata testada. A série foi interrompida quando o animal exibiu resposta positiva. As
medidas foram realizadas tendo como principio de que uma resposta positiva é sempre seguida
por um estimulo de filamento inferior, enquanto uma resposta negativa é seguida de um
estimulo com filamento superior. O limiar é estimado considerando: o valor em logaritmo da
forca proporcional ao ultimo filamento (Xf), o valor equivalente ao padrdo de respostas
positivas e negativas (k), e a média da diferenca entre os estimulos em unidades logaritmicas
(0), conforme férmula abaixo. O limiar assim calculado representa 50% do limiar nociceptivo
em gramas, ou seja, a forga em que o camundongo responde em 50% das apresentacoes.

10X f+k:6)

0 PR
50% gramas Limiar 10.000

1.2.10. AVALIAC}AO DO LIMIAR NOCICEPTIVO TERMICO: TESTE DE
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



50

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 danos teciduais. 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.

1.2.11. AVALIAQAO DA FUNQAO MOTORA: TESTE DE ROTA-ROD

O desempenho no teste de rota-rod foi avaliado, como previamente descrito (GAMA et
al., 2018), para avaliar a capacidade motora dos animais. O aparelho de rota-rod (Insight,
Ribeirdo Preto, Brasil) é composto por uma barra cilindrica com um diametro de 3 cm,
subdividida em cinco compartimentos, e que gira a velocidade constante de 6 rpm. Para manter-
se no cilindro o animal necessita se locomover, sendo a capacidade alterada de permanéncia no
aparelho indicativo de prejuizos motores ou neuroldgicos como ataxia, sedacdo e
hiperexcitabilidade. Os animais foram acompanhados em dias alternados durante o periodo
experimental, e foi anotado o tempo de permanéncia na barra em trés tentativas de no méximo
120 segundos. Os resultados foram expressos em média do tempo em segundos de permanéncia

dos animais no rota-rod.

1.2.12. AVALIACAO DA DISTANCIA PERCORRIDA EM ESTEIRA
ERGOMETRICA

A distancia percorrida em esteira ergométrica foi utilizada como medida funcional da
capacidade fisica dos camundongos, como descrito por MINAMI et al. (2018), com
modificacdes. O teste foi realizado em uma cdmara com esteira ergométrica para um animal
(LE 8700; Panlab, Barcelona, Espanha). A velocidade da esteira e a intensidade do choque
(mA) foram controladas por um potenciébmetro (LE 8700 controle da esteira, Panlab). A
velocidade inicial foi de 12 cm/s, com incremento de mais 6 cm/s a cada 5 minutos. O teste foi
finalizado quando o animal atingiu a exaustao e permaneceu por um periodo de 10 segundos na
grade de aco inoxidavel eletrificada que serve como estimulo para que o animal realize a

atividade. Os parametros avaliados foram a distancia percorrida e tempo total de exercicio.
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1.2.13. ENSAIOS DE ANTAGONISMO FARMACOLOGICO

Para avaliar um possivel mecanismo pelo qual as MSC e VE-MSC promovem
antinocicepc¢do, foram realizados ensaios de antagonismo farmacologico utilizando como
parametros os limiares nociceptivos mecanico e térmico, avaliados nos testes dos filamentos de
von Frey e Hargreaves, respectivamente. Ap6s o tratamento com MSC ou VE-MSC e no tempo
de efeito antinociceptivo maximo, os animais foram tratados com SB225002, um antagonista
do receptor CXCR2, na dose de 1 mg/kg, por via intraperitoneal (MANJAVACHI et al., 2010).

Apds a administracdo o efeito agudo do antagonista farmacologico foi avaliado em horas.

1.2.14. QUANTIFICAQAO DE CITOCINAS EM TECIDO - ELISA

Os niveis de citocinas em segmentos da medula espinal (L4-L5) e no nervo isquiatico
(1 cm centralizado na ligadura) do camundongos foram determinados como descrito por
GAMA et al., (2018). Resumidamente, foram adicionados 100 puL do tampao de extragdo de
citocinas (0,4 M de NaCl, 0,05% tween 20, 0,5 % de BSA, 0,1 mM de PMSF, 0,1 mM de cloreto
de benzetdnio, 10 mM de EDTA e 20 KI de aprotinina diluidos em PBS 1x) ao tecido coletado.
O material foi imediatamente triturado em homogeneizador de tecidos TissueLyser Il (Gentech
Bio) por 3 minutos, e centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e uma aliquota destinada a quantificacdo de proteinas totais utilizando o teste
colorimétrico de Pierce™ 660nm (Thermo Fisher Scientific), segundo as recomenda¢des do
fabricante. O restante do sobrenadante foi armazenado em freezer -80°C para posterior
quantificacdo das citocinas. Os niveis de citocinas foram quantificados utilizando kits de
imunoensaio ELISA para camundongos para cada citocina analisada (R&D SYSTEM,
Minneapolis, MN, USA). Os resultados foram expressos em picogramas de citocina por mg de

proteina.

1.2.15. REAQAO DE TRANSCRIPTASE REVERSA SEGUIDA DE REAQAO EM
CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA (RT-gPCR)

Para a extracdo de mRNA nas amostras dos segmentos L4-L5 de medula espinal do
camundongos foi utilizado o método de Trizol® (Thermo Scientific), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A quantidade e pureza de RNA foram avaliadas atraves de
espectrofotdbmetro Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). A pureza das amostras obtidas pela
relagdo Azsonm:A2s0nm demonstrou uma proporgédo entre 1,8 e 2,0. A sintese de cDNA foi
realizada utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Scientific),

também seguindo as recomendacGes do fabricante. Para a avaliagdo da expresséo génica, foram
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utilizados o reagente Tagman Universal Master Mix (Applied Biosystems) e sondas para Penk
(MmO01212875_m1; Thermo Fisher) utilizando o equipamento 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems). A normalizacdo das amostras foi feita como o gene Gapdh
(Mm99999915 g1) e a quantificacdo relativa da expressdo génica foi realizada comparando
amostras do tecido de camundongos naive com camundongos neuropéticos tratados com
veiculo, MSC ou VE-MSC. Os dados foram representados como a quantificacdo relativa ao
grupo naive seguindo o método matematico 2°4AY (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para a
analise estatistica paramétrica, os dados foram transformados no seu logaritmo na base 10
correspondente.
1.2.16. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como médias + desvio padrdo (D.V.) de 5-6 animais em
cada grupo. As comparacdes entre os tratamentos foram feitas usando o ANOVA unidirecional
seguido pelo teste de Tukey, ou para medidas repetidas, ANOVA bidirecional seguido pelo
teste de Bonferroni, conforme o caso. Todos os dados foram analisados usando o Software
Prism 8 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). As diferencas estatisticas foram consideradas

significativas para p <0,05.

1.2.17. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Neste estudo, os grupos experimentais, compostos por seis animais cada, foram definidos da

seguinte forma:

1. Naive: animais que ndo sofreram nenhum tipo de manipulagdo, foram avaliados com o
objetivo de avaliar a resposta do animal ndo-estimulado, em situacdo de homeostase.

2. Sham: animais que foram submetidos a anestesia, incisdo da pele, manipulacdo da
musculatura e do nervo isquidtico, mas nao tiveram o nervo isquidtico ligado. Este grupo
experimental teve o objetivo de avaliar até que ponto as respostas comportamentais obtidas
foram em decorréncia do procedimento cirurgico per si.

3. Animais neuropaticos tratados com veiculo: animais submetidos a cirurgia de ligadura
parcial do nervo isquidtico e que receberam como tratamento apenas o veiculo — solugao
fisiolodgica e heparina sodica a 10% — em um volume de 100 pl via endovenosa (veia lateral
da cauda). O veiculo foi administrado no sétimo dia apds a cirurgia.

4. Animais neuropaticos tratados com MSC: animais submetidos a cirurgia de ligadura parcial
do nervo isquiético e que receberam como tratamento 1x10° MSC entre as passagens 10 e
12, em um volume de 100 pul de salina e 10% de heparina sodica, por via endovenosa (veia

lateral da cauda), no sétimo dia apos a cirurgia de ligadura.
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5. Animais neuropaticos tratados com VE-MSC: animais submetidos a cirurgia de ligadura
parcial do nervo isquiatico e que receberam como tratamento 7,45x10° * 2,25x108
particulas/mL de vesiculas extracelulares derivadas de MSC entre as passagens 10 e 12, em
um volume de 100 pl de salina e 10% de heparina sodica, por via endovenosa (veia lateral

da cauda), no sétimo dia apds a cirurgia de ligadura.
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1.1. RESULTADOS

1.1.1. CARACTERIZACAO DAS VESICULAS EXTRACELULARES DERIVADAS
DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DE CORDAO UMBILICAL HUMANO

Previamente a realizaco dos tratamentos, as VE obtidas a partir de células-tronco
mesenquimais de corddo umbilical humano foram caracterizadas. Foi feita a analise de NTA,
que permite uma quantificacdo direta fornecendo como pardmetros o nimero e o tamanho das
particulas em suspensdo na amostra avaliada (figura 1). Trés leituras foram realizadas e 0s
dados relacionados ao tamanho e quantidade das vesiculas isoladas podem ser observados na
figura 1). A figura 1B apresenta a visualizacdo das vesiculas extracelulares pelo aparelho
Nanosight, a partir da qual 0 movimento de cada particula isolada é acompanhado e utilizado
para calcular o tamanho e concentracdo das particulas. O grafico disposto na figura 1A
representa o nimero de vesiculas quantificadas por mililitro de suspenséo (eixo y) em relacéo
a distribuicdo de tamanho de particula em nandmetros (eixo x). O pico visualizado neste grafico
representa a moda, ou seja, o valor mais frequente de didmetro das particulas (VE-MSC)
isoladas, que foi 146,5 + 3,1 nm. Nesta populacdo de VE isolada, 10% das particulas
apresentaram um tamanho igual ou menor que 125,9 + 1,9 nm (D10, figura 1C), enquanto 90%
das particulas possuiam um diametro até 240,4 + 5,3 nm (D90, figura 1C). A concentracao de
vesiculas isoladas por cada 1x10° MSC foi de 7,45x10° + 2,25x108 particulas/mL.

Concentration (particles / ml)
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Figura 1 - Caracterizacdo e quantificacdo das vesiculas extracelulares derivadas de MSC por analise de
rastreamento de nanoparticulas. A. Grafico representativo do nimero de vesiculas por mL (eixo y) em relagdo
a distribuicdo de tamanho de particula em nandémetros (eixo x). B. Imagem ilustrativa capturada pelo NTA das
vesiculas extracelulares em suspensdo. C. Quadro apresentando o ndmero total de particulas por mL (VE-MSC
isoladas) e os percentis D10, D50 e D90.
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Estes dados indicam que foi recuperada uma populagdo mista de vesiculas,
majoritariamente vesiculas extracelulares pequenas, que podem conter exossomos (usualmente
menores que 200 nm) e ectosomos/microvesiculas (que possuem grande variedade de
tamanhos). A morfologia das vesiculas extracelulares foi avaliada por microscopia eletrdnica
de transmissdo. Durante a andlise foram visualizadas vesiculas com tamanhos aproximados
entre 100 e 300 nm, com morfologia arredondada, membrana integra e com diferentes tamanhos
(figuras 2A, 2B e 2C).

A caracterizacdo da composicao proteica foi realizada por Dotblot para demonstrar a
natureza da amostra isolada. A presenca de proteinas de duas categorias é recomendada para a
caracterizagdo das vesiculas: 1) Proteinas transmembrana ou ancoradas a
glicosilfosfatidilinositol associadas a membrana plasmatica e/ou endossomos e 2) Proteinas
citosélicas recuperadas em vesiculas extracelulares. Foram avaliadas as proteinas
transmembrana CD9 e CD81, da categoria 1, e a proteina citosolica TSG101, categoria 2. O
ensaio revelou a presenca das proteinas CD9, CD81 e TSG101 na amostra de vesiculas,

validando a caracterizacdo das VE-MSC (figura 2D).

A

X CD9 CD81 TSG101

Figura 2 - Caracterizacao e quantificagdo das vesiculas extracelulares derivadas de MSC por microscopia
eletronica de transmisséo e Dotblot. Os painéis A, B e C apresentam eletromicrografias representativas das VE-
MSC. Setas em A destacam a localizagdo das VE-MSC. O painel D apresenta 0s pontos com marca¢des com
anticorpos CD9, CD81 e TSG101.
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1.1.2. EFEITOS DOS TRATAMENTOS COM MSC E VE-MSC NO MODELO DE
DOR NEUROPATICA EM CAMUNDONGOS

Tendo sido confirmado o perfil caracteristico de VE-MSC nas amostras obtidas, foram
iniciados os estudos no modelo experimental de neuropatia. Foram avaliados os impactos dos
tratamentos sobre pardmetros comportamentais indicativos de dor neuropatica (reducdo do
limiar nociceptivo mecanico e térmico), além da funcdo motora e capacidade fisica que podem

estar alteradas na neuropatia sensorial.

1.1.2.1. Limiar nociceptivo mecénico

O limiar nociceptivo mecanico dos camundongos foi avaliado com o objetivo de
confirmar o desenvolvimento da neuropatia dolorosa no modelo de ligadura parcial do nervo
isquiatico (figura 3). Um dia apds a cirurgia de inducdo do modelo houve uma reducéo
significativa do limiar de resposta a estimulos mecénicos (figura 3A; p<0,001). Animais sham
também apresentaram reducdo do limiar nociceptivo mecanico em decorréncia do
procedimento cirdrgico, mas seus limiares nociceptivos retornaram espontaneamente a valores
basais 10 dias ap6s a inducdo. Por outro lado, os animais submetidos a LPN apresentaram uma
reducdo sustentada (dia 1 ao dia 50, figura 3A; p<0,001) do limiar nociceptivo mecanico em
relagdo ao grupo naive, caracterizando o desenvolvimento da neuropatia sensorial neste
modelo. Os tratamentos com MSC (1x10° células) e VE-MSC (7,45x10° +2,25x10%) foram
realizados uma Unica vez, com uma administracdo por via endovenosa na veia lateral da cauda
no sétimo dia apds a inducao da neuropatia experimental, e foram capazes de induzir um efeito
antinociceptivo progressivo, com reversao completa das alteragdes de limiar mecanico a partir
dos dias 11 e 10, para MSC e VE-MSC respectivamente (figura 3A).

O inicio do efeito de VE-MSC (p<0,05) ocorreu no terceiro dia apds o tratamento e o
seu efeito aumentou progressivamente até atingir um efeito maximo de antinocicepcdo 19 dias
apo6s o tratamento, que perdurou em um platd durante todo o periodo experimental. O
tratamento com MSC apresentou um inicio de efeito (p<0,05) um pouco mais tardio, 4 dias
apos o tratamento, alcancando seu efeito maximo com platd de antinocicepgdo 11 dias apds o
tratamento. Apesar dessas diferencas no tempo de inicio do efeito e inicio do efeito maximo
para os tratamentos com MSC e VE-MSC, nao houve diferenca nas magnitudes dos seus efeitos,

como evidenciado na figura 3B, que representa a area sob a curva dos efeitos dos tratamentos.
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Figura 3 - Efeito da administrac@o endovenosa de MSC ou VE-MSC sobre o limiar nociceptivo mecéanico
de camundongos em modelo de dor neuropatica. Painel A apresenta o curso temporal das mudangas no limiar
nociceptivo mecénico. O eixo y representa 50% do limiar nociceptivo em gramas (g), ou seja, a gramatura do
filamento no qual o animal responde em 50% das apresentacfes. O eixo X representa o tempo em dias apos a
cirurgia. O basal (B) mostra valores do limiar nociceptivo antes da indugdo do modelo de neuropatia. A linha
pontilhada no dia 7 indica 0 momento da administragdo endovenosa tnica de MSC (1 x 108 células/100 pL), VE-
MSC (7,45x10° +2,25x108) ou veiculo (100 pL de salina). Painel B apresenta a area sob a curva calculada para os
dados de limiar mecénico apresentados no grafico A. Dados foram expressos como média e desvio padrdo; n = 6
camundongos por grupo. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo (p<0,05). # Diferenca significativa
em relacdo ao grupo naive (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA bidirecional seguida do teste de
Bonferroni.

1.1.2.2. Limiar nociceptivo térmico

O limiar nociceptivo térmico dos camundongos também foi avaliado com o objetivo de
confirmar o desenvolvimento da neuropatia sensorial no modelo de ligadura parcial do nervo
isquiatico (figura 4). O limiar nociceptivo do camundongos ao estimulo térmico reduziu (figura
4A; p<0,001) gradativamente até o dia 7 ap6s a cirurgia, quando animais sham apresentaram
um retorno esponténeo a valores basais e 0s animais submetidos a cirurgia de inducdo do
modelo apresentaram uma redugéo sustentada (dia 1 ao dia 41, figura 4A; p<0,001) do limiar
nociceptivo térmico em relacdo ao grupo naive, caracterizando o desenvolvimento da

neuropatia sensorial neste modelo. Os tratamentos com MSC (1x10° células) e VE-MSC



58

(7,45x10° +2,25x10°%), realizados uma Unica vez no sétimo dia apds a inducgdo da neuropatia
experimental por via endovenosa, causaram a reversdo gradual e duradoura (p<0,05) da
hipernocicepcao térmica dos animais neuropaticos. O transplante de VE-MSC levou a uma
melhoria do limiar térmico dos animais neuropaticos desde o primeiro dia de avaliacdo apds o
tratamento, enquanto as MSC apresentaram um efeito a partir do segundo dia pds-tratamento.
Ainda, pode-se perceber que os tratamentos com MSC e VE-MSC apresentam um perfil de
efeito similar, entretanto uma pequena diferenca na magnitude foi verificada. Na figura 4B,
verifica-se que ha uma pequena, porem significativa, diferenca entre as areas sob a curva dos
efeitos de MSC e VE-MSC, favorecendo o tratamento com MSC.

Trata[nento * *
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Figura 4 - Efeito da administracdo endovenosa de MSC ou VE-MSC sobre o limiar nociceptivo térmico de
camundongos em modelo de neuropatia diabética sensorial. Painel A apresenta o curso temporal das mudancas
no limiar nociceptivo térmico. O eixo y representa a laténcia de retirada da pata em segundos. O eixo X representa
o tempo em dias apds a cirurgia. O basal (B) mostra valores do limiar nociceptivo antes da inducdo do modelo de
neuropatia. A linha pontilhada no dia 7 indica o momento da administragdo endovenosa de MSC (1 x 108
células/100 pL), VE-MSC (7,45x10° +2,25x108) ou do veiculo (100 pL de salina). Painel B apresenta a area sob
a curva calculada para os dados de limiar mecanico apresentados no grafico A. Dados foram expressos como média
e desvio padrdo; n = 6 camundongos por grupo. *Diferenca significativa em relacéo ao grupo veiculo (p<0,05). $
Diferenca significativa em relacdo ao grupo MSC (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA bidirecional
seguida do teste de Bonferroni.
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1.1.2.3. Funcéo motora

Com o objetivo de verificar se 0 modelo de ligadura de nervo isquiatico, ou 0s
tratamentos realizados, poderia causar comprometimento motor, e desta forma influenciar as
respostas nociceptivas dos animais, foi realizado o teste de rota-rod. Para isso, a média de tempo
que 0s animais permaneceram na barra giratoria do equipamento foi avaliada em diferentes
momentos durante todo o periodo experimental. A figura 5 representa os resultados obtidos do
teste e demonstra que nem a cirurgia de ligadura do nervo isquiatico, nem os tratamentos
realizados alteraram o0 tempo de permanéncia dos animais no aparelho durante o tempo
experimental, levando em conta que nenhuma diferenca estatisticamente significante foi

observada entre 0s grupos.
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Figura 5 — Tempo de permanéncia no rota-rod durante o periodo experimental no modelo de ligadura
parcial do nervo isquiatico. Os animais foram avaliados antes (basal) e apés a indugdo do modelo de neuropatia
dolorosa em diferentes momentos durante todo o periodo experimental. O eixo y representa o tempo de
permanéncia dos animais na barra em segundos. O eixo X representa o tempo em dias apds a cirurgia. O Basal
mostra valores de permanéncia antes da inducdo do modelo de neuropatia. No dia 7 os animais receberam uma
administragdo endovenosa Unica de MSC (1 x 108 células/100 pL), VE-MSC (7,45x10° +2,25x10%) ou veiculo
(100 pL de salina). O grupo naive refere-se aos animais ndo submetidos a procedimentos experimentais, e 0 grupo
sham, a animais falso operados. Os dados foram expressos como média e desvio padrdo; n = 6 camundongos por
grupo. Foi realizado o teste de ANOVA bidirecional seguida do teste de Bonferroni.

1.1.2.4. Avaliagdo da capacidade fisica
O efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre parametros funcionais indicativos
da capacidade fisica dos camundongos, como o tempo de permanéncia e a distancia percorrida

na esteira, foram avaliados em uma esteira ergométrica. Antes da cirurgia de inducéo do modelo

de neuropatia, todos os camundongos apresentaram tempos de permanéncia na esteira e
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distancias totais percorridas similares no teste, indicando homogeneidade da amostra (figura 6).
Apos a cirurgia de inducdo do modelo, os animais neuropaticos apresentaram uma reducgéo
significativa tanto do tempo de permanéncia, como da distancia percorrida na esteira em relacdo
a animais naive e sham, demonstrando que a neuropatia sensorial reduziu a capacidade fisica
dos camundongos. Notavelmente, apds o tratamento com MSC e VE-MSC, estes parametros
em animais neuropaticos retornaram a niveis similares ao do grupo naive, indicando que 0s
tratamentos reduziram as limitacOes fisicas associadas a neuropatia. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos MSC e VE-MSC em ambos 0s parametros avaliados, nem entre 0s

grupos naive e sham.
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Figura 6 — Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre o desempenho dos camundongos em esteira
ergométrica no modelo de ligadura parcial do nervo isquiatico. Camundongos foram submetidos a corrida em
esteira ergométrica antes da cirurgia de inducdo do modelo de neuropatia (basal), 7 dias apés a cirurgia e antes do
tratamento (pés-cirurgia), e 21 dias ap6s o tratamento (pés-tratamento). O painel A apresenta no eixo y as
distancias percorridas em metro e no eixo X 0s grupos experimentais. O painel B apresenta no eixo y o tempo total
gue 0s animais permaneceram na esteira em minutos e no eixo X 0s grupos experimentais. Os dados foram
expressos como média e desvio padrdo; n = 6 camundongos por grupo. * Diferenca significativa em relagdo ao
grupo veiculo (p<0,001). # Diferenca significativa em relacdo aos grupos naive e sham (p<0,05), como
determinado pelo teste de ANOVA bidirecional seguida do teste de Bonferroni.
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1.1.3. INVESTIGACAO DE POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO

Tendo sido demonstrados os efeitos dos tratamentos com MSC ou VE-MSC sobre a
neuropatia sensorial experimental, buscou-se estudar os mecanismos acado associados a esses
efeitos. Desta forma, levou-se em consideracao a conhecida propriedade imunomodulatéria das
MSC e o importante papel da regulagdo neuroimune na génese, manutencaa e resolucdo da dor
neuropatica. Nesse bloco foram investigados mecanismos envolvendo a acdo de células imunes,

citocinas, quimiocina e a ativagdo de seus receptores.

1.1.3.1. Efeitos da co-cultura de macréfagos e MSC sobre o perfil de citocinas liberadas
por macréfagos ativados

Como tem sido proposto que a polarizacdo de macrdfagos para um perfil M2 contribui
para os efeitos terapéuticos das células-tronco na dor neuropdtica, o efeito da co-cultura de
macrofagos e MSC foi inicialmente investigado, utilizando macréfagos J774 murinos
estimulados com LPS e IFN-y (figura 7). A produgdo de IL-1p por macrofagos foi
significativamente elevada pelo estimulo com LPS e IFN-y (grupo controle, p<0,001; figura
7A). A presenca de MSC na cultura de macréfagos, em todas as concentracdes de MSC testadas
(2x10° — 2x10* células/poco), foi capaz de reduzir significativamente (p<0,01) os niveis de IL-
1B no sobrenadante da co-cultura. A dexametasona (20 uM), utilizada como farmaco padrao
ouro no teste, também inibiu a producédo de IL-1B (p<0,001), como esperado. Similarmente, a
producdo de TNF-o aumentou em macrofagos estimulados (p<0,001) e foi reduzida pela
cocultura com MSC (figura 7B). MSC reduziu significativamente as concentragcdes de TNF-a
em relacdo ao grupo controle, que corresponde a cultura isolada de macr6fagos estimulados,
nas concentragdes de 2x10° (p<0,001), 1x10° e 5x10* (p<0,05). A dexametasona (20 uM) inibiu
a producdo de TNF-a (p<0,001), como esperado. A capacidade de MSC de modular a produgéo
de IL-10 em macrofagos estimulados também foi investigada (figura 7C). O estimulo com LPS
e IFN-y elevou os niveis de IL-10 na cultura de macrofagos, quando comparados aos niveis
basais (p<0,001). Os niveis de IL-10 produzidos por macréfagos em co-cultura com MSC
aumentaram significativamente em todas as concentragdes testadas de MSC (2x10° a 5x10*
p<0,001; 2,5x10* a 6,25x10%: p<0,05). A dexametasona (20 uM) ndo foi capaz de modificar as
concentragdes de I1L-10 em comparacdo as células estimuladas e ndo cocultivadas com MSC.
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Figura 7 — Producdo de citocinas por macrofagos J774 estimulados com LPS e IFN-y em co-cultura com
MSC. A producdo das citocinas IL-1p (painel A), TNF-a (painel B) e IL-10 (painel C) foi avaliada no sobrenadante
de células J774 estimuladas com LPS (500 ng/mL) e IFN-y (5 ng/mL). As células estimuladas foram incubadas
com diferentes concentrages de MSC (2x10° — 2x10* células/pogo) ou com dexametasona (Dexa; 20M) utilizada
como padrdo-ouro. O grupo Basal representa células ndo estimuladas e ndo tratadas. O grupo Controle representa
macrdfagos estimulados em cultura isolada. O sobrenadante foi coletado 4 horas (TNF-a) ou 24 horas (IL-1B e IL-
10) apo6s o estimulo. Valores representados como a média + desvio padrao de trés determinagdes. *** Diferenca
significativa em relacéo ao grupo estimulo (p < 0,001) ** Diferenca significativa em relagdo ao grupo estimulo (p
< 0,01). * Diferenca significativa em relacdo ao grupo estimulo (p < 0,05). # Diferenca significativa em relacéo
ao grupo basal (p < 0,05). % Diferenca significativa em relagéo ao grupo 2x10° (p < 0,05), como determinado pelo
teste de ANOVA unidirecional seguido do teste de Tukey.
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1.1.3.2. Efeitos das VE-MSC sobre a viabilidade celular e perfil de citocinas liberadas por
macrofagos

Com base nos resultados da co-cultura, os efeitos do tratamento das culturas de
macrofagos estimulados com VE-MSC foram a seguir investigados. Para tal, o impacto do
tratamento com VE-MSC sobre a viabilidade celular dos macrofagos foi inicialmente
estabelecido, com o objetivo de descartar possiveis efeitos citotdxicos das vesiculas sobre as
células. Como observado na figura 4, nenhuma das concentracgdes testadas de VE-MSC alterou
significativamente a viabilidade celular dos macrofagos em cultura, em comparacdo as células
tratadas com veiculo. O detergente ndo i6nico Tween 20 (20% em meio de cultura), que causa
a lise celular, foi utilizado como controle positivo e reduziu a viabilidade celular como esperado
(p<0,0001).
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Figura 8 - Efeito das VE-MSC sobre a viabilidade celular de macréfagos J774 estimulados em cultura. O
eixo X representa o tratamento com diferentes concentracfes de VE-MSC. O eixo Y representa o percentual de
células vidveis. A viabilidade celular dos macréfagos foi determinada pelo ensaio de Alamar Blue ap6s a incubacéo
das células tratadas com veiculo (salina), VE-MSC (200 pg/mL - 6,25ug/mL) ou Tween 20 (20% em meio de
cultura), usado como controle do teste. Os valores foram representados como média + desvio padrdo de trés
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determinac@es. *** Diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo (p<0,001), como determinado pelo teste
de ANOVA unidirecional, seguido do teste de Tukey.

Tendo determinado que as VE-MSC néo induzem citotoxicidade aos macrofagos, os efeitos
dessas VE sobre a producdo de IL-10 e TNF-a. em macrofagos J774 estimulados foram entdo
avaliados (figura 9). O estimulo das células com LPS e IFN-y resultou no aumento da producéo
de TNF-a quando comparado aos macrofagos ndo estimulados (grupo basal; p<0,05; figura
5B). O tratamento das células com VE-MSC em diferentes concentragdes (25 - 200 pg/mL;
p<0,001; figura 5B), assim como com dexametasona (Dexa, 20 uM; p<0,001), diminuiu a
producdo de TNF-a por macrofagos estimulados, quando comparado ao grupo controle
(estimulado e tratado com veiculo). Em contrapartida, os tratamentos com VE-MSC (25 - 200
pg/mL; p<0,05; figura 5A) elevaram os niveis de IL-10 na cultura. Nao houve diferenca
estatistica dos niveis de IL-10 produzidos por células ndo estimuladas, estimuladas tratadas com

veiculo ou com dexametasona (20 uM).
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Figura 9 — Efeito das VE-MSC sobre a producéo de citocinas por macréfagos J774 estimulados com LPS e
IFN-y. A producdo de TNF-a (painel A) e IL-10 (painel B) foi avaliada no sobrenadante da cultura de células J774
estimuladas com LPS (500 ng/mL) e IFN-y (5 ng/mL). As células estimuladas foram incubadas com diferentes
concentragfes de VE-MSC (200 pg/mL — 25 pg/mL), dexametasona (Dexa; 20uM) utilizada como padrdo-ouro
ou veiculo (salina). O grupo Basal representa células ndo estimuladas e néo tratadas. O grupo Veiculo representa
células estimuladas e tratadas com salina. Valores representados como a média + desvio padrdo de trés
determinacfes. *** Diferenca significativa em relagéo ao grupo estimulo (p < 0,001) ** Diferenga significativa
em relagdo ao grupo estimulo (p < 0,01). * Diferenga significativa em relagdo ao grupo veiculo (p < 0,05). #
Diferenga significativa em relagdo ao grupo basal (p < 0,05), como determinado pelo teste de ANOVA
unidirecional seguido do teste de Tukey.
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1.1.3.3. Contribui¢éao da citocina anti-inflamatoria I1L-10 para o efeito antinociceptivo de
MSC e VE-MSC

Considerando que tanto MSC quanto VE-MSC aumentaram a producdo de IL-10 in
vitro, e que a contribuicdo dessa citocina para as acOes terapéuticas de MSC tem sido proposta,
0 papel de IL-10 no efeito antinociceptivo de MSC e VE-MSC foi a seguir investigado. Para
tal, os efeitos antinociceptivos de MSC e VE-MSC foram comparados no modelo de neuropatia
induzida por ligadura do nervo isquidtico em camundongos selvagens versus knockout de IL-
10 (IL-107). A administracdo endovenosa de MSC (1x10° células) ou VE-MSC (7,45x10°
+2,25x108) em camundongos 1L-10"7- com neuropatia induziu efeito antinociceptivo mais tardio
do que em animais selvagens com neuropatia, embora uma reversao completa das alteragdes de
limiar nociceptivo também tenha sido atingida nos IL-10" (figuras 10A e 11A).
O efeito antinociceptivo de VE-MSC sobre o limiar mecanico dos camundongos neuropaticos
teve inicio 7 dias apGs o tratamento em animais IL-10"7 versus 4 dias em animais selvagens
(figura 10 A). A antinocicepcdo mecéanica de MSC teve um inicio com 5 dias em animais
selvagens versus 7 em animais knockout. Entre os dias 13 e 34 ap0s a cirurgia, os efeitos
antinociceptivos de MSC e VE-MSC foram maiores em animais selvagens que em animais IL-
107 (figura 10A, p<0,05). Refletindo esse fendmeno, verifica-se uma diferenca significativa
(p<0,05) entre as areas sob a curva do efeito antinociceptivo de MSC e VE-MSC nas duas
linhagens de camundongos (figura 10B), com animais knockout apresentando uma &rea menor
que seus correspondentes selvagens. Esses resultados indicam que IL-10 contribui para a

antinocicepcdo induzida por MSC e VE-MSC durante a neuropatia experimental.
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Figura 10 — Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre o limiar nociceptivo mecénico de camundongos
deficientes em I1L-10 (IL-107) em modelo de dor neuropatica. Painel A apresenta o curso temporal das
mudancas no limiar mecénico. O eixo y 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 ap6s a cirurgia. O basal (B) mostra valores do limiar nociceptivo antes da indu¢édo do modelo de neuropatia.
A linha pontilhada no dia 7 indica o0 momento da administracdo endovenosa Unica de MSC (1 x 106 células/100
pL), VE-MSC (7,45x10° +2,25x108 particulas/mL) ou veiculo (100 pL de salina) em camundongos C57BI/6
selvagens ou em camundongos C57BI/6 deficientes em 1L-10 (MSC IL-10 7, VE-MSC IL-10 - ou Veiculo IL-10
-, respectivamente). Painel B apresenta a area sob a curva (AUC) calculada para os dados de limiar mecénico
apresentados no grafico A. Dados foram expressos como média e desvio padrdo; n = 5 camundongos por grupo. *
Diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo (p<0,05). @ Diferenca significativa em relacdo ao grupo
veiculo IL-107- (p<0,05). # Diferenca significativa em relagdo ao grupo naive (p<0,05), como determinado pelo
teste de ANOVA bidirecional seguida do teste de Bonferroni.

O perfil de antinocicep¢do térmica seguiu 0 mesmo padrdo da antinocicep¢do mecénica, ou
seja, os efeitos antinociceptivos induzidos por MSC e VE-MSC s3o mais tardios em I1L-107"em
comparagdo aos camundongos selvagens. A antinocicepgdo térmica teve inicio dois dias apos
o0s tratamentos em animais selvagens, enquanto animais knockout apresentaram o inicio do
efeito antinociceptivo apenas 4 dias apos os tratamentos (figura 11A). Entre os dias 10 e 20
apos a cirurgia o efeito antinociceptivo térmico de MSC e VE-MSC foi menor em animais

deficientes em 1L-10 em compara¢do com animais selvagens (figura 11A, p<0,05). As areas
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sob a curva correspondentes ao efeito antinociceptivo térmico de MSC e VE-MSC em animais
IL-107- foi significativamente menor (figura 11B; p<0,05) que as areas sob a curva de seus
correspondentes selvagens, corroborando o papel de IL-10 no efeito antinociceptivo de MSC e
VE-MSC.

57 Tratamento ‘ * %@

Limiar nociceptivo térmico (s) >

0 T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
B 1 2 5 7 8 9 10 11 14 16 18 20 22 24 27 29 31 37 39 41 44 48 52 54
Tempos (dias)
B : O Naive
Nai *
,awe% i M Veiculo
Veiculo
Veiculo IL-10 7" < MSC
MS(/: * ¥ VE-MSC
MSC IL-10 "1 ho#
VE-MSCH sk s &4 veiculo IL-107
-I- |
VE-MSC IL-10 | | H‘ | © MSCIL-107
0 20 40 60 80 100
V' VE-MSC IL-107"

Area sob a curva (Limiar térmico)

Figura 11 — Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre o limiar nociceptivo térmico de camundongos
deficientes em IL-10 em modelo de neuropatia diabética sensorial. Painel A apresenta o curso temporal das
mudancas na laténcia de retirada da pata. O eixo y representa a laténcia em segundos. O eixo das abscissas
representa o tempo em dias apo6s a cirurgia. O basal (B) mostra valores do limiar nociceptivo antes da inducdo do
modelo de neuropatia. A linha pontilhada no dia 7 indica 0 momento da administragdo endovenosa Gnica de MSC
(1 x 108 células/100 pL), VE-MSC (7,45x10° +2,25x10%) ou do veiculo (100 pL de salina) em camundongos
C57BI/6 selvagem ou em camundongos C57BI/6 deficientes em 1L-10 (MSC IL-10 -, VE-MSC IL-10 * ou
Veiculo IL-10 7, respectivamente). Painel B apresenta a area sob a curva (AUC) calculada para os dados de limiar
térmico apresentados no grafico A. Dados foram expressos como média e desvio padrdo; n = 6 camundongos por
grupo. *Diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo (p<0,05). $ Diferenca significativa em relacdo ao
grupo MSC (p<0,05) @ Diferenga significativa em relagdo ao grupo veiculo 1L-107 (p<0,05). # Diferenga
significativa em relacdo ao grupo naive (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA bidirecional seguida
do teste de Bonferroni.
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1.1.3.4. Efeito de MSC ou VE-MSC sobre os niveis de IL-10 na medula espinal durante a
neuropatia

Ainda buscando validar a contribuicéo de I1L-10 para os efeitos antinociceptivos de MSC
e VE-MSC, os niveis desta citocina na medula espinal de camundongos neuropaticos foram
quantificados (figura 12). Segmentos de medula espinal (L4-L5) dos diferentes grupos
experimentais foram coletados no dia 21 apés a indugdo do modelo (tempo de efeito
antinociceptivo estabelecido) e ao final do periodo experimental, visando avaliar se 0s
tratamentos induzem uma modula¢do duradoura dos niveis desta citocina. A neuropatia
experimental ndo levou ao aumento dos niveis de IL-10 na medula espinal, como evidenciado
pela comparac&o entre 0s animais naive versus neuropatico tratado com veiculo. Por outro lado,
os tratamentos com MSC e VE-MSC foram capazes de aumentar os niveis espinais de 1L-10
em comparagcao com animais neuropaticos tratados com veiculo (p<0,05) no tempo de 21 dias
apos a inducdo da neuropatia. Entretanto, ao final do periodo experimental (60 dias) ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos em relacdo aos niveis de IL-10 na medula espinal.
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Figura 12 — Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre os niveis da citocina IL-10 na medula espinal
de camundongos em modelo de dor neuropatica. As analises foram realizadas 21 dias ap6s a indugdo do modelo
(tempo de efeito maximo dos tratamentos), e no fim do periodo experimental para todos os grupos (tempo 60 dias).
O eixo y representa as concentraces de IL-10 em picogramas por mg de proteina do tecido. No eixo x estdo
representados os grupos dispostos nos tempos de 21 e 60 dias. No dia 7 apds a inducdo do modelo experimental
0s animais receberam uma administracdo endovenosa Unica de MSC (1 x 108 células/100 pL), VE-MSC (7,45x10°
+2,25x108) ou veiculo (100 pL de salina). O grupo naive refere-se aos animais ndo submetidos a procedimentos
experimentais. Os dados foram expressos como média e desvio padrdo; n =5 camundongos por grupo. * Diferenca
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significativa em relacdo ao grupo veiculo (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA unidirecional seguida
do teste de Tukey.

1.1.3.5. Efeito de MSC ou VE-MSC sobre a expressdo génica de proencefalina na medula
espinal durante a neuropatia

Outro possivel mecanismo envolvendo o efeito terapéutico de MSC e VE-MSC pode
incluir a regulacdo da sinalizacdo por opioides. Dessa forma, a expressdao génica de
preproencefalina (PENK), um precursor de peptideos opioide enddgenos, foi avaliada na
medula espinal de camundongos naive e neuropaticos. Os resultados dispostos na figura 13
demonstram que a neuropatia dolorosa induziu uma diminuicdo da expressao génica de PENK
na medula espinal do grupo neuropatico tradado com veiculo em comparagdo com 0s animais
naive (p<0,05). Por outro lado, a expressao génica de PENK em animais tratados com MSC ou
VE-MSC foi significativamente maior que a de animais neuropaticos tratados com veiculo
(p<0,05), apresentando niveis transcricionais a niveis aos de animais naive. 1sso indica que

MSC e VE-MSC revertem a transcricdo de PENK prejudicada pela neuropatia sensorial.
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Figura 13 - Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre a expressao génica de preproencefalina na
medula espinhal de camundongos. As amostras de medula espinal (L4-L5) de camundongos neuropaticos foram
analisados por RT-gPCR. O eixo y representa a variacdo da expressdo génica de Penk em relacdo ao grupo naive.
A expressdo do gene alvo (2724 foi determinada usando Gapdh como gene normalizador endégeno. No eixo x
estdo representados 0s grupos experimentais coletados no fim do periodo experimental (60 dias). No dia 7 ap6s a
inducdo do modelo experimental os animais receberam uma administragédo endovenosa Gnica de MSC (1 x 108
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células/100 pL), VE-MSC (7,45x10° +2,25x108) ou veiculo (100 pL de salina). O grupo naive refere-se aos
animais ndo submetidos a procedimentos experimentais. Os dados foram expressos como média e desvio padréo;
n = 5 camundongos por grupo. * Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle tratado com veiculo
(p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey.

1.1.3.6. Contribuicéo de receptores CXCR2 para o efeito antinociceptivo de MSC e VE-
MSC

Além de macrofagos, outras células imunes participam dos mecanismos
imunomodulatorios envolvidos na dor neuropatica, algumas das quais secretando peptideos
opioides via ativacdo de CXCR2 por ligantes como CXCL1, CXCL2 e CXCL3. Visando
explorar outros mecanismos subjacentes ao efeito das MSC e VE-MSC, a contribui¢do da
ativacdo de receptores CXCR2 foi avaliada por meio de um ensaio de antagonismo
farmacoldgico. Para isso o composto SB225002, antagonista seletivo do receptor de quimiocina
CXCR?2, foi administrado por via intraperitoneal (1 mg/kg) em animais neuropaticos tratados
com MSC ou VE-MSC, e os efeitos sobre o limiar nociceptivo foram acompanhados por até 8
horas ap6s a administragdo (figura 14). A administracdo do antagonista de CXCR2 foi realizada
30 dias apos a inducdo da neuropatia e 23 dias ap0s os tratamentos, quando a antinocicepcao
causada por MSC ou VE-MSC ja esta bem estabelecida. A antinocicep¢do mecanica induzida
por MSC e VE-MSC foi completamente revertida pelo tratamento agudo com SB225002 nas
primeiras 4 horas pés-tratamento (p<0,05; figura 14A). Nos tempos de 6 e 8 horas pos-
tratamento houve reversdo parcial (p<0,05) da antinocicepcdo, e os limiares nociceptivos
mecanicos retornaram gradativamente aos valores de pré-tratamento. O antagonista SB225002
reverteu parcialmente a antinocicepc¢do térmica induzida por MSC e VE-MSC 3 horas (p<0,05;
figura 14B) apds sua administracdo. Em conjunto, estes dados apontam para uma contribuicao
da ativacdo dos receptores CXCR2 no efeito antinociceptivo mediado por MSC e VE-MSC.
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Figura 14 — Efeito do antagonista de CXCR2 (SB225002) sobre o efeito antinociceptivo de MSC e VE-MSC.
Os limiares nociceptivos mecénicos (A) e térmicos (B) foram avaliados antes (B) e ap6s a cirurgia de inducéo de
neuropatia, realizada no tempo zero. Painel A apresenta o curso temporal das mudangas no limiar nociceptivo
mecanico. O eixo y representa 50% do limiar nociceptivo em gramas (g), ou seja, a gramatura do filamento no
qual o animal responde em 50% das apresenta¢des. O eixo X representa o tempo em dias ap6s a cirurgia. Painel B
apresenta o curso temporal das mudancas no limiar nociceptivo térmico. O eixo y representa a laténcia de retirada
da pata em segundos. O eixo x representa o tempo em dias ap6s a cirurgia. O grupo naive corresponde a animais
ndo manipulados. O grupo sham representa camundongos manipulados cirurgicamente, mas sem ligadura do nervo
isquiatico. A linha pontilhada no dia 7 indica 0 momento da administragéo endovenosa Unica de MSC (1 x 10°
células/100 pL), VE-MSC (7,45x10° +2,25x108) ou veiculo (100 uL de salina). No dia 30, os camundongos foram
tratados intraperitonealmente com SB225002 (1 mg/kg) e avaliados quando aos limiares nociceptivos até 8 horas
ap6s a administragdo. Os dados sdo expressos como médias + desvio padrdo; n=5. * Diferenca significativa em
relagéo ao grupo veiculo (p<0,05) # Diferenga significativa em relacdo ao grupo MSC (p<0,05). @ Diferenca
significativa em relagdo ao grupo VE-MSC (p<0,05) como determinado pelo teste de ANOVA bidirecional
seguida do teste de Bonferroni.
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1.1.3.7. Efeito de MSC e VE-MSC sobre 0s niveis séricos de CXCL1 em camundongos com
neuropatia experimental

Com o objetivo de corroborar o envolvimento da via de CXCR2 na antinocicepgédo
induzida por MSC e VE-MSC, os niveis de CXCL1 — um ligante dos receptores CXCR2 —
foram quantificados no soro dos camundongos (figura 15). A quantificagédo de CXCL1 aos 21
dias pds-indugdo do modelo de neuropatia (14 dias ap6s os tratamentos com VE-MSC e MSC)
ndo indicou diferencas nos niveis dessa citocina entre 0s grupos experimentais. Por outro lado,
no final do periodo experimental, os niveis de CXCL1 no soro de animais neuropaticos tratados
com veiculo foram superiores aos niveis observados em camundongos do grupo naive, sham e

dos animais neuropaticos tratados com MSC e VE-MSC (p<0,05).
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Figura 15 - Efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre os niveis séricos da citocina CXCL-1 em
camundongos submetidos ao modelo de neuropatia. As anélises foram realizadas 21 dias apés a inducéo do
modelo (tempo de efeito méximo dos tratamentos), e no fim do periodo experimental para todos o0s grupos (tempo
60 dias). O eixo y representa as concentracfes de CXCL1 em picogramas por mL de soro. No eixo x estdo
representados 0s grupos dispostos nos tempos de 21 e 60 dias. No dia 7 ap6s a inducdo do modelo experimental
0s animais receberam uma administracdo endovenosa Unica de MSC (1 x 108 células/100 pL), VE-MSC (7,45x10°
+2,25x108) ou veiculo (100 pL de salina). O grupo naive refere-se aos animais ndo submetidos a procedimentos
experimentais. O grupo sham representa camundongos manipulados cirurgicamente, mas sem ligadura do nervo
isquiatico. Os dados foram expressos como média e desvio padrdo; n= 5 camundongos por grupo. *Diferenca
significativa em relagdo ao grupo veiculo (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA teste de ANOVA
unidirecional seguida do teste de Tukey.
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1.2.  DISCUSSAO

A dor neuropética € uma sindrome crénica refrataria ao tratamento que apresenta um
impacto significativo na vida, na saide mental e laboral de uma parcela significativa da
populacdo. Tratamentos baseados em células-tronco mesenquimais tém sido considerados
promissores para mitigar de forma permanente as causas e consequéncias da dor neuropaética,
entretanto, essa abordagem ainda requer investigacdes adicionais. O presente estudo avaliou
comparativamente os efeitos da terapia com células-tronco mesenquimais humanas derivadas
de corddo umbilical versus vesiculas extracelulares derivadas destas células na neuropatia
experimental, além de investigar possiveis mecanismos associados aos seus efeitos
antinociceptivos.

As vesiculas extracelulares desempenham papéis variados e complexos em uma ampla
gama de sistemas biologicos, o que pode decorrer de sua composicdo heterogénea (WELSH et
al., 2024). Estas vesiculas podem refletir o estado e as fungbes das células de origem,
transmitindo essa informacdo a células alvo, sendo consideradas um importante agente de
comunicacéo intercelular (WELSH et al., 2024; YANEZ-MO et al., 2015). Com base na sua
capacidade de modular a funcdo de células e tecidos, tem sido proposto que as vesiculas
extracelulares produzidas por células-tronco mesenquimais podem preservar as acles
terapéuticas dessas células, uma hip6tese que foi investigada no presente trabalho. Para tal,
inicialmente as VE-MSC isoladas foram caracterizadas. Essa etapa é importante levando em
consideracdo a heterogeneidade das VE-MSC, e visa aumentar a reprodutibilidade e
translacionabilidade das aplicacdes terapéuticas.

As VE-MSC aqui isoladas foram caracterizadas seguindo as recomendacfes da
Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (THERY et al., 2018). As vesiculas
apresentaram tamanho, forma e marcadores caracteristicos de VE. O tamanho maximo
encontrado em 90% das particulas foi de aproximadamente 240 nm, demonstrando uma
prevaléncia de vesiculas extracelulares pequenas, como exossomos, todavia tamanhos maiores
também foram verificados, incluindo ectossomos/microvesiculas, o que indica claramente a
presenca de distintas populagdes de vesiculas. Apesar de atualmente uma grande quantidade de
pesquisas se referir especificamente as propriedades e efeitos de exossomos, a maioria das
técnicas de isolamento e caracterizacdo empregadas ndo permite diferenciar vesiculas de
subtipos especificos (WELSH et al., 2024). De fato, a maior parte da literatura existente sobre
"exossomo" e "ectossomo/microvesicula” refere-se a uma ampla populagéo de vesiculas, e ndo
as que sdo liberados por vias especificas de biogénese (WELSH et al., 2024). Como a partir da

caracterizacdo realizada no presente estudo ndo foi possivel identificar ou separar subtipos
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especificos de vesiculas extracelulares estas particulas foram referenciadas aqui como
“vesiculas extracelulares”. Considerando que ambas as popula¢des de VE-MSC, ou a mistura
delas, tém apresentado efeitos bioldgicos em diversos contextos fisioldgicos ou patoldgicos
(RAPOSO; STAHL, 2024; YANEZ-MO et al., 2015), inclusive na dor cronica (BRYK et al.,
2022), o perfil de VE-MSC obtido foi considerado adequado para os objetivos do presente
estudo. Apoés a caracterizagdo bem-sucedida das VE-MSC, estudos para avaliar seu potencial
terapéutico na dor neuropatica foram realizados no modelo de neuropatia por ligadura do nervo
esquidtico.

A fisiopatologia da dor neuropatica pode envolver a ativagdo direta de nociceptores em
conjunto com alteragcdes na expressdo génica de mediadores e receptores, e alteragfes nas
propriedades eletrofisioldgicas dos nociceptores e excitabilidade neuronal que culminam em
sintomas caracteristicos como dor espontanea, alodinia, hiperalgesia e disturbios sensoriais
(SMITH, 2023). Alguns destes sintomas podem ser avaliados no cenério pré-clinico utilizando-
se de ensaios comportamentais estabelecidos. No contexto experimental animal, a alodinia e a
hiperalgesia se traduzem em reducdo do limiar de resposta a estimulos mecanicos e térmicos,
gue podem ser mensurados no roedor com filamentos de von Frey (CHAPLAN et al., 1994) e
Hargreaves (HARGREAVES et al., 1988), respectivamente. E importante destacar que o
modelo experimental utilizado neste trabalho mimetiza sintomas observados em pacientes, pois
no modelo sdo identificados comportamentos duradouros sugestivos de alodinia e hiperalgesia
(SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990). Dados do presente estudo reforcam esses achados, pois
os camundongos induzidos ao modelo de neuropatia desenvolveram uma reduc¢éo duradoura do
limiar mecénico e térmico, demonstrando o estabelecimento da neuropatia experimental.

O efeito do tratamento com MSC e VE-MSC sobre o limiar nociceptivo de animais
neuropaticos foi entdo avaliado comparativamente. Ambos os tratamentos com MSC e VE-
MSC foram capazes de reverter completamente e de forma duradoura as altera¢fes do limiar
nociceptivo térmico e mecéanico associadas a neuropatia. Em linha com estes achados,
resultados similares em modelos de dor neuropatica periférica por lesdo do nervo periférico
foram obtidos pelo tratamento endovenoso com células mesenquimais de medula dssea
(GAMA et al., 2018; SINISCALCO, 2010) ou de tecido adiposo (LIU et al., 2017), pelo
tratamento intratecal com células mesenquimais de corddo umbilical humano (CHEN et al.,
2016), ou intraganglionar com células mesenquimais de medula 6ssea (MUSOLINO et al.,
2007). Por outro lado, Teng e colaboradores verificaram um efeito antinociceptivo apenas
transitdrio apds o tratamento intratecal com células mesenquimais de medula 6ssea (TENG et

al., 2019). Schafer e colaboradores (2014) também descreveram que injecdo intratecal de
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células mesenquimais ndo apresenta efeito antinociceptivo em modelo de neuropatia em ratos
fémeas (SCHAFER et al., 2014). Corroborando os resultados do presente trabalho nos ensaios
de nocicepcéo, dados do teste de rota-rod evidenciaram que os tratamentos com MSC e VE-
MSC néo induzem comprometimento motor. Resultados similares foram observados em outros
trabalhos (GAMA et al., 2018; SINISCALCO, 2010) e validam as analises de comportamento
nociceptivo, que se baseiam nas respostas motoras dos animais. Em conjunto, esses resultados
reforcam que células mesenquimais induzem de fato um efeito antinociceptivo.

Curiosamente, enquanto o perfil de antinocicep¢do mecanica produzido por MSC e VE-
MSC né&o divergiu, o efeito antinociceptivo térmico global exibido por MSC foi levemente,
porém significativamente, superior ao de VE-MSC. O efeito antinociceptivo de vesiculas
extracelulares derivadas de células mesenquimais de corddo umbilical (GAO et al., 2023b;
SHIUE et al., 2019), ou de placenta (LU et al., 2022b) durante a dor neuropética também ja
foram descritos. Desta forma, os resultados do presente estudo em conjunto com a literatura
indicam que tratamentos com VE-MSC podem induzir efeitos similares aos obtidos pelo
transplante de MSC durante a neuropatia dolorosa. A transposicdo desse achado para o
ambiente clinico ainda requer novas e extensas investigacoes.

Pessoas que sofrem com neuropatias dolorosas ndo convivem apenas com a dor cronica,
mas apresentam uma série de outros sintomas e comorbidades, como cinesiofobia, dificuldade
de marcha e reducdo da capacidade fisica, que comprometem de forma mais ampla a qualidade
de vida (DE BRUIJN; GEERTZEN; DIJKSTRA, 2007; KARAYANNIS et al., 2017,
STOMPOR et al., 2019). De fato, a dor no contexto clinico leva a adaptacdes motoras desde
compensacOes sutis durante a realizacdo de uma atividade fisica até a completa evitacdo de
atividades que desencadeiam respostas dolorosas (BEEBE et al., 2021; MERKLE; SLUKA;
FREY-LAW, 2020). Dessa forma, para aléem de parametros nociceptivos evocados, a avaliacao
destes outros sintomas em modelos experimentais pode ser realizada de forma a se aproximar
mais da doenca real e aumentar a translacionabilidade das pesquisas pre-clinicas.

Alteracdes de marcha e funcdo fisica tém sido avaliadas e se correlacionam
positivamente com alteragdes de limiar nociceptivo mecénico durante a neuropatia
experimental (VRINTEN; HAMERS, 2003; XU et al., 2019). Estas alteracdes decorrem da
tentativa do animal de reduzir o estimulo doloroso, a0 minimizar o contato da pata afetada
durante a locomocdo (VRINTEN; HAMERS, 2003). No presente estudo, ao analisar a
capacidade fisica e fun¢do de marcha dos camundongos em uma esteira ergométrica, observou-
se que, em comparagdo com animais naive e sham, animais neuropaticos permaneceram menos

tempo e percorreram uma distancia menor durante o teste na esteira. Uma observagdo
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semelhante também foi realizada por Minami e colaboradores (2018) ao demonstrar que
animais com compressdo da cauda equina percorrem uma distancia menor em esteira em
comparacdo a animais sham-operados. Esses mesmos autores sugeriram que a reducdo da
funcao fisica, evidenciada no estudo pela menor distancia percorrida na esteira, € relacionada a
nocicepgdo experienciada pelos animais, considerando que o tratamento agudo com o
analgesico morfina normalizou o desempenho na esteira (MINAMI et al., 2018). O mesmo
padrdo foi observado em pacientes com sintomas neuropaticos, que percorreram uma distancia
menor no teste de caminhada em comparagdo aos individuos saudaveis. Neste estudo, a
intensidade da dor dos pacientes com neuropatia se correlacionou com os resultados do teste de
caminhada (NOVAK et al.,, 2004). Esses dados pré-clinicos e clinicos indicam que o
desempenho em esteira ergométrica fornece um bom parametro de funcdo fisica associada a
nocicepc¢do, com boa correlagdo clinica.

Os dados do presente trabalho demonstram que uma Unica inje¢do de MSC ou VE-MSC
foi capaz de melhorar a capacidade fisica de animais neuropaticos, que passaram a apresentar,
no pos-tratamento, niveis de tempo de permanéncia e distancia percorrida em esteiras similares
aos de animais naive. Esses resultados podem indicar que antinocicepcao exercida por MSC e
VE-MSC impactaram na melhoria da capacidade fisica dos animais. Em linha com esses
resultados, outros trabalhos relataram a melhoria de pardmetros de marcha em animais
neuropaticos apés o tratamento com células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
(CHEN et al., 2023; YEROFEYEVA et al., 2023) ou derivadas do liquido amniético humano
(CHIANG et al., 2016). Até o limite do nosso conhecimento, este é o primeiro relato da
melhoria de capacidade fisica de animais neuropaticos pelo tratamento com vesiculas
extracelulares derivadas de células-tronco mesenquimais.

Apbs a caracterizacdo do efeito antinociceptivo das MSC e VE-MSC, 0s mecanismos
envolvidos nestes efeitos foram investigados. Entender o mecanismo de acdo das células
mesenquimais e seus derivados representa ainda uma lacuna do conhecimento e uma barreira a
ser transposta visando aumentar a aplicabilidade e uso em larga escala da terapia celular. A
terapia com células mesenquimais ainda desperta preocupacgdes que devem ser sanadas para
subsidiar a ampla aceitacdo desta intervencao terapéutica. Nesse sentido, a compreensdo dos
mecanismos associados aos efeitos dessas células é essencial, pois envolve a investigacdo dos
beneficios, mas tambeém dos riscos envolvendo essas terapias. Ainda, entender de que forma as
células mesenquimais exercem seus efeitos terapéuticos pode indicar seu potencial terapéutico
para outras condi¢des ainda ndo exploradas. Além disso, levando em conta a variabilidade

intrinseca de produtos terapéuticos baseados em material bioldgico, entender quais mecanismos
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s80 essenciais ou secundarios a acdo terapéutica das células mesenquimais e seus derivados
pode levar a identificacdo de marcadores de poténcia terapéutica de células mesenquimais e
seus derivados (ROBB et al., 2019; SAGARADZE; MONAKOVA; EFIMENKO, 2023).
Estes marcadores podem ser uteis, no futuro, para selecionar as melhores linhagens de células
mesenquimais e seus derivados, e também para o controle de qualidade de produtos baseados
em células mesenquimais.

Levando em consideracdo o importante efeito imunomodulador das células-tronco
mesenquimais e suas vesiculas, ja evidenciado em estudos pré-clinicos e clinicos
(DABROWSKA et al., 2021), os efeitos das MSC e VE-MSC sobre a resposta de macrofagos
estimulados em cultura foram investigados. Macré6fagos sdo células do sistema imune inato que
estdo intrinsicamente associados com 0S mecanismos neuroimunes que levam ao
estabelecimento ou resolucdo da dor neuropatica (CHEN; DONNELLY; JI, 2020; KIGUCHI
etal., 2017; SILVA; GUIMARAES; CUNHA, 2021). Essas células s&o as mais abundantes nos
locais de danos do tecido nervoso e produzem véarios mediadores envolvidos com a
sensibilizacdo nociceptiva e neuroinflamacdo (KIGUCHI et al., 2017). Apés o trauma de nervo
periférico, tanto macrdfagos circulantes recrutados para o local do dano, como macréfagos
residentes associados a neurdnios (SILVA; GUIMARAES; CUNHA, 2021) s&o ativados e
passam a secretar diversos mediadores inflamatorios, a exemplo das citocinas pro-inflamatérias
TNF-o e IL-1B (SOMMER; SCHAFERS, 1998) e espécies reativas de oxigénio, que atuam na
sensibilizacdo direta ou indireta de neurdnios aferentes primarios (DE LOGU et al., 2017). Por
outro lado, macréfagos também estdo intimamente relacionados com o efeito terapéutico
exercido por células-tronco mesenquimais (GALIPEAU, 2021). Experimentos envolvendo a
deplecdo de macrofagos demonstraram que o efeito terapéutico de células-tronco (GUO et al.,
2017; JIANG et al., 2022; NEMETH et al., 2009) ou vesiculas extracelulares derivadas de
células-tronco (LUO et al., 2021; ZHAO et al., 2019) foi reduzido ou abolido devido a auséncia
destas células.

Desta forma, os tratamentos com MSC e VE-MSC foram avaliados in vitro, em
macrofagos estimulados com LPS e IFN-y. Tanto a cocultura de macréfagos com MSC, como
o tratamento dos macrofagos com VE-MSC reduziu a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias,
como TNF-a e IL-1p e aumentou os niveis de IL-10 liberados pelos macréfagos ativados, em
comparacdo a macrofagos tratados com veiculo. Isso indica que os tratamentos promovem a
modulacédo citocinas para um perfil anti-inflamatério. Notavelmente, os tratamentos in vitro
com MSC e VE-MSC modularam as repostas dos macrofagos de modo similar. Em linha com

estes resultados, outros estudos demonstraram que macréfagos humanos em co-cultura com
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celulas-tronco mesenquimais produzem maiores niveis de IL-10 em comparagdo com
macrofagos controle (KIM; HEMATTI, 2009). Outro estudo demonstrou que macréfagos
tratados com células mesenquimais produzem mais IL-10, e que o efeito protetivo destas células
em um modelo de sepse é associado a producdo de IL-10 por macréfagos (NEMETH et al.,
2009).

Levando em consideragéo os resultados dos testes in vitro realizados nesta pesquisa, em
associacdo aos dados da literatura que apontam para a capacidade de MSC (KIM; HEMATTI,
2009; NEMETH et al., 2009) e VE-MSC (ARABPOUR; SAGHAZADEH; REZAEI, 2021; LI
et al., 2022) de induzir a aumento da producédo de IL-10, além da relevancia da polarizagdo de
macréfagos para o processo de resolugdo da dor neuropéatica (GALIPEAU, 2021; SILVA;
GUIMARAES; CUNHA, 2021), a contribuicio desta citocina para os efeitos antinociceptivos
de MSC e VE-MSC foi a seguir investigado. Para isso, animais C57BI/6 deficientes em IL-10
e seus pares selvagens foram induzidos a neuropatia experimental e os efeitos de MSC e VE-
MSC foram avaliados comparativamente durante todo o periodo experimental.

Curiosamente, animais knockout para IL-10 e tratados com MSC ou VE-MSC
apresentaram efeito antinociceptivo na neuropatia experimental, entretanto o perfil deste efeito
diferiu significativamente do perfil de efeito antinociceptivo apresentado por animais
selvagens. O tratamento dos animais knockout para IL-10 com MSC e VE-MSC resultou em
um efeito antinociceptivo de menor magnitude em comparacdo ao induzido por MSC e VE-
MSC em animais selvagens. Isso indica que IL-10 esta de fato envolvida no efeito
antinociceptivo tanto de MSC, como de VE-MSC. Contudo, a inducédo de IL-10 provavelmente
ndo € o Unico mecanismo que compde o efeito terapéutico de MSC e VE-MSC.

O perfil temporal do efeito também apresentou diferencas. O efeito de MSC e VE-MSC
em animais knockout apresentou um inicio mais tardio e a chegada ao platd do efeito
antinociceptivo também foi retardada. Entretanto, assim como em animais selvagens, o
tratamento dos animais knockout com MSC e VE-MSC foi capaz de reverter completamente
as alteracdes de limiar nociceptivo caracteristicas da neuropatia.

Uma explicacdo possivel para esse fendmeno seria a de que niveis elevados de IL-10
poderiam contribuir primordialmente para o efeito antinociceptivo inicial de MSC e VE-MSC,
mas com 0 passar do tempo outros mecanismos passariam a contribuir para a manutencao da
antinocicepgéo exercida por MSC e VE-MSC. Os resultados obtidos nos ensaios de ELISA
evidenciando o perfil cinético de expressao de IL-10 na medula espinal de animais neuropaticos
tratados com MSC e VE-MSC, corroboram essa hipotese, dado que niveis elevados de IL-10

foram encontrados 14 dias apds os tratamentos, mas ndo em tempo mais tardio.
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Outros estudos também corroboram nossos achados pois associam 0 aumento da
expressédo tecidual de IL-10 & melhoria da neuropatia dolorosa promovida por células-tronco
mesenguimais. O tratamento com células mesenquimais elevou os niveis de IL-10 na medula
espinal de camundongos com neuropatia induzida por quimioterapia (DOS SANTOS et al.,
2021; SEZER et al.,, 2022). Em camundongos diabéticos, o tratamento com células
mesenquimais e meio condicionado derivado dessas células aumentou os niveis de IL-10 na
medula espinal, ganglios da raiz dorsal e nervo ciatico (BRINI et al., 2017). Do mesmo modo,
niveis elevados de IL-10 foram encontrados na medula de animais neuropaticos tratados com
celulas mesenquimais e meio condicionado no modelo de ligadura do nervo isquiético (GAMA
etal., 2018).

Até o presente momento, apenas um estudo investigou o efeito de vesiculas
extracelulares derivadas de células mesenquimais sobre a modulacdo de IL-10 na dor
neuropética. Em linha com os resultados apresentados no presente estudo, a injecdo intratecal
de exossomos derivados de células mesenquimais aumentou os niveis de IL-10 no ganglio da
raiz dorsal de ratos em um modelo de dor neuropatica induzida por lesédo de nervo (SHIUE et
al.,, 2019). Em conjunto, esses resultados indicam que IL-10 contribui para o efeito
antinociceptivo de MSC e VE-MSC, embora a existéncia de mais de um mecanismo de agao
tenha sido evidenciada.

O mecanismo pelo qual IL-10 induz antinocicepcdo pode estar associado a reducao de
mediadores nociceptivos e da resposta inflamatéria (GALIPEAU, 2021; SILVA;
GUIMARAES; CUNHA, 2021; WU et al., 1993), mas também ao aumento da sinalizacio
inibitoria na medula espinal. Sabe-se que durante a instalagdo da dor neuropética, os sistemas
de sinalizac&o por opioides sdo alterados (TAVARES; COSTA-PEREIRA; MARTINS, 2021)
e a ativacdo da sinalizacdo por opioides enddgenos promove o alivio da dor neuropéatica em
diversos estudos, alguns dos quais envolvem células imunes (LOPES et al., 2022; MA et al.,
2021; MARTIN et al., 2021; SILVA et al., 2022; ZHAI et al., 2022).

Um estudo realizado por Ma e colaboradores demonstrou que a inibi¢ao da plasticidade
sinaptica por 1L-10 em um modelo de dor neuropética é mediada pelo aumento da producgéo de
B-endorfinas pela microglia espinal (MA et al., 2021). Curiosamente, outro estudo verificou
niveis persistentes de metionina-encefalina apds o tratamento com talidomida em tempos que
a concentracdo de IL-10 ndo se encontrava mais elevada (GEORGE et al., 2000). Os autores
sugeriram que a manipulagéo precoce do balango local de citocinas no local da lesdo nervosa
pode levar a alteragOes na regulacdo da metionina-encefalina no corno dorsal da medula espinal

em momentos posteriores (GEORGE et al., 2000). Desta forma, a sinalizacdo por encefalinas
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pode incluir um mecanismo complementar, mas independente da sinalizagéo direta via IL-10,
embora a contribuigdo desse fendmeno para o efeito antinociceptivo de MSC e VE-MSC néo
tenha sido objeto de estudo nesses trabalhos originais.

Com o objetivo de investigar se o efeito antinociceptivo persistente de MSC e VE-MSC
pode ser mantido de forma complementar pela sinalizacdo opioidérgica, a expressao génica de
preproencefalina foi avaliada na medula espinal dos camundongos. Os dados demonstraram
que os niveis de RNA mensageiro de PENK em animais neuropaticos estavam reduzidos em
relacdo aos animais naive, enquanto o tratamento com MSC ou VE-MSC elevou a expressao
génica de PENK, retornando a niveis basais. Em linha com esses resultados, outros estudos ja
demonstraram que os niveis espinais de MRNA de PENK estéo diminuidos na dor neuropatica
experimental (OBARA et al., 2009).

A correlacdo entre os efeitos antinociceptivos de células mesenquimais e o sistema
opioide enddgeno ja foi proposta. O efeito antinociceptivo produzido por células mesenquimais
em modelos de dor neuropatica foi atenuado pela administracdo sistémica do antagonista
opioide naloxona (GUOQ et al., 2011; SILVA, 2021). As células mesenquimais também atenuam
a hiperexcitabilidade mediada pelo receptor N-metil-D-aspartato no nervo trigémeo, efeito este
também revertido pela naloxona (GUO et al., 2016). Embora a contribui¢do do sistema opioide
para a antinocicepcdo de células mesenquimais ja tenha sido proposta, até o presente momento
nenhum estudo investigou seu papel nos efeitos de VE. Desta forma, os dados do presente
estudo reforcam a hipdtese de que MSC induzem antinocicep¢do por meio da sinalizacdo
opioide e descrevem pela primeira vez esse mecanismo de acao para as VE-MSC.

Levando em consideracdo o contexto de modulagdo neuroimune induzido por MSC e
VE-MSC, e a relagdo ja conhecida entre o sistema imunoldgico e opioides enddgenos, €
possivel que células imunes contribuam para 0 aumento de expressao de encefalinas induzido
por MSC e VE-MSC. Ja foi relatado que leucocitos podem aliviar a dor neuropatica em
camundongos por meio da liberacdo de peptideos opioides (CELIK et al., [s.d.]; LABUZ et al.,
2009). Especificamente, a deplecdo de macréfagos foi associada a reducdo da analgesia
induzida por opioides (BRACK et al., 2004a). O transplante de macréfagos M2 reduz a dor
neuropética via liberacdo de peptideos opioides (PANNELL et al., 2016), e foi descrito que o
grau de antinocicepcdo é proporcional ao nimero de leucocitos produtores de peptideos
opioides (RITTNER et al., 2001). Além disso, evidéncias demonstraram que células T
produzem endorfinas e encefalinas (LABUZ et al., 2010), e que camundongos deficientes em
células T apresentam um aumento da sensibilizacdo nociceptiva e diminuic¢éo da antinocicepgao

mediada por opioides (ROSEN et al., 2019). Além dos macrdfagos, os neutrofilos também séo
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envolvidos na modulacdo da dor e analgesia, e com o sistema opioide enddgeno. Neutrofilos
sdo capazes de liberar peptideos opioides no contexto da dor inflamatéria (CARVALHO et al.,
2015), e contribuem para o efeito analgésico local da eletroacupuntura (SHI et al., 2023).
Neutrofilos também ja foram associados a efeitos antinociceptivos na neuropatia dolorosa
periférica por meio da sinalizacdo da quimiocina CXCL1 e liberacdo de peptideos opioides
(CAO; MALON, 2018). A liberagdo de peptideos opioides a partir de leucocitos pode ocorrer
via ativacdo de receptores como CXCR2, presentes nestas células (RITTNER et al., 2006).

O envolvimento da via CXCL1/CXCR2 na antinocicepcdo de células mesenquimais ja
foi proposto (Guo et al., 2017) Desta forma, a ativacdo de receptores CXCR?2 e liberagédo de
opioides enddgenos por células imunes pode estar envolvida na antinocicepgdo duradoura e
independente de IL-10 apresentada por MSC e VE-MSC. Essa hipotese foi testada aqui por
meio do antagonismo farmacologico de receptores CXCR2 utilizando o antagonista seletivo
SB225002. Os resultados deste trabalho demonstraram que os efeitos antinociceptivos
induzidos por MSC e VE-MSC foram revertidos pela administracdo aguda do antagonista
SB225002. O antagonismo de CXCR2 levou a uma reversdo completa da antinocicepcéo
mecanica e uma reversao parcial da antinocicepcao térmica induzidas por MSC e VE-MSC em
camundongos com neuropatia. Esses resultados indicam que a ativagdo persistente de
receptores CXCR2 esta envolvida com a manutencdo do efeito antinociceptivo tanto de MSC,
como de VE-MSC.

A ativacdo de CXCR2 foi proposta como mecanismo antinociceptivo de células
mesenguimais por Guo e colaboradores (2017), que verificaram a reversdo do efeito
antinociceptivo de células-tronco mesenquimais de medula éssea 3 horas ap6s a administracao
de SB225002 (GUO et al., 2017), um tempo similar ao verificado neste trabalho. Estes mesmos
pesquisadores também demonstraram que CXCR2 esta expresso em areas relacionadas a
transmissdo e modulacdo enddgena da dor, como a substancia cinzenta periaquedutal, ganglio
trigeminal e bulbo rostral ventromedial (RVM). No RVM, CRCX2 apresentou co-marcagdo
com neurdnios contendo receptores p opioides e o silenciamento do gene Cxcr2 levou a
diminuigao da expressao génica de receptores 1 na RVM (GUO et al., 2017), o que indica um
papel importante de CXCR2 na sinalizagdo opioidérgica em niveis espinais e supraespinais.
CXCR2 também estd presente em oligodendrécitos e na microglia (FILIPOVIC;
JAKOVCEVSKI; ZECEVIC, 2003).

Analisando o perfil dos efeitos do antagonista SB225002 sobre a antinocicepgéo
induzida por MSC e VE-MSC, é possivel concluir que os receptores CXCR2 modulam a

nocicepcdo mecanica de modo mais eficaz do que a nocicepgédo térmica. Em linha com esses
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resultados, Rittner e colaboradores demonstraram que, em modelo de dor inflamatdria em ratos,
a ativagdo de CXCR2 em neutrdfilos reverte completamente a hiperalgesia mecénica, enquanto
reverte apenas parcialmente a hiperalgesia térmica (RITTNER et al., 2006).

Um dos ligantes enddgenos de CXCR2 é CXCL1, uma quimiocina que possui acdo dual
na fisiopatologia da dor. Numerosos trabalhos apontam tanto um papel antinociceptivo e
protetor (BRACK et al., 2004b; CAO; MALON, 2018; OMARI et al., 2009), como proé-
nociceptivo (CARREIRA et al., 2013; MANJAVACHI et al., 2014) de CXCL1. A correlacdo
entre CXCL1 e os efeitos antinociceptivos de celulas mesenquimais ja foi proposto. O aumento
de CXCL1 no soro de animais neuropaticos tratados com células mesenquimais esta associado
aos efeitos antinociceptivos induzidos por essas células, considerando que a antinocicepcao é
atenuada pela incubacgédo do soro com anticorpo anti-CXCL1 (GUO et al., 2017). Com base na
literatura e nos resultados obtidos com o ensaio de antagonismo de CXCR2, os niveis sericos
de CXCL1 foram analisados em camundongos neuropaticos tratados com veiculo, MSC ou VE-
MSC. Contrariamente ao esperado, ndo houve diferenca estatistica das concentracfes séricas
de CXCL1 entre os grupos experimentais 21 dias ap0s a inducdo da neuropatia, um tempo
experimental no qual tanto a neuropatia sensorial, quanto os efeitos antinociceptivo de MSC e
VE-MSC estéo bem consolidados.

Uma possivel explicacdo para esses resultados contrastantes em relacdo a literatura é o
tempo de coleta do soro. No estudo de Guo e colaboradores (2017), os niveis séricos foram
avaliados um dia ap0s o tratamento e indicaram que a producdo de CXCL1 por mondcitos
circulantes é induzida pelas células-tronco administradas nesse tempo. No presente estudo, por
outro lado, os niveis séricos de CXCL1 foram avaliados 14 dias ap6s os tratamentos, um tempo
no qual é possivel que os efeitos de MSC e VE-MSC sobre mondcitos ndo sejam mais
observados. Em adicdo, é possivel ainda que a ativacdo de CXCR2 no presente estudo seja
mantida por outro ligante, como CXCL2/3 e IL-8, que sdo agonistas conhecidos desses
receptores (KORBECKI et al., 2022) e ndo foram quantificados aqui. E possivel ainda que a
producdo de CXCL1 e sinalizagdo em CXCR2 ocorra de forma paracrina e local, em areas
especificas de transmissdo e modulagdo da dor. Astrécitos, por exemplo, secretam CXCL1 e
IL-8 (CHOI et al., 2014) e sdo capazes de recrutar células imunes (KITADE et al., 2023; LIU
et al., 2022), para o sistema nervoso central contribuindo para os mecanismos de manutencao
ou resolucgéo da dor neuropatica (FIORE et al., 2023; SMITH, 2023).

E importante destacar que ao final do periodo experimental os niveis séricos de CXCL1
estavam elevados nos camundongos neuropaticos tratados com veiculo. Estes niveis elevados

de CXCL1 podem estar associados a nao resolucdo da lesdo nervosa periférica induzida no
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modelo experimental, que mantem o recrutamento de células imunes e a secrecdo de
mediadores inflamatorios e fatores quimioatrativos, como CXCL1 (AL AAMERI et al., 2023;
SILVA et al., 2017; SMITH, 2023). Em contraste, 0s niveis séricos de CXCL1 de animais
tratados com MSC ou VE-MSC foram similares aos niveis de animais naive, o que pode sugerir
que esses tratamentos contribuiram para a resolucdo da neuroinflamacéo, embora parametros
adicionais que comprovem esse efeito ndo tenham sido mensurados aqui.

Em resumo, este trabalho demonstrou que os tratamentos com MSC ou VE-MSC
induziram antinocicepc¢édo duradoura e melhoraram parametros funcionais de capacidade fisica
em modelo de dor neuropatica. Os mecanismos associados a esses efeitos foram compartilhados
por MSC e VE-MSC e envolveram a modula¢do da producédo de citocinas por macréfagos, o
aumento dos niveis de IL-10, a ativacdo de receptores CXCR2 e a producdo de peptideos
opioides enddgenos. Esses resultados corroboram evidéncias ja propostas sobre 0 mecanismo
de acdo das células mesenquimais e trazem novos conhecimento sobre os mecanismos
envolvidos nos efeitos de vesiculas extracelulares.

E importante ressaltar que a demonstracdo de que os tratamentos com MSC e VE-MSC
induzem efeitos terapéuticos com perfil similar e compartilham os mesmos mecanismos de acdo
durante a neuropatia, evidencia que VE-MSC podem ser consideradas para a substituicdo dos
transplantes de células-tronco, no tratamento das sindromes de dor neuropética. Em adicéo, este
trabalho reforca o potencial terapéutico dos derivados de células-tronco mesenquimais como

possiveis produtos para a terapia cell-free.
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2. CAPITULO?2

Avaliacéo do efeito de uma linhagem de células-tronco mesenquimais
super-expressando LIF e suas vesiculas extracelulares na dor

neuropatica experimental

2.1. INTRODUCAO

Os efeitos regenerativos e imunomoduladores das células-tronco mesenquimais tem
sido amplamente explorados quanto ao seu potencial terapéutico em doencas sem tratamento
efetivo disponivel, especialmente aquelas que cursam com perda de funcdo tecidual ou
degeneracdo (SHAMMAA et al., 2020). Recentemente tem havido, entretanto, uma mudanca
de perspectiva e abordagem em relacdo ao uso de células-tronco na medicina regenerativa
(SHAMMAA et al., 2020). Mais do que sua aplicabilidade direta como agente terapéutico, as
celulas mesenquimais tém sido consideradas como uma plataforma terapéutica para o
desenvolvimento de novas terapias, como na producéo de terapias cell-free (GUO et al., 2021,
PHINNEY; PITTENGER, 2017; POKROVSKAYA et al.,, 2020), engenharia genética
(DAMASCENO et al., 2020; WYSE; DUNBAR; ROSSIGNOL, 2014) ou bioengenharia
tecidual (SMOLINSKA et al., 2023).

A engenharia genética de células-tronco pode ser realizada com diversos objetivos,
incluindo o uso da sua capacidade de “homing” para a entrega local de genes terapéuticos
superexpressos (HMADCHA et al., 2020), bem como uma estratégia para melhorar a eficacia
terapéutica das células-tronco mesenquimais (DAMASCENO et al., 2020).

O entendimento mais recente sobre os mecanismos envolvidos nos efeitos terapéuticos
das células mesenquimais aponta um envolvimento majoritario da liberacdo de fatores
paracrinos (GAMA et al., 2018; GNECCHI et al., 2016), vesiculas extracelulares (AGUIAR
KOGA et al., 2023; DABROWSKA et al., 2021) e da transferéncia mitocondrial (LIU et al.,
2014). Desta forma, uma abordagem que tem sido explorada para potencializar os efeitos
terapéuticos das células mesenquimais é utilizar a engenharia genética para produzir células
capazes de superexpressar fatores especificos com propriedades bioativas.

Alguns dos beneficios da manipulagdo genética de células mesenquimais incluem a
possibilidade de alcancar um tratamento eficaz com uma dose menor de células, devido ao
grande aumento de fatores terapéuticos expressos pelas células (CHOI et al., 2008; YU et al.,

2015); a potencializacdo de efeitos subdtimos, como no cancer e quando o microambiente da
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doenca impacta na acdo da células (DAMASCENO et al., 2020; FAN et al., 2023); e a selecao
de fatores terapéuticos especificos que se relacionem com a etiologia da doenca a ser tratada
(WYSE; DUNBAR; ROSSIGNOL, 2014). Nesse sentido, células mesenquimais modificadas
geneticamente para superexpressar uma ampla gama de fatores tém sido investigadas quanto a
aplicabilidade no tratamento do cancer, doencas cardiovasculares, respiratorias,
gastrointestinais, renais e hepaticas, além de desordens neuroldgicas (DAMASCENO et al.,
2020). Levando em consideracdo que as vesiculas extracelulares refletem o perfil secretdrio das
células de origem, a bioengenharia de células mesenquimais também ja foi aplicada para gerar
vesiculas extracelulares modificadas geneticamente (WANG et al., 2024).

A engenharia genética de células mesenquimais também tem sido utilizada com a
finalidade de aprimorar o efeito analgésico das células mesenquimais em sindromes de dor
neuropatica. Outros grupos de pesquisa utilizaram a transfeccdo genética para obter células
mesenquimais superexpressando fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) (YU et al., 2015),
gene da proencefalina humana (SUN et al., 2017) e o fator de crescimento de fibroblasto (FGF-
1) (FOROUZANFAR et al., 2018), e demonstraram que o efeito antinociceptivo dessas células
é superior ao de células mesenquimais selvagens em modelos de dor neuropatica em roedores.
Com base nesses achados, é possivel propor que diversos fatores endégenos que contribuam
para analgesia ou neuroregeneracdo em estados de dor neuropatica podem ter seu uso
terapéutico potencializado pela engenharia genética de células mesenquimais.

O fator inibidor de leucemia (LIF) é uma citocina pleiotropica associada tanto a
processos fisiolégicos como patoldgicos, e suas propriedades bioldgicas e potenciais aplicagdes
terapéuticas tém sido extensamente investigadas (NICOLA; BABON, 2015; SANTOS et al.,
2020; TU et al., 2016). LIF foi inicialmente identificada como um inibidor da proliferacdo de
uma linhagem celular mieldide leucémica (GEARING et al., 1987), entretanto ao longo dos
anos foi identificado o envolvimento desta citocina na regulacdo da auto-renovacdo e
pluripoténcia das células-tronco embrionérias (HIRAI; KARIAN; KIKYO, 2011; NICOLA;
BABON, 2015), em processos fisiopatoldgicos relacionados ao cancer (JORGENSEN; DE LA
PUENTE, 2022; WANG et al., 2023), além de seus efeitos neuroprotetores (DAVIS;
PENNYPACKER, 2018; DE FREITAS-SUAREZ et al., 2023) e imunomoduladores
(JANSSENS; SLAETS; HELLINGS, 2015).

Adicionalmente, LIF parece ter um papel na fisiopatologia da dor. Receptores de LIF
estdo presentes em neurdnio sensoriais e células imunes envolvidos em vias de ativagdo e/ou
resolucédo da dor (DAVOLI-FERREIRA et al., 2020; DULUC et al., 2007; GAO et al., 2009;
GARDINER et al., 2002; SCOTT et al., 2000). Banner e colaboradores (1998) identificaram a
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contribuicdo de LIF para a sensibilizacdo nociceptiva no modelo de dor inflamatdria induzido
por CFA. Por outro lado, LIF potencializa a acdo analgésica da morfina e retarda o
desenvolvimento de tolerancia (TU et al., 2016), sugerindo potencial analgésico. Em adicéo,
LIF induz o aumento dos niveis de galanina nos ganglios das raizes dorsais apds o dano ao
nervo (CORNESS et al., 1996; KEREKES; LANDRY; HOKFELT, 1999). A galanina é um
peptidio com agdo antinociceptiva e neurorregenerativa, com agdes espinais e supraespinhais
(FONSECA-RODRIGUES; ALMEIDA; PINTO-RIBEIRO, 2022), e 0 aumento de seus niveis,
mediado por LIF, pode contribuir para a melhora da dor neuropatica.

Além das propriedades de LIF modulando a nocicepcao, diversos trabalhos indicam que
LIF parece estar intimamente relacionada com a regeneragéo e o reestabelecimento funcional
do nervo sensorial ap6s algum dano (CAFFERTY etal., 2001; CURTIS etal., 1994; HENDRY
et al.,, 1992; THAM et al., 1997). No modelo de neuropatia induzida por cisplatina em
camundongos LIF melhorou as alterages funcionais e morfoldgicas, especialmente aquelas
associados as células de Schwann, sensorial (OZTURK et al., 2005). Corroborando este efeito,
a administracdo sistémica de LIF inibe a atrofia axonal induzida por paclitaxel em ratos
(KILPATRICK et al., 2001) no rato Wistar. LIF também melhorou a velocidade de conducéo
nervosa, o didmetro do axénio mielinizado e o nimero de ax6nios mielinizados em ratos 6 e 12
semanas apos a transeccao do nervo isquiatico (THAM et al., 1997).

O efeito imunomodulador de LIF também é um componente importante para o alivio
da dor neuropatica. No contexto da dor neuropatica, a sinalizacdo neuroimune possui um papel
vital tanto no estabelecimento como na resolucédo da dor (FIORE et al., 2023; SU et al., 2022).
Dados da literatura sugerem que LIF promove a expansao de células T regulatérias (GAO et
al., 2009; JANSSENS; SLAETS; HELLINGS, 2015), cujas ac¢bes imunomoduladoras e
antinociceptivas na dor neuropatica envolvem a producdo de IL-10, que regula a resposta de
células CD4"TH1 (DAVOLI-FERREIRA et al., 2020) e a polarizacdo de macréfagos para um
perfil M2 anti-inflamatério (CHEN et al., 2022). Adicionalmente, LIF também esta associado
com a diferenciacdo de mondcitos/macréfagos humanos no subgrupo M2 anti-inflamatorio, que
produz altos niveis de IL-10 e TGF- e baixos niveis de IL-12 (DULUC et al., 2007; JEANNIN;
DULUC; DELNESTE, 2011; YU et al., 2021).

Com base no acima exposto e levando em consideracdo que as propriedades
imunomoduladoras, antinociceptivas e neuroregenerativas de LIF podem trazer beneficio
terapéutico durante as sindromes de dor neuropatica, o presente estudo foi delineado para
investigar se a superexpressdo desta citocina pode otimizar os efeitos terapéuticos de células

mesenquimais na dor neuropatica experimental.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. CONSIDERAGOES ETICAS

Todos os procedimentos envolvendo materiais derivados de humanos foram aprovados
e seguiram as diretrizes do Comité Institucional de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do
Hospital Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF/UFRJ
519.235). Os experimentos com animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — IGM/FIOCRUZ (020/2022) e realizados conforme as recomendacdes da Associagdo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 2023).

2.2.2. TRANSDUCAO E CULTIVO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
HUMANAS DERIVADAS DE CORDAO UMBILICAL

As células-tronco mesenquimais humanas derivadas de corddo umbilical utilizadas
neste projeto foram gentilmente cedidas pela Dra. Rosalia Mendes Otero a partir do
biorrepositorio do projeto “Otimizacdo da Produg¢do de Embrides in Vitro Utilizando Co-
Culturas de Células-Tronco Mesenquimais” (CAAE: 22734213.0.3001.5275). Os protocolos
de obtencdo dessas células foram descritos por BODART-SANTOS et al. (2019). As células-
tronco mesenquimais humanas superexpressando LIF (MSC-LIF) foram produzidas seguindo
0 protocolo descrito por Santos e colaboradores (2020) e gentilmente cedidas pela Dra. Milena
Botelho Pereira Soares (FIOCRUZ/BA). As culturas de células-tronco mesenquimais humanas
derivadas de corddo umbilical (MSC-WT) e células-tronco mesenquimais humanas derivadas
de corddo umbilical superexpressando LIF (MSC-LIF) foram mantidas em meio DMEM
suplementado com 15% de SBF, a 37°C com 5% de CO..

2.2.3. CARACTERIZACAO DAS MSC

As MSC foram caracterizadas por citometria de fluxo, para avaliagdo de marcadores
relacionados a células mesenquimais, e pela sua capacidade de diferenciagéo in vitro nas
linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica, como recomendado pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular e Génica (DOMINICI et al., 2006).

2.2.3.1. Citometria de fluxo
A caracterizacdo das MSC também foi realizada pela identificacdo de marcadores de
superficie utilizando o kit de marcagdo (Human MSC Analysis Kit, BD Biosciences) que inclui
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0 painel proposto pelo ISCT (DOMINICI et al., 2006), de acordo com as recomendagfes do
fabricante. MSC na 10? passagem, foram tripsinizadas e a suspenséo celular foi lavada 2 vezes
com PBS 1x. Um total de 5x10° células foram incubada a 4°C por 30 minutos: 1. Coquetel
positivo: Coquetel para identificar positivamente MSC contendo CD90 (Clone: 5E10), CD105
(Clone: 266), CD73 (Clone: AD2); ou 2. Coquetel negativo: Coquetel para identificar
potenciais contaminantes contendo CD34 (Clone:581), CD11b (Clone: ICRF44), CD19 (Clone:
HIB19), CD45 (Clone: HI30), HLA-DR (Clone: G46-6); ou 3. Anticorpos para compensacao:
CD90, CD105, CD73 e CD44. Apds incubacao, foram realizadas mais duas lavagens com PBS
1x e, em seguida, realizada a aquisicdo dos dados e andlise no citdmetro de fluxo BD LRS
Fortessa (BD Biosciences). Pelo menos 50.000 eventos foram coletados e analisados.

2.2.3.2. Diferenciacao in vitro

A capacidade de diferenciacdo das MSC na décima passagem em adipdcitos,
condrdcitos e ostedcitos, foi investigada com a utilizagdo de meio suplementado com fatores
indutores de diferenciacdo, como previamente descrito (EVANGELISTA, 2019).

Para a diferenciacdo adipogénica, MSC foram cultivadas em placas de 24 pocos com
laminulas de 13 mm em meio completo (1x10* células/pogo). Apos atingirem 50-60% de
confluéncia, todo o meio foi removido e substituido por meio de inducéo adipogénica StemPro
Adipogenesis 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 com meio completo. Para observar a deposicdo de gordura, apés quinze dias em
cultivo, as células diferenciadas em adip6citos 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 solucéo 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, MSC foram cultivadas em placas de 24 pogos com
laminulas de 13 mm em meio completo (10° células/pogo). Apés 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 diferenciagdo 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
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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 dgua 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° MSC 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 diferenciacdo
osteogénica Stem Pro Osteogenesis Differentiation Kit (GIBCO). Metade do meio de
diferenciacéo foi trocado a cada dois dias e a evolucdo da diferenciacdo foi acompanhada em
microscopio invertido CKX 41 (OLYMPUS). Durante o processo de diferenciacdo foi mantido
um grupo controle cultivado em meio completo. A deposicao de célcio foi observada pela
coloracdo com vermelho de Alizarina 2%. Apos fixacdo em paraformaldeido 4% por 30
minutos e lavagem com agua destilada, as células foram coradas com solucdo 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 microscépio AX70 (OLYMPUS) e o software ImagePro Plus 7.0 (Media
Cybernetics).

2.2.4. ISOLAMENTO DE VESICULAS EXTRACELULARES DERIVADAS DE MSC

MSC-WT ou MSC-LIF foram cultivadas até atingir a de confluéncia de 90% foram
lavadas com solucdo salina estéril e cultivadas por 48 horas em meio DMEM sem soro. O
sobrenadante foi coletado e submetido a centrifugacdes diferenciais para o isolamento das VE.
Inicialmente, realizou-se uma centrifugacdo a 700 x g por 5 minutos a 8°C para eliminar o debri
celular, seguida de uma centrifugacéo a 4.000 x g por 20 minutos a 4°C. Ap0s a realizacao de
duas centrifugaces diferenciais, o sobrenadante obtido foi ultracentrifugado a 100.000 x g por
1h20m a 4°C, utilizando uma ultracentrifuga Optima XE-100, rotor SW32.1 (Beckman
Coulter). Apos a ultracentrifugacdo para a sedimentacdo das vesiculas extracelulares, o
sobrenadante foi descartado e o pellet de vesiculas ressuspendido em solucdo salina. Foram
adicionados 100 pL de PBS, seguido da agitacdo vigorosa em vortex, o procedimento foi
repetido 3 vezes para méaxima recuperacdo das VE. O material obtido foi armazenado em
ultrafreezer -80°C até posterior utilizagdo (EVANGELISTA, 2019).
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2.2.5. CARACTERIZAC}AO DAS VE

As VE foram caracterizadas seguindo as recomendacdes da Sociedade Internacional de
Vesiculas Extracelulares (THERY et al., 2018). A analise de anélise de rastreamento de
nanoparticulas (Nanoparticle tracking analysis - NTA) foi utilizada para obter informacdes
sobre tamanho e concentragcdo das VE. A microscopia eletronica de transmissdo (MET)
informou acerca do tamanho e morfologia das vesiculas. Marcadores de superficie foram

caracterizados por Dotblot. Os detalhes metodologicos estdo descritos abaixo.

2.2.5.1. Anélise de rastreamento de nanoparticulas

A andlise de rastreamento de nanoparticulas € um método de quantificacdo direta de
particulas em suspensdo que se baseia nas propriedades de dispersdo da luz e no movimento
browniano das particulas. As amostras de VE foram analisadas no equipamento Nanosight
modelo NS300 (Malvern Panalytical, Reino Unido), equipado com um compartimento de
amostras e um laser de 532 nm. Inicialmente, as vesiculas foram diluidas (1:50) em &gua
ultrapura e injetadas no compartimento de amostras com o auxilio de um injetor automatico. O
software utilizado para a captura e andlise dos dados foi a NTA 3.4 Build 3.4.4. Para a
determinacdo da média de tamanho de particula e concentracdo da amostra (particulas/mL), as
particulas foram injetadas em fluxo continuo e analisadas a partir das gravacoes de 5 registros
com 30 segundos cada.

2.2.5.2. Microscopia eletronica de transmissao

Informacdes sobre a morfologia das vesiculas extracelulares foram obtidas por meio da
microscopia eletronica de transmissdo. Vinte microlitros de amostras de VE foram aplicados
em uma grade de cobre revestida com carbono/formvar e mantidos por 5 min para adsorcéo. A
amostra ndo adsorvida foi removida com auxilio de papel filtro e em seguida foi contrastada
com 10 pL citrato de uranila aquoso a 2% por 30 segundos. O excesso foi removido novamente
com de papel filtro e a grade foi reservada por 24h para secar ao ar. As amostras foram
observadas em microscopio JEOL 1230 (JEOL, Téquio, Japdo) a 80 kV, como descrito
previamente, com adaptacoes (EVANGELISTA, 2019).

2.2.5.3. Dotblot
A caracterizacdo da composicdo proteica foi realizada por Dotblot utilizando
marcadores enriquecidos em VE, como descrito previamente, com adaptaces (TAVAKKOLI

et al.,, 2020). A presenca de proteinas proteinas transmembrana ou ancoradas a
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glicosilfosfatidilinosito associadas & membrana plasméatica (CD9 e CD81) e de proteinas
citosolicas recuperadas em vesiculas extracelulares (TSG101) foi avaliada, como recomendado
pela Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (THERY et al., 2018). Para execuc&o
da analise por Dotblot, 50 uL das amostras foram adicionadas a uma membrana de nitrocelulose
com tamnho de poro de 0,45 um (BioRad, CA, Estados Unidos). Apds a secagem completa das
amostras, a membrana foi bloqueada com solucéo de leite em pé desnatado a 5%. A membrana
foi incubada com anticorpos monoclonais primarios CD9 anti-humano (1:1000; Invitrogen,
MA, Estados Unidos), CD81 anti-humano (1:1000; Invitrogen) ou TSG101 anti-humano
(1:1000; Invitrogen), durante a noite a 4 °C. Apo6s a incubagdo com 0s anticorpos primarios, as
membranas foram lavadas trés vezes com solugdo salina tamponada com Tris adicionada de
0,1% de Tween-20 e incubadas com o anticorpo secundario 1gG de cabra anti-camundongo
conjugada com HRP (Santa Cruz, TX, Estados Unidos) por 1 hora em temperatura ambiente
com balango suave. Apds a lavagem, a deteccdo foi realizada por quimioluminescéncia
utilizando o substrato Clarity Western ECL Substrate (BioRad) de acordo com as instrugdes do
fabricante. As imagens foram capturadas com um fotodocumentador iBright 1500 (Thermo
Fisher).

2.2.6. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Uma possivel citotoxicidade das VE sobre os macr6fagos murinos da linhagem J774
estimulados com LPS e IFN-y foi investigada no ensaio de Alamar Blue, como descrito
previamente (LINS et al., 2022). Os macrofagos foram cultivados em meio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM; GIBCO, Waltham, MA) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF; GIBCO)e 100 U/ml de penicilina-estreptomicina (GIBCO). Apbs a dissociacdo
enzimatica das células utilizando tripsina (GIBCO), os macrofagos foram plaqueados em placas
de 96 pocos (2 x 10° células/poco), e incubados por 2h a 37 °C e 5% CO2. Apds esse tempo, as
células foram estimuladas com LPS (500 ng/ml; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) e IFN-y
(5 ng/ml; Sigma) e as VE-LIF foram adicionadas em concentragdes seriadas em triplicatas e
incubadas por 24h. Posteriormente, 20 uL de Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA) foi
adicionado a cada pogo e as amostras foram incubadas por 4h a 6h. Leituras colorimétricas
foram realizadas a 570 e 600 nm. Tween 20 (Thermo Scientific) a 20% foi utilizado como

controle positivo.
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2.2.7. QUANTIFICAC}AO DE CITOCINAS PRODUZIDAS POR MACROFAGOS
ATIVADOS - ELISA (ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

Para a determinacdo dos niveis citocinas, células J774 foram plaqueadas em placas de
96 pogos (2x10° células/pogo) em meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 100 U/ml de
penicilina-estreptomicina (GIBCO) durante 2h a 37 °C e 5% CO2. As células foram entdo
estimuladas com LPS (500 ng/ml; Sigma) e IFN-y (5 ng/ml; Sigma) na presenga de MSC-WT,
MSC-LIF, VE-MSC, VE-LIF ou dexametasona (droga de referéncia no teste, 20 uM) e
incubadas a 37 °C. O sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas sendo entdo mantido
a -80 °C até o momento do ensaio. Os niveis das citocinas TNF-a, IL1-B, e IL-10 foram
estimados utilizando kits de imunoensaio ELISA para camundongos (R&D SYSTEM,
Minneapolis, MN, USA) para cada citocina.

2.2.8. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, provenientes do Biotério do CPqGM,
FIOCRUZ - BA pesando entre 20 e 28 gramas, com idade entre 40 e 90 dias. Todos 0s animais
foram mantidos em sala climatizada sem restricao hidrica ou alimentar durante todo o periodo
experimental. Os experimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais —
IGM/FIOCRUZ (020/2022) e realizados conforme as recomendagbes da Associacdo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) (IASP, 2023). Todos os testes comportamentais

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

2.2.9. MODELO DE DOR NEUROPATICA POR LIGADURA DO NERVO
ISQUIATICO

O modelo de dor neuropética adaptado de (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990), foi
descrito por (LAURIA et al., 2024). Os camundongos foram submetidos a anestesia com
cetamina (100 mg/kg; Syntec, SP, Brasil) e xilazina (10 mg/kg, Syntec) por via intraperitoneal.
Foi realizada a depilacéo do local da inciséo seguida de antissepsia com alcool 70%. O membro
posterior direito foi depilado e desinfetado com etanol 70%. Uma pequena inciséo na pele foi
realizada para promover a exposi¢do do musculo biceps femoral. As fibras musculares foram
afastadas para cuidadosamente expor o0 nervo ciatico, que foi entdo transfixado e ligado com
um fio de sutura de polipropileno 7-0 (Shalon Fios Cirargicos, Sdo Luis de Montes Belos -
GO), contraindo 1/3 a 1/2 do diametro do nervo. Em seguida, a pele foi suturada fio de

polipropileno 6-0 (Shalon®) e os camundongos foram acomodados em caixas aquecidas e
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monitorados até a recuperacdo completa da anestesia. No grupo sham (falsa ligadura), o nervo
foi exposto sem constricao.

2.2.10. AVALIACAO DE LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO: FILAMENTOS DE
VON FREY

O limiar de resposta ao estimulo mecénico foi mensurado utilizando filamentos de von
Frey pelo método up-and-down (CHAPLAN et al., 1994). Estes filamentos consistem em
segmentos de fio de nylon cuja rigidez a tensdo é previamente determinada em gramas pelo
fabricante (Stoelting, Chigaco, EUA). Os animais foram acomodados em caixas de acrilico
transparentes, com fundo em tela de arame galvanizado, elevadas sobre um espelho de modo a
permitir 0 acesso a superficie plantar e visualizacdo da resposta do animal. Os animais
permaneceram na caixa para adaptacdo por um periodo de trinta minutos. A pata foi tocada
verticalmente com um de uma série dos filamentos, considerando um total de seis respostas
consecutivas, tendo inicio quando o animal inverte 0 comportamento ndo responsivo (negativo)
por um comportamento responsivo (positivo). Considerou-se como resposta positiva a retirada
brusca da pata testada. A série foi interrompida quando o animal exibiu resposta positiva. As
medidas foram realizadas tendo como principio de que uma resposta positiva é sempre seguida
por um estimulo de filamento inferior, enquanto uma resposta negativa é seguida de um
estimulo com filamento superior. O limiar € estimado considerando: o valor em logaritmo da
forca proporcional ao ultimo filamento (Xf), o valor equivalente ao padrdo de respostas
positivas e negativas (k), e a média da diferenca entre os estimulos em unidades logaritmicas
(0), conforme férmula abaixo. O limiar assim calculado representa 50% do limiar nociceptivo
em gramas, ou seja, a forca em que o camundongo responde em 50% das apresentacoes.

10X f+k:6)

o PR
50% gramas Limiar 10.000

2.2.11. AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO TERMICO: TESTE DE
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 adaptagdo ao ambiente.
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Apos esse periodo, uma fonte de luz infravermelha foi posicionada sob uma das patas traseiras
do animal, enquanto um crondmetro eletronico 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 danos teciduais. 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.

2.2.12. AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA NO TESTE DE ROTA-ROD

O desempenho no teste de rota-rod foi avaliado, como previamente descrito (GAMA et
al., 2018), para avaliar a capacidade motora dos animais. O aparelho de rota-rod (Insight,
Ribeirdo Preto, Brasil) é composto por uma barra cilindrica com um diametro de 3 cm,
subdividida em cinco compartimentos, e que gira a velocidade constante de 6 rpm. Para manter-
se no cilindro o animal necessita se locomover, sendo a capacidade alterada de permanéncia no
aparelho indicativo de prejuizos motores ou neurolégicos como ataxia, sedacdo e
hiperexcitabilidade. Os animais foram acompanhados em dias alternados durante o periodo
experimental, e foi anotado o tempo de permanéncia na barra em trés tentativas de no maximo
120 segundos. Os resultados foram expressos em média do tempo em segundos de permanéncia

dos animais no rota-rod.

2.2.13.AVALIACAO DA DISTANCIA PERCORRIDA EM ESTEIRA
ERGOMETRICA

A distancia percorrida em esteira ergométrica foi utilizada como medida funcional da
capacidade fisica dos camundongos, como descrito previamente (MINAMI et al., 2018), com
modificacdes. O teste foi realizado em uma camara com esteira ergométrica para um animal
(LE 8700; Panlab, Barcelona, Espanha). A velocidade da esteira e a intensidade do choque
(mA) foram controladas por um potenciémetro (LE 8700 controle da esteira, Panlab). A
velocidade inicial foi de 12 cm/s, com incremento de mais 6 cm/s a cada 5 minutos. O teste foi
finalizado quando ao animal atingir a exaustdo e permanecer por um periodo de 10 segundos
na grade de aco inoxidavel eletrificada que serve como estimulo para que o animal realize a

atividade. Os parametros avaliados foram a distancia percorrida e tempo total de exercicio.

2.2.14. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS EM TECIDO - ELISA
Os niveis de citocinas segmentos L4-L5 da medula espinal camundongos foram

determinados como descrito por (GAMA et al., 2018). Apo6s a coleta, foram adicionados 100
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puL do tampao de extragdo de citocinas (0,4 M de NaCl, 0,05% tween 20, 0,5 % de BSA, 0,1
mM de PMSF, 0,1 mM de cloreto de benzeténio, 10 mM de EDTA e 20 KI de aprotinina
diluidos em PBS 1x). O material foi imediatamente triturado em homogeneizador de tecidos
TissueLyser 11 (Gentech Bio) por 3 minutos, e centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi coletado e uma aliquota foi destinada a quantificacdo de proteinas totais
utilizando o teste colorimétrico de Pierce™ 660nm (Thermo Fisher Scientific), segundo as
recomendacdes do fabricante. O restante do sobrenadante foi armazenado em freezer -80°C
para posterior quantificacdo das citocinas. Os niveis de citocinas foram quantificados utilizando
kits de imunoensaio ELISA para camundongos para cada citocina analisada (R&D SYSTEM,
Minneapolis, MN, USA). Os resultados foram expressos em picogramas de citocina por mg de

proteina.

2.2.15. ANALISE ESTATISTICA

Os dados séo apresentados como médias + desvio padrédo (D.V.) de 5-6 animais em cada
grupo. As comparacdes entre os tratamentos foram feitas usando o ANOVA unidirecional
seguido pelo teste de Tukey, ou para medidas repetidas, ANOVA bidirecional seguido pelo
teste de Bonferroni, conforme o caso. Todos os dados foram analisados usando o Software

Prism 8 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). As diferencas estatisticas foram consideradas

significativas para p <0,05.

2.2.16. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Neste estudo, os grupos experimentais, compostos por seis animais cada, foram
definidos da seguinte forma:

6. Naive: animais que ndo sofreram nenhum tipo de manipulacao, foram avaliados com o
objetivo de avaliar a resposta do animal ndo-estimulado, em situa¢do de homeostase.

7. Sham: animais que foram submetidos a anestesia, incisdo da pele, manipulagdo da
musculatura e do nervo isquiatico, mas ndo tiveram o nervo isquiatico ligado. Este grupo
experimental teve o objetivo de avaliar até que ponto as respostas comportamentais obtidas
foram em decorréncia do procedimento cirargico per si.

8. Animais neuropaticos tratados com veiculo: animais submetidos a cirurgia de ligadura
parcial do nervo isquidtico e que receberam como tratamento apenas o veiculo — solugdo
fisiologica e heparina sodica a 10% — em um volume de 100 pl via endovenosa (veia lateral
da cauda). O veiculo foi administrado no sétimo dia apds a cirurgia.

9. Animais neuropaticos tratados com MSC: animais submetidos a cirurgia de ligadura parcial

do nervo isquiético e que receberam como tratamento 1x10° MSC entre as passagens 10 e
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12.
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12, em um volume de 100 pul de salina e 10% de heparina sodica, por via endovenosa (veia
lateral da cauda), no sétimo dia ap0s a cirurgia de ligadura.

Animais neuropaticos tratados com VE-MSC: animais submetidos a cirurgia de ligadura
parcial do nervo isquiatico e que receberam como tratamento 7,45x10° + 2,25x108
particulas/mL de vesiculas extracelulares derivadas de MSC entre as passagens 10 e 12, em
um volume de 100 ul de salina e 10% de heparina sodica, por via endovenosa (veia lateral
da cauda), no sétimo dia ap6s a cirurgia de ligadura.

Animais neuropaticos tratados com MSC-LIF: animais submetidos a cirurgia de ligadura
parcial do nervo isquidtico e que receberam como tratamento 1x10° MSC-LIF entre as
passagens 10 e 12, em um volume de 100 pl de salina e 10% de heparina sédica, por via
endovenosa (veia lateral da cauda), no sétimo dia apos a cirurgia de ligadura.

Animais neuropdticos tratados com VE-LIF: animais submetidos a cirurgia de ligadura
parcial do nervo isquidtico e que receberam como tratamento 2,47x10° * 7,13x10’
particulas/mL de vesiculas extracelulares derivadas de MSC-LIF entre as passagens 10 e
12, em um volume de 100 pl de salina e 10% de heparina sodica, por via endovenosa (veia

lateral da cauda), no sétimo dia apo6s a cirurgia de ligadura.
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2.3. RESULTADOS
2.3.1. CARACTERIZACAO DE MSC-LIF

As MSC-LIF foram caracterizadas e comparadas as células mesenquimais selvagens
controle (MSC-WT) para garantir que ndo houve alteracdo no fenotipo e fungéo dessas células.
Os histogramas da analise dos marcadores fenotipicos de superficie das células, obtidos por
citometria de fluxo, estdo representados na Figura 1, enquanto a tabela 1 apresenta os valores
percentuais de expressao de marcadores positivos e negativos. Tanto MSC-WT quanto MSC-
LIF apresentaram uma alta expressdo dos marcadores de superficie caracteristicos de células-
tronco mesenquimais humanas CD90, CD 105, CD 73 e CD44; e baixa expressao de
marcadores do coquetel negativo, que inclui marcadores que devem estar ausentes em células
mesenquimais humanas (CD45, CD34, CD11b, CD19 e HLA-DRCD?29).

MSC-WT MSC-LIF
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Figura 1 - Imunofenotipagem de células-tronco mesenquimais humanas derivadas de corddo umbilical
(MSC-WT) e células-tronco mesenquimais humanas superexpressando LIF (MSC-LIF). Histogramas
representativos do perfil de expressdo dos principais marcadores de superficie positivos nas células (CD44,
CD105, CD73 e CD90). Os histogramas representam as populacdes marcada positivamente (em azul) para
linhagens MSC-WT e MSC-LIF.
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Tabela 01 - Expressdo de marcadores de superficie nas linhagens MSC-WT e MSC-LIF

Marcador MSC-WT MSC-LIF
CD 90 93,2% +1,5 97,1% + 1,91
CD105 84,7% + 2,96 76,4% + 0,08
CD73 95,2% + 0,77 89,5% + 2,73
CD 44 66,6% = 3,1 64,3% + 2,12
Coquetel Negativo 2,12% + 0,14 2,30% + 1,0

Resultados representados como média percentual £ SD de dois experimentos.

A capacidade de diferenciacdo in vitro de ambas as linhagens MSC-WT e MSC-LIF também
foi avaliada (figura 2). As MSC-WT e MSC-LIF em cultura foram capazes de se diferenciar nas
linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica in vitro, como mostra a figura 2. Apds o cultivo com
meio de diferenciacgdo, adipdcitos diferenciados foram evidenciados pelo acimulo de lipidios no meio
intracelular das células coradas com oil red (figura 2A e 2B). A diferenciacdo osteogénica foi
demonstrada nas MSC-WT (figura 2C) e MSC-LIF (figura 2D) pela presenca de calcio intracelular apos
colorag&o dos ostdcitos com vermelho de alizarina. Ambas as linhagens também sofreram diferenciagdo
condrogénica, e ao final de 21 dias foram coradas com Alcian blue para a detec¢do da presenca de
proteoglicanos, caracteristicos de condrocitos. Foram evidenciados condrocitos diferenciados nas

culturas de ambas as linhagens (figuras 2E e3F).
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Figura 2 - Cultura de células-tronco mesenquimais humanas derivadas de corddao umbilical (MSC-WT) e
células-tronco mesenquimais humanas superexpressando LIF (MSC-LIF) em diferenciacdo em células das
linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica. Painéis A e B. Diferenciagdo adipogénica: células
evidenciando o acimulo de lipidios intracelulares corados com oil red. Magnificagdo= 200X. Painéis C e D.
Diferenciacdo osteogénica: células apresentam acumulo de célcio coradas com alizarina vermelha 2%.
Magnificagdo= 200X. Painéis E e F. Diferenciacdo em condrdcitos evidenciada pelo acimulo de proteoglicanos
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corado por Alcian blue. Magnificacdo= 400X. Imagens representativas obtidas com microscopia Optica de
contraste de fase.

Os dados acima apresentados, em conjunto, demonstram que as células MSC-LIF transformadas

ndo apresentam alteracdo no fendtipo e preservam caracteristicas de células-tronco mesenquimais.

2.3.2. CARACTERIZACAO DAS VESICULAS EXTRACELULARES DERIVADAS
DE MSC-LIF

Antes do inicio dos experimentos, as VE-LIF foram caracterizadas com rela¢do a quantidade,
tamanho, formato e marcadores expressos. As vesiculas extracelulares foram submetidas a quantificacao
direta por NTA, que permite a obtengdo de parametros como o nimero e tamanho das particulas em
suspensdo nas amostras avaliadas (figura 3B). Para esta analise foram realizadas trés leituras e os dados
obtidos relacionados ao tamanho e quantidade das vesiculas isoladas podem ser observados na figura 3.
A concentracdo de vesiculas isoladas por cada 1x10° MSC-LIF foi de 2,47x10° +7,13x108
particulas/mL. O grafico disposto na figura 3A representa o nimero de vesiculas quantificadas por
mililitro de suspensdo (eixo y) em relagdo a distribuicdo de tamanho de particula em nandémetros (eixo
X). O pico visualizado neste grafico representa a moda, ou seja, o valor mais frequente de didmetro das
VE-LIF isoladas, que foi 133,2 £ 2,7 nm. Nesta populago de VE-LIF, 10% das particulas apresentaram
um tamanho igual ou menor que 121,5+ 1,2 nm (D10, figura 3C), enquanto 90% das particulas possuiam
um didmetro até 233 + 4,2 nm (D90, figura 3C).
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£713% 107 121,56+£1,2 1499+1.3 233,0+£4,2
Figura 3 - Caracterizacdo e quantificacdo das vesiculas extracelulares derivadas de MSC-LIF por anélise
de rastreamento de nanoparticulas. Painel A. Gréfico representativo do nimero de vesiculas por mL (eixo y)
em relagdo a distribuicdo de tamanho de particula em nanémetros (eixo x). Painel B. Imagem ilustrativa capturada
pelo NTA das vesiculas extracelulares em suspensdo. Painel C. Quadro apresentando o nimero total de particulas
(VE-LIF) por mL, e os percentis D10, D50 e D90.
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Estes resultados indicam que foram recuperadas vesiculas extracelulares de tamanhos variados,
gue pode conter exossomos (usualmente menores que 200 nm) e ectossomos/microvesiculas (que
possuem grande variedade de tamanhos). o que demonstra a presenca de uma populagdo mista de VE.
Microscopia eletrbnica de transmissdo foi utilizada para avaliar a morfologia das vesiculas
extracelulares, que apresentaram morfologia arredondada, membrana integra e diferentes tamanhos
(figuras 4A, 4B e 4C). A caracterizagdo da composicdo proteica realizada por Dotblot demonstrou a
presenca de proteinas enriquecidas em vesiculas extracelulares. Duas categorias de proteinas sdo
recomendada para a caracterizagdo das vesiculas: 1) Proteinas transmembrana ou ancoradas a
glicosilfosfatidilinositol associadas @ membrana plasmatica e/ou endossomos e 2) Proteinas citosélicas
recuperadas em vesiculas extracelulares. A amostra apresentou marcagdo positiva para as proteinas
transmembrana CD9 e CD81, da categoria 1, e para a proteina citosolica TSG101, categoria 2 (figura
2D). Em conjunto, os dados indicam sucesso no protocolo de obtencdo de VE-LIF
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Figura 4 - Caracterizacéo e quantificacao das vesiculas extracelulares derivadas MSC-LIF por microscopia
eletrénica de transmissdo e Dotblot. Os painéis A, B e C apresentam eletromicrografias representativas das
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VE-LIF. Setas em A e B destacam a localizagdo das VE-LIF. O painel D apresenta os pontos com marcac¢es com
anticorpos CD9, CD81 e TSG101.

2.3.3. POTENCIAL TERAPEUTICO DE MSC-LIF E VE-LIF: ENSAIOS IN VITRO

As propriedades biologicas de MSC-LIF e VE-LIF foram inicialmente investigadas em uma
série de estudos in vitro. Considerando que os efeitos modulatorios de MSC sobre macréfagos e sobre
a producdo de citocinas tém sido amplamente demonstrados, essas células foram escolhidas como
modelo de estudo do potencial terapéutico de MSC-LIF e VE-LIF.

2.3.3.1. Efeitos da co-cultura de macrofagos com MSC-WT ou MSC-LIF sobre o perfil de
citocinas liberadas por macrofagos estimulados

Como tem sido proposto que a polarizagdo de macrofagos para um perfil M2 contribui para os efeitos
terapéuticos das células-tronco mesenquimais na dor neuropatica, o efeito da co-cultura de macrofagos
com MSC-WT ou MSC-LIF foi investigado, utilizando macréfagos J774 murinos estimulados com LPS
e IFN-y (figuras 5 e 6). Ambas as linhagens foram capazes de diminuir a produgdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-1B (figuras 5A e 5B) e TNF-a (figuras 5C e 5D) e aumentar da citocina anti-
inflamatoria 1L-10 (figuras 6A e 6B). A producdo basal de IL-1 por macrofagos foi elevada pelo
estimulo com LPS e IFN-y, como evidenciado pela comparagédo entre o grupo basal versus grupo veiculo
(p<0,001; figuras 5A e 5B). A co-cultura de J774 com MSC-WT, em todas as densidades celulares de
MSC-WT (2x10° — 2x10* células/poco) testadas foi capaz de reduzir significativamente (p<0,01; figura
5A) os niveis de IL-1pB no sobrenadante da co-cultura. Em contraste, a co-cultura de J774 com MSC-
LIF (figura 5B) reduziu a producéo de IL-1B por macréfagos apenas nas densidades celulares de de
2x10° (p<0,001) e 1x10°(p<0,01). N&o houve diferenca de efeito entre as densidades celulares de MSC-
WT (2x10° — 2x10% ou MSC-LIF (2x10° e 1x10°). A dexametasona (20uM), utilizada como farmaco
padrdo ouro no teste, também inibiu a produgdo de IL-1p (p<0,001), como esperado.

Similarmente aos resultados obtidos com IL-1p, a produgdo de TNF-a aumentou em macrofagos
estimulados em relagdo aos ndo estimulados (p<0,001), e foi reduzida pela cocultura com MSC-WT e
MSC-LIF (figuras 5C e 5D). Entretanto, de modo inverso ao observado para IL-1p, MSC-LIF inibiu
mais a producgao de TNF-a do que MSC-WT. Enquanto MSC-WT (figura 5C) reduziu TNF-a em relagao
ao controle apenas nas densidades celulares de 2x10° (p<0,001), 1x10° e 5x10* (p<0,01), MSC-LIF
(figura 5D) reduziu TNF-a. em todas as densidades celulares de testadas (2x10°, p<0,001; 1x10°a
2,5x10% p<0,01). MSC-WT apresentou um efeito dependente da densidade celular, no qual o efeito de
2x10° células divergiu dos efeitos de 1x10%e 5x10* células (p<0,05). MSC-LIF néo apresentou diferenca
entre os efeitos das densidades celulares testadas. Novamente, a dexametasona (20 pM) inibiu a

producéo de TNF-a (p<0,001), como esperado.
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Figura 5 — Producdo de citocinas pro-inflamatdrias por macréfagos J774 estimulados com LPS e IFN-y em
co-cultura com MSC-WT e MSC-LIF. A produgdo das citocinas IL-1p (painéis A e B) e TNF-a (painéis C e D)
foi avaliada no sobrenadante de células J774 estimuladas com LPS (500 ng/mL) e IFN-y (5 ng/mL). Os macrofagos
estimulados foram incubados com diferentes densidades celulares (2x10° — 2x10* células/pogo) de células-tronco
mesenquimais humanas derivadas de corddo umbilical (MSC-WT), células-tronco mesenquimais humanas
superexpressando LIF (MSC-LIF) ou com dexametasona (Dexa; 20uM) utilizada como farmaco padréo-ouro. O
grupo Basal representa células ndo estimuladas e ndo tratadas. O grupo Controle representa macrdéfagos
estimulados em cultura isolada. O sobrenadante foi coletado 4 horas (TNF-a) ou 24 horas (IL-1p) ap6s o estimulo.
Valores representados como a média + desvio padrdo de trés determinag@es. *** Diferenca significativa em relacéo
ao grupo estimulo (p < 0,001) ** Diferenca significativa em relacdo ao grupo Controle (p < 0,01). * Diferenca
significativa em relagdo ao grupo Controle (p < 0,05). # Diferenca significativa em relagdo ao grupo basal (p <
0,05). % Diferenca significativa em relacdo ao grupo 2x10° (p < 0,05), como determinado pelo teste de ANOVA
de unidirecional seguida do teste de Tukey.

A capacidade das linhagens MSC-WT e MSC-LIF de modular a producdo de IL-10 em macr6fagos

estimulados também foi investigada (figura 6). O estimulo com LPS e IFN-y elevou os niveis de IL-10
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de macréfagos, quando comparados aos niveis basais (p<0,001). Os niveis de IL-10 produzidos por
macréfagos em co-cultura com MSC-WT (figura 6A) aumentaram significativamente em todas as
concentragdes de MSC-WT estudadas (2x10°a 5x10% p<0,001; 2,5x10* a 6,25x10%: p<0,05). De forma
semelhante, MSC-LIF (figura 6B) induziu um aumento de I1L-10 na faixa de concentracao celular entre
2x10° e 6,25x10° (2x10° a 5x10* p<0,001; 2,5x10* e 6,25x10%: p<0,01). O EDs, calculado para o
aumento de I1L-10 por MSC-WT e MSC-LIF foi de 3,03x10* células e 1,56x10* células, respectivamente,
indicando uma maior poténcia de MSC-LIF para aumentar os niveis de IL-10. A dexametasona (20uM)

ndo foi capaz de elevar as concentragdes de IL-10 em comparagdo as células em monocultura.
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Figura 6 — Producéo da citocina anti-inflamatéria IL-10 por macréfagos J774 estimulados com LPS e IFN-
v em co-cultura com MSC-WT e MSC-LIF. A producéo de IL-10 foi avaliada no sobrenadante de células J774
estimuladas com LPS (500 ng/mL) e IFN-y (5 ng/mL). As células estimuladas foram incubadas com diferentes
concentracdes de células (2x10° — 6,25x10° células/poco) da linhagem controle (MSC-WT), da linhagem
superexpressando LIF (MSC-LIF) ou com dexametasona (Dexa; 20uM) utilizada como padréo-ouro. O grupo
Basal representa células ndo estimuladas e ndo tratadas. O grupo Estimulo representa células estimuladas e néo
tratadas. Valores representados como a média + desvio padrdo de trés determinagdes. *** Diferenca significativa
em relacdo ao grupo estimulo (p < 0,001) ** Diferenga significativa em relagdo ao grupo estimulo (p < 0,01). *
Diferenga significativa em relagdo ao grupo estimulo (p < 0,05). # Diferencga significativa em relagdo ao grupo
basal (p < 0,05). % Diferenca significativa em relagdo ao grupo 2x10° (p < 0,05), como determinado pelo teste de
ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey.

2.3.3.2. Efeitos das vesiculas extracelulares sobre a viabilidade celular e perfil de citocinas
liberadas por macréfagos estimulados

A seqguir, os efeitos do tratamento das culturas de macréfagos estimulados com as vesiculas
extracelulares foram investigados. Para tal, o impacto do tratamento com VE-MSC e VE-LIF sobre a
viabilidade celular dos macréfagos foi inicialmente estabelecido, com o objetivo de descartar possiveis
efeitos citotdxicos das vesiculas sobre as células.

A viabilidade celular dos macréfagos J774 estimulados e tratados com VE-MSC ou VE-LIF foi
avaliada com o objetivo de descartar possiveis efeitos citotdxicos das vesiculas sobre as células. Como
observado na figura 7, nenhuma das concentracdes testadas de VE-MSC (painel A) ou de VE-LIF

(painel B) alterou significativamente a viabilidade celular dos macr6fagos em cultura, em comparagdo
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as células tratadas com veiculo. O detergente ndo i6nico Tween 20 (20% em meio de cultura), que causa
a lise celular, foi utilizado como controle positivo e reduziu a viabilidade celular como esperado
(p<0,0001).
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Figura 7 - Efeito de vesiculas extracelulares sobre a viabilidade celular de macréfagos J774 estimulados em
cultura. O eixo X representa o tratamento com diferentes concentragdes de vesiculas extracelulares derivadas de
células-tronco mesenquimais humanas (VE-MSC; painel A) ou de células-tronco mesenquimais humanas
superexpressando LIF (VE-LIF; painel B). O eixo Y representa o percentual de células vidveis. A viabilidade
celular dos macréfagos foi determinada pelo ensaio de Alamar Blue apds a incubacdo das células tratadas com
veiculo (salina), VE-LIF (200 pg/mL - 6,25ug/mL); VE-MSC (200 pg/mL - 6,25ug/mL) ou Tween 20 (Tween
20; 20% em meio de cultura), usado como controle do teste. Os valores foram representados como média + desvio
padrdo de trés determinacdes. *** Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,0001), como
determinado pelo teste de ANOVA unidirecional, seguido do teste de Tukey.

Os efeitos das VE-LIF sobre a produgdo de I1L-10 e TNF-a em macréfagos J774 estimulados foram
a seguir avaliados e comparados aos efeitos de VE-MSC (figura 8). O estimulo dos macr6fagos com
LPS e IFN-y resultou no aumento da producdo de TNF-a quando comparado aos macréfagos ndo
estimulados (grupo basal; p<0,05; figura 8B). O tratamento das culturas com VE-LIF em diferentes
concentragdes (25-200 pg/mL; p<0,0001; figura 8A), assim como com dexametasona (Dexa, 20 puM;
p<0,001; figura 8B), diminuiu a produgao de TNF-a por macrofagos estimulados, em relagdo ao controle
(grupo veiculo, figura 8B). De forma similar, o tratamento com VE-MSC em diferentes concentra¢des
(25 - 200 pg/mL; p<0,001; figura 8A), assim como com dexametasona (Dexa, 20 uM; p<0,001; figuras
8A e 8B), diminuiu a produgéo de TNF-a por macrofagos estimulados. Todas as concentragdes testadas
de VE-LIF (25 - 200 pg/mL) aumentaram os niveis de IL-10 em relagdo aos macréfagos do grupo
controle (p<0,0001; figura 8D). O mesmo perfil foi observado nos macréfagos tratados com VE-MSC,
em que todas as concentragdes (25 - 200 pg/mL) aumentaram os niveis de IL-10 na cultura em relagdo

ao grupo controle (p<0,0001; figura 8C). Ndo houve diferenca estatistica entre os niveis de IL-10
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produzidos por células ndo estimuladas, estimuladas tratadas com veiculo ou com dexametasona a 20
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Figura 8 — Efeito das vesiculas extracelulares sobre a produgdo de citocinas por macréfagos J774
estimulados com LPS e IFN-y. A produgdo de IL-10 (painel A) e TNF-a (painel B) foi avaliada no sobrenadante
de células J774 estimuladas com LPS (500 ng/mL) e IFN-y (5 ng/mL). As células estimuladas foram incubadas
com veiculo (salina), dexametasona (Dexa; 20 uM; farmaco padrdo-ouro), diferentes concentracfes de vesiculas
extracelulares derivadas de células-tronco mesenquimais humanas superexpressando LIF (VE-LIF; 200-25
pg/mL) ou derivadas de células-tronco mesenquimais humanas (VE-MSC; 200-25 pg/mL). O grupo Basal
representa células ndo estimuladas e ndo tratadas. Valores representados como a média + desvio padrdo de trés
determinagdes. *** Diferenca significativa em relagdo ao grupo estimulo (p < 0,001) ** Diferenca significativa
em relacdo ao grupo estimulo (p < 0,01). * Diferenca significativa em relagdo ao grupo estimulo (p < 0,05). #
Diferencga significativa em relagdo ao grupo basal (p < 0,05), como determinado pelo teste de ANOVA
unidirecional seguida do teste de Tukey.

2.3.4. POTENCIAL TERAPEUTICO DE MSC-LIF E VE-LIF: ENSAIOS IN VIVO
Tendo sido confirmado o perfil modulatério de citocinas de MSC-LIF e VE-LIF nos ensaios in

vitro, foram iniciados os estudos no modelo experimental de neuropatia. Os tratamentos foram avaliados
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guanto aos seus efeitos nos pardmetros comportamentais sugestivos de dor neuropatica, tais como
diminuicdo do limiar nociceptivo mecéanico e térmico. Também foram avaliadas alteracdes na funcéo

motora e na capacidade fisica, que podem ser afetadas na neuropatia sensorial.

2.3.4.1. Efeito dos tratamentos com MSC-LIF e VE-LIF sobre o limiar nociceptivo
mecéanico no modelo de dor neuropatica

Inicialmente, o limiar nociceptivo mecénico dos camundongos foi avaliado com o objetivo de
confirmar o desenvolvimento da neuropatia sensorial no modelo de ligadura parcial do nervo isquiatico
(figura 9A). Um dia ap06s a cirurgia de inducéo do modelo houve uma redug&o significativa do limiar de
resposta a estimulos mecénicos (figura 9A; p<0,001). Animais sham também apresentaram redugéo do
limiar nociceptivo mecéanico em decorréncia do procedimento cirirgico, mas seus limiares nociceptivos
retornaram espontaneamente a valores basais 10 dias ap0s a inducdo. Por outro lado, os animais
submetidos a ligadura do nervo apresentaram uma reducdo sustentada (dia 1 ao dia 50, figura 9A,
p<0,001) do limiar nociceptivo mecanico em relacdo ao grupo naive, caracterizando o desenvolvimento
da neuropatia sensorial neste modelo.

Os tratamentos com MSC-LIF (1x10° células) e VE-LIF (2,47x10° + 7,13x108 vesiculas/mL)
foram realizados uma Unica vez, no sétimo dia ap6s a indugdo da neuropatia experimental, e induziram
um efeito antinociceptivo transitério nos animais neuropéticos. O inicio do efeito de VE-LIF (figura 9A,
p<0,05) ocorreu no segundo dia apds o tratamento e o seu efeito se manteve por 19 dias, com um pico
de efeito 9 dias ap6s o tratamento. MSC-LIF apresentou um inicio de efeito (figura 9A; p<0,05) um
pouco mais tardio, quatro dias ap6s o tratamento, com duracéo total de 17 dias. Além da duracédo, o
efeito antinociceptivo maximo de VE-LIF foi maior que o de MSC-LIF (p<0,05), indicando uma maior
eficacia do tratamento com VE-LIF em comparagdo com MSC-LIF. Adicionalmente, a magnitude do
efeito de VE-LIF também foi maior que a de MSC-LIF (figura 9C; p<0,05), como evidenciado na figura
9B, que expde e compara a area sob a curva dos efeitos dos tratamentos.

Os perfis de efeito de MSC-LIF e VE-LIF divergiram dos perfis de MSC-WT em relagdo ao
tempo de duracdo e efeito maximo. MSC-LIF e MSC-WT (figura 9B) apresentam inicio dos efeitos
quatro dias ap6s o tratamento e nove dias apos o tratamento alcangam seus efeitos maximos. Entretanto,
o efeito de MSC-WT persiste durante todo o periodo experimental, enquanto o efeito de MSC-LIF
comeca a declinar 12 dias apds o tratamento. O efeito de VE-LIF tem inicio um dia antes do efeito de
VE-MSC (figura 9B), e alcanga seu efeito méximo 10 dias antes de VE-MSC. Entretanto seu efeito
declina 9 dias ap0s o tratamento, enquanto o efeito de VE-MSC perdura até o fim periodo de teste. A
magnitude dos efeitos de MSC-LIF e VE-LIF também foi menor que a magnitude dos efeitos de MSC-
WT e VE-MSC (p<0,05; figura 9C). Os resultados demonstram que a superexpressdo de LIF em MSC

reduziu o efeito antinociceptivo mecénico de MSC e de suas vesiculas extracelulares.



125

{ Naive 1 Veicuo < MSC-LIF V¥V VE-LIF & Sham <9 MSC-WT ¥ VE-MSC

0.4+ Tratamento

o
@

o
"

Limiar mecanico (g)

o
e

\V/
/O
T T

0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
B 1357 8 9101112131416182123252830323440454750545660

Tempo (dias)

0.4+

o
@

Limiar mecanico (g)
o
N

©
7

00 T 77 T | T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
B 1357 8 9101112131416182123252830323440454750545660
Tempo (dias)

MSC-LIF H %
VE-LIFA H k&
MSC-wT- I K & $
VE-MSC+ H%g$
Veiculo
SHAML—‘ *
Naive- %
0 é 1|0 1|5 20

AUC (Limiar térmico)

Figura 9 - Efeito da administracio endovenosa de MSC-LIF e VE-LIF sobre o limiar nociceptivo térmico
de camundongos em modelo de dor neuropatica. Painel A apresenta o curso temporal das mudangas no limiar
nociceptivo mecénico. O eixo y representa 50% do limiar nociceptivo em gramas (g), ou seja, a gramatura do
filamento no qual o animal responde em 50% das apresentagdes. O eixo X representa 0 tempo em dias apés a
cirurgia. O basal (B) representa o periodo antes da indugdo do modelo de neuropatia sensorial. A linha pontilhada
no dia 7 indica o momento da administragdo endovenosa de MSC-LIF (1 x 108 células/100 L), VE-LIF (2,47x10°
+7,13x108 vesiculas/mL) ou do veiculo (100 pL de salina). Painel B apresenta o curso temporal das mudangas no
limiar nociceptivo mecénico. O eixo y representa 50% do limiar nociceptivo em gramas (g), ou seja, a gramatura
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do filamento no qual o animal responde em 50% das apresentacdes. O eixo X representa o tempo em dias apos a
cirurgia. O basal (B) mostra valores do limiar nociceptivo antes da indugdo do modelo de neuropatia. A linha
pontilhada no dia 7 indica o0 momento da administragdo endovenosa de MSC (1 x 106 células/100 uL), VE-MSC
(7,45x10° +2,25x108) ou do veiculo (100 pL de salina). Dados foram expressos como média e desvio padrdo; n =
6 camundongos por grupo. *Diferenga significativa em relagdo ao grupo veiculo (p<0,05). #Diferenca significativa
em relagdo ao grupo naive (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA bidirecional seguida do teste de
Bonferroni. Painel C apresenta a area sob a curva (AUC) calculada para os dados de limiar mecanico apresentados
no grafico A e B. Dados foram expressos como média e desvio padréo; n = 6 camundongos por grupo. *Diferenca
significativa em relacéo ao grupo veiculo (p<0,05). #Diferenca significativa em relacdo ao grupo naive (p<0,05).
& Diferenca significativa em relacdo ao grupo MSC-LIF (p<0,05). $ Diferenca significativa em rela¢do ao grupo
VE-LIF (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey.

2.3.4.2. Efeito dos tratamentos com MSC-LIF e VE-LIF sobre o limiar nociceptivo térmico
no modelo de dor neuropatica
O limiar nociceptivo térmico de camundongos neuropaticos e ndo neuropaticos também foi
avaliado (figura 10A). O limiar nociceptivo do camundongos ao estimulo térmico reduziu (figura 10A;
p<0,001) gradativamente até o dia 7 ap0s a cirurgia, quando animais sham apresentaram um retorno
espontaneo a valores basais e 0s animais com nervos ligados apresentaram uma reducdo sustentada (dia
1 ao dia 41, figura 10A; p<0,001) do limiar nociceptivo térmico em relacdo ao grupo naive,
caracterizando a neuropatia sensorial neste modelo. Os tratamentos com MSC-LIF (1x10° células) e
VE-LIF (2,47x10° £7,13x10® vesiculas/mL), realizados uma Unica vez no sétimo dia ap6s a indugdo da
neuropatia experimental, causaram um aumento progressivo e durador (p<0,05) da hipernocicepc¢éo
térmica dos animais neuropaticos. O transplante de MSC-LIF levou a uma melhora do limiar térmico
dos animais neuropaticos desde o primeiro dia de avaliagdo ap0s o tratamento (<0,05), enquanto as VE-
LIF apresentaram um efeito a partir do terceiro dia pds-tratamento. Apés 18 dias do tratamento os
limiares animais tratados com VE-LIF ndo apresentaram diferenca em relacdo ao naive, e os tratados
com MSC-LIF, ap6s 24 dias. MSC-LIF e VE-LIF apresentam um perfil similar e ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, como verificado na figura 10C, que representa a area sob a curva dos
efeitos dos tratamentos.
Os perfis de MSC-LIF e MSC-WT também foram similares, porém com magnitude ligeiramente
(6%) diferente (p<0,05, figura 10C). O efeito de ambas iniciou um dia ap6s a administragdo, no entanto
MSC-LIF demorou mais para alcangar seu efeito maximo (dia 24) em comparacdo com MSC-WT (dia
14). Em relacédo as VE-LIF, o inicio do efeito ocorreu um dia ap6s VE-MSC, e ambas alcancaram efeito
méaximo 18 dias apos o tratamento, apresentando também uma pequena (4,5%) diferenca de magnitude

entre seus efeitos (p<0,05).
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Figura 10 - Efeito do transplante de MSC-LIF e VE-LIF sobre o limiar nociceptivo térmico de camundongos
em modelo de dor neuropatica. Painel A apresenta o curso temporal das mudancas no limiar nociceptivo térmico.
O eixo y representa a laténcia em segundos. O eixo x representa o tempo em dias ap0s a cirurgia. O basal (B)
representa o periodo antes da inducdo do modelo de neuropatia sensorial. A linha pontilhada no dia 7 indica o
momento da administracdo endovenosa de MSC-LIF (1 x 10° células/100 pL), VE-LIF (2,47x10° +7,13x108
vesiculas/mL) ou do veiculo (100 pL de salina). Painel B apresenta o curso temporal das mudancas no limiar
nociceptivo térmico. O eixo y representa a laténcia de retirada da pata em segundos. O eixo X representa o tempo
em dias apds a cirurgia. O basal (B) mostra valores do limiar nociceptivo antes da indugdo do modelo de
neuropatia. A linha pontilhada no dia 7 indica o momento da administragdo endovenosa de MSC (1 x 108
células/100 pL), VE-MSC (7,45x10° +2,25x108) ou do veiculo (100 pL de salina). Dados foram expressos como
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média e desvio padrdo; n = 6 camundongos por grupo. *Diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo
(p<0,05). #Diferenga significativa em relagdo ao grupo naive (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA
bidirecional seguida do teste de Bonferroni. Painel C apresenta a area sob a curva (AUC) calculada para os dados
de limiar térmico apresentados no grafico A e B. Dados foram expressos como média e desvio padrdo; n = 6
camundongos por grupo. *Diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo (p<0,05). & Diferenga significativa
em relacdo ao grupo MSC-LIF (p<0,05). $ Diferenca significativa em relagdo ao grupo VE-LIF (p<0,05), como
determinado pelo teste de ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey.

2.3.4.3. Efeito dos tratamentos com MSC-LIF e VE-LIF sobre a fungdo motora de
camundongos no modelo de dor neuropatica

Com o objetivo de verificar se 0 modelo de ligadura de nervo isquiatico ou os tratamentos
realizados poderiam causar comprometimento motor, e desta forma influenciar as respostas nociceptivas
dos animais, foi realizado o teste de rota-rod. Para isso, a média de tempo gque 0s animais permaneceram
na barra giratéria do equipamento foi avaliada em diferentes momentos durante todo o periodo
experimental. A figura 11 representa os resultados obtidos no teste e demonstra que nem a cirurgia de
ligadura do nervo isquiatico, nem a administracdo endovenosa de MSC-LIF (1x10° células; painel A),
VE-LIF (2,47x10%7,13x108 particulas/mL; painel A), MSC-WT (1x108 células; painel B) ou VE-MSC
(7,45x10%2,25x108 particulas/mL; painel B) alteraram o tempo de permanéncia dos animais no
aparelho durante o tempo experimental, levando em conta que nenhuma diferenca estatistica foi

observada entre 0s grupos.
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Figura 11 - Tempo de permanéncia no rota-rod durante o periodo experimental no modelo de ligadura
parcial do nervo isquiatico. Os animais foram avaliados antes (basal) e ap6s a inducéo do modelo de neuropatia
em diferentes momentos durante todo o periodo experimental. O eixo y representa o tempo de permanéncia dos
animais na barra em segundos. O eixo X representa 0 tempo em dias apos a cirurgia. O Basal mostra valores de
permanéncia antes da indugdo do modelo de neuropatia. Painel A. No dia 7 os animais receberam uma
administragdo endovenosa tnica de MSC-LIF (1x108 células/100uL), VE-LIF (2,47x10°+7,13x108 particulas/mL)
ou do veiculo (100 pL de salina). Painel B. No dia 7 os animais receberam uma administragdo endovenosa Unica
de MSC-WT (1 x 10° células/100 pL), VE-MSC (7,45x10° +2,25x108) ou veiculo (100 pL de salina). O grupo
naive refere-se aos animais ndo submetidos a procedimentos experimentais, e 0 grupo sham, a animais falso
operados. Os dados foram expressos como média e desvio padrdo; n = 6 camundongos por grupo. Foi realizado o
teste de ANOVA bidirecional seguida do teste de Bonferroni.

2.3.4.4. Efeitos dos tratamentos com MSC e VE-MSC sobre a capacidade fisica dos
camundongos no modelo de neuropatia

O efeito do tratamento com MSC-LIF e VE-LIF sobre parametros funcionais indicativos da
capacidade fisica dos camundongos, como o tempo de permanéncia e a distancia percorrida na esteira,
foram avaliados em uma esteira ergométrica durante a neuropatia (figura 12). Os resultados foram

comparados aos obtidos com o tratamento com MSC-WT e VE-MSC. Antes da cirurgia de indugéo do
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modelo de neuropatia, todos os camundongos apresentaram tempos de permanéncia na esteira (figuras
12A e 12C) e distdncias totais percorridas (figuras 12B e 12D) similares no teste, indicando
homogeneidade da amostra. Apds a cirurgia de inducdo do modelo, os animais neuropaticos
apresentaram reducdo tanto do tempo de permanéncia (p<0,05), como da distancia percorrida na esteira
(p<0,05) em relacdo a animais naive e sham, demonstrando que a neuropatia sensorial reduziu a
capacidade fisica dos camundongos. Notavelmente, o tratamento com MSC-LIF e VE-LIF aumentou o
tempo de permanéncia e distancias percorridas em compara¢do com animais tradados com veiculo
(p<0,05; figuras 12A e 12B). Estes parametros retornaram a niveis similares aos de animais naive e
sham. N&o houve diferenca estatistica entre os animais tratados com MSC-LIF e VE-LIF em ambos os
pardmetros avaliados, nem entre os naive e os sham em nenhum dos tempos de avaliacdo. O efeito de
MSC-LIF e VE-LIF foi comparavel ao de MSC e VE-MSC (figuras 12C e 12D) que também levaram

aos parametros testados a niveis similares aos do grupo naive.
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Figura 12 — Efeito do tratamento com MSC-LIF e VE-LIF sobre o desempenho dos camundongos em esteira
ergométrica no modelo de ligadura parcial do nervo isquiatico. Camundongos foram submetidos a corrida em
esteira ergométrica antes da cirurgia de inducdo do modelo de neuropatia (basal), 7 dias apés a cirurgia e antes do
tratamento (pés-cirurgia), e 14 dias ap0s o tratamento (pds-tratamento). No dia 7 ap0s a cirurgia 0s animais
receberam uma administracdo endovenosa Unica de MSC-LIF (1 x 10° células/100 pL), VE-LIF (2,47x10°
+7,13x108 vesiculas/mL), MSC-WT (1 x 108 células/100 pL), VE-MSC (7,45x10° +2,25x108) ou do veiculo (100
pL de salina). O grupo naive refere-se aos animais ndo submetidos a procedimentos experimentais, e o grupo
sham, a animais falso operados. Os painéis A e C apresentam no eixo y as distancias percorridas em metro e no
eiX0 X 0s grupos experimentais. Os painéis B e D apresentam no eixo y o tempo total que os animais permaneceram
na esteira em minutos e no eixo x 0s grupos experimentais. Os dados foram expressos como média e desvio padréo;
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n = 6 camundongos por grupo. * Diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo (p<0,001). # Diferenca
significativa em relacéo aos grupos naive e sham (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA bidirecional

seguida do teste de Bonferroni.

2.3.4.5. Efeito dos tratamentos com MSC-LIF e VE-LIF sobre a expressdo de IL-10 na

medula espinal de camundongos no modelo de neuropatia

Considerando o aumento da expresséo de I1L-10 por macrofagos observado in vitro, os efeitos
dos tratamentos com MSC-LIF e VE-LIF sobre os niveis da citocina anti-inflamatdria IL-10 na medula
espinal, foram avaliados e comparados aos efeitos de MSC e VE-MSC (figura 13). Os tratamentos com
MSC-LIF e VE-LIF (figura 13A), ndo modificaram os niveis de IL-10 na medula espinal dos
camundongos em ambos 0s tempos avaliados durante a neuropatia. Por outro lado, os tratamentos com
MSC e VE-MSC foram capazes de aumentar os niveis espinais de 1L-10 em comparagdo com animais
neuropaticos tratados com veiculo (p<0,05) no tempo de 21 dias ap6s a indugdo da neuropatia (figura

13B).
A [ Naive M Salina [ MSC-LIF [JVE-LIF l MSC [ VE-MSC B

120 120
k

100 * l 100
S 801 80 =
£ 5
=2 —~
S 60- l l 60 3
= 5
= S

401 40

20 ﬁ ﬁ 20

0 ‘ 0

21 dias 60dias 21 dias 60 dias

Figura 13. Efeito da administracio endovenosa de MSC-LIF e VE-LIF sobre os niveis espinais de 1L-10 em
camundongos em modelo de dor neuropatica. As analises foram realizadas 21 dias ap6s a inducéo do modelo,
no tempo de efeito antinociceptivo méximo dos tratamentos, e no fim do periodo experimental para todos os grupos
(tempo 60 dias). O eixo y representa as concentragdes de IL-10 em picogramas por mg de proteina do tecido. No
eixo x estdo representados os grupos dispostos nos tempos de 21 e 60 dias. Painel A. No dia 7 ap6s a indugdo do
modelo experimental os animais receberam uma administracéo endovenosa Unica de MSC (1x108 células/100 L),
VE-MSC (7,45x10° + 2,25x108) ou veiculo (100 pL de salina). Painel B. No dia 7 ap6s a indugédo do modelo
experimental os animais receberam uma administragcdo endovenosa Unica de MSC (1x10° células/100 pL), VE-
MSC (7,45x10° + 2,25x108) ou veiculo (100 pL de salina). O grupo naive refere-se aos animais ndo submetidos a
procedimentos experimentais. Os dados foram expressos como média e desvio padrdo; n = 5 camundongos por
grupo. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA
unidirecional seguida do teste de Tukey.

2.4. DISCUSSAO
O uso da engenharia genética de células-tronco mesenquimais € uma area que tem sido

recentemente explorada com o objetivo de aprimorar os efeitos terapéuticos dessas células. Com base
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nos efeitos neurotroficos, regenerativos e imunomoduladores de LIF, o presente trabalho investigou a
hipdtese que a superexpressdo de LIF por células-tronco mesenquimais pode potencializar as
propriedades terapéuticas dessas células na neuropatia dolorosa experimental. Em adicao, os efeitos das
vesiculas extracelulares derivadas dessas células na neuropatia experimental foram também
investigados aqui. O potencial terapéutico dos tratamentos foi inicialmente avaliado em testes in vitro,
gue demonstraram que MSC-LIF e VE-LIF reduzem citocinas pré-inflamatérias e elevam IL-10 em
macrdéfagos estimulados de forma similar e com efeito comparavel a MSC selvagem e suas vesiculas.
Avaliacdes in vivo no modelo de neuropatia induzida por ligadura parcial do nervo isquidtico em
camundongos mostraram que MSC-LIF induz efeitos antinociceptivos térmico e mecanico com perfis
distintos que ndo foram superiores aos de MSC-WT, e que e VE-LIF conserva o perfil de efeito de MSC-
LIF. Associado a isso, MSC-LIF e VE-LIF melhoram a funcéo fisica de camundongos neuropaticos.
Até o limite do nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que descreve o uso de vesiculas
extracelulares derivadas de células geneticamente modificadas na dor neuropética.

Inicialmente foram utilizados ensaios in vitro com macr6fagos estimulados para avaliar o
potencial terapéutico de MSC-LIF e VE-LIF pela sua capacidade de modular o perfil de citocinas
produzidas. Macrofagos sdao células imunes que participam ativamente dos processos que levam ao
estabelecimento, e paradoxalmente também da resolucéo, da dor neuropatica (CHEN; DONNELLY:  JI,
2020; KIGUCHI et al., 2017; SILVA; GUIMARAES; CUNHA, 2021). Macr6fagos também estéio
intimamente relacionados com os efeitos terapéuticos exercidos por células-tronco mesenguimais e suas
vesiculas extracelulares (GALIPEAU, 2021; GUO et al., 2017; JIANG et al., 2022; LUO et al., 2021,
NEMETH et al., 2009; ZHAO et al., 2019), sendo por isso 0 modelo escolhido no presente estudo.
Dados da co-cultura demonstraram que MSC-LIF apresentaram efeitos moduladores sobre a producgao
de citocinas por macréfagos estimulados, o que indicou a manutengéo da propriedade imunorreguladora
das MSC selvagens (MSC-WT). Entretanto a magnitude de inibicéo das citocinas pré-inflamatérias IL-
1B e TNF-a por MSC-LIF divergiu do perfil das células selvagens. Enquanto IL-1f foi inibida por
concentragcdes menores de MSC-WT em comparacao a MSC-LIF, o contrario foi observado para a
citocina TNF-o. Esses resultados estdo em linha com achados da literatura que demonstram que 0s
efeitos moduladores de MSC (MAGGINI et al., 2010) e VE-MSC (ARABPOUR; SAGHAZADEH,;
REZAEI, 2021) sobre citocinas inflamatdrias ja foram descritos.

De fato, diversos efeitos terapéuticos de MSC tém sido associados a diminuicdo dos niveis de
citocinas inflamatorias como IL-1B e TNF-a (IMAZIO et al., 2022; KORHONEN et al., 2004; MOORE
etal., 2020; SOKIC-MILUTINOVIC; MILOSAVLJEVIC, 2023), o que ja foi proposto também durante
a neuropatia dolorosa experimental (DAVOLI-FERREIRA et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2021;
GAMA et al., 2018; SANTA-CECILIA et al., 2019). Em linha com esses dados, a producdo de IL-1p e
TNF-a por macrofagos parece estar associada com 0 desenvolvimento da dor neuropatica (SANTA-
CECILIA etal., 2019; YU et al., 2020).
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Similarmente, ambas as linhagens de MSC aumentaram os niveis da citocina anti-inflamatoria
IL-10 nas co-culturas. Entretanto, apesar de um perfil similar, MSC-LIF apresentou uma poténcia quase
duas vezes superior a de MSC-WT, indicando que a superexpressao de LIF pode ter aumentado a
capacidade das MSC de induzir a producdo de IL-10. Ja foi descrito que LIF induz a polarizacdo de
macréfagos, com consequente aumento de IL-10 (JEANNIN; DULUC; DELNESTE, 2011), e que
camundongos deficientes em LIF produzem menos IL-10 (WEBER et al., 2005), o que indica um papel
importante de LIF na inducdo de IL-10 por macréfagos/mondcitos. Esse efeito pode, em conjunto com
o efeito das MSC, aumentar a producédo de IL-10 por macréfagos. Evidéncias tém apontado para uma
relacdo estreita entre os efeitos terapéuticos de células mesenquimais e a citocina 1L-10 (GALIPEAU,
2021; KIM; HEMATTI, 2009; NEMETH et al., 2009). Dessa forma, é possivel que o aumento da
poténcia apresentado por MSC-LIF na inducdo de IL-10 in vitro pode se traduzir em um aumento da
poténcia antinociceptiva desta linhagem celular in vivo.

Em seguida, foi investigado se as vesiculas extracelulares derivadas de MSC-LIF reproduzem
os efeitos das células de origem no modelo in vitro. De forma similar as MSC-LIF, as VE-LIF também
foram capazes de reduzir os niveis de TNF-a e elevar os niveis de IL-10, indicando que as vesiculas
extracelulares preservam o efeito das células tronco modificadas. E importante ressaltar que as VE-LIF
ndo apresentaram efeito sobre a viabilidade celular dos macré6fagos, corroborando os dados dos testes
in vitro.

Em linha com esse resultado, VE-MSC foi capaz de polarizar macr6fagos in vitro, elevando a
producdo de IL-10 (LI et al., 2022). Vesiculas extracelulares isoladas de células modificadas
geneticamente também promoveram o aumento da expressao génica e dos niveis de IL-10 em células
BV2, uma linhagem de microglia imortalizada, entretanto esse efeito ndo foi comparado com vesiculas
isoladas da célula selvagem (ZHAI et al., 2021).

Apos confirmacdo do potencial terapéutico in vitro, ensaios in vivo foram realizados para
confirmar o efeito antinociceptivo das MSC-LIF e VE-LIF na dor neuropética experimental. O modelo
de neuropatia por ligadura parcial do nervo isquidtico leva ao desenvolvimento de sintomas
estreitamente relacionados com a apresentacéo clinica da doenga (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990).
Pessoas que sofrem com a dor neuropatica apresentam sintomas dolorosos, como dor espontanea e
reducdo do limiar doloroso a estimulos térmicos e mecéanicos, mas também uma série de outros sintomas,
como cinesiofobia, dificuldade de marcha, e reducdo da capacidade fisica, que limitam a vida diaria e
comprometem a qualidade de vida (DE BRUIJN; GEERTZEN; DIJKSTRA, 2007; KARAYANNIS et
al., 2017; STOMPOR et al., 2019). Desta forma, é importante que sejam avaliados em modelos
experimentais parametros que se correlacionem também com estes outros sintomas, a fim de aumentar
a translacionabilidade das pesquisas pré-clinicas. Por esse motivo, o presente trabalho avaliou os
impactos dos tratamentos com VE e MSC sobre pardmetros relacionados a dor e fung&o fisica.

O aumento da nocicepgdo associada ao desenvolvimento da neuropatia sensorial foi avaliado

por meio de testes comportamentais bem estabelecidos, que detectam a variacdo nos limiares
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nociceptivos térmicos e mecénicos de camundongos. A reducdo dos limiares nociceptivos nos
camundongos, demonstrada aqui experimentalmente no modelo de dor neuropatica por constricdo de
nervo, mimetizam a alodinia mecénica e térmica, alguns dos sintomas experienciados por pessoas que
sofrem com dor neuropética (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990; SMITH, 2023). Nesse estudo, 0s
camundongos submetidos a cirurgia de ligadura apresentaram reducao dos limiares térmico e mecanico
de inicio rapido e duradouro, caracterizando o desenvolvimento da neuropatia experimental.

Tendo sido confirmado o desenvolvimento da neuropatia, os efeitos dos tratamentos com MSC-
LIF e VE-LIF foram investigados nesse modelo. Os tratamentos com MSC-LIF e VE-LIF induziram
efeitos antinociceptivos durante a neuropatia experimental, entretanto, com perfis distintos em relagéo
a nocicepcao térmica e mecéanica. A antinocicep¢do térmica induzida por MSC-LIF e VE-LIF foi
bastante similar. Apesar do inicio tardio de efeito de VE-LIF em rela¢do ao de MSC-LIF, o efeito global
de antinocicepcao apresentou ndo apresentou diferengas relevantes. Um Unico tratamento endovenoso
com MSC-LIF ou VE-LIF foi capaz de reverter completamente as alteracGes de limiar nociceptivo
térmico apresentadas pelos camundongos neuropaticos. De forma similar, MSC-WT e VE-WT elevaram
os limiares térmicos dos animais neuropaticos a valores similares aos de animais naive. Esse resultado
estd em linha com estudos prévios do nosso e outros grupos de pesquisa que avaliaram os efeitos de
células mesenquimais ndo modificadas geneticamente (CHEN et al., 2015; EVANGELISTA et al.,
2018; GAMA et al., 2018; JOSHI et al., 2021) e geneticamente modificadas (CHOI et al., 2008;
FOROUZANFAR et al., 2018) em modelos de neuropatia dolorosa. Apesar de MSC-LIF e VE-LIF
apresentarem um efeito similar ao da célula e VE selvagem, MSC-WT e VE-MSC alcangaram seus
efeitos maximos mais rapidamente que MSC-LIF e VE-LIF, o que levou a uma discreta, porém
significativa diferenca de magnitude entre estes efeitos.

Dados do teste de rota-rod corroboraram os resultados dos ensaios de nocicepgéo deste estudo,
evidenciando que os tratamentos com MSC-LIF e VE-LIF ndo induzem comprometimento motor.
Resultados similares foram observados em outros trabalhos (GAMA et al., 2018; SINISCALCO, 2010)
e validam as analises de comportamento nociceptivo, que se baseiam nas respostas motoras dos animais.
Em conjunto, esses resultados reforcam que as MSC-LIF e VE-LIF induzem de fato um efeito
antinociceptivo.

Surpreendentemente, o efeito antinociceptivo de MSC-LIF e VE-LIF sobre a nocicepcao
mecanica apresentou um perfil bastante distinto do observado para nocicepcao térmica. O tratamento
com MSC-LIF e VE-LIF induziu efeito antinociceptivo mecanico transitorio e parcial, em contraste com
a reversdo completa da hipernocicep¢do térmica. Em comparacdo com MSC-WT E VE-MSC, que
reverteram completa e sustentadamente os limiares mecanicos de camundongos neuropaticos. Esse
perfil discrepante resultou na diferenca de magnitude do efeito global das células e vesiculas
modificadas em relacdo as selvagens. Dados da literatura corroboram esses resultados com MSC pois
mostram que células mesenquimais ndo modificadas geneticamente, revertem completamente as

alteracfes de limiar mecanico em camundongos com neuropatia experimental de diferentes origens
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(DOS SANTOS et al.,, 2021; GAMA et al., 2018; GUO et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2021;
SINISCALCO et al., 2011). Diferencas no perfil antinociceptivo foram evidenciadas ainda pela anlise
comparativa entre MSC-LIF e VE-LIF, que apresentaram um perfil de antinocicepcdo mecénica de
diferente magnitude. O efeito de VE-LIF comegou mais rapido e atingiu um pico de antinocicepcao
maior que MSC-LIF, de forma que o efeito antinociceptivo global de VE-LIF foi superior ao de MSC-
LIF. Estes dados indicam que a superexpressdo de LIF reduziu a atividade antinociceptiva de MSC. Em
consonancia com essa observacdo, o efeito antinociceptivo superior de VE-LIF em relagdo as MSC-LIF,
pode decorrer da menor concentracao de LIF nesse contexto, ja que as células transplantadas sdo capazes
de continuar secretando LIF, enquanto as vesiculas extracelulares carregam um contetdo fixo de
moléculas bioativas.

O perfil contrastante de MSC-LIF e VE-LIF sobre o limiar mecénico e térmico pode indicar
uma acao diferencial de LIF em fibras sensoriais especificas. De fato, estudos prévios apontam acdes
complexas de LIF na nocicepcdo; tanto sua agdo diferencial sobre comportamentos nociceptivos
térmicos e mecanicos, quanto seu papel pré- ou antinociceptivo (THOMPSON; DRAY'; URBAN, 1996).
Um estudo realizado por Thompson e colaboradores relatou a inducdo de hiperalgesia mecénica, mas
ndo térmica, apds a administracdo sistémica de LIF (THOMPSON; DRAY; URBAN, 1996). Spofford
e colaboradores demonstraram que o receptor de LIF estd presente tanto em fibras mielinizadas como
ndo-mielinizadas de neurénios do ganglio da raiz dorsal. O tratamento com LIF em cultura de neur6nios
do ganglio da raiz dorsal, ndo alterou a atividade espontanea ou as respostas a estimulos térmicos em
nociceptores de fibra C (SPOFFORD et al., 2011). Desta forma, é possivel que niveis elevados de LIF
induzam efeitos pro-nociceptivos modulando especificamente fibras nervosas que medeiam a
nocicepcdo mecénica, 0 que contrabalancearia os efeitos antinociceptivos inerente as células
mesenquimais, reduzindo seu efeito global.

Outro fator que pode ter contribuido para a reducéo do efeito antinociceptivo de MSC-LIF e
VE-LIF pode envolver a regulacéo de IL-10 na medula espinal dos camundongos neuropaticos. Apesar
ser capaz de elevar os niveis de IL-10 in vitro, esse efeito ndo se confirmou no modelo experimental in
vivo. O tratamento com MSC-LIF ou VE-LIF ndo induziu aumento dos niveis espinais de IL-10 durante
a neuropatia, mesmo quando avaliado na vigéncia do efeito antinociceptivo desses tratamentos. Em
contrapartida, niveis elevados de IL-10 foram verificados 14 dias apés os tratamentos com MSC-WT e
VE-MSC. Outros trabalhos corroboram o efeito de MSC sobre o aumento niveis espinais de IL-10
(GAMA et al., 2018). 1L-10 é uma citocina com propriedades antinociceptivas bem descritas na dor
neuropatica (MILLIGAN et al., 2012). IL-10 reduz a ativagdo e induz a liberagdo de endorfinas pela
microglia (MA et al., 2021). Ainda, a administracdo de intratecal de IL-10 recombinante reduz a
hipernocicep¢do mecénica de ratos neuropaticos(SHEN et al., 2013),

Vale ressaltar, que esses dados ndo indicam necessariamente uma auséncia da contribuicdo de

IL-10 para o efeito de MSC-LIF e VE-LIF, j& que essa regulagdo pode ter ocorrido em tempos iniciais,
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apos o tratamento. Entretanto, niveis sustentadamente elevados induzidos por MSC e VE-MSC podem
ter garantido um efeito antinociceptivo mais durador

O presente trabalho avaliou também os impactos dos tratamentos com VE e MSC sobre
parametros de funcéo fisica. Do mesmo modo que na clinica, alterac6es da fun¢éo fisica sdo descritas
em modelos de dor neuropatica em camundongos. Por exemplo, modificacdes da capacidade fisica e da
marcha sdo descritas na neuropatia dolorosa experimental, e decorrem provavelmente da tentativa de
reduzir o estimulo doloroso, minimizando o contato da pata afetada com o piso durante a locomogéo
(MINAMI et al., 2018; VRINTEN; HAMERS, 2003).

No presente estudo, a capacidade fisica dos camundongos foi avaliada em uma esteira
ergométrica, na qual animais neuropaticos permaneceram menos tempo e percorreram uma distancia
menor em comparagdo com animais naive e sham. Similarmente, Minami e colaboradores (2018)
demonstram que animais com dor neuropatica experimental percorrem uma distancia menor em esteira
em comparacao a animais sham-operados. Esses mesmos autores sugeriram que a reducdo da funcéo
fisica, evidenciada no estudo pela menor distancia percorrida na esteira, é relacionada a nocicepgao
experienciada pelos animais, considerando que o tratamento agudo com o analgésico morfina
normalizou o desempenho na esteira (MINAMI et al., 2018). Clinicamente, foi observado um padrdo
similar em pacientes apresentando sintomas neuropéticos, que percorreram uma distancia menor durante
0 teste de caminhada quando comparados a individuos saudaveis, € cuja intensidade da dor dos pacientes
se correlacionou com os resultados do teste de caminhada (NOVAK et al., 2004). Esses dados pré-
clinicos e clinicos indicam que o desempenho em esteira ergométrica fornece um bom pardmetro de
func&o fisica associada a nocicepgdo, com boa correlacéo clinica.

Notoriamente, o tratamento com uma Unica inje¢do de MSC-LIF ou VE-LIF foi capaz de
melhorar tanto tempo de permanéncia na esteira como a distancia percorrida por camundongos
neuropaticos, que apresentaram, apds os tratamentos, niveis similares aos de animais naive. Os efeitos
de MSC-LIF e VE-LIF também nao divergiram do efeito apresentado por MSC-WT ou VE-MSC. Esses
resultados indicam que antinocicepcao exercida por MSC e VE-MSC podem impactar na melhoria da
capacidade fisica dos animais. Em linha com os resultados aqui apresentados, outros trabalhos relataram
a melhoria de parametros de funcédo fisica em animais neuropaticos apés o tratamento com células-
tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (CHEN et al., 2023; YEROFEYEVA et al., 2023) ou
derivadas do liquido amni6tico humano (CHIANG et al., 2016).

Em suma, os dados aqui apresentados indicam que as VE-LIF preservam as propriedades
terapéuticas das células de origem, tanto nos testes in vitro, como nas avaliagdes in vivo. Essas
observagdes corroboram e fundamentam o uso das vesiculas extracelulares como uma abordagem
terapéutica substituta ao uso de células-tronco. A potencializacdo do efeito antinociceptivo de MSC pela
manipulagdo genética para superexpressao de LIF, contudo, ndo foi observada. Esses resultados indicam
que, pelo menos no contexto da neuropatia dolorosa, essa modificagdo genética ndo favoreceu ao perfil

terapéutico de MSC.



137

2.5. REFERENCIAS

ABOUZID, M. R. et al. The Safety and Efficacy of Human Umbilical Cord-Derived
Mesenchymal Stem Cells in Patients With Heart Failure and Myocardial Infarction: A Meta-
Analysis of Clinical Trials. Cureus, v. 15, n. 11, p. e49645, nov. 2023.

ABY, F. et al. Switch of serotonergic descending inhibition into facilitation by a spinal
chloride imbalance in neuropathic pain. Science Advances, v. 8, n. 30, p. eabo0689, 29 jul.
2022.

ADAM, F.; CHATELLIER, G.; ALFONSI, P. Assessment of the concordance between DN4
scores performed by the patient (self-assessment) or by the physician (hetero-assessment) to
detect subacute neuropathic postoperative pain. European Journal of Pain (London,
England), 19 jan. 2024.

AGUIAR, D. P. et al. Prevalence of chronic pain in Brazil: systematic review. BrJP, v. 4, p.
257-267, 1 set. 2021.

AGUIAR KOGA, B. A. et al. Role of MSC-derived small extracellular vesicles in tissue
repair and regeneration. Frontiers in Cell and Developmental Biology, v. 10, p. 1047094, 1
mar. 2023.

AHARONSON, B. S.; SCHILLING, M. A. Mapping the technological landscape: Measuring
technology distance, technological footprints, and technology evolution. Research Policy, v.
45,n. 1, p. 81-96, 1 fev. 2016.

AL AAMERI, R. F. H. et al. Targeting CXCL1 chemokine signaling for treating cisplatin
ototoxicity. Frontiers in Immunology, v. 14, p. 1125948, 31 mar. 2023.

ALLES, S.R. A.; SMITH, P. A. Etiology and Pharmacology of Neuropathic Pain.
Pharmacological Reviews, v. 70, n. 2, p. 315-347, 1 abr. 2018.

ARABPOUR, M.; SAGHAZADEH, A.; REZAEI, N. Anti-inflammatory and M2 macrophage
polarization-promoting effect of mesenchymal stem cell-derived exosomes. International
Immunopharmacology, v. 97, p. 107823, ago. 2021.

BAGNO, L. L. et al. Mechanism of action of mesenchymal stem cells (MSCs): Impact of
Delivery Method. Expert opinion on biological therapy, v. 22, n. 4, p. 449-463, abr. 2022.
BALOG, B. M.; SONTI, A.; ZIGMOND, R. E. Neutrophil biology in injuries and diseases of
the central and peripheral nervous systems. Progress in Neurobiology, v. 228, p. 102488, 1
set. 2023.

BANNER, L. R. et al. Leukemia inhibitory factor is an anti-inflammatory and analgesic
cytokine. The Journal of Neuroscience: The Official Journal of the Society for
Neuroscience, v. 18, n. 14, p. 5456-5462, 15 jul. 1998.

BASBAUM, A. I. et al. Cellular and Molecular Mechanisms of Pain. Cell, v. 139, n. 2, p.
267-284, 16 out. 2009.

BEEBE, J. A. et al. Gait Variability and Relationships With Fear, Avoidance, and Pain in
Adolescents With Chronic Pain. Physical Therapy, v. 101, n. 4, p. pzab012, 4 abr. 2021.
BERNARDI, C. et al. GM-CSF in Allogenic Hematopoietic Stem Cell Transplantation: from
Graft-versus-Host Disease to Graft-versus-Tumor effect. Transplantation and Cellular
Therapy, p. S2666- 6367(24)00141-6, 13 jan. 2024.

BODART-SANTOS, V. et al. Extracellular vesicles derived from human Wharton’s jelly
mesenchymal stem cells protect hippocampal neurons from oxidative stress and synapse
damage induced by amyloid-p oligomers. Stem Cell Research & Therapy, v. 10, n. 1, p.
332, 20 nov. 2019.

BOGATCHEVA, N. V.; COLEMAN, M. E. Conditioned Medium of Mesenchymal Stromal
Cells: A New Class of Therapeutics. Biochemistry. Biokhimiia, v. 84, n. 11, p. 1375-1389,
nov. 2019.



138

BRACK, A. et al. Tissue monocytes/macrophages in inflammation: hyperalgesia versus
opioid-mediated peripheral antinociception. Anesthesiology, v. 101, n. 1, p. 204-211, jul.
2004a.

BRACK, A. et al. Control of inflammatory pain by chemokine-mediated recruitment of
opioid-containing polymorphonuclear cells. Pain, v. 112, n. 3, p. 229-238, dez. 2004b.
BREIVIK, H.; EISENBERG, E.; O’BRIEN, T. The individual and societal burden of chronic
pain in Europe: the case for strategic prioritisation and action to improve knowledge and
availability of appropriate care. BMC Public Health, v. 13, p. 1229, 24 dez. 2013.

BRINI, A. T. et al. Therapeutic effect of human adipose-derived stem cells and their
secretome in experimental diabetic pain. Scientific Reports, v. 7, p. 9904, 29 ago. 2017.
BRYK, M. et al. Mesenchymal stem cells and extracellular vesicles for the treatment of pain:
Current status and perspectives. British Journal of Pharmacology, v. 179, n. 17, p. 4281
4299, 2022.

CABANA-MUNOZ, M. E. et al. Adult Mesenchymal Stem Cells from Oral Cavity and
Surrounding Areas: Types and Biomedical Applications. Pharmaceutics, v. 15, n. 8, p. 2109,
9 ago. 2023.

CAFFERTY, W. B. et al. Leukemia inhibitory factor determines the growth status of injured
adult sensory neurons. The Journal of Neuroscience: The Official Journal of the Society
for Neuroscience, v. 21, n. 18, p. 71617170, 15 set. 2001.

CAO, L.; MALON, J. T. Anti-nociceptive role of CXCL1 in a murine model of peripheral
nerve injury-induced neuropathic pain. Neuroscience, v. 372, p. 225-236, 21 fev. 2018.
CAPLAN, A. I. Are All Adult Stem Cells The Same? Regenerative Engineering and
Translational Medicine, v. 1, n. 1, p. 4-10, 1 dez. 2015.

CARLSON, J. D. et al. Sensitization of pain-modulating neurons in the rostral ventromedial
medulla after peripheral nerve injury. The Journal of Neuroscience: The Official Journal
of the Society for Neuroscience, v. 27, n. 48, p. 13222-13231, 28 nov. 2007.

CARREIRA, E. U. et al. Neutrophils recruited by CXCR1/2 signalling mediate post-
incisional pain. European Journal of Pain, v. 17, n. 5, p. 654-663, 2013.

CARVALHO, T. T. et al. Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)-induced
mechanical hyperalgesia in mice: Role for peripheral TNFa, IL-1f and IL-10. European
Journal of Pharmacology, v. 749, p. 62-72, 15 fev. 2015.

CELIK, M. O. etal. IL-4 induces M2 macrophages to produce sustained analgesia via
opioids. JCI insight, v. 5, n. 4, p. €133093, 133093, 27 fev. 2020.

CELIK, M. O. etal. IL-4 induces M2 macrophages to produce sustained analgesia via
opioids. JCI Insight, v. 5, n. 4, p. €133093, [s.d.].

CHAKRAVARTHY, K. et al. Stem Cell Therapy for Chronic Pain Management: Review of
Uses, Advances, and Adverse Effects. Pain Physician, v. 20, n. 4, p. 293-305, maio 2017.
CHAPLAN, S. R. et al. Quantitative assessment of tactile allodynia in the rat paw. Journal of
Neuroscience Methods, v. 53, n. 1, p. 55-63, 1 jul. 1994.

CHEN, C. et al. Intrathecal Injection of Human Umbilical Cord-Derived Mesenchymal Stem
Cells Ameliorates Neuropathic Pain in Rats. Neurochemical Research, v. 41, n. 12, p. 3250—
3260, 1 dez. 2016.

CHEN, G. et al. Connexin-43 induces chemokine release from spinal cord astrocytes to
maintain late-phase neuropathic pain in mice. Brain: A Journal of Neurology, v. 137, n. Pt
8, p. 2193-2209, ago. 2014.

CHEN, G. et al. Intrathecal bone marrow stromal cells inhibit neuropathic pain via TGF-3
secretion. The Journal of Clinical Investigation, v. 125, n. 8, p. 3226-3240, 3 ago. 2015.
CHEN, H. et al. Exploring the Correlation Between the Regulation of Macrophages by
Regulatory T Cells and Peripheral Neuropathic Pain. Frontiers in Neuroscience, v. 16, p.
813751, 2022.



139

CHEN, O.; DONNELLY, C. R.; JI, R.-R. Regulation of pain by neuro-immune interactions
between macrophages and nociceptor sensory neurons. Current Opinion in Neurobiology,
Brain, gut, and immune system interactions. v. 62, p. 17-25, 1 jun. 2020.

CHEN, S.-H. et al. Adipose-derived stem cells modulate neuroinflammation and improve
functional recovery in chronic constriction injury of the rat sciatic nerve. Frontiers in
Neuroscience, v. 17, p. 1172740, 29 jun. 2023.

CHENAF, C. et al. Prevalence of chronic pain with or without neuropathic characteristics in
France using the capture-recapture method: a population-based study. Pain, v. 159, n. 11, p.
2394-2402, nov. 2018.

CHENG, T.; XU, Z.; MA, X. The role of astrocytes in neuropathic pain. Frontiers in
Molecular Neuroscience, v. 15, p. 1007889, 20 set. 2022.

CHIANG, C.-Y. et al. Feasibility of Human Amniotic Fluid Derived Stem Cells in
Alleviation of Neuropathic Pain in Chronic Constrictive Injury Nerve Model. PloS One, v.
11,n.7, p. e0159482, 2016.

CHOI, J.-J. et al. Mesenchymal stem cells overexpressing interleukin-10 attenuate collagen-
induced arthritis in mice. Clinical and Experimental Immunology, v. 153, n. 2, p. 269-276,
ago. 2008.

CHOI, S. S. et al. Human Astrocytes: Secretome Profiles of Cytokines and Chemokines.
PL0S ONE, v. 9, n. 4, p. 92325, 1 abr. 2014.

CHU, M. et al. Nebulization Therapy with Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cell-Derived
Exosomes for COVID-19 Pneumonia. Stem Cell Reviews and Reports, v. 18, n. 6, p. 2152—
2163, ago. 2022.

CHUNG, K. et al. Sympathetic sprouting in the dorsal root ganglia of the injured peripheral
nerve in a rat neuropathic pain model. The Journal of Comparative Neurology, v. 376, n. 2,
p. 241-252, 9 dez. 1996.

COBOS, E. J.; PORTILLO-SALIDO, E. “Bedside-to-Bench” Behavioral Outcomes in
Animal Models of Pain: Beyond the Evaluation of Reflexes. Current Neuropharmacology,
v. 11, n. 6, p. 560-591, dez. 2013.

COLLOCA, L. et al. Neuropathic pain. Nature Reviews Disease Primers, v. 3, n. 1, p. 1-19,
16 fev. 2017.

CORDER, G. et al. Endogenous and Exogenous Opioids in Pain. Annual review of
neuroscience, v. 41, p. 453-473, 8 jul. 2018.

CORNESS, J. et al. Influence of leukemia inhibitory factor on galanin/GMAP and
neuropeptide Y expression in mouse primary sensory neurons after axotomy. Experimental
Brain Research, v. 112, n. 1, p. 79-88, nov. 1996.

CURTIS, R. et al. Retrograde axonal transport of LIF is increased by peripheral nerve injury:
correlation with increased LIF expression in distal nerve. Neuron, v. 12, n. 1, p. 191-204, jan.
1994.

DABROWSKA, S. et al. Immunomodulatory and Regenerative Effects of Mesenchymal Stem
Cells and Extracellular Vesicles: Therapeutic Outlook for Inflammatory and Degenerative
Diseases. Frontiers in Immunology, v. 11, p. 591065, 5 fev. 2021.

DAHLHAMER, J. Prevalence of Chronic Pain and High-Impact Chronic Pain Among Adults
— United States, 2016. MMWR. Morbidity and Mortality Weekly Report, v. 67, 2018.
DALTRO, P. S. et al. Therapy with mesenchymal stromal cells or conditioned medium
reverse cardiac alterations in a high-fat diet—induced obesity model. Cytotherapy, v. 19, n.
10, p. 1176-1188, 1 out. 2017.

DAMASCENO, P. K. F. et al. Genetic Engineering as a Strategy to Improve the Therapeutic
Efficacy of Mesenchymal Stem/Stromal Cells in Regenerative Medicine. Frontiers in Cell
and Developmental Biology, v. 8, 2020.



140

DAOU, I. et al. Optogenetic Silencing of Nav1.8-Positive Afferents Alleviates Inflammatory
and Neuropathic Pain. eNeuro, v. 3, n. 1, 1 jan. 2016.

DAVIS, S. M.; PENNYPACKER, K. R. The role of the leukemia inhibitory factor receptor in
neuroprotective signaling. Pharmacology & Therapeutics, v. 183, p. 50-57, mar. 2018.
DAVOLI-FERREIRA, M. et al. Regulatory T cells counteract neuropathic pain through
inhibition of the Th1 response at the site of peripheral nerve injury. Pain, v. 161, n. 8, p.
1730-1743, ago. 2020.

DE BRUUN, I. L.; GEERTZEN, J. H. B.; DIJKSTRA, P. U. Functional outcome after
peroneal nerve injury. International Journal of Rehabilitation Research, v. 30, n. 4, p. 333,
dez. 2007.

DE FREITAS-SUAREZ, A. et al. An Integrative Approach to the Current Treatment of HIV-
Associated Neurocognitive Disorders and the Implementation of Leukemia Inhibitor Factor as
a Mediator of Neurocognitive Preservation. Life (Basel, Switzerland), v. 13, n. 11, p. 2194,
11 nov. 2023.

DE LOGU, F. et al. Schwann cell TRPA1 mediates neuroinflammation that sustains
macrophage-dependent neuropathic pain in mice. Nature Communications, v. 8, n. 1, p.
1887, 1 dez. 2017.

DE RIDDER, D.; ADHIA, D.; VANNESTE, S. The anatomy of pain and suffering in the
brain and its clinical implications. Neuroscience & Biobehavioral Reviews, v. 130, p. 125-
146, 1 nov. 2021.

DI STEFANO, G. et al. Pharmacotherapeutic Options for Managing Neuropathic Pain: A
Systematic Review and Meta-Analysis. Pain Research and Management, v. 2021, p.
e6656863, 26 abr. 2021.

DOMINICI, M. et al. Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells.
The International Society for Cellular Therapy position statement. Cytotherapy, v. 8, n. 4, p.
315-317, 2006.

DOS SANTOS, G. G. L. et al. Mesenchymal stem cells reduce the oxaliplatin-induced
sensory neuropathy through the reestablishment of redox homeostasis in the spinal cord. Life
Sciences, v. 265, p. 118755, 15 jan. 2021.

DULUC, D. et al. Tumor-associated leukemia inhibitory factor and IL-6 skew monocyte
differentiation into tumor-associated macrophage-like cells. Blood, v. 110, n. 13, p. 4319—
4330, 15 dez. 2007.

DWORKIN, R. H. et al. Pharmacologic management of neuropathic pain: Evidence-based
recommendations. PAIN, v. 132, n. 3, p. 237, dez. 2007.

DWORKIN, R. H. et al. Diagnosis and assessment of pain associated with herpes zoster and
postherpetic neuralgia. The Journal of Pain, v. 9, n. 1 Suppl 1, p. S37-44, jan. 2008.
EDELMANN, M. J.; KIMA, P. E. Current understanding of extracellular vesicle
homing/tropism. Zoonoses (Burlington, Mass.), v. 2, p. 14, 2022.

ESCH, T.; KREAM, R. M.; STEFANO, G. B. Emerging regulatory roles of opioid peptides,
endogenous morphine, and opioid receptor subtypes in immunomodulatory processes:
Metabolic, behavioral, and evolutionary perspectives. Immunology Letters, v. 227, p. 28-33,
nov. 2020.

EVANGELISTA, A. F. et al. Bone marrow-derived mesenchymal stem/stromal cells reverse
the sensorial diabetic neuropathy via modulation of spinal neuroinflammatory cascades.
Journal of Neuroinflammation, v. 15, p. 189, 22 jun. 2018.

EVANGELISTA, A. F. Mecanismos envolvidos no efeito terapéutico de células
mesenquimais de medula 6ssea em modelo experimental de neuropatia diabética
sensorial. Tese (Doutorado em Biotecnologia em Salude e Medicina Investigativa)—
Salvador: Instituto Gongalo Moniz, Fundagéo Oswaldo Cruz, 2019.



141

EVANGELISTA, A. F.; SOARES, M. B. P.; VILLARREAL, C. F. Cell-free therapy: a
neuroregenerative approach to sensory neuropathy? Neural Regeneration Research, v. 14, n,
8, p. 1383, ago. 2019.

FAN, M. et al. Detrimental alteration of mesenchymal stem cells by an articular inflammatory
microenvironment results in deterioration of osteoarthritis. BMC Medicine, v. 21, n. 1, p.
215, 19 jun. 2023.

FAN, X.-L. et al. Mechanisms underlying the protective effects of mesenchymal stem cell-
based therapy. Cellular and Molecular Life Sciences, v. 77, n. 14, p. 2771-2794, 2020.
FERREIRA, G. E. et al. Efficacy, safety, and tolerability of antidepressants for pain in adults:
overview of systematic reviews. BMJ (Clinical research ed.), v. 380, p. e072415, 1 fev.
2023.

FILIPOVIC, R.; JAKOVCEVSK], I.; ZECEVIC, N. GRO-a and CXCR2 in the Human Fetal
Brain and Multiple Sclerosis Lesions. Developmental Neuroscience, v. 25, n. 2—4, p. 279-
290, 15 set. 2003.

FINNERUP, N. B. et al. Pharmacotherapy for neuropathic pain in adults: a systematic review
and meta-analysis. The Lancet Neurology, v. 14, n. 2, p. 162-173, 1 fev. 2015.

FIORE, N. T. et al. Pain-resolving immune mechanisms in neuropathic pain. Nature
Reviews. Neurology, v. 19, n. 4, p. 199-220, abr. 2023.

FLATTERS, S. J. L.; BENNETT, G. J. Studies of peripheral sensory nerves in paclitaxel-
induced painful peripheral neuropathy: Evidence for mitochondrial dysfunction. Pain, v. 122,
n. 3, p. 245-257, jun. 2006.

FONSECA-RODRIGUES, D.; ALMEIDA, A.; PINTO-RIBEIRO, F. A New Gal in Town: A
Systematic Review of the Role of Galanin and Its Receptors in Experimental Pain. Cells, v.
11, n. 5, p. 839, 1 mar. 2022.

FOROUZANFAR, F. et al. New approach for the treatment of neuropathic pain: Fibroblast
growth factor 1 gene-transfected adipose-derived mesenchymal stem cells. European
Journal of Pain (London, England), v. 22, n. 2, p. 295-310, fev. 2018.

FRIEDENSTEIN, A. J.; PIATETZKY-SHAPIRO, I. I.; PETRAKOVA, K. V. Osteogenesis
in transplants of bone marrow cells. Journal of Embryology and Experimental
Morphology, v. 16, n. 3, p. 381-390, dez. 1966.

GABAY, E. et al. Chronic blockade of interleukin-1 (IL-1) prevents and attenuates
neuropathic pain behavior and spontaneous ectopic neuronal activity following nerve injury.
European Journal of Pain (London, England), v. 15, n. 3, p. 242-248, mar. 2011.
GALIPEAU, J. Macrophages at the nexus of mesenchymal stromal cell potency: The
emerging role of chemokine cooperativity. Stem Cells (Dayton, Ohio), v. 39, n. 9, p. 1145—
1154, set. 2021.

GALVIN, D. A;; C, M. The role of T-lymphocytes in neuropathic pain initiation,
development of chronicity and treatment. Brain, Behavior, & Immunity - Health, v. 18, p.
100371, dez. 2021.

GAMA, K. B. et al. Conditioned Medium of Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stromal
Cells as a Therapeutic Approach to Neuropathic Pain: A Preclinical Evaluation. Stem Cells
International, v. 2018, p. 8179013, 2018.

GANE, J. M.; STOCKLEY, R. A.; SAPEY, E. TNF-a Autocrine Feedback Loops in Human
Monocytes: The Pro- and Anti-Inflammatory Roles of the TNF-a Receptors Support the
Concept of Selective TNFR1 Blockade In Vivo. Journal of Immunology Research, v. 2016,
p. 1079851, 2016.

GAO, W. et al. Treg versus Th17 lymphocyte lineages are cross-regulated by LIF versus IL-6.
Cell cycle (Georgetown, Tex.), v. 8, n. 9, p. 1444-1450, 1 maio 2009.



142

GAO, X. et al. Huc-MSCs-derived exosomes attenuate neuropathic pain by inhibiting
activation of the TLR2/MyD88/NF-kB signaling pathway in the spinal microglia by targeting
Rsad2. International Immunopharmacology, v. 114, p. 109505, jan. 2023a.

GAO, X. et al. Mesenchymal stem cell-derived extracellular vesicles carrying miR-99b-3p
restrain microglial activation and neuropathic pain by stimulating autophagy. International
Immunopharmacology, v. 115, p. 109695, fev. 2023b.

GAQ, Y. et al. Transfer of inflammatory mitochondria via extracellular vesicles from M1
macrophages induces ferroptosis of pancreatic beta cells in acute pancreatitis. Journal of
Extracellular Vesicles, v. 13, n. 2, p. €12410, fev. 2024.

GARDINER, N. J. et al. Expression of gp130 and leukaemia inhibitory factor receptor
subunits in adult rat sensory neurones: regulation by nerve injury. Journal of
Neurochemistry, v. 83, n. 1, p. 100-109, out. 2002.

GE, M. et al. Effects of mesenchymal stem cells transplantation on cognitive deficits in
animal models of Alzheimer’s disease: A systematic review and meta-analysis. Brain and
Behavior, v. 8, n. 7, p. 00982, jul. 2018.

GEARING, D. P. et al. Molecular cloning and expression of cDNA encoding a murine
myeloid leukaemia inhibitory factor (LIF). The EMBO Journal, v. 6, n. 13, p. 3995-4002,
20 dez. 1987.

GEORGE, A. et al. Thalidomide treatment in chronic constrictive neuropathy decreases
endoneurial tumor necrosis factor-alpha, increases interleukin-10 and has long-term effects on
spinal cord dorsal horn met-enkephalin. Pain, v. 88, n. 3, p. 267-275, 1 dez. 2000.
GHEORGHE, R.-O. et al. The Yin/Yang Balance of Communication between Sensory
Neurons and Macrophages in Traumatic Peripheral Neuropathic Pain. International Journal
of Molecular Sciences, v. 23, n. 20, p. 12389, jan. 2022.

GNECCHI, M. et al. Paracrine Mechanisms of Mesenchymal Stem Cells in Tissue Repair.
Em: GNECCHI, M. (Ed.). Mesenchymal Stem Cells: Methods and Protocols. Methods in
Molecular Biology. New York, NY: Springer, 2016. p. 123-146.

GRACE, P. M. et al. Pathological pain and the neuroimmune interface. Nature Reviews
Immunology, v. 14, n. 4, p. 217-231, abr. 2014.

GUO, W. et al. Bone Marrow Stromal Cells Produce Long-Term Pain Relief in Rat Models of
Persistent Pain. Stem Cells, v. 29, n. 8, p. 1294-1303, 1 ago. 2011.

GUO, W. et al. Further observations on the behavioral and neural effects of bone marrow
stromal cells in rodent pain models. Molecular Pain, v. 12, p. 1744806916658043, 1 jan.
2016.

GUO, W. et al. In vivo immune interactions of multipotent stromal cells underlie their long-
lasting pain-relieving effect. Scientific Reports, v. 7, n. 1, p. 10107, 31 ago. 2017.

GUQ, Y. et al. Small extracellular vesicles-based cell-free strategies for therapy. MedComm,
v.2,n.1,p. 17-26, 2021.

HAN, Y. et al. Mesenchymal Stem Cells for Regenerative Medicine. Cells, v. 8, n. 8, p. 886,
13 ago. 2019.

HARGREAVES, K. et al. A new and sensitive method for measuring thermal nociception in
cutaneous hyperalgesia. Pain, v. 32, n. 1, p. 77-88, 1 jan. 1988.

HARRELL, C. R. et al. Mesenchymal Stem Cell-Derived Exosomes and Other Extracellular
Vesicles as New Remedies in the Therapy of Inflammatory Diseases. Cells, v. 8, n. 12, p.
1605, 11 dez. 2019.

HENDRY, I. A. et al. Binding and retrograde transport of leukemia inhibitory factor by the
sensory nervous system. The Journal of Neuroscience: The Official Journal of the Society
for Neuroscience, v. 12, n. 9, p. 3427-3434, set. 1992.

HIGGINS, C. et al. Cross-sectional study examining the epidemiology of chronic pain in
Nepal. Pain Reports, v. 8, n. 2, p. e1067, 2023.



143

HIRAI, H.; KARIAN, P.; KIKYO, N. Regulation of embryonic stem cell self-renewal and
pluripotency by leukaemia inhibitory factor. The Biochemical Journal, v. 438, n. 1, p. 11—
23, 15 ago. 2011.

HMADCHA, A. et al. Therapeutic Potential of Mesenchymal Stem Cells for Cancer Therapy.
Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, v. 8, p. 43, 2020.

HOERDER, S. et al. Acupuncture in diabetic peripheral neuropathy-neurological outcomes of
the randomized acupuncture in diabetic peripheral neuropathy trial. World Journal of
Diabetes, v. 14, n. 12, p. 1813-1823, 15 dez. 2023.

HSU, J.-M. et al. Locally Applied Stem Cell Exosome-Scaffold Attenuates Nerve Injury-
Induced Pain in Rats. Journal of Pain Research, v. 13, p. 3257-3268, 2020.

HU, Y. et al. Progress in Pathological and Therapeutic Research of HIV-Related Neuropathic
Pain. Cellular and Molecular Neurobiology, v. 43, n. 7, p. 3343-3373, out. 2023.

HUA, T. et al. Huc-MSCs-derived exosomes attenuate inflammatory pain by regulating
microglia pyroptosis and autophagy via the miR-146a-5p/TRAF6 axis. Journal of
Nanobiotechnology, v. 20, n. 1, p. 324, 14 jul. 2022.

HUNG, A. L.; LIM, M.; DOSHI, T. L. Targeting cytokines for treatment of neuropathic pain.
Scandinavian Journal of Pain, v. 17, p. 287-293, out. 2017.

HUNT, C. et al. Prevalence of chronic pain after spinal cord injury: a systematic review and
meta-analysis. Regional Anesthesia & Pain Medicine, v. 46, n. 4, p. 328-336, 1 abr. 2021.
IASP, I. A. FOR THE S. OF P. Terminology | International Association for the Study of
Pain. Disponivel em: <https://www.iasp-pain.org/resources/terminology/>. Acesso em: 6 fev.
2024.

IASP, I. A. FOR THE S. OF P. IASP Guidelines for the Use of Animals in Research.
International Association for the Study of Pain (IASP), 2023. Disponivel em:
<https://www.iasp-pain.org/resources/guidelines/iasp-guidelines-for-the-use-of-animals-in-
research/>. Acesso em: 30 jan. 2024

IMAZIO, M. et al. Anti-interleukin-1 agents for pericarditis: a primer for cardiologists.
European Heart Journal, v. 43, n. 31, p. 2946-2957, 14 ago. 2022.

ISLAM, M. A. et al. Mesenchymal Stem Cell Therapy in Multiple Sclerosis: A Systematic
Review and Meta-Analysis. Journal of Clinical Medicine, v. 12, n. 19, p. 6311, 30 set. 2023.
JANSSENS, K.; SLAETS, H.; HELLINGS, N. Immunomodulatory properties of the IL-6
cytokine family in multiple sclerosis. Annals of the New York Academy of Sciences, v.
1351, p. 52-60, set. 2015.

JEANNIN, P.; DULUC, D.; DELNESTE, Y. IL-6 and leukemia-inhibitory factor are involved
in the generation of tumor-associated macrophage: regulation by IFN-y. Immunotherapy, v.
3, n. 4 Suppl, p. 23-26, abr. 2011.

JHENG, Y.-W. et al. Neuropathic Pain Affects Quality of Life in Breast Cancer Survivors
with Chemotherapy-Induced Peripheral Neuropathy. Pain Management Nursing: Official
Journal of the American Society of Pain Management Nurses, p. S1524- 9042(23)00250—
3, 25 jan. 2024.

JI, Y. et al. Effect of sympathetic sprouting on the excitability of dorsal root ganglion neurons
and afferents in a rat model of neuropathic pain. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 587, p. 49-57, 8 jan. 2022.

JIANG, X. et al. Embryonic stem cell-derived mesenchymal stem cells alleviate skeletal
muscle injury induced by acute compartment syndrome. Stem Cell Research & Therapy, v.
13,n.1, p. 313, 15 jul. 2022,

JIANG, Y. et al. Structural Designs and Mechanogating Mechanisms of the Mechanosensitive
Piezo Channels. Trends in Biochemical Sciences, v. 46, n. 6, p. 472-488, jun. 2021.
JORGENSEN, M. M.; DE LA PUENTE, P. Leukemia Inhibitory Factor: An Important
Cytokine in Pathologies and Cancer. Biomolecules, v. 12, n. 2, p. 217, 27 jan. 2022.



144

JOSHI, H. P. et al. Stem Cell Therapy for Modulating Neuroinflammation in Neuropathic
Pain. International Journal of Molecular Sciences, v. 22, n. 9, p. 4853, 3 maio 2021.
KALVALA, A. K. et al. Cannabidiol-Loaded Extracellular Vesicles from Human Umbilical
Cord Mesenchymal Stem Cells Alleviate Paclitaxel-Induced Peripheral Neuropathy.
Pharmaceutics, v. 15, n. 2, p. 554, 7 fev. 2023.

KARAYANNIS, N. V. et al. Pain interference and physical function demonstrate poor
longitudinal association in people living with pain: a PROMIS investigation. PAIN, v. 158, n.
6, p. 1063, jun. 2017.

KARIMI, S. A.; ZAHRA, F. T.; MARTIN, L. J. IUPHAR review: Navigating the role of
preclinical models in pain research. Pharmacological Research, v. 200, p. 107073, fev.
2024.

KERCKHOVE, N. et al. Cross-Sectional Study of Prevalence, Characterization and Impact of
Chronic Pain Disorders in Workers. The Journal of Pain, v. 22, n. 5, p. 520-532, 1 maio
2021.

KEREKES, N.; LANDRY, M.; HOKFELT, T. Leukemia inhibitory factor regulates
galanin/galanin message-associated peptide expression in cultured mouse dorsal root ganglia;
with a note on in situ hybridization methodology. Neuroscience, v. 89, n. 4, p. 1123-1134,
1999.

KESHTKAR, S.; AZARPIRA, N.; GHAHREMANI, M. H. Mesenchymal stem cell-derived
extracellular vesicles: novel frontiers in regenerative medicine. Stem Cell Research &
Therapy, v. 9, n. 1, p. 63, 9 mar. 2018.

KIGUCHI, N. et al. Pharmacological Regulation of Neuropathic Pain Driven by
Inflammatory Macrophages. International Journal of Molecular Sciences, v. 18, n. 11, p.
2296, 1 nov. 2017.

KILPATRICK, T. J. et al. Leukaemia inhibitory factor abrogates Paclitaxel-induced axonal
atrophy in the Wistar rat. Brain Research, v. 911, n. 2, p. 163-167, 24 ago. 2001.

KIM, J.; HEMATTI, P. Mesenchymal stem cell-educated macrophages: a novel type of
alternatively activated macrophages. Experimental hematology, v. 37, n. 12, p. 1445-1453,
dez. 20009.

KISSOON, N. R. et al. Quantitative assessment of painful diabetic peripheral neuropathy after
high-frequency spinal cord stimulation: a pilot study. Pain Medicine (Malden, Mass.), v. 24,
n. Supplement_2, p. S41-S47, 13 out. 2023.

KITADE, K. et al. Reduced Neuroinflammation Via Astrocytes and Neutrophils Promotes
Regeneration After Spinal Cord Injury in Neonatal Mice. Journal of Neurotrauma, v. 40, n.
23-24, p. 2566-2579, dez. 2023.

KOPSKY, D. J.; KEPPEL HESSELINK, J. M.; CASALE, R. Walking with Neuropathic
Pain: Paradoxical Shift from Burden to Support? Case Reports in Medicine, v. 2015, p.
764950, 2015.

KORBECKI, J. et al. CXCR2 Receptor: Regulation of Expression, Signal Transduction, and
Involvement in Cancer. International Journal of Molecular Sciences, v. 23, n. 4, p. 2168,
16 fev. 2022.

KORHONEN, T. et al. Efficacy of infliximab for disc herniation-induced sciatica: one-year
follow-up. Spine, v. 29, n. 19, p. 2115-2119, 1 out. 2004.

KRISHNA MOHAN, G. V. et al. Mesenchymal Stem Cell Therapy for a Better Prognosis of
Heart Failure: A Systematic Review and Meta-Analysis of Randomized Controlled Trials.
Cureus, v. 15, n. 8, p. e43037, ago. 2023.

LABUZ, D. et al. Immune cell-derived opioids protect against neuropathic pain in mice. The
Journal of Clinical Investigation, v. 119, n. 2, p. 278-286, 2 fev. 2009.



145

LABUZ, D. et al. T lymphocytes containing -endorphin ameliorate mechanical
hypersensitivity following nerve injury. Brain, Behavior, and Immunity, v. 24, n. 7, p.
1045-1053, out. 2010.

LAMBARTH, A. et al. Prevalence of chronic pain or analgesic use in children and young
people and its long-term impact on substance misuse, mental illness, and prescription opioid
use: a retrospective longitudinal cohort study. The Lancet Regional Health - Europe, v. 35,
p. 100763, 15 nov. 2023.

LAURIA, P. S. S. et al. Ayahuasca and its major component harmine promote antinociceptive
effects in mouse models of acute and chronic pain. Journal of Ethnopharmacology, v. 323,
p. 117710, 6 abr. 2024.

LI, K. et al. Anti-inflammatory and immunomodulatory effects of the extracellular vesicles
derived from human umbilical cord mesenchymal stem cells on osteoarthritis via M2
macrophages. Journal of Nanobiotechnology, v. 20, p. 38, 20 jan. 2022.

LIGHTNER, A. L. et al. Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell-Derived Extracellular
Vesicle Infusion for the Treatment of Respiratory Failure From COVID-19: A Randomized,
Placebo-Controlled Dosing Clinical Trial. Chest, v. 164, n. 6, p. 1444-1453, dez. 2023.
LINS, F. S. V. et al. New Pregnane Glycosides from Mandevilla dardanoi and Their Anti-
Inflammatory Activity. Molecules, v. 27, n. 18, p. 5992, jan. 2022.

LIU, K. et al. Mesenchymal stem cells rescue injured endothelial cells in an in vitro ischemia—
reperfusion model via tunneling nanotube like structure-mediated mitochondrial transfer.
Microvascular Research, v. 92, p. 10-18, 1 mar. 2014.

LIU, L. et al. Comparative Efficacy of Multiple Variables of Mesenchymal Stem Cell
Transplantation for the Treatment of Neuropathic Pain in Rats. Military Medicine, v. 182, n.
suppl_1, p. 175-184, 1 mar. 2017.

LIU, P. et al. Collaborative Action of Microglia and Astrocytes Mediates Neutrophil
Recruitment to the CNS to Defend against Escherichia coli K1 Infection. International
Journal of Molecular Sciences, v. 23, n. 12, p. 6540, 11 jun. 2022.

LIU, T.; VAN ROOIJEN, N.; TRACEY, D. J. Depletion of macrophages reduces axonal
degeneration and hyperalgesia following nerve injury. Pain, v. 86, n. 1, p. 25-32, 1 maio
2000.

LIVAK, K. J.; SCHMITTGEN, T. D. Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods (San Diego, Calif.), v.
25, n. 4, p. 402-408, dez. 2001.

LONDON, A.; COHEN, M.; SCHWARTZ, M. Microglia and monocyte-derived
macrophages: functionally distinct populations that act in concert in CNS plasticity and
repair. Frontiers in Cellular Neuroscience, v. 7, p. 34, 8 abr. 2013.

LOPES, D. M. et al. Sex differences in peripheral not central immune responses to pain-
inducing injury. Scientific Reports, v. 7, n. 1, p. 16460, 28 nov. 2017.

LOPES, F. S. R. et al. Crotalphine Modulates Microglia M1/M2 Phenotypes and Induces
Spinal Analgesia Mediated by Opioid-Cannabinoid Systems. International Journal of
Molecular Sciences, v. 23, n. 19, p. 11571, 30 set. 2022.

LOTFY, A.; ABOQUELLA, N. M.; WANG, H. Mesenchymal stromal/stem cell (MSC)-
derived exosomes in clinical trials. Stem Cell Research & Therapy, v. 14, p. 66, 7 abr. 2023.
LU, W. et al. Efficacy and safety of mesenchymal stem cell therapy in liver cirrhosis: a
systematic review and meta-analysis. Stem Cell Research & Therapy, v. 14, n. 1, p. 301, 20
out. 2023.

LU, Y. et al. Human PMSCs-derived small extracellular vesicles alleviate neuropathic pain
through miR-26a-5p/Wntb5a in SNI mice model. Journal of Neuroinflammation, v. 19, n. 1,
p. 221, 7 set. 2022a.



146

LU, Y. et al. Human PMSCs-derived small extracellular vesicles alleviate neuropathic pain
through miR-26a-5p/Wntb5a in SNI mice model. Journal of Neuroinflammation, v. 19, n. 1,
p. 221, 7 set. 2022b.

LUO, D. et al. Mesenchymal stem cell-derived exosomes as a promising cell-free therapy for
knee osteoarthritis. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, v. 12, p. 1309946,
2024.

LUO, Z. et al. Bone Marrow Stromal Cell-Derived Exosomes Promote Muscle Healing
Following Contusion Through Macrophage Polarization. Stem Cells and Development, v.
30, n. 3, p. 135-148, fev. 2021.

MA, L. et al. Spinal microglial B-endorphin signaling mediates IL-10 and exenatide-induced
inhibition of synaptic plasticity in neuropathic pain. CNS Neuroscience & Therapeutics, v.
27,n. 10, p. 1157-1172, 10 jun. 2021.

MAGGINI, J. et al. Mouse Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stromal Cells Turn
Activated Macrophages into a Regulatory-Like Profile. PLoS ONE, v. 5, n. 2, p. €9252, 16
fev. 2010.

MANJAVACHI, M. N. et al. The effects of the selective and non-peptide CXCR2 receptor
antagonist SB225002 on acute and long-lasting models of nociception in mice. European
Journal of Pain (London, England), v. 14, n. 1, p. 23-31, jan. 2010.

MANJAVACHI, M. N. et al. The role of keratinocyte-derived chemokine (KC) on
hyperalgesia caused by peripheral nerve injury in mice. Neuropharmacology, v. 79, p. 17—
27, abr. 2014.

MARCATO, J. DE M.; NORONHA, D. P. Indicadores bibliométricos e cientométricos em
CT&lI: apontamentos historicos, metodoldgicos e tendéncias de aplicagdo. 2013.

MARTIN, L. F. et al. Green Light Antinociceptive and Reversal of Thermal and Mechanical
Hypersensitivity Effects Rely on Endogenous Opioid System Stimulation. The Journal of
Pain, v. 22, n. 12, p. 1646-1656, dez. 2021.

MCLACHLAN, E. M. et al. Peripheral nerve injury triggers noradrenergic sprouting within
dorsal root ganglia. Nature, v. 363, n. 6429, p. 543-546, jun. 1993.

MEAADI, J. et al. The safety and efficacy of gabapentinoids in the management of
neuropathic pain: a systematic review with meta-analysis of randomised controlled trials.
International Journal of Clinical Pharmacy, v. 45, n. 3, p. 556-565, jun. 2023.
MENDONCA, M. V. P. et al. Safety and neurological assessments after autologous
transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells in subjects with chronic spinal cord
injury. Stem Cell Research & Therapy, v. 5, n. 6, p. 126, 17 nov. 2014.

MERKLE, S. L.; SLUKA, K. A.; FREY-LAW, L. A. The interaction between pain and
movement. Journal of hand therapy : official journal of the American Society of Hand
Therapists, v. 33, n. 1, p. 60-66, 2020.

MESSAOUDI, O. et al. Stem Cells and Extrusion 3D Printing for Hyaline Cartilage
Engineering. Cells, v. 10, n. 1, p. 2, jan. 2021.

MICLESCU, A. et al. Chronic neuropathic pain after traumatic peripheral nerve injuries in the
upper extremity: prevalence, demographic and surgical determinants, impact on health and on
pain medication. Scandinavian Journal of Pain, v. 20, n. 1, p. 95-108, 18 dez. 2019.
MILLAN, M. J. Descending control of pain. Progress in Neurobiology, v. 66, n. 6, p. 355—
474, abr. 2002.

MILLIGAN, E. D. et al. Spinal Interleukin-10 Therapy to Treat Peripheral Neuropathic Pain.
Neuromodulation : journal of the International Neuromodulation Society, v. 15, n. 6, p.
520-526, nov. 2012.

MINAMI, K. et al. Effects of duloxetine on pain and walking distance in neuropathic pain
models via modulation of the spinal monoamine system. European Journal of Pain, v. 22, n.
2, p. 355-369, fev. 2018.



147

MIRANPURI, G. S. et al. Role of Microglia and Astrocytes in Spinal Cord Injury Induced
Neuropathic Pain. Annals of Neurosciences, v. 28, n. 3-4, p. 219-228, jul. 2021.

MOCCHI, M. et al. Freeze-Dried Mesenchymal Stem Cell-Secretome Pharmaceuticalization:
Optimization of Formulation and Manufacturing Process Robustness. Pharmaceutics, v. 13,
n. 8, p. 1129, 23 jul. 2021.

MONTOTO-MEMNIDE, R. et al. Mesenchymal Stem Cell Therapy in Traumatic Spinal Cord
Injury: A Systematic Review. International Journal of Molecular Sciences, v. 24, n. 14, p.
11719, 20 jul. 2023.

MOORE, D. et al. Characterisation of the effects of pulsed radio frequency treatment of the
dorsal root ganglion on cerebrospinal fluid cellular and peptide constituents in patients with
chronic radicular pain: A randomised, triple-blinded, controlled trial. Journal of
Neuroimmunology, v. 343, p. 577219, 15 jun. 2020.

M@RCH, C. D. et al. Oxaliplatin causes increased offset analgesia during chemotherapy - a
feasibility study. Scandinavian Journal of Pain, v. 23, n. 4, p. 729-734, 26 out. 2023.
MUSOLINO, P. L. et al. Bone marrow stromal cells induce changes in pain behavior after
sciatic nerve constriction. Neuroscience Letters, v. 418, n. 1, p. 97-101, 11 maio 2007.
NEMETH, K. et al. Bone marrow stromal cells attenuate sepsis via prostaglandin E2—
dependent reprogramming of host macrophages to increase their interleukin-10 production.
Nature Medicine, v. 15, n. 1, p. 4249, jan. 2009.

NICOLA, N. A.; BABON, J. J. Leukemia inhibitory factor (LIF). Cytokine & Growth
Factor Reviews, v. 26, n. 5, p. 533-544, out. 2015.

NIEMEYER, C. S. et al. Trigeminal Postherpetic Neuralgia: From Pathophysiology to
Treatment. Current Pain and Headache Reports, 23 jan. 2024.

NOVAK, P. et al. Influence of foot pain on walking ability of diabetic patients. Journal of
Rehabilitation Medicine, v. 36, n. 6, p. 249-252, nov. 2004.

OBARA, I. et al. Local peripheral opioid effects and expression of opioid genes in the spinal
cord and dorsal root ganglia in neuropathic and inflammatory pain. Pain, v. 141, n. 3, p. 283—
291, fev. 2009.

OLIVEIRA, A. L. L. et al. Reestablishment of Redox Homeostasis in the Nociceptive
Primary Afferent as a Mechanism of Antinociception Promoted by Mesenchymal
Stem/Stromal Cells in Oxaliplatin-Induced Chronic Peripheral Neuropathy. Stem Cells
International, v. 2021, p. 8815206, 2021.

OLIVEIRA COSTA, J. F. et al. Potent anti-inflammatory activity of betulinic acid treatment
in a model of lethal endotoxemia. International Immunopharmacology, v. 23, n. 2, p. 469—
474, 1 dez. 2014.

OMARI, K. M. et al. Neuroprotection and Remyelination after Autoimmune Demyelination
in Mice that Inducibly Overexpress CXCL1. The American Journal of Pathology, v. 174, n.
1, p. 164-176, 1 jan. 2009.

ONORATO, C. et al. Navigating the mycelium patent maze: A holistic approach to patent
mapping in production technologies. World Patent Information, v. 76, p. 102265, 1 mar.
2024.

OZTURK, G. et al. Effect of leukemia inhibitory factor in experimental cisplatin neuropathy
in mice. Cytokine, v. 29, n. 1, p. 31-41, 7 jan. 2005.

PADDA, J. et al. Stem Cell Therapy and Its Significance in Pain Management. Cureus, v. 13,
n. 8, 2021.

PAICIUS, R. et al. Safety and Efficacy of Intravenous ExoFlo in the Treatment of Complex
Regional Pain Syndrome. Pain Physician, v. 26, n. 7, p. E851-E857, nov. 2023.
PANDELANI, F. F. et al. Chronic pain: its impact on the quality of life and gender. Frontiers
in Pain Research (Lausanne, Switzerland), v. 4, p. 1253460, 2023.



148

PANNELL, M. et al. Adoptive transfer of M2 macrophages reduces neuropathic pain via
opioid peptides. Journal of Neuroinflammation, v. 13, n. 1, p. 262, 7 out. 2016.

PEREIRA, S. et al. Cancer-Related Neuropathic Pain, Chemotherapy-Induced Peripheral
Neuropathy and Cognitive Decline in a 5-Year Prospective Study of Patients with Breast
Cancer-NEON-BC. Healthcare (Basel, Switzerland), v. 11, n. 24, p. 3132, 9 dez. 2023.
PHINNEY, D. G.; PITTENGER, M. F. Concise Review: MSC-Derived Exosomes for Cell-
Free Therapy. Stem Cells (Dayton, Ohio), v. 35, n. 4, p. 851-858, abr. 2017.

PITCHER, G. M.; HENRY, J. L. Governing role of primary afferent drive in increased
excitation of spinal nociceptive neurons in a model of sciatic neuropathy. Experimental
Neurology, v. 214, n. 2, p. 219-228, 1 dez. 2008.

POKROVSKAYA, L. A. et al. Biological activity of mesenchymal stem cells secretome as a
basis for cell-free therapeutic approach. Research Results in Pharmacology, v. 6, n. 1, p.
57-68, 30 mar. 2020.

POTTOREF, T. S. et al. The Role of Microglia in Neuroinflammation of the Spinal Cord after
Peripheral Nerve Injury. Cells, v. 11, n. 13, p. 2083, 30 jun. 2022.

RAJA, S. N. et al. The Revised IASP definition of pain: concepts, challenges, and
compromises. Pain, v. 161, n. 9, p. 1976-1982, 1 set. 2020.

RAMEZANKHANI, R. et al. Two Decades of Global Progress in Authorized Advanced
Therapy Medicinal Products: An Emerging Revolution in Therapeutic Strategies. Frontiers
in Cell and Developmental Biology, v. 8, p. 547653, 17 dez. 2020.

RAPOSO, G.; STAHL, P. D. Extracellular vesicles, genetic programmers. Nature Cell
Biology, v. 26, n. 1, p. 22-23, jan. 2024.

RATTE, S.; PRESCOTT, S. A. Afferent hyperexcitability in neuropathic pain and the
inconvenient truth about its degeneracy. Current Opinion in Neurobiology, Neurobiology of
disease. v. 36, p. 31-37, 1 fev. 2016.

REINERT, J. P.; VERONIN, M. A.; MEDINA, C. Tricyclic Antidepressants in Nociceptive
and Neuropathic Pain: A Review of Their Analgesic Properties in Combination With Opioids.
The Journal of Pharmacy Technology: jPT: Official Publication of the Association of
Pharmacy Technicians, v. 39, n. 1, p. 35-40, fev. 2023.

RITTNER, H. L. et al. Opioid peptide-expressing leukocytes: identification, recruitment, and
simultaneously increasing inhibition of inflammatory pain. Anesthesiology, v. 95, n. 2, p.
500-508, ago. 2001.

RITTNER, H. L. et al. Pain control by CXCR2 ligands through Ca2+-regulated release of
opioid peptides from polymorphonuclear cells. FASEB journal: official publication of the
Federation of American Societies for Experimental Biology, v. 20, n. 14, p. 26272629,
dez. 2006.

RIZZO, M. G. et al. Therapeutic Perspectives for Inflammation and Senescence in
Osteoarthritis Using Mesenchymal Stem Cells, Mesenchymal Stem Cell-Derived
Extracellular Vesicles and Senolytic Agents. Cells, v. 12, n. 10, p. 1421, 18 maio 2023.
ROBB, K. P. et al. Mesenchymal stromal cell therapy: progress in manufacturing and
assessments of potency. Cytotherapy, v. 21, n. 3, p. 289-306, mar. 2019.

ROSEN, S. F. et al. Increased pain sensitivity and decreased opioid analgesia in T-cell-
deficient mice and implications for sex differences. Pain, v. 160, n. 2, p. 358-366, fev. 2019.
SAGARADZE, G.; MONAKOVA, A.; EFIMENKO, A. Potency Assays for Mesenchymal
Stromal Cell Secretome-Based Products for Tissue Regeneration. International Journal of
Molecular Sciences, v. 24, n. 11, p. 9379, 27 maio 2023.

SANSONE, P. et al. Packaging and transfer of mitochondrial DNA via exosomes regulate
escape from dormancy in hormonal therapy-resistant breast cancer. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 114, n. 43, p. E9066—
E9075, 24 out. 2017.



149

SANTA-CECILIA, F. V. et al. The NOD?2 signaling in peripheral macrophages contributes to
neuropathic pain development. Pain, v. 160, n. 1, p. 102-116, jan. 2019.

SANTOS, G. C. et al. Leukemia Inhibitory Factor (LIF) Overexpression Increases the
Angiogenic Potential of Bone Marrow Mesenchymal Stem/Stromal Cells. Frontiers in Cell
and Developmental Biology, v. 8, p. 778, 2020.

SANTOS, J. R.; ROCHA, A. M. Perfil das Bases de Dados Cientificas e Tecnologicas
Utilizadas por Pesquisadores Brasileiros em Estudos nas areas de Ciéncias da Vida.
Cadernos de Prospeccéo, v. 14, n. 3, p. 784-784, 1 jul. 2021.

SCHAFER, S. et al. Influence of intrathecal delivery of bone marrow-derived mesenchymal
stem cells on spinal inflammation and pain hypersensitivity in a rat model of peripheral nerve
injury. Journal of Neuroinflammation, v. 11, p. 157, 12 set. 2014.

SCHEFF, N. N. et al. Granulocyte-Colony Stimulating Factor-Induced Neutrophil
Recruitment Provides Opioid-Mediated Endogenous Anti-nociception in Female Mice With
Oral Squamous Cell Carcinoma. Frontiers in Molecular Neuroscience, v. 12, p. 217, 2019.
SCOTT, R. L. et al. Expression of leukemia inhibitory factor receptor mRNA in sensory
dorsal root ganglion and spinal motor neurons of the neonatal rat. Neuroscience Letters, v.
295, n. 1-2, p. 49-53, 1 dez. 2000.

SELTZER, Z.; DUBNER, R.; SHIR, Y. A novel behavioral model of neuropathic pain
disorders produced in rats by partial sciatic nerve injury. Pain, v. 43, n. 2, p. 205-218, 1 nov.
1990.

SEZER, G. et al. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells alleviate paclitaxel-induced
mechanical allodynia in rats. Journal of Biochemical and Molecular Toxicology, v. 36, n.
12, p. €23207, dez. 2022.

SHAHROR, R. A. et al. Genetically Modified Mesenchymal Stem Cells: The Next
Generation of Stem Cell-Based Therapy for TBI. International Journal of Molecular
Sciences, v. 21, n. 11, p. 4051, 5 jun. 2020.

SHAMASH, S.; REICHERT, F.; ROTSHENKER, S. The Cytokine Network of Wallerian
Degeneration: Tumor Necrosis Factor-a, Interleukin-1a, and Interleukin-1p. The Journal of
Neuroscience, v. 22, n. 8, p. 3052-3060, 15 abr. 2002.

SHAMMAA, R. et al. Mesenchymal Stem Cells Beyond Regenerative Medicine. Frontiers
in Cell and Developmental Biology, v. 8, 2020.

SHELASH AL-HAWARY, S. I. et al. The microRNAs (miRs) overexpressing mesenchymal
stem cells (MSCs) therapy in neurological disorders; hope or hype. Biotechnology Progress,
v. 39, n. 6, p. €3383, 2023.

SHEN, K.-F. et al. Interleukin-10 down-regulates voltage gated sodium channels in rat dorsal
root ganglion neurons. Experimental Neurology, v. 247, p. 466475, set. 2013.

SHI, J.-T. et al. Local analgesia of electroacupuncture is mediated by the recruitment of
neutrophils and released p-endorphins. Pain, v. 164, n. 9, p. 1965-1975, 1 set. 2023.
SHIMOIJI, K.; KUROKAWA, S. Anatomical Physiology of Pain. Em: SHIMOJI, K.;
NADER, A.; HAMANN, W. (Eds.). Chronic Pain Management in General and Hospital
Practice. Singapore: Springer, 2021. p. 21-42.

SHIUE, S.-J. et al. Mesenchymal stem cell exosomes as a cell-free therapy for nerve injury—
induced pain in rats. PAIN, v. 160, n. 1, p. 210, jan. 2019.

SILVA, C. E. A;; GUIMARAES, R. M.; CUNHA, T. M. Sensory neuron—associated
macrophages as novel modulators of neuropathic pain. Pain Reports, v. 6, n. 1, p. e873, 9
mar. 2021.

SILVA, D. N. et al. Intramyocardial transplantation of cardiac mesenchymal stem cells
reduces myocarditis in a model of chronic Chagas disease cardiomyopathy. Stem Cell
Research & Therapy, v. 5, n. 4, p. 81, 1 jul. 2014.



150

SILVA, D. N. et al. Granulocyte-Colony Stimulating Factor-Overexpressing Mesenchymal
Stem Cells Exhibit Enhanced Immunomodulatory Actions Through the Recruitment of
Suppressor Cells in Experimental Chagas Disease Cardiomyopathy. Frontiers in
Immunology, v. 9, 2018.

SILVA, G.S. D. A. POTENCIAL TERAPEUTICO DE VESICULAS
EXTRACELULARES DERIVADAS DE CELULAS MESENQUIMAIS NA
NEUROPATIA SENSORIAL DIABETICA EM CAMUNDONGOS. Dissertacio
(Mestrado em Farmécia)—Salvador: UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA - Programa
de Pds-graduacdo em Farmacia, 2021.

SILVA, R. et al. CD206+/MHCII— macrophage accumulation at nerve injury site correlates
with attenuation of allodynia in TASTPM mouse model of Alzheimer’s disease. Brain,
Behavior, & Immunity - Health, v. 26, p. 100548, 1 dez. 2022.

SILVA, R. L. et al. CXCL1/CXCR2 signaling in pathological pain: Role in peripheral and
central sensitization. Neurobiology of Disease, v. 105, p. 109-116, set. 2017.

SINICA, V.; VLACHOVA, V. Transient receptor potential ankyrin 1 channel: An
evolutionarily tuned thermosensor. Physiological Research, v. 70, n. 3, p. 363-381, 12 jul.
2021.

SINISCALCO, D. Transplantation of human mesenchymal stem cells in the study of
neuropathic pain. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), v. 617, p. 337-345, 2010.
SINISCALCO, D. et al. Long-lasting effects of human mesenchymal stem cell systemic
administration on pain-like behaviors, cellular, and biomolecular modifications in neuropathic
mice. Frontiers in Integrative Neuroscience, v. 5, p. 79, 2011.

SMITH, P. A. Neuropathic pain; what we know and what we should do about it. Frontiers in
Pain Research, v. 4, p. 1220034, 22 set. 2023.

SMOLINSKA, V. et al. Stem Cells and Their Derivatives: An Implication for the
Regeneration of Nonunion Fractures. Cell Transplantation, v. 32, p. 09636897231183530,
18 jul. 2023.

SMOLINSKA, V.;: BOHAC, M.; DANISOVIC, L. Current Status of the Applications of
Conditioned Media Derived from Mesenchymal Stem Cells for Regenerative Medicine.
Physiological Research, v. 72, n. Suppl 3, p. S233-5245, 31 out. 2023.
SOKIC-MILUTINOVIC, A.; MILOSAVLJEVIC, T. IBD: From conventional
immunosuppression to biological therapy. Digestive Diseases (Basel, Switzerland), 14 dez.
2023.

SOMMER, C.; SCHAFERS, M. Painful mononeuropathy in C57BL/WId mice with delayed
wallerian degeneration: differential effects of cytokine production and nerve regeneration on
thermal and mechanical hypersensitivity. Brain Research, v. 784, n. 1-2, p. 154-162, 16 fev.
1998.

SONG, K. et al. Microneedle-mediated delivery of Ziconotide-loaded liposomes fused with
exosomes for analgesia. Journal of Controlled Release: Official Journal of the Controlled
Release Society, v. 356, p. 448-462, abr. 2023.

SORGE, R. E. et al. Different immune cells mediate mechanical pain hypersensitivity in male
and female mice. Nature Neuroscience, v. 18, n. 8, p. 1081-1083, ago. 2015.

SORKIN, L. S. et al. Tumour necrosis factor-alpha induces ectopic activity in nociceptive
primary afferent fibres. Neuroscience, v. 81, n. 1, p. 255-262, nov. 1997.

SPOFFORD, C. M. et al. Evaluation of leukemia inhibitory factor (LIF) in a rat model of
postoperative pain. The Journal of Pain, v. 12, n. 7, p. 819-832, jul. 2011.

STAEHELIN JENSEN, T. The pathogenesis of painful diabetic neuropathy and clinical
presentation. Diabetes Research and Clinical Practice, v. 206 Suppl 1, p. 110753, dez.
2023.



151

STOMPOR, M. et al. Prevalence of Chronic Pain, Particularly with Neuropathic Component,
and Its Effect on Overall Functioning of Elderly Patients. Medical Science Monitor:
International Medical Journal of Experimental and Clinical Research, v. 25, p. 2695—
2701, 12 abr. 20109.

STUBHAUG, A. et al. The costs of chronic pain-Long-term estimates. European Journal of
Pain (London, England), 12 jan. 2024.

SU, P.-Y. P. et al. The Role of Neuro-Immune Interactions in Chronic Pain: Implications for
Clinical Practice. Journal of Pain Research, v. 15, p. 2223-2248, 2022.

SUMAN, S. et al. Potential Clinical Applications of Stem Cells in Regenerative Medicine.
Advances in Experimental Medicine and Biology, v. 1201, p. 1-22, 2019a.

SUMAN, S. et al. Potential Clinical Applications of Stem Cells in Regenerative Medicine.
Em: RATAJCZAK, M. Z. (Ed.). Stem Cells: Therapeutic Applications. Advances in
Experimental Medicine and Biology. Cham: Springer International Publishing, 2019b. p. 1
22.

SUN, Y. et al. Intrathecal administration of human bone marrow mesenchymal stem cells
genetically modified with human proenkephalin gene decrease nociceptive pain in
neuropathic rats. Molecular Pain, v. 13, p. 1744806917701445, jan. 2017.

TAKEDA, Y. et al. Nanobiotechnology as an emerging research domain from
nanotechnology: A bibliometric approach. Scientometrics, v. 80, n. 1, p. 23-38, 20 mar.
2009.

TAVAKKOLL, S. et al. EL4-derived Exosomes Carry Functional TNF-related Apoptosis-
inducing Ligand that are Able to Induce Apoptosis and Necrosis in the Target Cells.
International Journal of Molecular and Cellular Medicine, v. 9, n. 3, p. 207-215, 2020.
TAVARES, |.; COSTA-PEREIRA, J. T.; MARTINS, I. Monoaminergic and Opioidergic
Modulation of Brainstem Circuits: New Insights Into the Clinical Challenges of Pain
Treatment? Frontiers in Pain Research, v. 2, p. 696515, 5 jul. 2021.

TENG, Y. et al. Intrathecal injection of bone marrow stromal cells attenuates neuropathic pain
via inhibition of P2X4R in spinal cord microglia. Journal of Neuroinflammation, v. 16, n. 1,
p. 271, 17 dez. 2019.

THAM, S. et al. Leukemia inhibitory factor enhances the regeneration of transected rat sciatic
nerve and the function of reinnervated muscle. Journal of Neuroscience Research, v. 47, n.
2, p. 208-215, 15 jan. 1997.

THERY, C. et al. Minimal information for studies of extracellular vesicles 2018
(MISEV2018): a position statement of the International Society for Extracellular Vesicles and
update of the MISEV2014 guidelines. Journal of Extracellular Vesicles, v. 7, n. 1, p.
1535750, 2018.

THOMPSON, S. W.; DRAY, A.; URBAN, L. Leukemia inhibitory factor induces mechanical
allodynia but not thermal hyperalgesia in the juvenile rat. Neuroscience, v. 71, n. 4, p. 1091—
1094, abr. 1996.

TIAN, J. et al. Intrathecal Injection of SIRT1-modified Human Mesenchymal Stem Cells
Alleviates Neuropathic Pain in Rat. Journal of Molecular Neuroscience, v. 71, n. 5, p. 972—
980, 1 maio 2021.

TIAN, Z. et al. Chapter One - Introduction to stem cells. Em: HIGUCHI, A.; ZHOU, Y ;
CHIQU, S.-H. (Eds.). Progress in Molecular Biology and Translational Science. Stem Cell
in Medicine. [s.l.] Academic Press, 2023. v. 199p. 3-32.

TOGIOKA, B. M. et al. Frequency and Characteristics of Postoperative Neuropathy in
Individuals on Gender-Affirming Hormone Therapy Undergoing Gender Affirmation
Surgery: A Retrospective Cohort Study. Cureus, v. 15, n. 10, p. e47988, out. 2023.



152

TOTH, C.; LANDER, J.; WIEBE, S. The prevalence and impact of chronic pain with
neuropathic pain symptoms in the general population. Pain Medicine (Malden, Mass.), v.
10, n. 5, p. 918-929, 2009.

TRAN, H. et al. Descending mechanism by which medial prefrontal cortex endocannabinoid
signaling controls the development of neuropathic pain and neuronal activity of dorsal root
ganglion. Pain, v. 165, n. 1, p. 102-114, 1 jan. 2024.

TU, H. J. et al. Leukemia inhibitory factor (LIF) potentiates antinociception activity and
inhibits tolerance induction of opioids. British Journal of Anaesthesia, v. 117, n. 4, p. 512—
520, 1 out. 2016.

VELIKIC, G. et al. Harnessing the Stem Cell Niche in Regenerative Medicine: Innovative
Avenue to Combat Neurodegenerative Diseases. International Journal of Molecular
Sciences, v. 25, n. 2, 2024,

VERA-PORTOCARRERO, L. P. et al. Descending facilitation from the rostral ventromedial
medulla maintains nerve injury-induced central sensitization. Neuroscience, v. 140, n. 4, p.
1311-1320, 21 jul. 2006.

VIDERMAN, D. et al. The Prevalence of Pain in Chronic Diseases: An Umbrella Review of
Systematic Reviews. Journal of Clinical Medicine, v. 12, n. 23, p. 7302, 25 nov. 2023.
VILLARREAL-MARTINEZ, L. et al. Stem Cell Therapy in the Treatment of Patients With
Autism Spectrum Disorder: a Systematic Review and Meta-analysis. Stem Cell Reviews and
Reports, v. 18, n. 1, p. 155-164, jan. 2022.

VIZOSO, F. J. et al. Mesenchymal Stem Cell Secretome: Toward Cell-Free Therapeutic
Strategies in Regenerative Medicine. International Journal of Molecular Sciences, v. 18, n.
9, p. 1852, 25 ago. 2017.

VRINTEN, D. H.; HAMERS, F. F. T. “CatWalk” automated quantitative gait analysis as a
novel method to assess mechanical allodynia in the rat; a comparison with von Frey testing.
Pain, v. 102, n. 1-2, p. 203-209, mar. 2003.

WALTERS, E. T. Exaptation and Evolutionary Adaptation in Nociceptor Mechanisms
Driving Persistent Pain. Brain, Behavior and Evolution, 30 nov. 2023.

WANG, J. et al. Characterization and therapeutic applications of mesenchymal stem cells for
regenerative medicine. Tissue & Cell, v. 64, p. 101330, jun. 2020a.

WANG, J. et al. Leukemia inhibitory factor, a double-edged sword with therapeutic
implications in human diseases. Molecular Therapy: The Journal of the American Society
of Gene Therapy, v. 31, n. 2, p. 331-343, 1 fev. 2023.

WANG, Q. et al. Mesenchymal Stem Cells Transplantation for Neuropathic Pain Induced By
Peripheral Nerve Injury in Animal Models: A Systematic Review. Stem Cells and
Development, v. 29, n. 22, p. 1420-1428, 15 nov. 2020b.

WANG, R. et al. Stem cell therapy for Crohn’s disease: systematic review and meta-analysis
of preclinical and clinical studies. Stem Cell Research & Therapy, v. 12, n. 1, p. 463, 18
ago. 2021.

WANG, X. et al. Small Extracellular Vesicles Released from miR-211-5p-Overexpressed
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells Ameliorate Spinal Cord Injuries in Rats. eNeuro, v.
11, n. 2, p. ENEURO.0361-23.2023, fev. 2024.

WEBER, M. A. et al. Endogenous leukemia inhibitory factor attenuates endotoxin response.
Laboratory Investigation; a Journal of Technical Methods and Pathology, v. 85, n. 2, p.
276-284, fev. 2005.

WEL, H. et al. Reduced mechanical hypersensitivity by inhibition of the amygdala in
experimental neuropathy: Sexually dimorphic contribution of spinal neurotransmitter
receptors. Brain Research, v. 1797, p. 148128, 15 dez. 2022.



153

WELSH, J. A. et al. Minimal information for studies of extracellular vesicles (MISEV2023):
From basic to advanced approaches. Journal of Extracellular Vesicles, v. 13, n. 2, p.
e12404, fev. 2024.

WEST, S. J. et al. Circuitry and plasticity of the dorsal horn — Toward a better understanding
of neuropathic pain. Neuroscience, v. 300, p. 254-275, ago. 2015.

WORTON, R. G.; MCCULLOCH, E. A.; TILL, J. E. Physical separation of hemopoietic stem
cells from cells forming colonies in culture. Journal of Cellular Physiology, v. 74, n. 2, p.
171-182, 1969.

WU, J. et al. IL-10 inhibits the synthesis of migration inhibitory factor and migration
inhibitory factor-mediated macrophage activation. The Journal of Immunology, v. 151, n. 8,
p. 4325-4332, 15 out. 1993.

WYSE, R. D.; DUNBAR, G. L.; ROSSIGNOL, J. Use of Genetically Modified Mesenchymal
Stem Cells to Treat Neurodegenerative Diseases. International Journal of Molecular
Sciences, v. 15, n. 2, p. 1719-1745, 23 jan. 2014.

XIUMEL, G. et al. Clinical effect of acupuncture along fascia, meridians, and nerves
combined with ultrasound-guided paravertebral nerve block in the treatment of postherpetic
neuralgia: a randomized parallel-controlled study. Journal of Traditional Chinese Medicine
= Chung I Tsa Chih Ying Wen Pan, v. 43, n. 2, p. 359-364, abr. 2023.

XU, Y. et al. Gait Assessment of Pain and Analgesics: Comparison of the DigiGait™ and
CatWalk™ Gait Imaging Systems. Neuroscience Bulletin, v. 35, n. 3, p. 401-418, jun. 2019.
XU, Z. et al. Pain Relief Dependent on IL-17-CD4+ T Cell-B-Endorphin Axis in Rat Model of
Brachial Plexus Root Avulsion After Electroacupuncture Therapy. Frontiers in
Neuroscience, v. 14, p. 596780, 2020.

YAMANAKA, S. Pluripotent Stem Cell-Based Cell Therapy—Promise and Challenges. Cell
Stem Cell, v. 27, n. 4, p. 523-531, 1 out. 2020.

YANEZ-MO, M. et al. Biological properties of extracellular vesicles and their physiological
functions. Journal of Extracellular Vesicles, v. 4, n. 1, p. 27066, 1 jan. 2015.

YANG, G. et al. Immunomodulatory Mechanisms and Therapeutic Potential of Mesenchymal
Stem Cells. Stem Cell Reviews and Reports, v. 19, n. 5, p. 1214-1231, 2023.

YAOQ, Y. et al. Alendronate Attenuates Spinal Microglial Activation and Neuropathic Pain.
The Journal of Pain, v. 17, n. 8, p. 889-903, 1 ago. 2016.

YATZIV, S.-L.; DEVOR, M. Suppression of neuropathic pain by selective silencing of dorsal
root ganglion ectopia using nonblocking concentrations of lidocaine. Pain, v. 160, n. 9, p.
2105-2114, set. 2019.

YEH, J. J.; FERNANDEZ, D. Patent prosecution strategies for biotechnological inventions.
Assay and Drug Development Technologies, v. 2, n. 6, p. 697—702, dez. 2004.
YEROFEYEVA, A. V. et al. The role of cannabinoid CB1 receptors in the antinociceptive
and reparative actions of mesenchymal stem cells in rats with peripheral neuropathic pain.
Ibrain, v. 9, n. 3, p. 245-257, 24 ago. 2023.

YOU, J.; SHIN, Y. K.; SEOL, G. H. Alleviating effect of lavender (Lavandula angustifolia)
and its major components on postherpetic pain: a randomized blinded controlled trial. BMC
complementary medicine and therapies, v. 24, n. 1, p. 54, 24 jan. 2024.

YU, H. et al. Analgesia for neuropathic pain by dorsal root ganglion transplantation of
genetically engineered mesenchymal stem cells: initial results. Molecular Pain, v. 11, p. 5,
12 fev. 2015.

YU, S. et al. Tumor-derived LIF promotes chemoresistance via activating tumor-associated
macrophages in gastric cancers. Experimental Cell Research, v. 406, n. 1, p. 112734, 1 set.
2021.

YU, X. et al. Dorsal root ganglion macrophages contribute to both the initiation and
persistence of neuropathic pain. Nature Communications, v. 11, n. 1, p. 264, 14 jan. 2020.



154

YUNNA, C. et al. Macrophage M1/M2 polarization. European Journal of Pharmacology,
v. 877, p. 173090, 15 jun. 2020.

ZAKRZEWSKI, W. et al. Stem cells: past, present, and future. Stem Cell Research &
Therapy, v. 10, p. 68, 26 fev. 2019.

ZARRABI, M. et al. Allogenic mesenchymal stromal cells and their extracellular vesicles in
COVID-19 induced ARDS: a randomized controlled trial. Stem Cell Research & Therapy,
v.14,n. 1, p. 169, 26 jun. 2023.

ZELENKA, M.; SCHAFERS, M.; SOMMER, C. Intraneural injection of interleukin-1beta
and tumor necrosis factor-alpha into rat sciatic nerve at physiological doses induces signs of
neuropathic pain. Pain, v. 116, n. 3, p. 257-263, ago. 2005.

ZHAI, F.-J. et al. Involvement of Opioid Peptides in the Analgesic Effect of Spinal Cord
Stimulation in a Rat Model of Neuropathic Pain. Neuroscience Bulletin, v. 38, n. 4, p. 403—
416, abr. 2022.

ZHAI, X. et al. Extracellular vesicles derived from CD73 modified human umbilical cord
mesenchymal stem cells ameliorate inflammation after spinal cord injury. Journal of
Nanobiotechnology, v. 19, p. 274, 8 set. 2021.

ZHANG, Q. et al. Brain Derived Neurotrophic Factor and Glial Cell Line-Derived
Neurotrophic Factor-Transfected Bone Mesenchymal Stem Cells for the Repair of Periphery
Nerve Injury. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, v. 8, 2020.

ZHANG, X.-L. et al. Stem Cell-Based Therapy for Experimental Ischemic Stroke: A
Preclinical Systematic Review. Frontiers in Cellular Neuroscience, v. 15, p. 628908, 2021.
ZHAO, J. et al. Mesenchymal stromal cell-derived exosomes attenuate myocardial ischaemia-
reperfusion injury through miR-182-regulated macrophage polarization. Cardiovascular
Research, v. 115, n. 7, p. 1205-1216, 1 jun. 2019.

ZHOU, H. et al. MSC based gene delivery methods and strategies improve the therapeutic
efficacy of neurological diseases. Bioactive Materials, v. 23, p. 409-437, maio 2023.
ZHOU, Y .-Q. et al. Minocycline as a promising therapeutic strategy for chronic pain.
Pharmacological Research, v. 134, p. 305-310, ago. 2018.

ZHU, X. et al. Somatosensory cortex and central amygdala regulate neuropathic pain-
mediated peripheral immune response via vagal projections to the spleen. Nature
Neuroscience, 30 jan. 2024.

ZIS, P. et al. Prevalence and Determinants of Chronic Pain Post-COVID; Cross-Sectional
Study. Journal of Clinical Medicine, v. 11, n. 19, p. 5569, 22 set. 2022.



155

3. CAPITULO 3

Mapeamento patentario de produtos terapéuticos livres de células

derivados de células-tronco mesenquimais

3.1. INTRODUCAO

Células-tronco mesenquimais tém sido um componente central em terapias
regenerativas. Varias aplicacbes ja foram descritas para uma ampla gama de condicdes
(GUADIX; ZUGAZA; GALVEZ-MARTIN, 2017). As células-tronco mesenquimais so
células progenitoras ndo especializadas identificadas em todos os tecidos do organismo animal,
que desempenham um papel importante na renovacdo fisiologica. Possuem significativo
potencial de auto-replicacdo e diferenciacdo em linhagens celulares especializadas, adaptando
sua morfologia e funcionalidade as células teciduais a serem tratadas (ANCANS, 2012;
SANTOS; WINCK; BRAGA, 2019). O primeiro relato do uso do transplante de células ocorreu
em 1950, quando o transplante de medula 6ssea ou de células-tronco hematopoéticas foi
estabelecido. Desde entdo, um caminho promissor para a aplicacdo das células mesenquimais
em terapias regenerativas foi se desdobrando para diversas doencas, como problemas
neuroldgicos e cardiacos, lesdo medular, entre outras (DAS et al., 2019; LIAU et al., 2020;
POOMANI et al., 2022). De fato, a terapia com células mesenquimais para reparacao de tecidos
lesados tém demonstrado resultados promissores em tanto roedores como em humanos (LEE et
al., 2017). Quando submetidas a uma manipulacdo extensiva e/ou utilizadas para outros fins
que ndo a sua funcdo fisiologica, as células-tronco mesenquimais sdo classificadas como
produtos de terapia celular avancada pelas agéncias reguladoras e podem ser aplicadas como
uma terapia de células somaticas ou em produtos de engenharia de tecidos (ANCANS, 2012;
GOLCHIN; SHAMS; KARAMI, 2020).

Diversas evidéncias tém demonstrado que as células mesenquimais podem exercer seus
efeitos tanto diferenciando-se em varios tipos de tecidos como liberando fatores que melhoram
a regeneracdo tecidual (SPEES; LEE; GREGORY, 2016). Essa acdo paracrina levou a estudos
sobre os elementos derivados das células mesenquimais, que poderiam ser responsaveis/reter
as propriedades terapéuticas destas células. De fato, varios estudos em diferentes modelos tém
demonstrado a atividade de elementos derivados das células mesenquimais, como o meio
condicionado (BOGATCHEVA; COLEMAN, 2019), secretoma (VIZOSO et al., 2017),
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vesiculas extracelulares (KESHTKAR; AZARPIRA; GHAHREMANI, 2018) e lisado celular
(HSU et al., 2018; MALIK; MALIK, [s.d.]; NISHIKAWA et al., 2021).

O secretoma de uma célula refere-se a todos os fatores solUveis secretados pela célula,
além de exossomos e microvesiculas, ou seja, vesiculas extracelulares (DEFTU et al., 2020).
Um namero significativo de estudos adota 0 meio condicionado para representar o secretoma
(HE et al., 2022). Assim, quando as células estdo em cultura, o secretoma pode ser recuperado
do meio condicionado, que representa uma mistura de um dado meio de cultura celular com
uma miriade de fatores secretados pelas células, como fatores de crescimento e citocinas,
enzimas, &cidos nucléicos, lipidios bioativos e vesiculas extracelulares (CARLOMAGNO et
al., 2021). As vesiculas extracelulares sdo vesiculas ligadas a membrana secretadas pelas
células, que podem ser diferenciadas com base em sua biogénese, vias de liberacao, tamanho,
conteddo e funcdo (DOYLE; WANG, 2019). Exossomos sdo um subtipo de vesiculas
extracelulares, com tamanho entre 30 e 150 nm de didmetro e formadas por uma via
endossdmica. As microvesiculas sdo formado pelo brotamento direto da membrana plasmatica
e variam de 100 nm até 1 um (DOYLE; WANG, 2019). Tanto as microvesiculas quanto os
eXx0ssomos sao carregados com uma carga biologica heterogénea, incluindo proteinas, lipidios,
acidos nucléicos e glicoconjugados, e podem desempenhar um papel na comunicacao
intercelular tanto nos processos patoldgicos quanto na manutencdo da homeostase e regulacdo
das funcdes fisiologicas (YANEZ-MO et al., 2015).

Embora a terapia com células mesenquimais seja um ramo da medicina em rapido
desenvolvimento, a terapia com seus derivados, chamada de terapia livre de células ou terapia
cell-free, pode evoluir para um tipo ainda mais inovador de terapia regenerativa que
provavelmente superard a terapia com células-tronco. As terapias com células-tronco
mesenguimais e a terapia livre de células visam preencher uma lacuna terapéutica para doencas
gue nao tém um tratamento eficaz ou para pacientes que ndo respondem as terapias
convencionais. Vale ressaltar que o processo de fabricacdo e entrega de células-tronco
mesenqguimais ao paciente é complexo devido a prdpria natureza e responsabilidade do produto.
Por outro lado, a terapia livre de células pode alcangar um efeito semelhante ao das células
mesenguimais e supera problemas logisticos frequentes, pois podem ser fabricadas como
produtos prontos para uso. Assim, essas novas terapias poderiam ser prontamente absorvidas
pelo sistema de salde.

As patentes podem ser consideradas uma medida das atividades de pesquisa e
desenvolvimento e inovagdo e podem ser utilizadas para verificar o estado da arte e da técnica

das tecnologias, estimar indiretamente o mercado atual e vislumbrar tendéncias futuras e linhas
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de pesquisa emergentes. (MARCATO; NORONHA, 2013; TAKEDA et al., 2009). O processo
de mapeamento de patentes € um processo multiestagio que estuda e analisa patentes existentes
e documentos nao patenteados para obter dados analiticos que ajudardo institutos de
ensino/pesquisa e partes interessadas a impulsionar seus esforcos em inovacao tecnoldgica.
Durante esse processo, é realizado o levantamento e a avaliagdo de patentes de uma determinada
area do conhecimento, por meio de buscas em bases de dados. Além disso, técnicas e
ferramentas de tratamento e analise de dados sdo utilizadas para recuperar informacdes
estratégicas identificadas no estudo (AHARONSON; SCHILLING, 2016; SANTOS; ROCHA,
2021). Desta forma, a realizagdo de um mapeamento de patentes de produtos terapéuticos lives
de células derivados de células mesenquimais (PTLC-CTM) € uma etapa importante para
verificar e entender o panorama tecnologico relacionado a estas tecnologias. Assim, sera
possivel identificar a evolucdo temporal dos depdsitos de patentes, organizacfes responsaveis
pelo desenvolvimento de tecnologia, locais de protecdo e aplicacBes tecnoldgicas de patentes

encontradas para preencher a lacuna na literatura relacionada a esse assunto.

3.2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho é uma pesquisa quali-quantitativa, descritiva e exploratoria, com o
objetivo de identificar informagfes qualificadas contidas em documentos de patentes
relacionadas a produtos terapéuticos derivados de células-tronco mesenquimais. A base de
dados Derwent World Patents Index™ (DWPI) foi utilizada para recuperar informacdes sobre
as familias de patentes. O DWPI foi usado devido ao grande banco de dados que compreende
pelo menos 150 autoridades de patentes, contendo 106 milhdes de documentos de texto
completo e 131 milhdes de arquivos contendo informacdes bibliograficas (Clarivate Analytics,
2021).

Foram realizadas trés estratégias de busca: a primeira visando a recuperacédo de patentes
relacionadas as células-tronco mesenquimais. A segunda consulta foi direcionada a recuperacdo
de patentes relacionadas a produtos terapéuticos, produtos livres de células, produtos avangados
de terapia celular, uso medicinal ou tratamento. Além disso, outros termos relacionados aos
subprodutos das células-tronco mesenquimais foram utilizados para construir a estratégia trés.

As palavras-chave utilizadas nas estratégias de busca foram extraidas da literatura
cientifica relacionada ao tema, além da consulta a base de dados Medical Subject Headings
(Mesh), o dicionario cientifico desenvolvido pela National Library of Medicine para
identificacdo e selecdo de descritores relacionados as células-tronco (estratégia 1). As palavras-

chave foram complementadas com a adicdo de codigos internacionais de patentes (Cooperative
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Patent Classification e International Patent Classification) relacionados as células-tronco
mesenquimais, além do Codigo Manual DWPI relacionado aos fatores de crescimento.
Posteriormente, foi realizada a combinacdo de estratégias de busca individuais (1, 2 e 3),
conforme descrito a seguir, a fim de obter patentes relacionadas ao objeto, utilizando a funcao
DWPI "Combine".

Q) (("Celulas-tronco mesenquimais*" OU “células-tronco estromais*" OU "célula
estromal multipotente*") OU CPC E IPC ( C12N5/0668 OU C12N5/0663 OU C12N5/0628
OU C12N 5/077 OU C12N5/0775))

AND

(i) ("Produto Terapéutico*" OU "Livre de células" OU "Produto de Terapia Celular
Avancada" OU "uso medicinal*" OU "tratamento*"")

AND

(iif)  ("Vesicula extracelular*" OU "Exossomo*" OU "Microvesicula*" OU
"Secretoma*" OU "Secretoma celular" OU "Fracdo Soluvel*" OU "Meio Condicionado™ OU
"Meio condicionado” OU "Fator de Crescimento*" OU "Sobrenadante de Cultura” OU B04-

HO6)

As buscas foram realizadas em 26 de janeiro de 2023, tendo sido recuperadas um total
de 1156 familias de patentes e 6529 patentes individuais. Optou-se por utilizar dados
relacionados ao numero de familias de patentes, uma vez que as tecnologias sdo organizadas
em grupos que visam proteger a mesma invencdo. Em seguida, as familias de patentes
recuperadas foram analisadas por meio da leitura dos titulos, resumos e campos de
reivindicacdes das patentes para estabelecer a relevancia e categorizacdo das invengdes, com
foco no potencial uso terapéutico de produtos terapéuticos derivados de células-tronco
mesenquimais. Foram excluidas as patentes que utilizaram células mesenquimais de outras
fontes que ndo humanos, que utilizaram uma combinacéo de terapia celular e livre de células,
e duplicatas. Apos analise criteriosa dos documentos e tratamento do banco de dados, foram
selecionadas 150 familias de patentes relacionadas ao escopo do estudo. Para classificacdo das
patentes por tipo de produto terapéutico, a terminologia escolhida pelos inventores e indicada
nas patentes foi utilizada como critério de classificacdo. As Figuras 1, 3 e 4 foram criadas
utilizando a plataforma Visme (https://www.visme.co/pt-br/). As Figuras 2, 5 e 6 foram geradas
utilizando o programa GraphPad Prism versao 8.0.0 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, California, EUA).
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Evolucéo temporal das patentes de PTLC-CTM

As patentes podem ser usadas como uma medida da atividade de inovacdo. Essa
funcionalidade tem sido cada vez mais empregada a medida que bancos de dados globais de
patentes se tornaram amplamente disponiveis e podem medir indiretamente o resultado do
processo de P&D (DECHEZLEPRETRE; MENIERE; MOHNEN, 2017). A avaliacdo de
informacOes de patentes auxilia na compreensdo do progresso do avanco tecnoldgico,
contribuindo para a gestdo estratégica, minimizando riscos e incertezas, além de contribuir para
a identificacdo de tendéncias e novas perspectivas de pesquisa e investimento, antecipacéo de
cenarios, visualizacdo de areas tecnoldgicas promissoras e anélise de inovagdes nao disponiveis
no mercado (SANTOS; ROCHA, 2021). Além disso, as informacdes sobre patentes podem ser
usadas para monitoramento de concorrentes, avaliacdo de tecnologia, gerenciamento de
portfélio de P&D, identificacdo e avaliagdo de fontes potenciais de geracdo externa de
conhecimento tecnoldgico (ERNST, 2003; SANTOS; PINTO; ROCHA, 2021).

A busca por produtos terapéuticos livres de células derivados de células-tronco
mesenguimais na plataforma DWPI recuperou 150 familias de patentes, que se referem ao
conjunto de patentes/pedidos de patente que cobrem a mesma invencdo em diferentes paises. A
evolucdo temporal desses documentos tecnoldgicos abrangeu o ano de publicacdo das 150
familias de patentes relacionadas a produtos terapéuticos derivados das células mesenquimais
(Figura 1). Um ligeiro aumento na publicacdo de patentes foi observado entre 2006 e 2018,
periodo em que apenas 20 documentos foram publicados. Por outro lado, houve um aumento
exponencial no numero de tecnologias depositadas a partir de 2019. Entre 2019 e 2023, foram
publicadas 130 patentes, representando aproximadamente 87% dos ativos publicados ao longo
do percurso historico (2006-2023). Além disso, 18 das 150 patentes estdo mortas, de acordo

com o status Dead/Alive do DWPI, o que significa que elas ndo sdo mais validas.
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Figura 1 — Evolucéo temporal (2006-2023) das patentes publicadas relacionadas a produtos terapéuticos
derivados de MSC identificados no DPWI. A linha verde e os pontos representam o nimero de patentes. O eixo
y mostra o nimero de patentes depositadas, e 0 eixo X mostra 0s anos em que as patentes foram publicadas.

Diferentes tipos de PTLC-CTM foram patenteados ao longo dos anos. A Figura 2A
mostra a série histérica de familias de patentes categorizadas por grupos de produtos
terapéuticos derivados das células mesenquimais, os quais foram classificados pela
terminologia utilizada nas patentes. Os PTLC-CTM mais frequentes encontrados na série
historica de patentes foram 0s exossomos e 0 meio condicionado, totalizando 83 e 29 depdsitos,
respectivamente (Figura 2B). Aproximadamente 87% das solicitacdes relacionadas a
exossomos foram publicadas entre os anos de 2019 e 2022, seguindo a tendéncia de evolucao
geral observada na Figura 1. Por outro lado, a evolucdo dos pedidos relacionados ao meio
condicionado € mais constante e apresentou uma média de aproximadamente trés patentes por
ano. Além disso, o meio condicionado figura entre as primeiras patentes que protegem 0s
PTLC-CTM.

A medida que surgiu a hipotese de acdo paracrina das células mesenquimais, 0s
primeiros trabalhos utilizaram meio condicionado para avaliar se os fatores secretados por estas
células participavam do seu efeito terapéutico (BAFFOUR et al., 2006; GNECCHI et al., 2006;
KINNAIRD et al., 2004; OHNISHI et al., 2007). Ao longo do tempo, essa hipotese foi apoiada
por evidéncias que mostram que o secretoma das células mesenquimais, que engloba fatores
sollveis e vesiculas extracelulares, induzem efeito semelhante ao do transplante das células-
tronco (EVANGELISTA; SOARES; VILLARREAL, 2019). Isso poderia explicar porque as
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patentes relacionadas ao meio condicionado sdo o Unico tipo de PTLC-CTM encontrado em
todo o periodo, como mostram as barras laranjas na Figura 2A. Em relagdo aos demais produtos
derivados de células mesenquimais, observou-se um nimero muito menor de pedidos de patente
guando comparados aos exossomos e ao meio condicionado. No entanto, o nimero de patentes

relacionadas a vesiculas extracelulares também aumentou significativamente a partir de 2020.
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Figura 2 — Tendéncias de publicacéo de patentes (A) e participacéo total (B) dos diferentes tipos de PTLC-
CTM. (A) As barras mostram o nimero de patentes depositadas (eixo y) no decurso temporal entre 2006-2023
(eixo x). (B) O gréfico de pizza mostra o nimero e a contribuicdo dos diferentes tipos de produtos terapéuticos
derivados de CTM para a quantidade total de patentes publicadas.

A participacdo no total de patentes também pode ser encontrada na Figura 2B, que
mostra os principais PTLC-CTM usados no desenvolvimento de invengdes. As tecnologias
mais frequentes foram os exossomos, presentes em pelo menos 83 familias, seguidos por meio
condicionado (29), vesiculas extracelulares (16) e secretoma (5). Outras categorias, como
fatores de crescimento, lisado celular, extrato celular, fatores celulares e sobrenadante foram
agrupadas em "outros" e incluem 17 documentos. Os resultados mostram uma alta diversidade
no namero de areas tecnoldgicas e apontam para uma predominancia de patentes relacionadas
a exossomos. No entanto, como a denominacéo "vesiculas extracelulares” refere-se a vesiculas
secretadas fechadas por membrana — que incluem subgrupos como exossomos, microvesiculas

e corpos apoptoticos —, 0s exossomos também sdo considerados um tipo de vesicula



162

extracelular. Assim, quando contabilizados em conjunto, exossomos e vesiculas extracelulares
correspondem a 66% do total de patentes depositadas ao longo dos anos.

Como mencionado anteriormente, o conceito de usar derivados liberados ou “partes de"
células mesenguimais ndo € novo. No entanto, ndo foi até meados da década de 2010 que 0s
pedidos de patentes protegendo produtos MSCs livres de células comegaram a aumentar.
Tecnologias livres de células que inicialmente se concentravam em meio condicionado
rapidamente mudaram seu foco para vesiculas extracelulares e exossomos. De fato, a partir da
década de 2010, a comunidade cientifica direcionou atencdo especial para vesiculas
extracelulares e exossomos (GATTl etal., 2011; LAl etal., 2010; LI etal., 2013), quando houve
um répido crescimento de estudos focados no entendimento das vesiculas extracelulares e suas
possiveis aplicagdes.

Em comparacdo com outros PTLC-CTM, vesiculas extracelulares e exossomos sao um
produto muito mais versatil, pois podem transportar naturalmente compostos biologicamente
ativos e ser modificados para servir a um proposito especifico. Além disso, tem sido proposto
que o efeito bioldgico das vesiculas extracelulares é superior ao do meio condicionado (HE et
al., 2022). Essas caracteristicas, e o crescente interesse cientifico em vesiculas extracelulares,
poderiam explicar o aumento exponencial de patentes protegendo vesiculas extracelulares,
especialmente exossomos, a partir de meados da década de 2010. O primeiro artigo a oferecer
diretrizes e padrdes para estudar e relatar estudos cientificos foi lancado em 2014 pela
Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (LOTVALL et al., 2014) e depois
atualizado em 2018 (THERY et al., 2018). A partir de 2014, a pesquisa de vesiculas
extracelulares tornou-se uma érea de crescimento muito rapido na biologia, medicina e também
de patenteamento. Embora uma parcela significativa dos patenteamentos ainda esteja
direcionada ao meio condicionado, tornou-se claro que a pesquisa, desenvolvimento e inovagédo
de PTLC-CTM esta tendendo para o desenvolvimento de novos produtos usando vesiculas

extracelulares ou exossomos, que podem ser aplicados a uma variedade de condicdes.

3.3.2. A aplicabilidade das tecnologias baseadas em PTLC-CTM ¢é ampla
A faixa de aplicabilidade das novas tecnologias livres de células pode ser estimada pela
analise das reivindicacdes de patente. Mais de 20 aplicagdes em diversas condi¢fes foram
reivindicadas. E importante notar que uma Unica patente pode reivindicar, e geralmente
reivindica, mais de uma aplicabilidade mesmo que ndo seja totalmente apoiada por evidéncias.
Entre as 150 familias, alguns dos efeitos terapéuticos dos PTLC-CTM incluem atividade anti-

inflamatdria, com 43 alegacdes; aplicacfes dermatologicas (40) e cosméticas (21); atividades
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neuroldgica (20) e imunossupressora/imunomoduladora (31); tratamento de doengas que
afetam ossos e articulagdes (18), trato respiratdrio (10) e gastrointestinal (10) e efeito analgésico
(4). Em consonancia com esses efeitos terapéuticos reivindicados, a gama de aplicacdo dessas
tecnologias € extensa e inclui o tratamento de pré-eclampsia (CA2859768C), cicatrizes ou
danos a cdrnea ou Ulceras neurotroficas da cornea (US20210000858A1), promocdo de
angiogénese e tratamento de doencas de pele (CN110917215B), tratamentos de doengas
imunoinflamatorias (KR2020000415A) e alopecia (CN111840330B). E importante destacar
que outras tecnologias ndo incluidas nesta tabela também poderdo ser absorvidas pelos
consumidores nos proximos anos devido ao potencial de mercado e as estratégias de inovagéo
a serem adotadas pelas instituicdes detentoras das patentes, permitindo a utilizacdo desses
ativos no desenvolvimento de novos produtos terapéuticos.

As patentes recuperadas também mostram a combinacdo de tecnologias, onde o produto
livre de células ndo € o Unico ingrediente ativo, mas sim combinado com diferentes tecnologias
para produzir uma formulacdo. A patente CN115040635A, por exemplo, busca proteger uma
bioformulacdo composta por exossomos de células mesenguimais combinados com ficocianina,
extrato de madressilva, alginato de sodio e soro fisioldgico para o tratamento da artrite
reumatoide. Exossomos também tém sido utilizados como um dos ingredientes de uma tinta
bioldgica para construicdo de um arcabouco bioldgico bidnico 3D (CN113398332B). Outros
exemplos sdo a patente W02022249180A1, que descreve uma composi¢do composta por uma
vesicula extracelular associada a um agente ativo e um polimero, e a patente CN115192627A,
descrevendo um biogel cicatrizante preparado com Radix astragali, exossomos e gel glucano.

As patentes também incluem PTLC-CTM oriundos de células mesenquimais pré-
condicionadas/pré-tratadas, que poderiam otimizar o processo de produgdo ou melhorar a
funcdo bioldgica desses derivados. Exemplos de pré-tratamento incluem incubar as células com
moléculas, agentes quimicos (FU et al., 2021) e em condi¢des de hipoxia (CHENG et al., 2020;
QIU et al., 2020). A patente CN107217034A, por exemplo, descreve a adi¢do de interferon,
eritropoetina e fator de crescimento derivado de plaquetas ao meio de cultura durante o processo
de cultivo, enquanto W02022169049A1 descreve o pré-tratamento de células-tronco com
TNF-o e IFN-y.

Os PTLC-CTM tém sido classicamente entendidos como um ingrediente ativo, pois
podem transportar uma carga de miRNA, mRNA e proteinas originarias das células
mesenguimais para as células-alvo (KESHTKAR; AZARPIRA; GHAHREMANI, 2018). Essa
mesma caracteristica tem levado a novos estudos com vesiculas extracelulares e exossomos e

tem mudado esse paradigma. Nesse sentido, vesiculas extracelulares e exossomos tém sido
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considerados como a préxima geracao de sistemas de entrega de medicamentos (HERRMANN;
WOOD; FUHRMANN, 2021). Eles podem ser usados para transportar cargas de células
geneticamente modificadas ou podem ser pos-modificados (carregados com medicamentos, ou
ter sua superficie modificada) para transportar cargas especificas. A insercdo de farmacos em
vesiculas extracelulares tem sido proposta como uma forma de otimizar a estabilidade in vivo,
a circulagdo sanguinea dos farmacos e eficiéncia de direcionamento celular de produtos
farmacéuticos e biofarmacéuticos (LIANG et al., 2021). Esse conceito foi aplicado, por
exemplo, na patente W02022250268A1, que utiliza vesiculas extracelulares transformadas
com um vetor de expressdo recombinante para tratar o céncer gastrico, enquanto
CN115350282A usa exossomos como carreadores para a adriamicina no tratamento do cancer
de figado. A patente CN115252647A também faz uso de exossomos como um sistema de
liberacdo para minoxidil no tratamento da alopecia, e CN114712396A usa vesiculas
extracelulares carregadas com rapamicina para o tratamento de uveite autoimune. As formas
farmacéuticas que incluem PTLC-CTM também sdo variadas e englobam um hidrogel com
exossomos para o tratamento de adesdo intrauterina (CN114712302A), um aerossol para
reparacao da pele pds-queimadura solar (CN113616587B), um arcabouco bioldgico bidnico 3D
contendo exossomos (CN113398332B), uma mascara facial (CN113648273B) ou mesmo
injecOes (CN114832015A).

A Tabela 1 resume as patentes citadas acima e inclui seus titulos e descri¢Bes. Esse
portfélio apresenta uma diversidade de tecnologias que tendem a ser absorvidas pela industria

farmacéutica ou de biotecnologia nos proximos anos.

Tabela 1 — Exemplos de patentes com diferentes aplicagdes e nas quais 0s PTLC-CTM séao

utilizados como sistemas de entrega.

Ndmero de publicagéo /

Ano Titulo Descricao
A bioformulacéo é preparada usando
CN115040635A Biological preparation_ f_or treating €X0Ss0mos de ce_i*l_ulas-tronco me_senqui_mais
2022 rheuma_t0|d arthritis and do cordéo UmbI|ICr'.i| humar_lo, flcocm,nl_na,
preparation method thereof extrato de madressilva, alginato de sddio e
soro fisioldgico.
O arcabouco utilizado para promover a
cicatrizagdo da cartilagem articular e do 0sso
A 3 D bionic biological scaffold inferior da articulacdo, compreende: a
CN113398332B containing stem cell external primeira tinta biolégica composta pelo
2022 secretion body and application material principal do corpo, matriz livre de
thereof células cartilaginosas e exossomo, e a

segunda tinta biol6gica composta pela matriz
celular 6ssea
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Composicdo til para introduzir agente ativo

- . na célula e tratar condicdo tratavel por
Compositions comprising

W02022249180A1 - . agente ativo compreendendo vesicula
extracellular vesicles and an active - -
2022 extracelular associada a agente ativo e
agent and uses thereof . ;
polimero, onde o polimero carrega carga
positiva
A conditioned medium obtained (IJ rlnelo condicionado pbtl_do ? partl( Qe
from placental mesenchymal stem células-tronco mesenquimais p f:\cent_anas,
CA2859768C para o tratamento da pré-eclampsia,
cells and use thereof for the )
2021 . compreende fatores secretados por células,
therapeutic treatment of pre- ; . .
. como interleucina (IL)-6, IL-10 e proteina
eclampsia L .
quimiotética de monécitos 1
Fazer composicdo farmacéutica para tratar
cicatrizes corneanas ou danos na cornea, ou
US20210000858A1 Stem cell-derived exosomes for the  Glceras neurotroficas da cdrnea, combinando
2021 treatment of corneal scarring em formulagdo aquosa, polinucleotideos
especificos e excipiente farmacéutico, por
exemplo, conservante.
A preparation method for s envonve
CN115192627A accelerating deep skin seated preparagao o9 .
g . ; . preparacéo radix astragali sobrenadante,
2022 repairing and anti-scar biological x ~
el preparacdo de exossomos, preparacédo de gel
g glucano.
Complexo usado como composicdo para
promover angiogénese e tratar doengas de
CN110917215B Complex, tissue repairing material pele, é formado pela cpmblnaga_o _de um
2021 and prepgrat_lon method and grupo-alvo e uma yesmula med_lcmal, 0
application thereof grupo-alvo é selecionado a partir de um
aptamero, e a vesicula medicinal é um
£X0S50mMo
Drug-carrying external secretion O exossomo carregado de Dug visando o
CN115350282A body for targeting liver cancer, fast  cancer de figado é obtido apds o tratamento
2022 preparation method and application dos exossomos carregados com
thereof neuraminidase.
Gastric cancer-specific taraetin Composigdo utilizada para prevencao ou
W02022250268A1 pec geting tratamento do cancer gastrico, compreende
exosome composition, as drug .
2021 carrier. and use thereof vesiculas extracelulares transformadas com
’ vetor de expressdo recombinante.
Produzir liquido de cultura de células-tronco
Mesenchymal stem cell culture T
media for preventing or treating _Mmesenquimals para t_ratamento (.je doengas
KR2020000415A . . . imunes ou inflamatdrias, por meio da coleta
immune disease or inflammatory ) L .
2020 . - de células-tronco mesenquimais e cultivo em
disease and a method for preparing g,
meio livre de soro com arcabougo
the same . . P
biocompativel, e coleta de liquido de cultura
A composicdo anti-reparo da perda de
cabelo, Util no preparo de medicamentos
CN111840330B A composition for preventing para o tratamento da anpgua, co.mpreende
. S células progenitoras do foliculo piloso, fator
2020 alopecia and application thereof. ; S
de células-tronco mesenquimais, lisado de
células-tronco mesenquimais e fibrina rica
em plaquetas
Preparagdo externa de composto carregado
CN115252647A Composite (_externgl preparation for _ de minoxidil usado para preparar _
2022 promoting hair growth and medicamentos para o tratamento da alopecia,

preparation and application thereof de preferéncia alopecia androgenética,

eflavio telégeno, alopecia areata.
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Uso de pequenas vesiculas extracelulares
derivadas de células-tronco mesenquimais
carregadas com rapamicina como e/ou
preparacdo de droga para tratamento de
uveite autoimune

Application of mesenchymal stem
CN114712396A cell-derived small extracellular
2022 vesicles loaded with rapamycin in
autoimmune uveitis

CN114712302A o Prepara(;alo de hidrogel (Ele €x0ssomo para
2022 Exosome hydrogel and application preparacéo de preparacéo de_compos!tos
para o tratamento de adesdo intrauterina.

Aerossol atil para, por exemplo, reparacdo
da pele pds-queimadura solar, tratamento da
CN113616587B Aerosol for repairing after sunning reacdo inflamatéria e danos celulares
2022 and skin method thereof causados pelos raios UV, eliminacdo de
radicais livres e promocao do metabolismo
do tecido cutaneo.

Méscara facial calmante util para a
recuperacdo ap6s o reparo da pele facial,
A soothing facial mask good for face inclui fragrancia de mascara facial, incluindo

CN113648273B skin repairing postoperative exossomos de células-tronco adiposas,
2022 recovery and preparation method nanolipossomas carregados com drogas,
thereof seiva de bétula, alantoina, hidroxietil

celulose, glicerina e 4gua deionizada, e
material base de méascara facial

A injecéo reparadora facial Util para o anti-

Face repair injection based on PRP . ~
envelhecimento, reparacéo e tratamento de

CN114832015A and stem cell external secretion doencas da pele. compreende plasma rico em
2022 body and preparation method ¢ Pete, P >
thereof plaquetas, exossomos de células-tronco e

soro fisiologico

Novo exossomo derivado de células-tronco
mesenquimais (CTM) do corddo umbilical
humano, Util para o preparo de cosméticos,
possui estrutura bicamada fosfolipidica e €
composto por RNAm, DNA e 4cido nucleico

A human umbilical mesenchymal
CN107217034A stem cell source external secretion
2017 body, obtaining method and
application thereof

A producéo de exossomos, Util na
composi¢do de medicamentos para
W02022169049A1 Method for obtaining mesenchymal prevencao e tratamento de doencas
2022 stem cell-derived exosome inflamatorias, compreende o pré-tratamento
de células-tronco com fator de necrose
tumoral alfa e interferon-gama

Embora as patentes recuperadas protejam uma infinidade de condicdes, elas nédo
esgotam as possibilidades de aplicacdes de PTLC-CTM, ja que produtos livres de células
mesenquimais podem em teoria exercer os mesmos efeitos terapéuticos atribuidos as células
mesenqguimais, o que ainda néo foi totalmente explorado nas patentes recuperadas. Além disso,
h& uma enorme possibilidade de combinagGes de pré-tratamentos das células mesenquimais,
terapias génicas, composices de ingredientes e formas farmacéuticas que possam gerar
produtos potenciais completamente novos, e portanto, novas patentes. Consequentemente,

acredita-se que o numero de depositos de patentes protegendo PTLC-CTM tende a aumentar.
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3.3.3. Mercado de produtos terapéuticos livres de células derivados de células-tronco

mesenquimais

A decisdo de requerer a protecdo de patentes num determinado pais pode mostrar o
objetivo de entrar em um mercado local para vender um novo produto ou usar uma nova
tecnologia (DECHEZLEPRETRE; MENIERE; MOHNEN, 2017). Assim, a distribuigio
geogréfica poderia indicar os locais onde os depositantes (empresas ou universidades)
acreditam que existem possiveis concorrentes ou um potencial mercado consumidor para a
aquisicdo de ativos de propriedade intelectual (SANTOS; PINTO; ROCHA, 2021). A Figura 3
apresenta os paises e escritorios internacionais que receberam os primeiros pedidos das familias
de patentes para a prote¢do dos PTLC-CTM. A China (CN) foi o pais que mais recebeu pedidos
de protecdo, com um total de 97 familias de patentes, seguida pelos Estados Unidos (EUA; 16),
o Instituto Europeu de Patentes (EPO, 11), a Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual
(WIPO; 8), Repliblica da Coreia (KR; 5), Japdo (JP; 4), Brasil (BR; 3), Canada (CA,; 1), india
(IN; 1), Israel (IL; 1), Hong Kong (HK; 1), Russia (RU; 1) e Espanha (ES; 1).

IL
g RU
CA
- ——— ESV
. Us o il P
* KR
HK
1-10patents IN'
BR
) 11- 20 patents
. > 20 patents
e China (CN) - 97 EPO-11 Republic of Korea (KR) - 5 Brazil (BR) - 3 India (IN) - 1 Hong Kong (HK) -1 Russia (RU) - 1
United States (UN) - 16 WIPO - 8 Japan (JP) - 4 Canada (CA) - 1 Israel (IL) - 1 United Kingdom (GB) - 1 Spain (ES) - 1

Figura 3 — Distribuigdo geografica dos principais paises e organiza¢es de propriedade intelectual onde
foram publicadas patentes que protegem produtos terapéuticos livres de células derivadas de células-tronco
mesenquimais.

De fato, 64,7% de todas as patentes depositadas foram inicialmente protegidas na China.

A protecdo de PTLC-CTM supera em muito até mesmo os Estados Unidos, o segundo pais em
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namero de tecnologias protegidas (Figura 4). A Figura 4 também mostra que, desde 2018, a
taxa de crescimento da protecdo de patentes seguiu a tendéncia da China. Esses dados podem
indicar que a China tem sido vista como um grande mercado de medicamentos de terapias
avancadas e, portanto, as organizac6es optaram por garantir a propriedade intelectual neste pais;
ou que ela esta liderando a pesquisa nesse campo, ja que 0s inventores também tendem a

proteger as invengdes em seu pais de origem antes de aplicar em outro lugar.
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. Estados Unidos da América O China Total de patentes depositadas

Figura 4 — Comparacéo das tendéncias de protecdo de produtos livres de células derivadas do MSC entre
os dois principais paises em namero de patentes. O eixo y apresenta o nimero de patentes depositadas, e 0 eixo
X apresenta 0s anos em que as patentes foram publicadas.

O tamanho das familias de patentes — ou seja, 0 nimero de paises onde uma mesma
familia foi depositada — tem sido utilizado como uma medida da difusdo internacional de
tecnologias, portanto, também pode ser usado como uma medida do tamanho do mercado da
invengdo (DECHEZLEPRETRE; MENIERE; MOHNEN, 2017; EATON; KORTUM, 1999).
Foi relatado que o nimero de patentes depositadas na China que séo levadas para escritorios de
patentes estrangeiros é extremamente baixo em comparagdo com outros paises. Mais de 70%
das patentes chinesas s@o singletons, ou seja, "patentes que ndo sdo seguidas nem por
continuac®es nem por aplicagdes estrangeiras” (DECHEZLEPRETRE; MENIERE; MOHNEN,
2017). Por outro lado, mais de 20% das patentes registradas na China tém prioridade
estrangeira, o que poderia implicar interesse em entrar no mercado chinés. Os dados

recuperados no presente estudo evidenciaram o mesmo padrdo para os PTLC-CTM: todas as
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familias de patentes depositadas na China sdo singletons, assim como as demais patentes
depositadas em outros paises.

A analise dos principais detentores de patentes e onde eles buscaram proteger seus ativos
intelectuais pode ser observada na Figura 5. Os principais detentores de patentes séo o inventor
chinés Yang, Zi-Jiang e Shenzhen Beike Biological Technology, ambos com trés patentes
protegidas na China; Samsung Life Public Welfare Foundation, com trés patentes depositadas
no Japdo, nos Estados Unidos e EPO, e a Agency for Science Technology and Research, com
sede em Singapura, com duas patentes depositadas nos Estados Unidos da América (EUA) e
uma na China. Mais quinze inventores/empresas detém duas patentes cada, e as outras 131
patentes sdo detidas por empresas totalmente diferentes, o que significa que ha uma grande
diversidade de organizacdes com foco em terapias livres de células. A Figura 5 também mostra
que todos os principais detentores de patentes baseados na China optaram por proteger seus
ativos na China. Por outro lado, com excecdo da Xon Cells Inc (uma empresa com sede nos
EUA que solicitou protecdo em seu pais de origem), os principais detentores geralmente
solicitaram protecdo em outros paises ou organizagdes internacionais. A Corion Biotech, por
exemplo, € uma empresa com sede na Italia que solicitou patenteamento no Canadé e na China.
Em contraste, a T-Helper Cell Technologies, uma empresa russa, protegeu seus ativos nos EUA

e em Israel.

CN
WIPO

T-Helper Cell Technologies ——:I = rU

Med Cell Bahamas —{ 1E] s1

Xon Cells Inc.——g us

Direct Biologics - |=S

Seoul National University R&Db Foundation
Corion Biotech

Shenzhen Lailisai Biotechnology

Shenzhen Cell Technology

Zhongke Boyan Biotechnology

Zhejiang University

Tianjin Medical University Eye Hospital

Naval Medical University of Chinese People's Liberation Army
Nanjing Medical University

The Second Military Medical University

Zhao Yue

Yang, Zi-jiang

Shenzhen Beike Biological Technology
Samsung Life Public Welfare Foundation
Agency For Science Technology And Research

EPO
CA
IL

JP

IRy

EEEE

I T T
0 1 2 3 4

NUmero de patentes

Figura 5 - Principais detentores de patentes e locais onde solicitaram o patenteamento. Os principais
detentores de patentes sdo exibidos no eixo y, e 0 nimero de patentes detidas pelas empresas pode ser visto no
eixo X. As bandeiras e abreviaturas ao lado das barras indicam o pais onde a empresa esta sediada. As cores da
barra indicam onde a patente foi depositada. CN: China; WIPO: Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual;
EUA: Estados Unidos; EPO: Instituto Europeu de Patentes; CA: Canada; IL; Israel; JP: Japdo; RU: RUssia; BH:
Bahamas; IT: Italia; KR: Republica da Coreia; SG: Singapura.
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Em seguida, foram recuperadas do banco de dados DWPI as principais organizac¢oes
responsaveis pelo patenteamento de PTLC-CTM, as quais foram divididas por tipo de produto
protegido (Figura 6). Os resultados demostraram diferentes os segmentos das organizacoes,
dentre as quais a maioria das empresas pertence aos setores farmacéutico e de biotecnologia.
Na figura 6 estdo representadas as seis principais empresas detentoras de ativos e as
porcentagens correspondentes a fracdo que estas empresas detém em relacdo ao total de
patentes, por tipo de PTLC-CTM. Entre as empresas com foco em exossomos, as instituicoes
asiaticas Shenzhen Cell Technology, The Second Military Medical University, Shenzhen
Lailisai e Seoul National University R&DB Foundation depositaram cada uma 2,5% do
portfélio relacionado a este PTLC-CTM. A norte-americana Xon Cells e a chinesa Yue Zhao
depositaram 2,5% dos ativos relacionados aos exossomos. Quando se trata de invencdes
relacionadas a meios condicionados, Zi-Jiang Yang foi responsavel por 8,8%, seguido por
Corion Biotech e T-Helper Cell Technologies, com 5,9% cada. A empresa de biotecnologia
Med Cell Bahamas predomina em nimero de depdsitos de patentes que protegem o secretoma
(28,6%).

Em relacdo aos documentos que protegem vesiculas extracelulares, o Tianjin Medical
University Eye Hospital foi responsavel pela maior parte dos depoésitos de patentes (11,1%).
Ainda assim, outras empresas como Samsung Life Public Welfare Foundation, Omnispirant e
Unicyte Ag (5,56% cada) também contribuiram para os depdsitos. As organiza¢@es que optaram
por proteger outros tipos de produtos, como lisado ou extrato celular, sobrenadante ou fatores
de crescimento derivados de MSC incluem Direct Biologics, Histogen, Ethicon, BioMimetics
Sympathies, Guangzhou Sailang Biotechnology, Huazhong University of Science and
Technology cada uma com uma contribuicdo de 5,9% para o total de depdsitos de patentes.
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Figura 6 — Principais organizacfes que depositaram patentes segmentadas por tipo de PTLC-CTM. Os
percentuais correspondem a sua contribuigdo para o total de patentes publicadas em cada segmento.

Antes de entrar no mercado, os produtos terapéuticos devem ser extensivamente
testados em ensaios clinicos, que englobam uma fase de testes complexos e caros. Portanto,
iniciar um ensaio clinico geralmente significa que a terapia em questdo mostra um potencial
significativo para se tornar um produto. Mais de mil pesquisas clinicas foram registradas para
estudar os resultados da terapia com células-tronco mesenquimais (KOUCHAKIAN et al.,
2021), indicando interesse em inserir estas pesquisas no mercado. Da mesma forma, o nimero
de estudos com foco na terapia livre de células estd aumentando. Dos 69 ensaios clinicos
registrados testando produtos derivados de células mesenquimais, quase metade (33) comegou
em 2022 ou depois (Tabela S1 — Material Suplementar)(“U.S. National Library of Medicine.
ClinicalTrials.gov Database.”, [s.d.]). Assim, também podemos esperar um crescimento

continuo de ensaios clinicos envolvendo PTLC-CTM.
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A Figura 7 apresenta a proporgdo de ensaios clinicos por tipo de produto derivado de
célula-tronco mesenquimal. Assim como observado nas patentes, 0s exossomos também
respondem pela maior parcela dos ensaios clinicos registrados — ja existem 42 ensaios clinicos
com foco em exossomos de células mesenquimais registrados no ClinicalTrials.gov. Além
disso, houve ensaios clinicos avaliando vesiculas extracelulares (7), secretoma (10), meio
condicionado (4) e outras moléculas bioativas derivadas de células mesenquimais (5).

A maioria destes estudos, 18 em 69 estudos clinicos (26%), teve como objetivo utilizar
0s PTLC-CTM para tratar a sindrome do desconforto respiratorio agudo e condicdes
relacionadas a COVID-19, ja que a COVID-19 tem sido um tépico de interesse nos ultimos
anos. Outras condicdes abordadas pelos estudos foram diabetes (NCT02138331), feridas
crénicas e queimaduras (NCT04134676; NCT05078385), alopecia (NCT05658094), doenca de
Alzheimer (NCTO04388982), neuralgia craniofacial (NCT04202783) e osteoartrite
(NCT04314661). A China (15), a Indonésia (13) e os EUA (10) foram os paises que lideraram
em relacdo ao nimero de estudos clinicos. Curiosamente, a Direct Biologics, uma das principais

detentoras de patentes, patrocina 10 (14,5%) dos 69 ensaios clinicos.

Estudos clinicos com produtos
terapéuticos livres de células
derivados de células-tronco
mesenquimais

B Vesiculas extracelulares
B Exosomos
Weio condicionado
Secretoma
Fator pleiotropico derivado de célula
mesenquimal

Figura 7 — Distribuicao dos produtos terapéuticos derivados das CTM entre os estudos clinicos registrados
em ClinicalTrials.gov.

O patenteamento, por si s6, ndo garante que tecnologias livres de células serdo
desenvolvidas em um produto e entrardo no mercado. Por outro lado, entrar na fase clinica

implica que algumas tecnologias livres de células passam a ter maior nivel de evidéncia e
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robustez na qualidade dos dados, estando mais proximas de se tornarem um produto real.
Embora nédo tenha sido possivel verificar se os ensaios clinicos registrados referem-se aos
PTLC-CTM com patentes patentes ativas, estes dados indicam que estas tecnologias ja
avancaram em seu status de desenvolvimento e estdo cada vez mais proximas de serem
introduzidas no mercado como um produto comercial.

Em sintese, os medicamentos de terapia avangada que utilizam PTLC-CTM sdo um
dominio inovador e em rapida evolucdo. Como consequéncia, a protecdo intelectual dessas
novas tecnologias aumentou exponencialmente na ultima década. Existem alguns tipos
diferentes de tecnologias que podem ser usadas como PTCA, entre elas os exossomos lideram
como a tecnologia mais patenteada. Além disso, a China emergiu como o principal local onde
as patentes foram desenvolvidas e depositadas, estabelecendo-se como um grande representante
em relacdo a pesquisa e desenvolvimento de PTLC-CTM e como um mercado potencial para a
fabricacdo e comércio destes produtos. Embora a protecdo de patentes inclua uma grande
variedade de aplicagdes terapéuticas, ainda ha muitos ramos de aplicacdo a serem explorados,

seja usando as tecnologias por si s6 ou combinando-as com outras tecnologias.
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CONCLUSAO

Os tratamentos com MSC ou VE-MSC induziram antinocicepcao duradoura e melhoraram
parametros funcionais de capacidade fisica em modelo de dor neuropética de forma similar.
Os mecanismos associados a esses efeitos foram compartilhados por MSC e VE-MSC e
envolveram a modulacdo da producdo de citocinas por macréfagos, o aumento dos niveis
de IL-10, a ativacdo de receptores CXCR2 e a regulacdo da expressao génica de peptideos
opioides endogenos.

As MSC-LIF e VE-LIF inibem citocinas pré-inflamatoria e aumentam a producéo de IL-
10, in vitro.

As VE-LIF preservam as propriedades terapéuticas das células de origem, tanto nos testes
in vitro, como nas avaliacdes in vivo.

As MSC-LIF e VE-LIF melhoram a capacidade fisica de camundongos neuropéticos.

A potencializacdo do efeito antinociceptivo de MSC pela manipulacdo genética para
superexpressao de LIF ndo foi observada.

A protecdo intelectual das tecnologias cell free derivadas de MSC aumentou
exponencialmente na Gltima década.

Vesiculas extracelulares e exossomos lideram como a tecnologia mais patenteada.

A China emergiu como o principal local onde as patentes foram desenvolvidas e
depositadas, estabelecendo-se como um dos principais agentes em pesquisa e
densenvolvimento e um mercado potencial para a fabricacdo e comércio de produtos
terapéuticos derivados de MSC.

A protecdo de patentes inclui uma grande variedade de aplicacdes terapéuticas, e ainda ha
muitos campos tecnoldgicos a se explorar, seja usando as tecnologias por si S6 ou

combinando-as com outras tecnologias.
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e thesr i Wi pharmaccdogicalefisc s in aninflammation medel. The anoss-linked sarches wee sucessfully
dbtaned, chamornzed, and subamited o Cphyoocgnin encapsulan by feer e-drying The chamoeniza son of
ories-dinioed £ nchess- C-plvgc or sanin compogie:s by Scanm ing edacinn Mmooy, Rourksr warsiem infoned
spertroaonpy, X-ray diffraction, thesmogravimetry, and diffenensial scan ning callonme oy demansrared St
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fested i iz The orom-Bnked potain stnchC-phycccyanin prolonged the ansbyperalgesic ofsos ammbuted
o C-phyoncyanin, & buse d by comiple e Freund s adjusaunt| OFA) madel Sranch oroes-dinioing promted the for
miticn of 2 bydinoged e tavark n secdlen Stte et pping C-phiyoocnin, thiss, aching 202 bamer © i réeze o
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1. Introduction

C-Phymcyanin i a very promising malsoule for drugdevelopment,
a% several health benefits have been associated with this compound

The phycobiliproteins are a family of soluble proteins, mainly pre
=eniing in algae [about 40-60%]) | 1]- Chemically, these protein= aontsin
covalently linked tetrapyrmole groups | biling | which atmorh light be
twesen A0 and 660 nm [2 | In ithis r ange, phycobi lliprokeins can be di
vided into three clrsses based on their speciral properties:
phycoeryhrn (Yo 565 nm); phycocyanin (Yo 620 nm) and
allophy acyamtin (Yo 650 nm) | 3] Strudwrally phycocyanin is com
posed af two polypeptide chains namey a unit [12-19 kDa) and p
umit [ 14-21 k&) | 2]. These two subunits orm af momomers, which
aggregate into o,y trimers and further inio disc-<haped ot
hexamers, the funcional unit of & phycocyanin [4].

Al v STWE, ol S aghophate; STRP, dolium 0ol Soaehale;
REMN, scamiy cactina sacamcosy; FTIN Fowder [ sl m il aal spnnh gy ; K&D,
Wity et T, 0 et o, (00, o ol caomongg il oy
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For instanee, anti-inflammatary | 5]; anti-hyperalgesic | 5]; anti-allergic
|6]; immunomadulatary |6]; anti-oxddant | 7] and anti-tumarigenic =
fects [8] have already been reparnted

The new generation of dug development mncams to microenc
sulation. This process is reagnizsd for improving the bicavailability of
hioaxtivemmpounads 9.1 0] 2nd toprotect them ta adverss surmounding
conditions, such as pH variation, light. = mperature, oxidative atmo-
sphere, and relative hurmidity. [11]- This approach madindy indudes pro-
cege; for the food and pharmasceutical industries. Several kinds of
microencps ulation techniques 2 emu ks fication, coacervation, spray
drying, spray maling, frees=-d rying, fluid bed coating, and extrsion
were previously described [ 12,13 Each technique has its advantages
and disadvantages. However, the freere-drying techniqueis imteres ting
beraise it prevents the chemical and thermal degradation of the com
pounds. Among several aating materials used for microencapsulation
purpees, the carbaby drates have been widely investigated for many
years [11,14].
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Abstract The proper pharmacological control of pain i a continuous challenge for patients and
health care providers. Even the most widely used medications for pain treatment are still ineffec
tive or unsafe for some patients, especially for these who suffer from choonde pain. Substances
containing the chromone scaffold have shown a vasiety of biological sctivities, including analgesic
effects. This work presents for the first time the centrally mediated antinooiceptive activity of
S-0-methylnesrumchromeone K (8-CK). Cold plate and tail fick tests in mice showaed that the
SCR-induced antinociception was dose-dependent, longer-lasting, and more efficacious than that
induced by marphine. The 3-CK-induced antinocicepfiaon was not reversed by the opioid antagondst
naloxome. Topologieal deseriptons (ingerprints) were smployed o narrow the antagonist selechion o
further investigate 5-CK's mechanism of acbon. Mesxt, based on the results of fngerprints analysis,
functional antaganist assays were conducted on nociceptive tests. The effect of 340K was campletely
reversed in both cold plate and tail-flick tests by GABA 4 receplor antagondst bleuculline, but not
by atropine or ghibenclamide. Molecular docking studies suggest that 5-CK binds to the orthosteric
binding site, with a similar binding profile ta that cbserved for bicuculline and CABA. These results
evidence that 3-CK has a centrally mediated antinocicepiive effect, probably involving the activation
of GABAergic pathways.

Keywaords: chromane, analgesic; GABA; docking

1. Introduction

Pain s a symptom assoclated with a varety of pathological states, frequently it is
the first or the most Important manifestation of a disease. However, sometimes pain can
turn imte a disease itself. When pain exceeds its blological function of protection and
becomes chronic it negatively impacts both day-to-day life and mental health [1,2]. The
proper pharmacological control of pain is an unsolved challenge for patients and health
care providers. The ongoing treatment is primarily based on the use of opicid analgesics
and non-stercidal anti-inflammatery drogs (NSATD). Even though those pharmacological
classes are among the most widely used medications, they still are ineffective or unsate for
some patients, especially for those who sutfer from chronic pain [3.4]. Yet, there are few
dnlg dl:'w:np'rr.c'!'.r etorts that focus on ta rgcring novel p.ﬂ"!'.nph}'siulngicﬂ mechanisms to
supply the treatment of patients who do not respond to available rln:gs [5,6].

Chromones are a class of naturally occurring substances, widely distributed through
ot natune, which has been m'ng:'.i:’.l‘d asa pri \.-'i|¢'|§H:| strzcture for :]:ug |:|i:sﬂw|-1'_!.' simoe it

Imdt, L Mool So1 2021, 22, 3403 hiips/ Sdodong 105380 fans2 2073413

hitps:/ # wwwmdplcom, journal fijms
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Abstract: Meuropathic pain {NF) is the most prevalent and debilitating form of chroonic pain, caused
by injuries or diseases of the somatosensory system. Since current first-ling treatenenis only pravide
poor symptomatic relief, the search for new therapewtic strabeghes for managing MNP ks an active feld
of investgation. Multiple mechanisms contribute to the genesis and maintenance of NE including
damage caused by oxidative stress. The naturally occurring antioxidant alpha-liposs acid (ALA) is

a promising therapeutic agent for the management of NP Several pre-clinical in vitro ang vivo
studies a3 well 2s clinical trials demonstrate the analgesic potential of ALA in the management of NP
The: bumaficial biological activities of ALA are reflacted in the various patents for the developrment of
ALA-based inmovative products. This review demonstrates the therapeutic potential of ALA in the
management of NP by disoussing its analgesic effects by multiple antioxidant mechanisms as well as
tha use of patented ALA-based products and kow technological approaches have been applied to
enhance ALA's pharmacolagical properties

Boeywarde: J.Ipha-'.l-.smz acid; anbosddant; oxidative stress; T'.."-I'.h'.l]'\Irh_ll-'r r'.(‘-l:lm'\i':hl:’ pain

1. Introduction

MNeuropathic pain (NFP) is an umbrella term that defines chronic conditions marked by
functional alterations of the somatosensory system due o injuries or pathological disorders.
These painful conditions are heterogeneous and affect different areas of the nervous system
resulting in several clinical manifestations [1]. As chronic painful conditions, including
NE, have a promiment central sensitization compoment, they are often irresponsive to
pharmacological treatments with conventional analgesic drugs since their onset [2]. Aside
from tha lack of effectiveness to promaote satisfactory levels of analgesia, currently available
drugs for treating NP are also often limited by adverse ehects that some patients cannot
tolerate [3]. This points out f the need for new and well-iolerated analgesic drugs that are
effective in the management of NE

.|"A.|Th|:!1:|g|'| the exact mechanisms I.I.‘an:l.:.l.'l.g to pain af neurnpathic origin are still un
known, a growing body of evidence associates NP with oxidative stress [4,5]. Oxidative
Stress 1‘51.1]'.'5 I-II N A :Il.'l'lbﬂ.l-ﬂ:l'lL'E .'.'FL'tH'\I.“..'I.'I. T..'1I.' ?E\G:IIJ.LIJ:'t'.LI:'. I::lr IFL‘L' Iﬂ.i] il:'ﬂl! El'l.n'j tl".l." l'.ll:}:iyll
ability to eliminate those radicals by anticdadant mechanisms [6]. Dunng NE a fatlure
in these mechanisms promotes a F:I'I.:-{J:I.I.ild‘l.l'lrl: microenvironment in the site of neural
damage, thus compromising somatosensory signaling.

As oxidative siress plays an important role in the pathophysiology of NE natural
products and preparations rich in antioxidants have been used for treating NF with the
strongest level of evidence for diabetic polyneurcpathies [7]. Among these compounds,
alpha-lipoic acid (ALA) is of particular interest because many studies have successiully
shown its therapeutic benefits and its ability to control MP-related symptorns [7.8]. An-
tinxidant compounds act on different targets and pathways that ultimately contribute to

Antiavadants 2022, 11, 2420, https / f dotorg/ 1023390 fardion] 1131420
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Abstract: Mandenils Lind), is an important gerus of the Apocynaceas family, not only as crnamental
plants but also for its medicinal uses. In Brazil, Mandeeilla species are indicated to treat asthma and
skim infections, thetr ant-inflammatary paotental and waound healing propertics are alse reported m
Uhi liderabure, Concerning their chembcal comipositbon, this group of plants |3 a consplounus producer
of pregnane glycosides. Mamdesilla dardenor is an endemic species from the Brazilian semiarid region
mot shdied by any phytochemical methods. Inview of the medicinal potential of Mendevilla species,
this study almed o isolale new pregnane glycosides from M. dardaned, To achieve this maln goal,
madern chromatography techniques were employed. Five new pregnane glycosides, dardanols
A-E, were isolated from the moats of M Jﬂnf.mur":l}']l'l‘f.['.. Thair struchares were determined using
extensive 10 and I0-NMR and mass specirometry (MS" and HRESIMS) date. The eylotoxicity
and the anti-indlammatory potential of these compounds were evaluated, The first was evaluated
by mu.ﬁ-.lrin; ?minl:'lim:r'.a'.nr:,' eytakines and nitrie axide Pmdur'.mn h].' sHrmzlated rr.armphagrﬁ.
Dardanols were able to inkibit the p:r_lrlr.:'llun of nitric oxide and reduce [L-1f and ThE-a The
current work demonstrates the chemodiversity of Brazilian semiarid species and contributes to
arnplifying knowledge about the binlogical potential of the Manderilla genus.

Keywords: Mandevills dandanor; Apocynaceas; pregnane glycosides; ant-inflammatory

1. Introduction

Mandezilla Lindl. is one of the largest neotropical genera of the Apocynaceac family,
this group comprises approximately 170 species [1=3]. First registered in 2007, M. dardanai
BALE Sales, Kin-Gowy. & AO. Simaoes 15 an endemic species from the Brasihan semiartd
region, occurring in the states of Pernambuaco and Paraiba [4], there are no studies regarding
their chemical compaoston or phd:ma;t:k:g;r;_l actvities [1]. Rich in lavonoids, steroids,
and pregnane Ely::llsiﬂus. Mandewlla spacies have been used hy folk medicine in lhmpy for
snakebites, wound healing, and to treat skan infections and inflammation [5-10].

Compesed of a steroldal scaffold, the pregnane (Cy) ) and seco-pregnane-type glyco-
sides mainly occur in Apocynaceae, Malpighiaceae, Ranunculaceae, and Zygophyllaceae
families [11]. This class of compounds has demonstrated remarkable biological activi-
ties, including anticancer, antinociceptive, ant-inflammatory, antiviral, and antibacterial

Maleowdes 2072, 27, 39492 https: /¢ doioeg /10 3590 /moleoales 27188992
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Abstract

A new lignan (32 — 96 — S{TEER W4 dihydroxy-3,5"5 S9etramethoxy-2. TeyeloligneT-en -9, P dicarbony ] -ak={z-
coumarayl) sucrose) was isolated from Heliorapium angiospermm Mumay, Boraginaceas, along with four known substances:
trigonntm A, msmannic acid, narcissin, and ethyl lithospemmate. Their structares were deduced based on spectroscopic data
unalysis (M5 and NME of "Hand ""Chand a comparison with the published data. The nbsalute configuration for the undescribed
Hgnan was determmed uiimg electronc crreular dichrolsm analvsis. In addibion, the anbmonflammalory actvily of ths
arvldyvdronaphthalene was investigated by measuring i3 ability to i the producton of cytokines and nitie oxide by
stimulated 1774 macrophages. The plycogylated lipnan, i & range of noo=cytotoxic concentrations, reduced the production’
release of pro-inflammatory mediators by stimulated macrophages, showing efficacy like that of dexamethasone, a ghicocori-
coid medication wsed 85 a conirol dog

Keywords Aryldibydronaphthalene lignan - Borge family - Cytoloxicity - Interleukinel heta - MO mhihition - Sucrose esters

Introduction

Pyrralizidine alkaloids, flavonoids, terpenaids, and
naphthoquinones hive been fsolated from this genus (Fayed

The Boraginaceas family comprises 134 genera and 2630
species dispersed 1o toqecal, sublropical, and temp:
grons. Heliotropium, Arnehia, Martensia, Cordia, and

ie re-

Trichedesma are the main penera of this £ the borage
or forgetme—not family. The genus Hellotroptm has approx-
imiately 310 species worldwide. In Brazl, they are destributed
im the coagtal environments, tropical savanng ecoregion or
“cerrada,” xenc shrubland and thom forests or “castinga,™

und ngesitran fekds of the southeastern, central, and nosths
casierm mountaing, between 217 10° and 107 8, usually above
SO0 el (Griuliet oo al 1997, Vaseoncelos 2011 with 2
discontinnous disiribution (Melo and Semir 2008)
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20217 Stmmilarly, Hessein and Abolhassani (201 1) and Fayad

{2021} have alse reparted vanous therapesiic properbes {(e.g.,
atitimier, antuleerogentc, antimicrobdal, antsfmgal, larsdcida
al, antiminflammatory, analgesic. antileishmanta, healing, and
antidepressant) of several representatives of this penus spe-
gies, In Mexico, an nw-."—iwﬂ;.rr'rur,}r}' leaf mfasion of
Felistrapivm angpiogpermem Mumay, Bomginaceag, is coms
momly used agamst wound mbection, dysentery, and darhea
(ErosamPlepon ol al. 200%). The aenal parts of Heliotropiom
angiogpermmm are raditionally used by different comeunis
tice as an antinflammatory and wound-healing agent
(Hemdnder-Bolio et al. 20097,
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Abstract: Cleomin, a 1, 3axazolidine-2-thions, was recently isolated from Nmm.‘_wlrrm!y’r !ang_iﬁhll'ynr,
a spectes tradittonally used for freating painful conditions. Reports about the pharmacelogical
activities of cleomin are lacking. Here, the antnociceptive effects of cleomin were investigated
|:|si.'13 mice models of pa'in_ 'r'.a.'nr'l}l the formalin, the cold ]’!'i.ll". amd the taidl Mick tesis. Mobor
integrity was assessed in the rota-rod test. Antagonism assays and in silico docking analyses wene
performed to investigate the putative mechanisms of action. Cleomin {12.5-25 mg Fkg), at doses that
did not induce matar impairment, mduiced dose drpmdent antingciceplion in st bar]:,- and laks

phases of the formalin test and reduced nodeeptive behaviors in both the cold plate and tail flick

check for

updates tests. Pretreatments with phaclofer and atropine attenuated the antinoricepiive effects of cleomin,
Chatian; Opreteks, 1O T Viana, |r'r~.|>|:za'.:1'3 the involvement of GARAg and ruscarinic recRphoes, I silicon r‘.n:h:mg studies SI:IB@ES-IM
MDD, de Litne, A, de Souze, satisfactory coupling between deomin and GABAR and My recephoss, henee corroborating their role
T Sooth, W1 Tawaom, d
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in cleomin’s acbvity. Pretreatments with naloxone, yohimbine, bicuculline, and methysergide did
i affect the antinosiception of cleomin. In silico pharmasokinetics prediction showed a geod drug
ability profile of cleamin. In conclusion, cleomin promated antineciception mediated by GABAy

and muscarinic receptors. These Andmgs support further investigation of the analgesic potential

of cheomin

Keywords: cleomin; antinocception; GABAcrgic receptar; cholinergic receptor; pamn; Nescalyptrocalic
Inugl;'i)!mm

1. Introduction

The proper pharmacological control of pain is an unsolved challenge for patients
and healthcare providers. Current pharmacological stealegies rely on opioid analgesics
and non-stercidal anti-inflammatory drugs, which present restrictions related to their
safely profile and risk of abuse [1,2]. The growing global prevalence of chronic pain and
the escalating opioid epidemic have highlighted the need for a paradigm shift in pain
pharmacotherapy, which will require the development of mew safe and effective analgesic
drugs acting through different mechanisms of action [3]

Preparations derived from medicinal p|a!.ts have been used for pain comtrod for il
lemmia. In recent years, researchers have identified several bioactive companmnds that
conter medicinal properties on plants. Among these n:xn'.r!m:lnd:., 1 3 owazolidine-2-thiones

Plarnucetioals 2023, 18, 137, hitps//dotong /103390 /phlel 11547
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Abstract

Carvacrol is the main phenolic moneterpene isolated Srom the essentinl oils of plants from the genus Origanum L, Lami=
acene. Carvacmol has several hinlogical activities, including antioxidant, antimicrobial and antisinflammatory activities. The
present study aimed o develop a carvacrol=loaded nansemulsion and evaluate whether it improves the anb=infammatory
actvily of the oil. & nancemulson was produced and 1 average droplel sire, palydispersily index, and rela podential were
charactenzed. To evaluate s antmnilammatory sctvely, a complete Freund's adjuvanbminduced paw edema mouse madel
wag wied, and interleukin (IL}=1[ levels were quantified using ELISA To assess woxbeity, behavioeal changes and hiochems-
cal parameters in mice wees evaluated. The aseemulsion was shows to be 125002 0. 782 wm e slee, with a polydispersity
index of 0.2004 0,001 and zeta potential of —26.37 + 0.59 mV. After intraperitoneal administration, carvacrol and the
carvacrol-loaded nanosmulsion showed similar anti-inflammatory efficacy as dexamethasope. Notably, both tested samples
hiad longer anti-inflammatory effects than the conirel drug. The pharmacological profiles of orally administered carvacrol
and itz nanoemulsion were i ffersnt .‘L]I'I'.-o'ngh carvacrpl {200 mgn’kg} did o exhibit nnli-'inl:'l;.mrr'_alc:'y |1|;.|:I'|.'i'.}' upan aral
administration, carvacmol=londed neneemulsion administered at the same dose and route induced an antisedemningenic
edfect that persisted for up 1o 24 b, Oral admimistration of carvacrokloaded naneemulsion, but not carvacrol, reduced pro=
mflammatory cylokine el levels in the mnflamed mouse paw, with similar efficacy o dexamethasone. Moreover, duly
treatment with carvacnideloaded nanoemulsion did not indece any behavaoral or brochemical allerabons. Nanoemualsilicalion
umproved the pharmacologcal properties of carvacmol.

Keywords Anti-infammatory - Essential oil - Nanoemalsion - Oregan - Volatile oil - Toxieity

Introduction

Chronic inflammatory dissases are a major cause of death
worldwide. According to the latest assessment of the Glohal
Health Metrics (GBD 2019 Diseases and Injunies Collabo=
rators 2020, inflammatory diseases are amoag the Lop ten
diseases that cause the most deaths globally. The teatment

of these diseases s lmited o pharmacologieal theeapies o

1 Elquio Eleames (ivein
elpmorleamen @ mrvidor sepb.edu be

Lakoratdrio de Sintese ¢ Vetorimgio de Molésulas, Contro
de CiEnciis Bloddgici ¢ Socii Apliesdn, Univerndade
Esiadual da Parafba, Jodo Pessca, Paraba, Brazil

*  Labormtrio de Farmacologia ¢ Terapfuisca Expersmental,
Faculdade de Farmicia, Usiversidade Frderal da Babia.
Salvades, Bahla, Heeeil

&} Springer

suppress the effector pathways of inflammatory stimuli to
avoid tissue damiage and other consequences of deregulated
inflammiatory processes (Schett and MNewrath 2018, Phar=
muacological therapies include nonsteroidal and steroddal
anminllammatory drugs. However, the chronze use of these
drugs has been associated with vanous adverse eveals allecis
ing the cardiovascular, gastrointestinal, and renal sysiems.
Factors such as age and the presence of comosbidites can
further aggravate these conditions (Cavaleant et al. 2009),
Therefore, research on new drags that are clinically accepe
able againat inflammation is nesded (Silva et al. 2022), In
recent decades. the wse of essential ofls or their constituents
hins received specinl attention, mainly becanss thers has been
2 more intense search for drugs with fewer side effects as
an zliernative to existing synthetic anti=inflammatory dregs

Carvacrml (1, Ssisopropyl=Zemethylphenol) s the main
pherole maenolerpene solaled from the valaizle ol of plants
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& pew phenylpropanoid derivative, named suploic acid (1), was jgelated [rom
Euploca pracumberns (Mill.) Diane & Hilger, Boraginaceas, along with Bthaspermic acid B (2),
lithrspermic acid (3), 9" =methy] lithospermare (4}, and kteclineTaOeplucoside (5], Compound
structuies were determingd by masi spectrametry (MS), miclear magnetic resenknce [NMH]
amalyis and comparison with published data. Absalute comfiguration of 1 was established via
ebectranic circular dichroism (ECIY). Antmizflammatory potential of euplnic acid (1) was assessed
by mersuring it inhdhition of cytokine s mitric oxids prodoction is sinvalaied 1774 macrmophapss
Compotind 1 sigoalicamly rediced pro-mBasmmatary mediatos productson aad releass by sttisalaned
macrapbages o nooscytototic concentrations, comparable to the efficacy of dexamethasone. Our
findings demonstratz the potential of cuplodz acid (1) as 2 effective antminflammacory apent. This
atudy contribitss 10 the sirucrarsl slucidation of § pew phenylprapanodd derivaive asd highlsghos
ils promising anli=inflammalory activily in the reatment of inflammatary dasoodens

Keywords: Harsgimacess, phesalic acid, ant-inflammatary. stnsciure shicidation

Introduction analgesic, antileishmanial, and antidepressant properties

Among the Boraginaceas gepera, Euploca comprises

The Boraginaceae family sncompasses a significant
groap al plants that have gamered medicinal intesest
due to their diverse sscondary metabhalites, Various
compounds, such as terpenoids, naphthoguinones,
Navoneds, phenylpropanoids, alkaloids, and lignans,
have hesn izolnied from different species within thia
family. ' These compounds have exhibited a wide range
of hinlogical activities, incheding antitumor, antiulcer.,
anrimicrohial, antifuegal, larvicidal, anti-inflamasatory,

*ewmail: peseant® i ufp br
Ednpr handled this anticle: Brenro A D. New

_'u'.- 5 & apeneaccess aticle distibuied under the San
3

approximately 100 species and is predominantly found in
Sowth America and Mexioo.”

Fupiaca procumbens (syn, Helisfropivm procumbens)
i widely distributed theouglonr vanous phytogeograplic
domains in Braxil, including the Amaxon, Cerradn,
Caatinga, and Atlanftic Forest regions.* In kocal communitiss,
this species is referred to as “borragem cingenta” in Bahia

amdd “erva azul” in Permambucn, Ethnomedicinal stadies
Leave reported the presence of steroids and pyorolizidine
alkaloads, mamely beliotnine, indicing, indicioine,
_<||.pi-|1n|,-._ in E. procumbens.® However, there i3 5

and
F1
lack of scientific stadies focosed on the isolation asd

5 af tha Creadve Commans Atribution Licensa.
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Abstract: Ca.n'au:(| acefate (LA is a monolerpene chiained from carvacrol, which exhibits anti-
mflammatory activity. Howewver, its low solubility in agueous media limits its application and
loavailability. Hereln, we aimed o develop a carvacryl acetate nanoemulsion (CANE) and asseas
its anti-inflammatory potential in preclinical trials. The optimized nanoemulsion was produced by
ultrascund, and stability parameters wene characterized for 50 days using dynamic light scattering
after hydrophilicJipophilic balance (HLE) assesament. To evaluate anti-inflamenabory sctlvity a com-
plete Freund’s adjuvent-induced inflammation model was established. Faw cdema was measured,
and local interleukin (IL)-18 levels were quantified wsing ELISA. Toxicity was assessed based on
behavioral changes and Mochemdcal assays. The cptimized nanoemulsion contained 3% CA, 9%
surfactants {HLE 9}, and 58% water and exhibi
The release shedy revealed that CANE followed zero-order kinetics. Dose—response curves for CA

ted good stability over %0 days, with nio sigrs of foxicity.

were generated for intraperitonesl and cral administration, demonstrating anti-infammatory effects
by both routes; however, efficacy was lower when ad ministered orally. Furthermore, CANE showed
:mpmi'rd znll-lnﬂamma-.nr:,- activity wien c'nmpnmd with free oal. par‘!'.n'.la'rl}' wihen administered
orally Morsover, daily treatment with CANE did not indwee behavioral or bochemical alterations.
Chrerall, these findings indicate that nanoemulsification can enhance the anti-inflammatory properties
ol CA 'n_'!.' oral admiriskeation

Keywords: anti-imflammatory cffect; carvacmnl demivative; ra:r-.-'arr:,'l acetate; sssemtial odl; oral
administration; nanoemulsion

1. Introduction

It i3 well-established that chronie ::Lﬂzm:nal:u::.-' dissasas are one e mnlsiﬁl‘u”:'anl
causes of mortality worldwide, and a considerable proportion of adult deaths are related to
diseases exhibiting inflammatory patterns, such as heart disease, stroke, cancer, diabetes
mellitus, chronic kidney disease, and neurodegenerative conditions, according o the
latest Global Health Metrics (GBD 2020) [1]. Pharmacological therapies for inflammatory
diseases include nonstercidal and stercidal anti-inflammatory drugs. However, in addition
o controlling inflammation, chronde use of these drugs can cause foregul symploms, peplic
ulcers, small bowel enteropathy, and metabolic and endocrine disorders [2-6].

Current research endeavors are focused on developing mew drugs with improved
safiety profiles and novel solutions. Medicimal chemistry has been widely applied as a
strategy for drug development, including the use of semisynthesis of natural sources [7—57].
Carvacrol is a phenolic monoterpene found in the aerial parts of plants of the genus

Pharmsceaticals 7024, 17, 17, kigs: /¢ doieeg 1033907 ph1AHAT
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