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Prefacio

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é mais do que uma érea de estudo para mim. E um
compromisso que vem da proximidade pessoal com a doenca através de um familiar muito
proximo que a enfrentou. A decisdo de explorar este tema, muitas vezes esquecido, é
impulsionada pela urgéncia de trazer a luz a gravidade da ELA, uma realidade que afeta
nao apenas o corpo, mas também a esperanca.

Nao posso ignorar a falta de esperanca que muitas vezes envolve esta doenca implacavel.
Este trabalho é uma reflexao sobre o desespero que assombra nao apenas os pacientes,
mas também aqueles que assumem o papel de cuidadores. A ELA imp0e nao apenas uma
batalha fisica, mas também uma batalha emocional, desafiando a resiliéncia de todos os
envolvidos.

Ao contemplar a falta de opgoes terapéuticas eficazes, surge uma necessidade premente de
investigacao de novas abordagens e terapias. Este trabalho, ainda que a uma escala muito
pequena, procura contribuir para a compreensao mais profunda da ELA e apelar pela
necessidade de inovacdo e progresso nas opcoes terapéuticas disponiveis. A pertinéncia
desta dissertagdo reside na sua tentativa de iluminar as duvidas que ainda pairam sobre a
ELA, trazendo a superficie nao apenas a complexidade da doenca, mas também a preciosa
necessidade de esperanca e avancos na investigacao. Espero que estas paginas sirvam
como um pequeno raio de luz na sombra que ¢ a luta contra a ELA e oferecam esperanga

onde muitas vezes parece nao existir.
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Resumo

A esclerose lateral amiotrofica é uma doenca neuroldgica progressivamente fatal que afeta
os neurdnios motores superiores e inferiores, dando origem a fraqueza, atrofia muscular e
levando a morte, cerca de dois a cinco anos apds o inicio dos sintomas. Na base da sua
etiologia estao fatores genéticos e ambientais, mas os mecanismos patofisiologicos
associados a doenca, como o aumento do stress oxidativo, a excitotoxicidade e a disfuncao
da homeostase proteica, que levam a acumulacao de agregados de proteinas nos neurénios,
estdo longe de serem completamente entendidos. O tratamento centra-se em cuidados de
suporte, e em apenas duas opcoes farmacologicas disponiveis, o riluzole e o edavarone,
que oferecem efeitos modestos e limitados. As células estaminais surgem como uma
abordagem terapéutica promissora, dado a sua capacidade de diferenciacdo em diferentes
linhagens celulares neuronais e nao neuronais e o potencial de neuroprotecao através da
secrecao de fatores troficos, melhorando o ambiente circundante dos tecidos lesados,
tendo ja demonstrado seguranca e eficicia em intimeros ensaios clinicos. Apesar dos
avancos cientificos neste campo, alguns desafios persistem, como a selecdo dos pacientes
nestes ensaios, a janela terapéutica ideal e a otimizacao das doses terapéuticas. Apesar do
potencial terapéutico, obstaculos como a tumorogénese e a diferenciacao nao controlada
requerem uma avaliacdo rigorosa. O desenvolvimento de protocolos padronizados de
investigacdo e tratamento é urgente, para atingir a consisténcia e a reprodutibilidade
desejada, para que esta abordagem terapéutica possa revolucionar a gestdo dos pacientes

de uma doenca devastadora como a esclerose lateral amiotrofica.

Palavras-chave

Esclerose lateral amiotrofica;ELA;Mecanismos patofisiologicos;Tratamento;Células
estaminais; Células estaminais mesenquimais;Células estaminais neuronais;Células

estaminais pluripotentes induzidas
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis is a progressively fatal neurological disease that affects both
upper and lower motor neurons, resulting in weakness, muscle atrophy, and leading to
death approximately two to five years after symptom onset. The etiology of ALS involves
genetic and environmental factors, but the pathophysiological mechanisms associated with
the disease, such as increased oxidative stress, excitotoxicity, and protein homeostasis
dysfunction leading to the accumulation of protein aggregates in neurons, are far from
completely understood. Treatment focuses on supportive care, with only two available
pharmacological options, riluzole and edaravone, providing modest and limited effects.
Stem cells emerge as a promising therapeutic approach due to their ability to differentiate
into various neuronal and non-neuronal cell lineages and their potential for
neuroprotection through the secretion of trophic factors, improving the surrounding
environment of damaged tissues. They have already demonstrated safety and efficacy in
numerous clinical trials. Despite scientific advancements in this field, challenges persist,
including patient selection in these trials, the optimal therapeutic window, and the
optimization of therapeutic doses, among others. Despite therapeutic potential, obstacles
such as tumorigenesis and uncontrolled differentiation require rigorous evaluation. The
development of standardized research and treatment protocols is urgent to achieve the
desired consistency and reproducibility, allowing this therapeutic approach to
revolutionize the management of patients with a devastating disease like amyotrophic

lateral sclerosis.

Keywords

Amyotrophic Lateral Sclerosis;ALS;Pathophysiological Mechanisms;Treatment;Stem
Cells;Mesenchymal Stem Cells;Neural Stem Cells;Induced Pluripotent Stem Cells
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1. Introducao

A esclerose lateral amiotrofica (ELA), descrita pela primeira vez por Jean-Martin
Charcot em 1869, também conhecida como doenca de Charcot ou doenca de Lou
Gehrig, é uma doenca neurolbgica rara, idiopatica e progressivamente fatal. (1) E
caraterizada primariamente pela degeneracao progressiva dos neurénios motores
superiores e inferiores, responsaveis pelo movimento voluntario dos muasculos, quer ao
nivel espinhal quer ao nivel bulbar. Contudo, manifestacoes extra-motoras reconhecem
esta doenca como uma doenca neurodegenerativa multissistémica. (2—4) As primeiras
manifestacoes clinicas da ELA podem ser dificeis de identificar, e variam de pessoa
para pessoa. Os primeiros sinais sao a fraqueza e a atrofia muscular gradual, afetando
todos os aspetos da vida dos pacientes como comer, falar, movimentar e até respirar.
(1) A degeneracao acaba por evoluir para a paralisia muscular e, nos estadios finais, os
pacientes ficam totalmente paralisados. Em niveis avancados da doenca o sistema
respiratorio é afetado levando a insuficiéncia respiratéria e a morte, dois a cinco anos
apos o inicio dos sintomas. (5)

As células estaminais, células nao especializadas presentes em tecido embrionérios,
fetais ou adultos, com elevado potencial de proliferacdo, diferenciacio e
autorrenovacdo tém o potencial de se tornar um dos mais importantes trunfos da
medicina no futuro. O objetivo desta revisao € analisar os tratamentos que existem até
ao momento e qual o seu impacto na sobrevida e na qualidade de vida dos pacientes
com ELA. A medida que sio examinadas as vérias abordagens terapéuticas disponiveis
para a ELA, sera analisada ao detalhe a perspetiva das células estaminais como uma
fronteira promissora na pesquisa por terapias inovadoras. Esta anéalise detalhada nao
so0 realca a singularidade desta abordagem, mas também nos leva a refletir sobre
questoes fundamentais. Sera que as células estaminais, com a sua notavel plasticidade
e capacidade de diferenciacdo, representam verdadeiramente uma opc¢ao terapéutica
vidvel para a ELA? As suas caracteristicas intrinsecas, como a capacidade de
regeneracao e a interacdo complexa com o microambiente celular, podem oferecer uma

resposta eficaz perante esta condi¢cao neurodegenerativa devastadora?



Ao ponderar sobre estas questdes, torna-se imperativo explorar nao s6 os aspetos
promissores, mas também os desafios inerentes a esta terapia inovadora. A investigacao
aprofundada da seguranca e eficacia da administracao de células estaminais torna-se uma
peca crucial. Afinal, o caminho para a implementacido generalizada destas terapias exige
uma compreensao abrangente dos riscos potenciais e dos beneficios tangiveis. Podemos
afirmar, com confianca, que a administracao destas células é nao sb segura, mas também
eficaz na melhoria das condic6es dos pacientes?

Ao responder a estas perguntas, nao s6 delineamos os contornos dos beneficios associados
ao tratamento com células estaminais, mas também identificamos os obstaculos a serem
superados. Esta revisao permite-nos ter um vislumbre de um futuro ndo muito distante,
onde a ELA pode ser enfrentada com abordagens revolucionarias. No entanto, a0 mesmo
tempo, é crucial reconhecer as limitacoes e desafios que acompanham esta trajetoria
cientifica. Assim, esta revisao nao so realca os avancos, mas também lanca luzes sobre as
complexidades inerentes a este campo dinamico da pesquisa médica, indicando um
terreno fértil para descobertas que podem redefinir a esperanca para aqueles que

enfrentam a ELA.



Uma revisao da esclerose lateral amiotréfica (ELA) com foco no tratamento com células estaminais

2. Metodologia

A elaboracdo desta dissertacdo seguiu uma metodologia minuciosa, orientada pela
pesquisa e selecao criteriosa de artigos cientificos que enriquecessem a compreensao
da Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA).

No inicio, foram utilizadas as bases de dados b-on e PubMed, procurando os seguintes
termos MeSH especificos, apenas no titulo de artigos: "Amyotrophic Lateral Sclerosis”
OR "ALS" OR "Gehrig* Disease" OR "Lou Gehrig* Disease”" AND "Therapeutic" OR
"Therapy" OR "Therapies" OR "Treatment*" AND "Stem Cell*" OR "Progenitor Cell*"
OR "Mother cell*".

A pesquisa inicial, gerou um conjunto inicial robusto de 355 artigos.
Subsequentemente, foram excluidos estudos que nao se alinhavam estritamente com
os objetivos da dissertacao, estudos nao escritos em inglés, artigos em duplicado e foi
realizada uma restricdo com um intervalo de tempo de publicacdo entre 2016 e 2024,
para assegurar a selecdo de estudos mais recentes e pertinentes. Esta abordagem mais
seletiva resultou numa base de dados mais precisa, composta por 35 artigos.

Com o intuito de ampliar ainda mais a revisao bibliografica e proporcionar uma visao
mais abrangente, foram elaboradas pesquisas adicionais no PubMed. Esta etapa visou
identificar novas formas de tratamento, metodologias pouco abordadas e
procedimentos nao intensamente discutidos nos artigos previamente selecionados.
Paralelamente, foram efetuadas pesquisas especificas para clarificar conceitos e
intercalar ideias de maneira concisa, resultando na inclusdo de mais 6 artigos,
totalizando assim 41 artigos na base final.

Os artigos selecionados foram submetidos a uma analise aprofundada, com o propésito
de extrair informacOes relevantes sobre terapias, procedimentos e abordagens
terapéuticas inovadoras. A sistematizacdo dessas informacoes desempenhou um papel
crucial na construcao dos argumentos e nas conclusoes apresentadas nesta dissertacao.
A metodologia adotada reflete, assim, uma abordagem completa e atualizada,
permitindo uma compreensao abrangente da ELA, integrando estudos recentes e com

uma variedade de diferentes perspetivas no contexto do tratamento da doenca.
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3. Uma revisaio da esclerose lateral
amiotrofica

3.1 Epidemiologia

Apesar de ser uma doenca rara, a maior exposicao a riscos ambientais tem levado a um
aumento da prevaléncia de ELA, sendo a doenca do neurénio motor mais comum em
adultos. (1,6) A incidéncia anual global é de 0,6 a 3 casos por 100.000 pessoas, € a
prevaléncia global de 4,42 casos por 100.000 pessoas (1,7) Existem diferencas geograficas
significativas na ELA, a titulo de exemplo, na Europa e nos Estados Unidos da América a
incidéncia estimada de ELA é de 1.75 a 3 casos por 100.000 pessoas por ano, € a
prevaléncia de 10 a 12 casos por 100.000 pessoas. (3,8)

Existem duas formas principais da doenga, a forma esporadica e a forma hereditaria. Cerca
de 5 a 10% dos pacientes com ELA sofre da forma de ELA hereditaria, enquanto 90 a 95%
sofrem de ELA na sua forma esporadica. (9)

Relativamente a prevaléncia por sexo, foi demonstrado que os homens tém um risco maior
de desenvolver ELA que as mulheres, com um racio global homem/mulher de 1.2 a 1.5.

(3,9)

3.2 Etiologia

Apesar dos avancos recentes na determinagao dos mecanismos genéticos e moleculares da
morte dos neurénios motores na ELA, os mecanismos precisos da degeneracao seletiva dos
mesmos e os fendtipos clinicos heterogéneos nao sdo completamente entendidos. (10)
Apesar da etiologia ainda ser desconhecida, existe evidéncia cientifica que suporta que
fatores genéticos, ambientais e a disfun¢do relacionada com o envelhecimento estio

envolvidos, como acontece em outras doencas neurodegenerativas. (1)
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3.2.1 Fatores Genéticos

Mais de 30 mutacdes em diferentes genes foram associadas a um maior risco de
desenvolvimento de ELA. (7) A arquitetura genética desta doenca parece ser complexa,
visto que as mutagdes monogénicas explicam apenas 15% dos pacientes. (3)

H4 evidéncia que alguns destes genes mutados sao herdados dos pais, mas apenas 5 a 10%
dos pacientes apresentam o tipo familiar de ELA e mostram este padrao autossomico
dominante. Os outros 90% a 95% representam casos de ELA esporadica, onde também
ocorrem mutagdes nos mesmo genes. (1,2,11) Os genes mais frequentemente mutados e
associados a ELA incluem o TARDBP, SOD1, FUS, CQORF72, entre outros. Estes quatro
referidos, sao responsaveis por 70% dos casos de ELA familiar. (2,7,12) Particularmente as
mutacoes de SOD1, a primeira a ser descoberta como uma mutacao associada a ELA em
1993, é responsavel por cerca de 20% dos casos de ELA familiar e 2% de ELA esporadica.
(6,9) Até a data, mais de 140 mutacGes foram associadas ao gene SOD1. Contudo, a
descoberta da mutagao no gene Coorf72, revelou que esta é responséavel por 40% dos casos
de ELA familiar e 7% dos casos de ELA esporadica. (6,13) Algumas mutacoes estdao
associadas a um risco maior de desenvolvimento de um tipo de ELA do que outro. A titulo
de exemplo, pacientes com mutacoes no gene Cgorf72 tém maior probabilidade de

desenvolver ELA bulbar e de desenvolver disfuncao cognitiva e comportamental. (3)

3.2.2 Fatores ambientais

Para além dos fatores genéticos, da idade e do sexo masculino, fatores ambientais foram
associados ao desenvolvimento de ELA, tais como o tabagismo, o desporto de impacto
(nomeadamente o futebol e o futebol americano), o servico militar, a exposi¢ao a toxinas,
metais pesados (nomeadamente chumbo e mercirio), pesticidas agricolas ambientais,
campos eletromagnéticos, infecOes virais e trauma ou lesdoes da cabeca. (1) Contudo, a
relacdo causal destes fatores com a ELA permanece sem ser estabelecida. (3) De realcar
que, até ao momento, nenhuma relacao foi estabelecida entre o desenvolvimento de ELA e
o consumo de alcool. (6)

Apesar do exercicio fisico ser protetor para muitas doencgas, comecou a ser descrito como
um fator de risco importante no desenvolvimento de ELA desde que o jogador de baseball

americano Lou Gehrig, e mais tarde outros casos acumulados de antigos atletas
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profissionais, desenvolveram ELA. A evidéncia demonstra que existe uma associac¢ao linear
entre o exercicio fisico e o risco de ELA, apoiando a teoria que o exercicio fisico vigoroso
aumenta significativamente este risco. Contudo, também foi descoberto um aumento
significativo no risco de ELA em pessoas que praticam exercicio fisico recreativamente, ou
seja, de atividade considerada moderada. (14) Este aumento do risco é independente da
idade, do sexo, do nivel de educacido, do consumo de alcool e de tabaco. Apesar destes
resultados os estudos sugerem que o exercicio fisico nao é um fator major na patogénese

da ELA e pode ter um maior efeito em determinados subgrupos de pacientes. (14)

3.3 Manifestacoes clinicas

Existe uma grande variabilidade na idade e forma inicial de manifestagdo dos sintomas, e
na taxa de progressao da ELA. (3) A idade média de inicio dos sintomas é entre os 50 e 0s
60 anos, e quando a doenca se torna percetivel, quase 80% dos neurénios motores ja foram
perdidos.(4)

Os sintomas sao inicialmente focais e tendem a espalhar-se pelo resto do corpo a medida
que a doenca avanca, ficando os doentes, na fase final, completamente paralisados. (1,3)

Os sintomas mais comuns afetam os musculos dos membros superiores e inferiores com
fraqueza, fasciculacdes, atrofia e rigidez ou espasticidade. (1) A medida que os niveis
bulbares sdao atingidos, ou seja, os musculos orofaringeos, surge a disfagia, inicialmente
mais para liquidos do que para sdélidos, e a disartria, sendo que ambas levam a perda de
peso e a anorexia. Ao nivel dos nervos cranianos surge fraqueza facial com atrofia e
fasciculacoes da lingua, reducdo da elevacao do palato, acumulacao das secrecoes orais e
hipersalivacao. (6)

Ao exame neurologico, o maior sintoma de envolvimento dos membros é a fraqueza
muscular sem dor. Como é uma doenca que afeta os neur6nios motores superiores e
inferiores, apresentam sinais da sindrome do neurénio motor superior como hiperreflexia
e hipertonia, e sinais da sindrome do neurdnio motor inferior como atrofia e fasciculacoes.
Concordantemente, estes pacientes apresentam sinal de Babinski. (3,4,6)

Os nervos oculomotores sao poupados até as fases finais da doenca e as vias sensoriais nao
sao afetadas. A dor, contudo, é reportada em cerca de metade dos pacientes com ELA,
sendo a sua etiologia provavelmente multifatorial, apesar desta ser sub-reconhecida e
subtratada. (6)
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Na ELA cléssica, sinais de degeneracao, quer dos neurénios motores superiores quer dos
inferiores, estdo presentes em pelo menos uma regidao do corpo. Contudo, podemos
identificar uma variedade de subtipos de ELA baseados no envolvimento neuronal, sendo
os dois principais a ELA do tipo espinhal e a ELA do tipo bulbar. (3)

A ELA ¢ do tipo espinhal se os sintomas se iniciarem tipicamente com fraqueza e atrofia
muscular unilateral, mais distal do que proximal dos membros superiores ou inferiores, o
que acontece em cerca de dois tercos dos pacientes, e do tipo bulbar se os sintomas se
iniciarem nos musculos bulbares, com disfagia e disartria. (3,11) Os pacientes com ELA do
tipo bulbar, cerca de um terco de todos os pacientes, associada a uma progressao mais
rapida da doenca, apresentam problemas respiratorios mais frequentemente. (3,5)

Na ELA espinhal com inicio nos membros superiores, o inicio é tipicamente na mao
dominante. A maioria tem inicio apenas num membro, ou nos dois, de maneira
assimétrica. (3,6) Na ELA bulbar para além da disartria e disfagia, surge disfonia e
diminuicdo do encerramento labial. Em fases mais avancadas da doenca surge fraqueza
muscular axial, com queda da cabeca e problemas de postura. Em cerca de 30% dos
pacientes podem surgir crises de riso ou choro incontrolaveis, um efeito pseudobulbar, e
ainda a auséncia de expressao facial, conhecida como paralisia pseudobulbar. A ELA
bulbar é uma variante devastadora, caraterizada por um ripido declinio e uma
sobrevivéncia média de 2 anos apo6s o inicio dos sintomas. Apesar de apenas cerca de 30%
desenvolverem ELA do tipo bulbar, a maioria dos casos de ELA eventualmente sofrem de
dificuldades no discurso e na degluticao. (3)

Apesar da maioria dos pacientes ser rotulado com um fenétipo espinhal ou bulbar, a ELA é
um sindrome clinicamente heterogéneo com manifestacoes motoras e extra motoras. (3)
Em niveis avancados da doenca, o sistema respiratorio é afetado levando a insuficiéncia
respiratoria com necessidade de ventilagao assistida para o resto da vida. (4) Os principais
sintomas de envolvimento precoce da ventilacdo sdo a ortopneia, o sono pobre, cefaleias
matinais, hipersonoléncia diurna e a dispneia, principalmente com a atividade. (6)

A insuficiéncia respiratoria, causada pela respiracao ineficaz devido a paralisia progressiva
do diafragma, principalmente por disfun¢des motoras do nervo frénico, e dos outros
musculos respiratorios, é a principal causa de morte, em cerca de 50%, dos pacientes com
ELA, dentro de 3 a 5 anos apoés o inicio dos sintomas. A disfuncao respiratoéria é propicia
também ao desenvolvimento de infecoes do trato respiratorio associadas a uma capacidade

reduzida de tosse e de libertacao das secrecoes. (1,5,15)
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Tradicionalmente, pensava-se que a ELA era uma doenca exclusiva dos neurénios motores.
Contudo, grande parte dos pacientes com ELA sofrem de algum nivel de manifestacoes
extra motoras, sugerindo o envolvimento de outros subtipos de neurénios. (3,16)

Em 10 a 15% dos pacientes é feito o diagnostico de deméncia frontotemporal (DFT),
enquanto que 35 a 75% dos pacientes apresentam alteracOes cognitivas e
comportamentais. A deméncia frontotemporal é caraterizada pela degeneracao dos lobos
frontal e temporal anterior, e traduz-se clinicamente por mudancas comportamentais,
disfuncao da funcao executiva e da linguagem. (3,6) Estes pacientes parecem ter uma
menor sobrevida do que aqueles sem disfuncao neurocomportamental. (6)

Uma das limitacoes na compreensdo dos mecanismos da doenca na ELA e, por isso,
também na investigacdao de potenciais terapias, é a incapacidade de obter tecido cerebral
ou da medula espinhal do paciente durante o curso da doenca. Posto isto, os tecidos de
autopsias destes pacientes podem ser importantes para providenciar informacoes.
Contudo, como estes sao obtidos num estadio final da doenca, nao refletem os mecanismos

a medida que eles evoluem. (16)

3.4 Fisiopatologia

Conhecer os mecanismos da ELA é crucial para o desenvolvimento das abordagens
terapéuticas. (2) Apesar da causa de morte dos neurénios motores que ocorre na ELA ser
desconhecida, os mecanismos que tém sido descritos como estando associados sao
conhecidos, sendo eles o distirbio na homeostase proteica, o aumento do stress oxidativo,
os distarbios no metabolismo do RNA e do DNA, a disfun¢do mitocondrial, da reparacao
do DNA, do transporte nucleo-citoplasma, a excitotoxicidade glutamatérgica, a disfuncao
do transporte axonal, a neuroinflamacio e a reatividade das células da glia (astrocitos,

microglia e oligodendrocitos). (1,2,11)

3.4.1 Distarbios da homeostase proteica

A disrupcao da homeostase proteica e a consequente agregacao de proteinas é o marcador
de muitos distarbios neurodegenerativos. (16) Os marcadores patoldgicos chave da ELA
sao os corpos ubiquitinados, que sdo maioritariamente compostos por agregados

citoplasmaticos de proteinas TDP-43. A TDP-43 é uma proteina de ligacdo ao DNA e ao
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RNA, codificada pelo gene TARDBP, envolvida em miltiplos processos. Estes agregados
sao encontrados em mais de 95% dos casos de ELA, quer esporadica, quer familiar, nao
sendo tnicas nos pacientes com mutacoes no gene TARDBP. (2,3,7) Concordante com as
suas funcOes nucleares, normalmente, a TDP-43 estd localizada no nuacleo, podendo
transportar-se para o citoplasma sobre certas condicoes basais fisiologicas, mas na ELA
desloca-se para o citoplasma para formar agregados que se tornam fosforilados, e que sao
o seu marcador patologico. Outros agregados proteicos, como os de SOD1, FUS e outros,
sao encontrados em pacientes com mutagoes nos seus respetivos genes. (3)

A disfuncao cognitiva que ocorre em alguns pacientes com ELA sugere que esta patologia
nao ¢ limitada aos neur6nios motores, mas sim uma associa¢ao entre disfuncdo motora e
cognitiva. Patologicamente, a ELA e a Deméncia frontotemporal partilham a presenca de
deposicao de TDP-43 que comeca nos neuronios motores corticoespinhais e nos neurénios
motores espinhais e progride para os neurénios das regides frontal, parietal, tronco
cerebral e formacdo reticular. Seguidamente, pela deposicdo no prosencéfalo basal e
frontal anterior, talamo lateral, substancia nigra e, em casos mais avancados, deposicao de

TDP-43 nos neuronios do lobo temporal, incluindo o hipocampo. (16)

3.4.2 Aumento do stress oxidativo

Os neuronios motores que tém altas taxas metaboélicas sao particularmente suscetiveis ao
stress oxidativo, que pode causar lesao celular irreversivel e morte neuronal. Niveis
aumentados de lesdao oxidativa sdo repetidamente encontrados em pacientes com ELA. (2)
O stress oxidativo envolve o aumento da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
aumento do dano oxidativo das proteinas, provocando a sua agregacdo. (9) Mutacoes no
gene SOD1 aumentam o stress oxidativo e determinam a deposicao de corpos de inclusao

nos neurénios motores. (2,7)

3.4.3 Excitotoxicidade glutamatérgica

A excitotoxicidade glutamatérgica também foi implicada na patogénese da ELA. O
aumento dos niveis de glutamato, a hiperexcitacao e desregulacao dos seus recetores e a

deficiente remocao na fenda sinaptica foram demonstradas em pacientes com ELA, dai a
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utilizacdo de um agente antiglutaminérgico no tratamento, que é um dos unicos

tratamentos modificadores da doenca, o riluzole. (7)

3.4.4 Disfuncao do transporte axonal

A disfuncdo do transporte axonal foi também associada a ELA. As causas poderdo ser
explicadas por algumas mutagdes na maquinaria de transporte axonal que causam uma
reducao da estabilidade dos microtibulos, alteracoes na fosforilacao dos neurofilamentos e

consequente acumulacao de proteinas. (2)

3.4.5 Neuroinflamacao e reatividade das células nao neuronais

Outros mecanismos sugeridos sao respostas imunolbgicas alteradas, a neuroinflamacao e
as mudancas no microambiente providenciado pelas células da glia como as células da
microglia, astrocitos e oligodendrocitos. (2)

Os astrocitos reativos sao uma caracteristica histopatolégica da ELA e de outras doencas
neurodegenerativas. Varios estudos mostram que os astrécitos reativos sdo mediadores da
progressao da doenca pela neuroinflamacao associada. Posto isto, sugere-se que a inibicao
da astrogliose, ou seja, a inibicdo da mudanca reativa das células da glia em reposta a
danos do sistema nervoso central, pode ser uma estratégia terapéutica para evitar a
neurodegeneracao. (16)

Os oligodendrocitos sdo reconhecidos primariamente pela produgdo de mielina, para
melhorar a conducao axonal. Oligodenddcitos anormais e zonas desmielinizadas foram
observadas em autépsias de tecidos de pacientes com ELA, sugerindo também a sua
associacao com a patogénese desta doenca. (16)

As células da microglia, células imunitarias residentes do sistema nervoso central, estao
tipicamente em estados de repouso, sendo ativadas com alguma perturbacao do tecido ou
estimulo. A microglia reativa pode ocorrer com dois fenétipos, o fen6tipo M1, que promove
a toxicidade através da libertacao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, e as M2,
que tém efeitos neuroprotetores através da libertacdo de quimiocinas anti-inflamatérias,
promovendo a fagocitose dos restos celulares ou promovendo a reparacdo tecidular.

Estudos mostraram a presenca da microgliose reativa em pacientes com ELA, e o
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envolvimento da microglia como parte do neuroinflamossoma. Por isto, sio um alvo

terapéutico em alguns ensaios clinicos, como veremos mais a frente. (16)

3.4.6 Disfuncao endotelial

A ELA como patologia vascular é uma hipotese relativamente recente. A lesdao dos capilares
do sistema nervoso central ¢ um achado comum e partilhado em modelos animais e em
pacientes humanos com ELA, ou seja, a evidéncia tem demonstrado que a ELA é uma
doenca neurovascular. A disfuncao das células endoteliais no cérebro e na medula espinhal
resultam num comprometimento da integridade da barreira hematoencefalica. A disfuncao
destas células fora do sistema nervoso central, por exemplo nos pulmoes, potencia a lesdao

pulmonar, podendo dar inicio as complicacoes respiratorias da ELA. (5)
3.4.7 Outros mecanismos

Para além de todos estes mecanismos, o stress do reticulo endoplasmatico e a disfuncao
mitocondrial foram também associados a progressao da ELA. (9) Estes distirbios causam
também a acumulacio de agregados de proteinas nos neurénios motores, que no fundo é a
principal razao do desenvolvimento de ELA, que levam a multiplos distarbios da funcao da

célula. (3)

Todos os disttrbios apresentados refletem-se em alteracoes microscopicas cerebrais na
ELA que retratam a perda da conexdo neuromuscular devido a morte neuronal
principalmente no corno anterior da medula espinhal e nos nicleos motores cranianos

inferiores do tronco cerebral. (3,7)

3.5 Diagnostico

Para realizar o diagnostico da ELA nao existe um teste iinico nem especifico. O diagnostico
é principalmente clinico, baseado nas manifestacoes clinicas que mostram sinais de
faléncia dos neur6onios motores superiores e inferiores, em pacientes com fraqueza

muscular progressiva, sem que outras explicacoes possam ser encontradas. (1,3)

12



Uma revisao da esclerose lateral amiotréfica (ELA) com foco no tratamento com células estaminais

A doenca pode mimetizar outras doencas neurolégicas, sendo o diagnostico precoce muito
dificil ou mesmo impossivel. Em pacientes com apresentacées muito precoces da doenca,
com progressao lenta ou com distarbios do sistema nervoso periférico ou central
concomitantes, o diagnostico pode ser um desafio. A probabilidade de erro no diagnostico
é cerca de 7-8% e diz respeito a sindromes que mimetizam a ELA. (3)

Podem ser utilizados alguns métodos complementares para distinguir de outras doencas
neurologicas como o estudo de conducao nervosa (ECN), ressonancia magnética (RM),
exames de urina e de sangue, a eletromiografia (EMG), a bidépsia muscular e testes
genéticos. (1)

Os testes genéticos dos genes mais frequentemente mutados na ELA (Cogorfy2, SOD1,
TARDBP e FUS) podem ser feitos a pacientes com historia familiar positiva. Contudo, nao
existe consenso para a testagem em pacientes com ELA esporadica. (3)

Os biomarcadores clinicos e moleculares tém um papel importante no diagnostico. Os
biomarcadores clinicos sdo evidenciados pela eletromiografia que deteta a lesao do
neurénio motor, pela estimulacdo magnética transcraniana que avalia a integridade
funcional dos neurénios, pela miografia por impedancia elétrica, que avalia a integridade
funcional e a estrutura do musculo, e ainda por abordagens neurofisiologicas. Os
biomarcadores moleculares como as citocinas inflamatorias podem ser detetados nos
fluidos corporais incluindo o liquido -cefalorraquidiano, urina, sangue e saliva,

identificados principalmente através do método ELISA. (1)

Os critérios de diagnostico El Escorial modificados, estdo presentes na tabela 1. A maioria
dos médicos nao se baseia nestes critérios porque tém falta de sensibilidade, avaliando a
progressao da doenca, e apenas indiretamente a certeza diagnostica. Para além disso, a
maioria destes critérios foram desenvolvidos para propoésitos de investigacdo para a
selecao de pacientes em ensaios clinicos. (1,6,17)

E altamente necessaria a criacio de novos critérios diagnésticos clinicos da ELA que
permitam diminuir o atraso no diagnostico, que continua a ser cerca de 1 ano apo6s inicio

dos sintomas. (3)
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Tabela 1

Critérios El Escorial modificados para o diagnéstico da ELA (6)

neuroimagem que excluem

outros diagnosticos)

Categoria de .
. L. Critérios
Diagnostico
Sinais de envolvimento do neurénio motor superior e inferior na regido bulbar
.. e em pelo menos duas regides espinhais (lombossacral, toracica ou cervical)
ELA clinicamente
. 018
definitiva . : - C N
Sinais de envolvimento do neurénio motor superior e inferior em trés regioes
espinhais
Sinais de envolvimento do neurénio motor superior e inferior a nivel bulbar e
ELA clinicamente em pelo menos duas regides (bulbar ou espinhal) com sinais de envolvimento
provavel do neurdnio motor superior rostrais aos sinais de envolvimento do neur6énio
motor inferior
ELA clinicamente
provavel Evidéncia clinica de sinais de envolvimento do neurénio motor superior e
(apoiada por estudos inferior numa regiao do corpo ou de sinais de envolvimento do neur6nio
laboratoriais e de motor superior numa regifo e achados de envolvimento do neur6nio motor

inferior em pelo menos duas regides do corpo na eletromiografia

ELA clinicamente

possivel

Sinais de envolvimento do neurénio motor superior e inferior apenas na
regido bulbar ou apenas na regido espinhal
018
Sinais de envolvimento do neurénio motor superior em duas ou mais regies
do corpo
018
Sinais de envolvimento do neurénio motor inferior rostrais a sinais de

envolvimento do neurénio motor superior

3.6 Progndéstico

O prognostico da ELA € pobre e a esperanca de vida é extremamente variavel. Como outras

doencas neurologicas, a ELA tem taxas variaveis de progressao entre os doentes. Para além

disso, o tipo de ELA, bulbar ou espinhal, tem efeito no prognostico. (4) As carateristicas

clinicas associadas a um pior prognostico sao o rapido declinio funcional, medido por uma

escala denominada ALSFRS-R, que analisaremos em detalhe mais a frente, a perda de peso
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ou de IMC pronunciada, a presenca de DFT, idade avancada de inicio de sintomas e CVF

baixa. (3)

3.7 Tratamento

A ELA nio tem cura nem tratamento profilatico. (1) E gerida predominantemente por
tratamento de suporte através de cuidados multidisciplinares. (4) Os estudos apoiam que
os cuidados de suporte por uma equipa multidisciplinar sdo a unica estratégia de
tratamento que melhora a qualidade de vida. (15)

Existem trés pontos criticos nos cuidados de satide dos pacientes com ELA. O timing de
comunicacao de diagnoéstico, a disponibilidade de acesso a cuidados multidisciplinares e o
timing de decisoes relacionadas com a gestao de sintomas e cuidados de fim de vida. Estes
mostraram resultados na melhoria da qualidade de vida dos pacientes, aumento da
sobrevivéncia e reducao das hospitalizacoes e dos tempos de internamento. (4) A educacao
do paciente e a comunicacao com este reduz a sua ansiedade e os seus medos, e a maneira
como o diagnoéstico é comunicado determina a relagio médico-paciente. Dedicar algum
tempo a discutir o diagnostico é um alto preditor de satisfacdo dos cuidados de satde e,

fazé-lo na presenca de familiares, pode reduzir a ansiedade do paciente e dos cuidadores.

(1,4)

3.7.1 Tratamento farmacolégico

As tunicas duas solucoes farmacolégicas aprovadas pela FDA (Food and Drugs
Administration) sao o riluzole e o edaravone, com efeitos terapéuticos modestos,
aumentando a sobrevida média do paciente em 2 a 6 meses, variando de pessoa para
pessoa. (10) Apesar de atrasarem a progressdo da doenca, em termos percentuais, a
diminuicdo da progressdo equivale a apenas 10%. (13) Na tabela 2 encontramos as
principais diferencas entres estes dois fArmacos.

O Riluzole é um agente anti-glutamatérgico que tem como alvo os canais de sodio sensiveis
a TTX, os recetores NMDA e os recetores GABA (9,13). Contudo, tem alguns efeitos
adversos como diarreia, niuseas, fadiga, tonturas e problemas a nivel hepatico, sendo
mesmo contraindicado em pacientes com hepatopatia e aumento das transaminases.

Apesar do Riluzole abrandar a progressao dos sintomas e melhorar a sobrevivéncia, os
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sintomas continuam a manifestar-se e tornam a terapéutica da ELA mais complexa. Para
além disto, sintomas nao-motores como disfun¢do cognitiva e alteracoes psiquiatricas
podem também ser observados. (7,18)

Em adicdo, outra opcao sao farmacos antioxidantes como o Edaravone. (1) O Edaravone é
um quelante de radicais livres (free-radical scavenger) (9). Apesar de ainda nao disponivel

em Portugal, esta aprovado em alguns paises como os Estados Unidos da América, Japao,

entre outros, com efeitos adversos minimos. (1)

Tabela 2

Comparacao entre Riluzole e Edavarone (19)

Farmaco Riluzole Edavarone
Nome comercial Rilutek ® Radicava ®
Estado aprovacao Licenca Global Japao e EUA

Formulacao Comprimido oral Infusdo intravenosa
60 mg por dia durante 14 dias,
o seguido de um periodo de 14 dias
Dosagem 50 mg a cada 12h diariamente

sem farmaco (ciclo 1), depois 10

dias por més da dose diaria

Alvos moleculares e

celulares

E um antagonista do glutamato e é
usado como anticonvulsivante. O

mecanismo preciso é desconhecido

Custo (mensal) ~1000$ ~3000$% Japao; ~12000$ EUA
Administraciao em casa Sim Nao
Anti-excitotoxico. Lo
Antioxidante.

E um quelante de radicais livres. O

mecanismo na ELA é incerto.

Efeito nos pacientes

Aumenta a sobrevivéncia dos
pacientes 2 a 6 meses, variando de

pessoa para pessoa

Diminui a progressao da doenga,
medida pela ALSFRS-R, variando

de pessoa para pessoa
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N4useas, astenia, tonturas,
) problemas gastrointestinais e L
Efeitos adversos i . Glicostria
aumento do nivel das enzimas

hepaticas

Desta maneira, é necessario identificar farmacos eficazes para miltiplos outros alvos
terapéuticos na ELA. (9) Para além disso, também se tornou claro que ter como alvo
apenas o0s neurénios nao é uma estratégia suficiente, outras células devem ser
consideradas, como as células da glia. Apesar de se considerar os mediadores inflamatorios
produzidos pelas células da glia e a neuroinflamacdo como potenciais alvos terapéuticos,
dada a extensa ativacdo da microglia e dos astrocitos na ELA, terapéuticas anti-
inflamatorias e imunossupressoras falharam em induzir uma melhoria nestes pacientes.
Nao é claro o motivo do insucesso terapéutico, mas acredita-se que pode ser devido a
efeitos sistémicos wversus locais ou a incapacidade das atuais intervencbes anti-

inflamatorias em manter o equilibrio correto de citocinas neuroprotetoras no cérebro. (13)

3.7.2 Tratamento de suporte

Alguns sintomas de desconforto podem ser alvo de tratamento sintomatico, farmacologico
ou nao farmacologico. Por exemplo, a epasticicidade pode ser tratada com baclofeno,
tizanidina e canabinoides. J4 a sialorreia pode ser tratada com anticolinérgicos como
amitriptilina, brometo de glicopirrénio ou inje¢cdes de toxina botulinica nas glandulas
salivares. As caibras musculares podem responder bem a suplementos de magnésio,
sulfato de quinina, gabapentina e carbamazepina. A labilidade emocional pode ser tratada
com inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (SSRI), amitriptilina,
benzodiazepinas, entre outros. Sondas de alimentacdao sdo uma opcao se o aporte calorico
nao for suficiente ou quando a degluticao se torna dificil. (3)

Como as opcgOes que existem sao limitadas ao suporte respiratorio e sintomatico, um
tratamento eficaz é necessario dada a fatalidade da doenca e o impacto significativo na vida
dos pacientes e dos cuidadores. (2) Avancos tecnoldgicos nos cuidados de satde tém sido
feitos para prolongar a vida dos pacientes através de métodos como ventilacdo mecanica,
traqueostomia e as sondas de alimentacdo. Apesar de prolongar a vida dos doentes, nao

melhoram a sua qualidade de vida. Esta é atingida quando a abordagem esta focada no
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bem-estar mental, providenciando conforto, minimizando a dor e aproveitando tempo de
qualidade com a familia. (4)

Com objetivo de controlar e diminuir os sintomas existem outros métodos como suporte
social e psicologico, terapia ocupacional, terapia da fala e fisioterapia. (1) A terapia de
grupo pode também providenciar suporte social e promover beneficios adicionais (4)

No que toca a sessoes de fisioterapia, existe ainda falta de evidéncia confirmatoéria de que o
exercicio fisico durante as sessoes cause deterioracao nestes pacientes. Contudo, exercicios
focados na forca, resisténcia e treino aerobico a intensidades moderadas nio estdo
associados com a desaceleracdo ou aceleracao do processo de progressao da doenca.
Contudo, exercicio excessivo deve ser evitado porque pode induzir lesio muscular, para
além de fadiga e dor. (4)

Os cuidados paliativos sao apropriados para estes pacientes desde o momento do
diagnostico, e o envolvimento paliativo dever flutuar baseado nas necessidades de cada

paciente e da sua familia, a medida que a doenca progride (4)

3.7.3 Estratégias inovadoras

Estratégias inovadoras tém revolucionado a maneira com estes pacientes podem
comunicar. As interface cérebro-computador (ICC) podem ser usadas como dispositivos de
controlo de assisténcia em doencas neurologicas, como a ELA, que limitam a comunicacao
e o movimento. As ICC permitem o controlo de dispositivos e de aplicac6es de computador
através da interpretacao da intencao do paciente obtida através de sinais cerebrais. Podem
ser utilizados em pacientes com paralisia severa para complementar ou substituir as suas
capacidades de comunicacdo e para controlar dispositivos no seu ambiente. Estes
pacientes com disartria severa operam uma aplicacado de computador com 6 comandos de
discurso intuitivos via um implante cronico eletrocorticografico (ECoG) no cortex
sensorio-motor anterior. Os comandos de discurso sdo detetados com precisao e
descodificados. Recentemente, e com a evolugio da Inteligéncia artificial, é possivel obter
ICC com capacidade de discurso, em forma de dudio de frases diretamente traduzidas de
registos intracranianos. Estas técnicas oferecem um caminho esperancoso no restauro da

comunicacao nestes pacientes, sem nenhum efeito adverso a ser relatado. (20)
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3.7.4 Tratamento com células estaminais

O tratamento com células estaminais é, de facto, um potencial tratamento promissor para
a ELA. Apesar de necessitar de melhor compreensao, parece oferecer beneficios que
nenhum outro tratamento, até a data de hoje, ofereceu aos pacientes com a doenca. Por
essa razao sera o foco desta dissertacao.

Apesar de parecer tentador utilizar uma estratégia de substituir neurénios motores
degenerados com neurdnios diferenciados a partir de células estaminais, dada a perda de
neurdnios motores ser uma das maiores carateristicas da ELA, existem limitacGes praticas
a esta aplicacdo clinica. Os neurdnios enxertados necessitam de formar sinapses
neuromusculares por caminhos axonais de longa distancia, em direcao aos musculos alvo,
com precisdo, para estabelecer sinapses funcionais. Por isso, substituicdo direta dos
neurdnios motores degenerados pode nao ser uma estratégia viavel na ELA. Contudo, as
células estaminais podem agir por outros mecanismos que influenciam a funcionalidade e
sobrevivéncia das células residentes nos tecidos. (2,7)

Vamos analisar em detalhe, no proximo capitulo, quais as carateristicas das células

estaminais que as tornam boas candidatas a terapéutica da ELA.
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4. As células estaminais

As células estaminais tém um grande potencial de se tornar um dos mais importantes
trunfos da medicina no futuro. O tratamento com células estaminais tornou-se num to6pico
promissor de estudo cientifico, e o desenvolvimento de métodos de tratamento criou
grandes expetativas. (21) O estudo da proliferacao, diferenciacao e migracao destas células
pode contribuir para a descoberta de novas formas de promover a regeneracao tecidular.
Dentro das condicbes que mais beneficiam destes tratamentos encontramos a degeneracao
macular, os acidentes vasculares cerebrais, a osteoartrite, a diabetes mellitus e as doencas

neurodegenerativas, o grande foco desta dissertacao. (22)

4.1 Classificacao

As células estaminais sdo células nao especializadas do corpo humano capazes de se
diferenciar em qualquer célula, com alto potencial de autorrenovacdo e proliferacao.
Existem quer em tecido embrionario quer em tecidos fetais ou adultos, como a medula
Ossea, tecido adiposo, polpa dentaria, sangue, fluido amnio6tico, corddo umbilical, entre
outros. (22) Na tabela 3 encontramos a classificacao das células estaminais segundo o seu
potencial de diferenciacao e na tabela 4 encontramos a sua classificacio quanto a sua
fonte. Existem diferentes etapas de especializacdo e o seu potencial de diferenciacao é
reduzido a cada etapa, o que significa que uma célula estaminal multipotente nao é capaz

de se diferenciar em tantas células como uma pluripotente. (21)

Tabela 3

Classificacao das células estaminais segundo o seu potencial de diferenciacio

Célula estaminal Carateristicas

Capacidade de divisdo e diferenciagdo em todas as células do organismo.
. A totipoténcia tem o maior potencial de diferenciacao e permite que as células
Totipotente . L
formem, quer o embrido, quer as estruturas extraembrionérias.

O zigoto é totipotente e pode diferenciar-se em mais de 250 tipos de células. (21—23)
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Pluripotente

Capacidade de divisdo e diferenciaciao em células de todas as camadas germinativas
(endoderme, mesoderme e ectoderme), mas nao em estruturas extraembrionarias,
como a placenta.

Um dos métodos de avaliar a sua atividade é a avaliagdo da formagdo de teratomas.
Por exemplo, as células estaminais embrionarias ou as células estaminais

pluripotentes induzidas (iPSCs) sdo pluripotentes. (21—23)

Multipotente

Capacidade de divisdo e diferenciagdo mais estreita que as células pluripotentes, mas
podem diferenciar-se em células de linhagens especificas.

Por exemplo, células estaminais hematopoéticas sdo multipotentes. (21—-23)

Oligopotente

Capacidade de divisdo e diferenciacao em véarios tipos celulares.

Por exemplo a célula estaminal miel6ide é oligopotente (21—23)

Unipotente

Capacidade de divisdo e diferenciagdo mais estreita de todas, apenas formam um tipo
celular.
Tém a propriedade de se dividirem repetidamente, o que as torna boas candidatas
para terapias na area da medicina regenerativa.

Por exemplo, os dermatécitos sdo unipotentes. (21—23)

Tabela 4

Classificacio das células estaminais segundo a sua fonte

Células estaminais

Carateristicas

Sao células pluripotentes derivadas de uma massa celular interna de um embrido em

estadio inicial de pré-implantagdo, 4-5 dias apds a fertilizacao, o blastocisto. (2)

Embrionarias i L i ) ) )
A diferenciacao destas células deve ser muito especifica e controlada para evitar a
formacao de teratomas. (4,21—23)
Sao células estaminais nao diferenciadas encontradas entre células diferenciadas por
todo o corpo. A sua fungdo é a substituigdo das células que se perdem a cada dia.
Estas células tém um espetro de diferenciagio restrito e uma taxa de proliferacdo
Adultas

menor do que a das células estaminais embrionarias. (21)
Estao presentes em diferentes tecidos como a medula éssea, tecido adiposo, cordao

umbilical e em partes especificas do cérebro e da medula espinhal. (21—23)

22




Uma revisao da esclerose lateral amiotréfica (ELA) com foco no tratamento com células estaminais

) Sao células reprogramadas em laboratério a partir de células estaminais adultas de
Pluripotentes

. . . volta ao seu estado pluripotente através da transferéncia do seu ntcleo adulto para o
induzidas (iPSC)

citoplasma de um o6cito ou pela fusdo com uma célula multipotente. (2,21)

As células estaminais humanas podem, espontaneamente, ou por inducdo, causar
regeneracao em caso de lesdo ou envelhecimento, com o objetivo de manter a fun¢io do
tecido e dos 6rgaos e, por conseguinte, manter o equilibrio do organismo. (22)

Para serem tuteis em tratamento, as células estaminais devem ser convertidas nos tipos
celulares necessarios. Compreender e utilizar as vias de sinalizacdo para a diferenciacao é
um método muito importante. (21,22) Na diferenciacao é comum reproduzir os sinais que
sao recebidos pelas células quando ultrapassam as diferentes fases do desenvolvimento. O
microambiente extracelular tem um papel significativo no controlo do comportamento
celular, e manipulando as condic¢oes da cultura é possivel restringir vias de diferenciacao
especificas e gerar culturas ricas em certos percussores in vitro. Contudo, atingir o mesmo
efeito in vivo é um desafio. E, por isso, crucial desenvolver condicdes de cultura que

permitam a promocao da diferenciacdo homogénea das células nos tecidos desejados. (21)

4.2 Células estaminais embrionarias

O dilema ético, especialmente nas células estaminais embrionarias, limitou o seu uso em
ensaios clinicos. A luz da ética, serd a destruicio precoce de um embrido humano, para
pesquisar novas formas de tratamento, aceitavel?

Em guidelines para a investigacdo com células estaminais e o seu transplante,
apresentadas pela International Society for Stem Cell Research (ISSCR), até que novas
evidéncias cientificas e clinicas claras surjam, qualquer tentativa de modificar o genoma
nuclear de embrides humanos para o proposito de reproducdo humana deve ser proibido.
Esta guideline combinada com uma mais recente da Lancet Comission of experts enfatizou
as consideracoes éticas de todos os aspetos da terapia com células estaminais
embrionarios. (2)

Devido a estas preocupacoes éticas, o foco inicial nas células estaminais embrionarias

mudou para as adultas e para as pluripotentes induzidas. De facto, a maioria dos ensaios
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clinicos envolve células estaminais adultas mesenquimais ou células estaminais adultas

neuronais. (2) Por essa razao, serao o principal foco desta revisao.

4.3 Células estaminais adultas

Existem varios tipos de células estaminais adultas, as células estaminais mesenquimais,

neuronais, hematopoéticas, da polpa dentéaria, da pele, entre outras. (21)

4.3.1 Células estaminais mesenquimais

As células estaminais mesenquimais ou estromais sdo células multipotentes adultas.
Foram isoladas pela primeira vez da medula 6ssea em 1976 como unidades formadoras de
colonias fibroblasticas e mais tarde detetadas noutros tecidos. (1)

Permanecem no tecido humano indiferenciadas até receberem um sinal para se
desenvolverem em células especializas com novas funcoes celulares. Servem, por isso, em
muitos tecidos como reservatorio interno, essenciais para o crescimento, desenvolvimento,
sobrevivéncia e reparacao. (1,26)

Exibem 3 propriedades fundamentais, a proliferacio por mitose, para produzir
descendéncia igual a célula original, a autorrenovacao por longos periodos e a capacidade
de se diferenciarem em diferentes linhagens como osteocitos, adipocitos, condrocitos,
entre outros, sobre certas condicoes fisiologicas. Sao facilmente acessiveis e podem ser
isoladas de células de fontes adultas como a medula 6ssea, tecido adiposo, sangue
periférico, tecido dentario entre outros, incluindo fontes fetais como geleia de Wharton do
corddo umbilical, placenta e outros tecidos. Contudo, diferentes fontes mostram diferencas
na taxa de crescimento, expressio de marcadores celulares e capacidade de se
diferenciarem em fenotipos neuronal ou nao neuronal, como as células da glia. (1,25)
Existem vantagens na sua utilizacdo dado nao enfrentarem as consideracoes éticas
associadas ao uso de células estaminais embrionéarias, por poderem ser facilmente isoladas
e expandidas in vitro através de um método simples e por possuirem propriedades
imunomoduladoras e antiapoptoéticas. Nao sdo imunogénicas e nao necessitam de uso de
farmacos imunossupressores antes da injecdo devido a falta de expressao de MHC
(complexo principal de histocompatibilidade), permitindo o uso autblogo e alogénico.

Exibem um comportamento migratoério e podem diferenciar-se em varios tipos celulares.
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(1) Para além das proprias células estaminais, os secretomas isolados ou ainda o meio
condicionado da cultura das mesmas, sao separados, expandidos in vitro e implantados, de
fontes autblogas ou alogénicas. (25)

Apesar das primeiras células estaminais derivadas da medula 6ssea continuarem a ser
mais usadas atualmente e, por isso, as melhores caraterizadas, podem ser usadas células
estaminais mesenquimais de diferentes fontes. (2)

Grandes quantidades de células estaminais mesenquimais podem ser obtidas do tecido
adiposo com um processo de isolamento simples e que ndo requer intervencoes
especializadas, sendo facilmente obtidas por lipossuccao ou outras intervencoes cirtrgicas.
As células estaminais mesenquimais do tecido adiposo parecem ter carateristicas
semelhantes as da medula 6ssea, como a expressao antigénios de superficie comuns, mas
tém diferentes capacidade de proliferacao e diferenciacdao. Alguns estudos apontam que as
células estaminais mesenquimais do tecido adiposo sao mais eficazes do que as da medula
Ossea, enquanto outros mostram o contrario. Estas diferencas podem ser devidas ao facto
de estas células diferirem na libertacdo de citocinas e na expressao dos recetores de
quimiocinas. Para além disto, as células estaminais mesenquimais do tecido adiposo
mostram uma elevada atividade proliferativa, enquanto as da medula 6ssea tém uma taxa
de proliferacao celular mais lenta. (25)

O cordao umbilical € rico em células estaminais mesenquimais. Devido a possibilidade de
criopreservacao imediata as células podem ser armazenadas com sucesso e utilizadas em
tratamentos no futuro. (21)

Posto isto, e sabendo que as células estaminais tém atividades biologicas diferentes, estas
devem ser tidas em conta na selecao para ensaios clinicos especificos. (25)

As células estaminais mesenquimais tém sido utilizadas no tratamento de varias doencas
para além da ELA como doencas cardiovasculares Diabetes Mellitus, Covid-19, doencas

neurodegenerativas como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, entre outras. (1)

4.3.2 Células estaminais hematopoiéticas

O transplante de células estaminais hematopoéticas multipotentes é importante porque
estas células sdo umas das mais bem caraterizadas. As células alvo sdo tipicamente
derivadas da medula 6ssea, do sangue periférico, ou do cordao umbilical. O procedimento
pode ser autélogo, quando as proprias células do paciente sdo utilizadas, alogénico,

quando as células estaminais provém de um dador, ou singeneico, quando as células
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estaminais provém de um gémeo verdadeiro. Estas células sdo responsaveis pela geracao

de todas as linhagens hematopoiéticas do sangue. (21,22)

4.3.3 Células estaminais neuronais

As células estaminais neuronais dao origem aos neurénios e as suas células de suporte. A
descoberta das células estaminais neuronais veio contrariar a ideia de que o sistema
nervoso central do adulto nao € capaz de realizar neurogénese. (21,25)

As células estaminais neuronais sao obtidas a partir de tecidos neuronais primarios como
cérebro ou medula espinhal fetal, neonatal ou adulta. Sdo capazes de se diferenciar em

neurodnios, células da microglia, astrocitos e oligodendrocitos. (2,27)

4.3.4 Células estaminais da polpa dentaria

As células estaminais de dentes deciduos humanos exfoliados (SHED) tém a capacidade de
se diferenciar em mais tipos celulares do que outros tipos de células estaminais. As
técnicas da colheita, isolamento e armazenamento siao simples e ndo invasivas. Para além
disso, as células SHED garantem um transplante aut6logo que causa reacdo imunitaria
minima, simples e indolor. Tem ainda a vantagem de ter cerca de menos de um terco do
custo do armazenamento do sangue do sangue do cordao umbilical e ndo enfrentar as
consideracoes éticas das células estaminais embrionarias. Em contraste com as células do
sangue do cordao umbilical, as células SHED s3o capazes de se diferenciar em tecidos
como o tecido conjuntivo, neuronal, dentario ou 6ssea. As células SHED podem ainda ser

utilizadas em familiares proximos do dador. (21,28)

4.4 Células estaminais pluripotentes induzidas

A criacao destas células foi considerada um ponto de reviravolta no tratamento com células
estaminais em 2006. Este método abriu um novo campo na investigacdo com células
estaminais com a criacdo de células estaminais pluripotentes induzidas que podem ser
personalizadas para o paciente. A verdade é que os estudos mais recentes tém seguido este

caminho. (21,29)
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Como as células estaminais se podem propagar indefinidamente e diferenciar em qualquer
tipo de célula, podem ser uma fonte ilimitada para reparar tecidos perdidos ou lesados. As
iPSC ultrapassaram a necessidade da utilizacdo de embriGes na terapia com células
estaminais e, como sao feitas a partir das células do proprio paciente, sdo autblogas e nao
correm o risco de rejeicao imunitaria. (30)

Primeiramente, eram utilizados os fibroblastos como fonte de iPSC. Como era necessario
realizar uma bidpsia para atingir estas células comecaram a usar-se células do sangue
periférico, queratinécitos e células do epitélio renal encontradas na urina. (21)

Estas células necessitam de um controlo de qualidade, sendo um dos pontos mais
importantes a avaliacdo da formacao de teratomas, que mostrou ser mais elevada em iPSC
humanas comparativamente as células estaminais embrionarias humanas. Esta diferenca

pode ser explicada pelos métodos de diferenciacdo e origem celular. (21,22,24)
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5. Tratamento da ELA com células estaminais

5.1 Principios do tratamento

Como mencionado anteriormente, multiplos fatores estdo envolvidos na patogénese da
ELA, mas nenhum deles foi um alvo bem-sucedido de agentes farmacoldgicos. As células
estaminais tém como alvo varios dos putativos mecanismos envolvidos no inicio e na
progressao da doenca. (9,30) Existem vérias estratégias no uso das células estaminais, tais
como atingir a substituicio dos neurdénios motores perdidos e de outras células nao
neuronais patoldgicas, por novas células funcionais, ou utilizar o papel neuroprotetor que
elas podem oferecer. Estas células ajudam a melhorar o ambiente circundante dos
neurdnios através secrecao de fatores troficos e da remocdao de moléculas toxicas,
assumindo um papel protetor dos neurénios, com sua acdo imunomoduladora, anti-

inflamatoria, antiapoptotica, e de reparacao e regeneracao tecidular. (1,2,25,31)

5.1.1 Estratégias de substituicao celular

As células estaminais podem atuar nas doencas neurodegenerativas, através da
substituicao das células que morreram. A substituicao celular na ELA exigira novas células
com propriedades de neurénios motores. Os neurdnios motores podem ser gerados in
vitro a partir de células estaminais de varias fontes, incluindo células estaminais
embrionarias, pluripotentes induzidas (iPSC) e neuronais. No entanto, para uma
estratégia eficaz na ELA, esses neuronios motores teriam de inervar de novo os alvos
apropriados e estabelecer sinapses fisiologicamente funcionais, enviando ax6nios por
longas distancias para os musculos alvo, com o objetivo de restabelecer a funcao
neuromuscular. (30,32)

Contudo, n3o sdo apenas os neurdnios motores que desempenham um papel na
patogénese da ELA, ja que as células nao neuronais, como por exemplo os astrocitos, estao
também envolvidos. Estudos demonstraram que a disfuncido astrocitica é capaz de
promover a neurodegeneracao e que, para além disso, mesmo durante o envelhecimento
normal, os astrécitos tornam-se menos uteis no suporte que oferecem aos neuronios

motores. (30,32,33) Precursores de astrocitos ou astrocitos derivados de células estaminais
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promovem o crescimento axonal, os mecanismos de suporte envolvidos na mielinizacao
pelos oligodendrocitos, e sao capazes de modular a resposta imunitaria do hospedeiro,
fornecer fatores neurotroficos e moléculas protetoras contra insultos oxidativos e
excitotoxicos, Estes resultados apoiam a utilizacdo das terapéuticas baseadas na
substituicao de astrocitos na ELA para diminuir a disfuncao geral dos astrocitos, fornecer
fatores neurotroéficos e estimular habilidades endogenas de reparacao tecidular no SNC.
(30,32) Alguns estudos demonstraram ainda, a contribuicao destas células nao neuronais,
principalmente células da glia, na degeneracao dos neurénios motores na ELA por defeitos
na comunicacao neuronio-glia, secrecao de toxinas ou falta de apoio tréfico. Dado que as
células estaminais tém a capacidade de se diferenciarem em células nao neuronais, a
substituicdo das células da glia pode ser uma estratégia eficaz mais exequivel que a

substituicao dos neurénios motores. (2)

5.1.2 Atividade neurotréfica

Um dos mecanismos principais pelo qual a sobrevivéncia dos neurénios motores é
regulada consiste na libertacao de fatores neurotroficos. Estes sdo proteinas essenciais
para a sobrevivéncia neuronal, e o seu défice pode induzir a morte dos neurénios motores
na ELA. Entre estes fatores encontramos o fator neurotrofico dervidado do cérebro
(BDNF) e o fator neurotroéfico derivado da glia (GDNF) que desempenham um papel
importante na sobrevivéncia dos neurénios motores. A maioria das células estaminais
também produzem e libertam varios fatores neurotréficos. (30,32) No fundo, o papel
benéfico das células estaminais na ELA pode ser explicado pela teoria da vizinhanca, onde
as células estaminais diminuem a toxicidade das células vizinhas através do seu potencial
paracrino, secretando fatores neurotroficos e melhorando o microambiente dos neurénios,
atrasando a progressao da doenca. (7,25,34)

Os fatores de crescimento envolvidos sao, como ja mencionado, o GDNF e o BDNF, e ainda
o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o fator crescimento fibroblasto
(FGF), o fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1 (IGF-1), o fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento de hepatocitos (HGF),

entre outros. (30)
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5.1.3 Atividade anti-inflamatéria e imunomoduladora

Como referido, a atividade anti-inflamatoéria tem um papel importante no tratamento da
ELA. Um dos papéis mais importantes do tratamento com células estaminais diz respeito a
sua capacidade de regular a inflamacao e capacitar as células residentes a facilitar a
reparacdo tecidular através da ativacdo de células estaminais endogenas ou da
imunomodulacdo do ambiente. De facto, as células estaminais promovem a
imunomodulacdo porque libertam biomoléculas e fatores solaveis, que formam os
secretomas, que inibem a proliferacdo dos linfocitos T, dos linfocitos B e das células
natural killer. Os secretomas contém citocinas, antioxidantes, fatores de crescimento e
imunomoduladores. (30) Fatores anti-inflamatoérios como a IL-10 e o TGF- 31 sdo também
libertados e envolvidos na reparacao e regeneracao tecidular. Estes fatores paracrinos tém
diferentes fun¢des como proteger contra a fibrose, apoptose e stress oxidativo, promover a
angiogénese, acdo imunomodeladora e neuroprotetora. (25,35) Para além de tudo isto, a
acao paracrina, mais do que a de substituicao celular, apoia a resisténcia dos neurénios e
das células da glia a apoptose. (25)

Além de maultiplos componentes soliveis como os fatores tréficos, o secretoma é ainda
composto por diferentes vesiculas extracelulares, com comprovada participacdo na
neuroproteccao. (25) As vesiculas extracelulares tém um papel importante na comunicacao
célula-célula, através da transferéncia de proteinas, lipidos, mRNA, entre outos. Os
interesses nestas vesiculas tém aumentado devido a sua imunogenicidade limitada e
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. (36)

Para além de todos os mecanismos apresentados, as células estaminais exibem uma
importante propriedade, a capacidade de migrar para o local da lesdo, um processo

mediado por quimiocinas. (2)
Por tudo isto, o objetivo primordial desta terapéutica parece nao ser a substituicdo dos

neurdnios lesados, mas preservar a sua funcao prevenindo a sua degeneracao e regulando

o nicho ambiente circundante através da producao de fatores neurotroficos. (2)
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5.2 Ensaios clinicos

O transplante de células estaminais, ou dos seus secretomas, € uma terapéutica emergente
que demostrou potencial em ensaios pré-clinicos e clinicos recentes. (25) O uso desta
terapéutica tem sido suportado por ensaios pré-clinicos com modelos animais, ratos com
SOD1 mutada, que tém sido criados, usando promotores para conduzir a sua expressao
genética. Estes apresentam disfuncao mitocondrial, acumulacido de agregados de SOD1 e
morte neuronal. (9) Estes modelos animais tém-se provado valiosos na compreensao da
contribuicao dos diferentes tipos celulares na doenca. (16)

A maioria dos ensaios clinicos em pacientes humanos com ELA, até a data, usou células
estaminais mesenquimais derivadas da medula 6ssea, provando a seguranca e a eficacia do
tratamento, como veremos mais a frente. (2) Contudo, a maioria destes ensaios ndo
apresenta detalhes suficientes do tipo de células usadas, da dosagem das células e dos
critérios de monitorizagdo dos pacientes. Para além disso a maioria nao inclui um periodo

de seguimento superior a 24 meses. (25)

5.2.1 Avaliacao da eficacia e seguranca do tratamento

A avaliacao da seguranca é baseada no nimero de eventos adversos e eventos adversos
graves. A avaliacdo da eficacia é baseada na medicao das mudancas na pontuacdo da
ALSFRS-R, a escala de avaliacao funcional da Esclerose Lateral Amiotroéfica Revista, ou na
capacidade vital forcada (CVF). (2) Para além disso, alguns estudos avaliam as mudancas
no nivel de forca muscular, a massa muscular estimada por Ressonancia Magnética,
necessidade de traqueostomia e de ventilacao assistida permanente, testes laboratoriais,
estudos de conduc¢ado nervosa, entre outros. (2) Contudo, a grande maioria dos ensaios
clinicos mostraram o potencial de melhoria clinica medindo as mudancas na pontuacao da
ALSFRS-R. (7)

A ALSFRS-R é uma escala baseada num questionario que avalia a capacidade fisica dos
pacientes com ELA em realizar atividades da vida diaria, como representado no anexo 1. As
questoes na escala avaliam quatro dominios: tarefas motoras grosseiras e tarefas motoras
finas, funcoées bulbares e funcbes respiratérias. Cada questdo é pontuada de zero
(completamente disfuncional) a quatro (normal) com um total de 12 questoes e 48 pontos.

A ALSFRS-R pode ser relatada apenas como uma pontuacdo ou como uma variacao que €
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interpretada como a taxa de mudanca na pontuacao do ALSFRS-R. A variacao da ALSFRS-
R é amplamente reconhecida como um indicador critico de prognostico em pacientes com
ELA. (7,37)

Relativamente a Capacidade vital forcada, esta mostrou ser um parametro de avaliacdo
pouco fidedigno. Nos ensaios clinicos o declinio da CVF foi significativamente maior no
periodo pos tratamento comparado com o periodo pré-tratamento nos pacientes tratados
com células estaminais, ou seja, os valores de CVF pioraram depois da intervencao, ao
contrario da ALSFRS-R. A interpretacao mais plausivel é que a intervencao perturba um
equilibrio funcional respiratorio delicado, e por essa razao, nao é diferente das
intervencoes cirdrgicas que parecem acelerar o declinio da ALSFRS-R. Contudo, esta
explicacdio pode ser pouco plausivel para a administracdo intratecal, que é um
procedimento pouco invasivo, levantando questdes sobre potenciais efeitos fora do alvo da

terapéutica com células estaminais. (7,11)

5.2.2 Fontes de células estaminais para os ensaios clinicos

A fonte das células a serem transplantadas representa um ponto critico na implementacao
da terapéutica celular em ensaios clinicos sobre doengas do sistema nervoso central. Uma
fonte ideal para substituicdo neuronal deve ser renovavel e dever permitir a viabilidade, a
esterilidade, composicao e maturacao controlada, tudo isto enquanto € inerentemente nao
tumorogénica. As células candidatas para esta terapéutica devem ter a capacidade de
sobreviver e influenciar o tecido envolvente e migrar para o local da neurodegeneracao.
Para além disso, é fundamental para a aplicacao clinica que as células sejam seguras e que
possam ser facilmente isoladas e expandidas. As células estaminais mesenquimais sao
muito atrativas devido a sua grande plasticidade e capacidade de fornecer ao tecido
hospedeiro fatores de crescimento ou de modular o seu sistema imunitario. Como referido
anteriormente, elas sao facilmente isoladas da medula 6ssea e expandidas em cultura. (30)
As células estaminais mesenquimais podem ser modificadas para secretar maiores
quantidades de fatores neurotroéficos, havendo ja ensaios com estas células a decorrer. (2)

O meio condicionado das células estaminais mesenquimais representa um produto livre de
células e pode ser usado como alternativa visto que pode reduzir a imunogenicidade
indesejada e permitir uma producdo em massa, armazenamento facil e disponibilidade

imediata. (25) Pode ser obtido de varias fontes de células estaminais mesenquimais e
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exibiu efeitos terapéuticos semelhantes aos observados no transplante das mesmas. (2) A
injecdo repetida do meio condicionado de células estaminais alogénicas pode substituir o
tratamento baseado nas células estaminais propriamente ditas. (25)

A descoberta das células estaminais neuronais abriu um caminho para a implementacao de
uma abordagem com base nas proprias células estaminais do cérebro. Estudos recentes in
vivo mostraram que o transplante de células estaminais neuronais apresenta uma boa
capacidade de sobrevivéncia e integracado no parénquima cerebral lesionado, enquanto
proporciona efeitos terapéuticos em diferentes vias patologicas. Para além da diferenciagio
em células neuronais e nao neuronais, exercem também o efeito imunomodulador. (30)
Estudos mais recentes com iPSCs revelam que sdo uma fonte ideal dado que derivam do
paciente prevenindo a rejeicdo imunitaria. Contudo o seu uso é ainda discutivel porque a

sua seguranca precisa de ser demonstrada, dado o seu alto potencial tumorogénico. (30)

5.2.3 Procedimento

Para garantir a qualidade e seguranca dos tratamentos baseados com células, a Diretiva da
Unido Europeia sobre a qualidade e seguranca da doacdo, obtencao, testagem,
processamento, preservacao, armazenamento e distribuicio de células humanas foi
aprovada. A regulamentacao europeia define o conceito de Medicamentos de terapia
avancada (ATMP) definidos como diferentes terapias que exercem propriedades para o
tratamento e prevencao de doencas em humanos ou que poderao ter sido utilizados em
humanos com o objetivo de restaurar, corrigir ou modificar as funcoes fisiologicas
exercendo uma acao farmacolégica, imunologica ou metabolica. As células estaminais sao
consideradas ATMP, e para serem utilizadas em ensaios clinicos devem ser produzidas
rotineiramente segundo os protocolos de boas praticas de producdo como ditado pela
Agéncia Europeia do Medicamento. Assim, é garantido que as preparacoes celulares sao
produzidas e controladas a partir da colheita e manipulacdo de matérias primas, com
correto processamento de produtos intermediarios, com controlo de qualidade e
armazenamento. Uma analise de risco durante todas as fases de producdo e controlo
garante um produto final com a qualidade esperada. O procedimento de colheita de
tecidos, a manipulacdo das células, os procedimentos padronizados de producdo e os
critérios de validacao de células devem receber aprovacao formal e certificacao pelo 6rgao

regulador apropriado. Para além disso, é necessario realizar ensaios pré-clinicos e clinicos.

(30)
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Para qualquer tratamento, mas em particular para queles que tém como alvo o sistema
nervoso central, devido as barreiras que o protegem, a entrega local ao alvo é critica. Na
ELA, a entrega local ao alvo, os neur6nios motores superiores (intracorticais), inferiores
(intraespinhais) ou juncao neuromuscular (intramuscular) requerem procedimentos
invasivos e multiplas injecGes, que representam risco de eventos adversos, que no
parénquima cerebral podem produzir consequéncias sérias. Igualmente importante, com
abordagens locais a distribuicao celular é bastante restrita ao segmento ou area injetada,
por exemplo com vinte injecOes intraespinhais apenas 15%, ou seja, 8cm, da medula
espinhal sdo cobertos. Isto tem de ser tido em conta quando se calcula a dose das células
porque aumentado o nimero de células, sem aumentar a sua capacidade de propagacao,
pode ser prejudicial. Por outro lado, administracdo sistémica (intravenosa) de células
estaminais provou ser a mais ineficaz. Enquanto isso, a administracio intratecal por
injecdo no espaco subaracnoide apresenta o perfil mais favoravel, atingindo uma
distribuicdo mais ampla e possivelmente penetrando no parénquima por espacgos
perivasculares, enquanto se utilizam procedimentos pouco invasivos. Esta via torna mais
viavel a repeticao da administracio e a realizacado de um procedimento de controlo para
avaliar separadamente o efeito do procedimento e os efeitos do produto, as células
estaminais. (11)

A selecido de pacientes é uma variavel muito importante, mas até ao momento nao ha
concordancia sobre critérios de inclusao. Uma populacao de estudo mais heterogénea pode
mascarar a eficicia da intervencao do estudo em subpopulacoes de pacientes portadores de
formas genéticas da doenca ou fenétipos restritos. Quer o produto celular, quer a via de
administracdo, precisam de ser cuidadosamente considerados e otimizados em estudos
com modelos pré-clinicos adequadamente controlados, antes de avancar para pacientes
com ELA. (11)

De facto, a inje¢do intratecal tem sido o método de eleicao na maioria dos ensaios clinicos
com pacientes com ELA, dado que injecoes locais de células estaminais perto do corno
anterior da medula espinhal tem as vantagens 6bvias de colocar as células perto dos seus
alvos terapéuticos e favorecer a difusdo de fatores tréficos e imunomoduladores para estes
e para as células da glia circundantes, aumentado a probabilidade de atingir os efeitos
terapéuticos. Contudo, como sabemos, a patologia da ELA geralmente tem inicio focal e
alastra-se pelo resto do cérebro e medula espinhal com a progressao da doenca. Este efeito
torna dificil a determinacao do alvo 6timo para o transplante porque muitas regides do
cérebro e da medula espinhal estao afetadas. O transplante em regides criticas da medula

envolvidas em fungoes cruciais como capacidade respiratoria ou o controlo dos membros
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pode oferecer beneficio clinico mais significativo. A insuficiéncia respiratéria devido a
perda do nervo frénico € a principal causa de morte nestes pacientes, logo uma estratégia
eficaz na funcao respiratoéria pode alterar o prognostico. (30)

Os resultados dos varios ensaios clinicos, como veremos a seguir, demonstraram que a
abordagem intratecal de entrega celular em pacientes com ELA pode ser proposta sem

efeitos adversos significativos.

5.3 Resultados

Apesar de todos os dados positivos com o transplante em modelos animais, a traducao dos
ensaios para pacientes humanos com ELA é relativamente pobre. Poucos ensaios clinicos
de fase I e II foram iniciados. (30) Analisaremos em seguida ensaios pré-clinicos e clinicos

de acordo com o tipo de fonte de células estaminais utilizado.

5.3.1 Células estaminais mesenquimais derivadas da medula 6ssea

Estudos pré-clinicos com células estaminais mesenquimais da medula 6ssea em modelos
de roedores, baseados na sobre-expressaio do gene SOD1 mutado, com padroes
semelhantes de patologia e progressao da doenca do observado em humanos, concluiu-se
que a administracao destas células por varias vias, como a intratecal, a intramuscular, a
intravenosa e a intracerebral é segura e eficaz em travar o declinio das funcGes motoras e
na promocao da neurogénese. A secrecdo de citocinas e fatores de crescimento
contribuiram para a protecdo dos neuroénios e para a reducdo da inflamacao. (1) Muitos
estudos demonstraram que estas podem suprimir a ativacao e a funcao de varias células do
sistema imunitario inato e adquirido, incluindo macroéfagos, neutroéfilos, células natural
killer, linfocitos e células dendriticas. (30)

Com estes ensaios conseguiu concluir-se que tratar a ELA com células estaminais
mesenquimais pode aumentar as propriedades neuroprotetoras e neuroregenerativas que
modulam as fungdes bioldgicas. O uso em ratos demonstrou resultados eficazes como o
atraso na disfuncdo motora e aumento notavel da sobrevida, através do atraso da
degeneracdo dos neur6énios motores, levando mesmo a um maior nimero de neurénios
motores de maior tamanho e com menos apoptose. Todo este impacto foi acompanhado de

melhoria de parametros histologicos e bioquimicos. (1)
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O primeiro ensaio pré-clinico com células estaminais mesenquimais em pacientes com
ELA foi realizado em 2003 por Mazzini et al. Neste estudo, as células estaminais
mesenquimais autoélogas foram injetadas intratecalmente. As células foram injetadas
através de um procedimento cirdrgico em diferentes niveis da medula espinhal toracica.
Como nao existiu um grupo de controlo neste estudo, nao foram reportados resultados da
eficacia destas células. Em termos de seguranca as células foram bem toleradas em todos
os pacientes sem efeitos secundarios sérios observados. A tolerabilidade destas células
trouxe esperanca na investigacao nesta area. (1) Noutro ensaio, com um seguimento de 9
anos de 19 pacientes com ELA a receber células estaminais mesenquimais, nao existiram
efeitos secundarios sérios relacionadas com a injecao de células. Também demonstrou um
declinio significativo na progressao da doenca e um aumento na esperanca de vida de 6 dos
pacientes. (1)

Num outro estudo em 15 pacientes com ELA, 3 meses apds injecOes intravenosas e
intratecais simultaneas de células estaminais mesenquimais da medula Ossea,
demonstrou-se um aumento significativo na pontuacdo da ALSFRS-R e na CVF, sem
efeitos secundarios sérios. Demonstrou-se também que a administracdo intratecal de
células estaminais induz também um estado anti-inflamatério, particularmente por alterar
o fenotipo das células da microglia do seu estado pro-inflamatoéria M1 para o estado anti-
inflamatorio M2. Por outro lado, embora a administraciao intravenosa seja considerada
segura, demonstrou-se que tem efeitos modestos comparativamente a via intratecal. (7)

As células estaminais mesenquimais da medula 6ssea podem, ainda, ser modificadas e
induzidas em cultura para secretar maiores quantidades de fatores neurotroficos (NTF),

havendo ja ensaios com esta abordagem a decorrer. (2,7)

Um ensaio com 257 participantes com ELA, realizou-se baseando-se num tratamento com
lenzumestrocel. O lenzumestrocel é um produto autélogo das células estaminais
mesenquimais da medula 6ssea isolado e expandido in vitro, aprovado pelo Ministério
Coreano da Seguranca da Alimentacdo e de Drogas em dezembro de 2013 como um
farmaco para terapéutica concomitante com riluzole para o uso no tratamento de pacientes
com ELA. Foi desenvolvido com o intuito de libertar fatores neurotroficos e promover a
modulacdo imuno-inflamatoéria na ELA. O tratamento consistia em duas inje¢oes repetidas
com um més de intervalo. Dentro deste grupo, 34 participantes receberam uma ou mais
injeces de reforco em varios intervalos de tempo depois do ciclo normal de tratamento

para almejar beneficios a longo prazo. (10)
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Resultados de ensaios clinicos de fase I e IT mostraram melhorias significativas no declinio
da pontuacao da ALS-FRS-R até 6 meses ap6s a administracao de lenzumestrocel. Apesar
da eficécia clinica, a falta de beneficios na sobrevivéncia a longo prazo numa analise post-
hoc pode estar associada com o ntimero limitado de injecOes, apenas duas por ciclo, e com
a perda gradual das células estaminais mesenquimais. A seguranca foi avaliada tendo em
conta a incidéncia de eventos adversos, reacoes adversas medicamentosas e eventos
adversos graves, recolhidos durante todo o seguimento de 8 anos. Todos os efeitos
adversos foram reportados no primeiro ano de injecao e foram consideras reacoes adversas
medicamentosas, nao incluindo os sintomas neurologicos relacionados com a progressao
natural da doencga. No seguimento de 12 meses, foram experienciados eventos adversos por
mais de 5% dos participantes. Os mais comuns foram dorsalgia, cefaleia, febre e dor nas
extremidades. A maioria deles foi ligeira e transitoria. A incidéncia de eventos adversos
graves foi de mais de 1% dos participantes. Os eventos adversos graves incluiram faléncia
respiratoria, dorsalgia, coccidinia e dor musculoesquelética. Foram reportados um total de
36 hospitalizacoes e 20 mortes. Todas as faléncias respiratérias foram derivadas do curso
natural da doenca, contudo, a dorsalgia e a coccidinia podem potencialmente estar
relacionadas com o tratamento com células estaminais mesenquimais da medula 6ssea,
devido a uma plausivel aracnoidite causada pela injecao das células estaminais. (10)

A anélise da sobrevivéncia a longo prazo documentou 40 mortes no grupo de tratamento
com células estaminais e 56 no grupo de controlo externo, sendo a probabilidade de
sobrevivéncia significativamente maior no grupo com tratamento com células estaminais.
O grupo com injec¢des miultiplas mostrou uma maior probabilidade de sobrevivéncia que o
grupo com injecoes de ciclo tnico, traduzido no declinio da pontuacao da ALSFRS-R.
Quando comparamos o grupo de multiplas injecoes com o de ciclo Gnico, o grupo de

multiplas injecOes teve uma diminuicao menor da ALSFRS-R. (10)

Noutros ensaios clinicos semelhantes, as injecOes repetidas intratecais de células
estaminais mesenquimais da medula 6ssea demonstraram diminuir a taxa de deterioracao
da ALSFRS-R, com a estabilizacdo da CVF em cerca de 6 meses, associada a um aumento
da sobrevivéncia. Estes resultados levam-nos a concluir que temos resultados melhores e
mais duradouros depois das aplicacoes repetidas das células estaminais. (25)

Dado estes resultados, surgiram extensdes das investigacOes anteriores para realizar
transplantes repetidos de células estaminais, e avaliar a sua eficacia ao longo do tempo.
(38) Num novo ensaio clinico foram injetadas 3 vezes, com espago de trés meses de

intervalo entre cada administracao, células estaminais mesenquimais derivadas da medula
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Ossea. Para este procedimento, 2mL de liquido cefalorraquidiano foram colhidos e o
mesmo volume da solucdo de células estaminais mesenquimais da medula 6ssea foi
injetado. O mesmo cirurgidao realizou todos os procedimentos, e os pacientes foram
também tratados com riluzole. Nenhum paciente experienciou eventos adversos. (38)

Conclui-se, portanto, que é importante a analise do grupo de pacientes que vai receber o
transplante, nomeadamente uma pesquisa pelos preditores da eficacia clinica com o
transplante aut6logo e a avaliacdo dos resultados com a administracao repetida. A auséncia
de eventos adversos no curso das multiplas injecoes foi favoravel. Contudo, os pacientes
que beneficiaram do tratamento tinham ELA rapidamente progressiva antes da
administracdo. A progressio da doenca nao diminuiu nos pacientes com doenca
lentamente progressiva. (2) Identificando os grupos dos pacientes passiveis de responder
negativamente a terapia, é possivel prevenir futuros ensaios em pacientes que nao
beneficiam do tratamento. Sdo necessarios mais estudos, em grupos de maiores dimensoes

de pacientes com ELA. (38)

Nestes estudos, a ALSFRS-R foi usada para determinar a eficicia do tratamento. E
esperado que esta entre em declinio linearmente na maioria. Para todos os estudos, o
tratamento com células estaminais teve um efeito positivo na desaceleraciao da progressao
da doenca como foi evidenciado na pontuacao da ALSFRS-R entre o grupo de tratamento e
de controlo. Todos os ensaios que administraram células estaminais mesenquimatosas da
medula 6ssea com administragdo intratecal, observaram uma diminui¢do significativa na
progressao do peso da doenca com um declinio global da pontuacao da ALSFRS-R. (7)
Importante referir que os estudos incluidos utilizaram periodos de follow-up diferentes.
Todos aqueles que seguiram os pacientes por 6 meses observaram diferencas significativas
na ALSFRS-R entre os grupos de tratamento e de controlo. Posto isto, como limitacdo a
estes ensaios foi apontado o facto de o periodo de seguimento ser pequeno, tornado dificil
determinar os efeitos a longo prazo. Os beneficios a longo prazo do tratamento devem ser
interpretados com cautela devido a perda de pacientes durante o seguimento, dada a baixa
sobrevida na ELA. (7)

Apesar da terapéutica com células estaminais ter sido primariamente projetada para os
neurénios motores em degeneracio, beneficios funcionais foram demonstrados da sua
utilizacdo, por administracdo intravenosa de células estaminais mesenquimatosas
derivadas da medula Ossea, na restauracao da integridade capilar do sistema nervoso

central em modelos animais. Como estratégia terapéutica da lesdo endotelial na ELA,
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foram administrados intravenosamente células estaminais progenitoras endoteliais em
modelos roedores com SOD1 mutado. Os resultados demonstraram beneficios estruturais e
funcionais no restauro da integridade da barreira hematoencefalica no sistema nervoso
central, levando a um aumento da sobrevivéncia dos neurénios motores. A integridade foi
melhorada devido a ampla distribuicao das células implantadas pelo limen dos capilares
do cérebro e da medula espinhal. A maioria das células transplantadas por via intravenosa
ficam inicialmente presas nos pulmoes, aumentando a dose de células requerida para

obtencao de efeitos terapéuticos. (5)

5.3.2 Células estaminais mesenquimais derivadas do tecido adiposo

Os estudos tém demonstrado que as células estaminais mesenquimais derivadas do tecido
adiposo tém a capacidade de diferenciar em fendtipos neuronais e promover a
remodelacdo do microambiente lesionado. Além disso, o seu meio condicionado, uma
combinacao complexa de fatores paracrinos, incluindo fatores neurotréficos como BDNF,
IGF-1 e GDNF, demonstrou manter a inervacao neuromuscular, reduzir a morte neuronal e
retardar a progressao de sintomas em modelos roedores com ELA. Contudo, os estudos
relatam a complexidade dos fatores envolvidos e a necessidade de compreender melhor os

efeitos a longo prazo, especialmente em estagios intermédios da doenca. (39,40)

5.3.3 Células estaminais derivadas do sangue periférico

Existem muitas fontes de células estaminais usadas nos ensaios da ELA, nomeadamente as
células estaminais de sangue periférico induzidas pelo fator estimulador de colonias
granulocitario (G-SSF). A G-CSF, administrada subcutaneamente, nao requerendo
imunossupressdo, diminuindo o risco de infecdo, mobiliza as células estaminais
hematopoiéticas da medula 6ssea para o sangue periférico, as quais atravessam a barreira
hematoencefalica, onde geram células estaminais de sangue periférico (PBSCs). Em
ensaios pré-clinicos o G-CSF provou estimular a producao de PBSCs que penetram no
sistema nervoso central, onde se diferenciaram em células neuronais. (7) Num ensaio
clinico, injetaram-se células estaminais aut6logas isoladas do sangue periférico no cortex
motor frontal de pacientes com ELA. A aplicacdo destas células prolongou o tempo de vida
dos pacientes e a sua qualidade de vida, comparativamente com o grupo de controlo.

Resultados do seguimento de pacientes com implantacdo na parte anterior da medula

40



Uma revisao da esclerose lateral amiotréfica (ELA) com foco no tratamento com células estaminais

espinhal de células estaminais de progenitores hematopoiéticos derivados da medula
0ssea, demonstrou que a maioria dos pacientes melhorou significativamente, comparando
com o seu estado pré-intervencdo. A administracdo intratecal parece ter vantagens
relativamente a intravenosa. Nesta Gltima as células podem ficar presas em diferentes
orgaos. Intratecalmente as células espalham-se imediatamente do liquido
cefalorraquidiano ao cérebro e medula espinhal, ndo precisando de atravessar a barreira
hematoencefalica. No periodo de seguimento destes doentes, 30% experienciou cefaleia

ligeira a moderada, tipicamente observada depois de uma puncdo lombar convencional.

(25)

5.3.4 Células estaminais derivadas da polpa dentaria

Foram realizados ensaios com células estaminais de dentes deciduos esfoliados humanos
(SHED), que se tornaram num foco no campo da medicina regenerativa. Estao localizadas
a volta dos vasos sanguineos na polpa dos dentes deciduos e foram isoladas pela primeira
vez em 2003. Estas células libertam fatores neurotréficos e citocinas, sendo, por isso,
usadas no tratamento de doencas neurologicas. Apresentam bom potencial para o
tratamento com células estaminais porque se podem diferenciar em varias células como
condrocitos, células endoteliais e neurénios ativos estruturalmente e funcionalmente. (9)
Foi analisado, especificamente, se o meio condicionado de SHED (SHED-CM), que
corresponde ao sobrenadante da cultura livre do soro de SHED, reduzia os agregados
intracelulares e a neurotoxicidade induzidos por SOD-1 mutada. O SHED-CM contém uma
variedade de fatores de crescimento como a insulina ou fator de crescimento de
hepatocitos (HGF) em niveis muito mais elevados do que aqueles encontrados nas células
estaminais derivadas da medula 6ssea. Os resultados demonstraram que o SHED-CM
suprimiu os agregados intracelulares de SOD1 mutada e protegeu contra a sua
neurotoxicidade em cerca de 50-70%. Os efeitos protetores devem-se em parte a proteina
de choque térmico (HSP) e a ativacao do recetor do fator de crescimento semelhante a
insulina-1. O SHED-CM suprimiu também o stress oxidativo e o stress do reticulo
endoplasmaético induzidos pela SOD1 mutada, e aumentou os niveis de HSP70. (9)

As HSP estao presentes em todas as células e aumentam a sua expressao quando as células
sao expostas a stress como calor ou privacao de oxigénio. HSP como a HSP9o, HSP7o,
entre outras, tém papéis importantes na manutencao da correta estrutura de proteinas

intracelulares como as chaperonas. Varios estudos demonstraram ji a relacao entre HSP e
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proteinas com conformacao incorreta, incluindo SOD1, sinucleina e tau. Western Blots
para HSP70 e HSP9o demonstraram que a expressao da HSP70 em particular aumentou
com o tratamento com SHED-CM. A chaperona HSP70 é, portanto, em parte responsavel
pelo efeito protetor de SHED-CM. Concluindo, SHED-CM foi eficaz nao s6 na ELA familiar
como na ELA esporadica, mostrando ter potencial para ser uma terapéutica eficaz no

atraso da progressao da ELA. (9)

5.3.5 Células estaminais neuronais

Num ensaio com o transplante de progenitores de células neuronais humanas na medula
espinhal cervical de ratos com SOD1 mutante pré-sintoméaticos, preservou a sua
capacidade de respiracao e melhorou a sobrevivéncia do neurénio motor frénico. Para
além disso, a administracao de percussores das células da glia, aumentou a sobrevivéncia
dos ratos e diminui o declinio da funcao respiratoria, através da secrecdo de fatores
neurotroficos e da reducao da inflamacao. (2,5)

Para além das células da glia, as proprias células estaminais neuronais secretam fatores
neurotroéficos e anti-inflamatorios que exercem um efeito neuroprotetor. Na ELA, a
neuroproteccdo conferida por fatores neurotréficos foi atribuida ao GDNF, IGF-1 e o
VEGF. A administracio de células estaminais em varios niveis da medula espinhal,
incluindo os segmentos cervicais e lombares tém sido conduzidas em ensaios pré-clinicos e
clinicos. Os estudos demonstraram, que quando transplantadas, estas células integram-se
eficazmente no parénquima do tecido do hospedeiro, diferenciam-se em células da glia e
neurdnios e tém um efeito benéfico através da libertacdo de fatores de crescimento e
imunomodulacido. Contudo, existem ainda algumas barreiras a ultrapassar incluindo o
tempo de sobrevivéncia das células estaminais neuronais no tecido e a rejeicdo imuno-

mediada do transplante alogénico. (2)

5.3.6 Células estaminais pluripotentes induzidas

O desenvolvimento das técnicas de reprogramacao das células sométicas, de onde advém a
pluripoténcia, em células estaminais pluripotentes induzidas por Takahashi em 2007

ofereceu aos investigadores a capacidade de utilizar estas células em tempo real. Estas

42



Uma revisao da esclerose lateral amiotréfica (ELA) com foco no tratamento com células estaminais

células podem diferenciar-se em todas os tipos de células somaticas, e para os propositos
da ELA, em células do sistema nervoso central e periférico. (16)

Desde as primeiras, derivadas de fibroblastos da pele de ratos e de humanos, avancos
tecnologicos tém sido feitos, reportando varias linhagens de células estaminais
pluripotentes induzidas usando muitos tipos diferentes de células somaticas. (2) Como
podem ser reprogramadas de células sométicas adultas, geralmente células mononucleares
do sangue periférico ou fibroblastos da pele, podem ser obtidas de pacientes com ELA com
apresentacoes geneticamente e fenotipicamente diferentes da ELA. (16) Utilizar células
estaminais pluripotentes induzidas reprogramadas de células sométicas dos pacientes com
ELA, quer com ELA familiar ou esporadica que se irao diferenciar em células do sistema
nervoso central e periférico, tornou-se uma ferramenta poderosa para compreender os
mecanismos da ELA. Os nerénios motores e outros subtipos de neur6nios, assim como
outras células ndo neuronais tém sido diferenciadas das iPSCs humanas e estudadas pelo
seu potencial terapéutico. (16) A vantagem destas células na terapia de doencas
neurodegenerativas inclui a nao necessidade de imunossupressao visto que as iPSCs sao
autblogas e o facto de nao existirem consideracoes éticas. Contudo, as iPSCs dos pacientes
podem eventualmente desenvolver degeneracdo semelhante com o tempo, apoés o
transplante. (2)

Neuro6nios motores e outros subtipos de neurénios, astrocitos, oligodendrocitos, células da
microglia, células mesuclares e células de Schwann foram diferenciadas a partir destas
iPSCs humanas e foi estudado o seu potencial na patofisiologia da ELA.(16)

Existem, neste momento, varios ensaios clinicos a decorrer no mundo inteiro com células

estaminais pluripotentes induzidas.
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6. Conclusao

Compreender os mecanismos da ELA é crucial para o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas. A compreensao abrangente dos mesmos revela uma interconexao complexa
entre distarbios da homeostase proteica, no stresse oxidativo e nas respostas imunolégicas,
resultando na progressiva degeneracao dos neurdnios motores. A identificacdo de
marcadores patologicos, como alguns agregados de proteinas, destaca pontos criticos para
intervencdo terapéutica. A interacdo entre diferentes células ndo neuronais, como
astrocitos, microglia e oligodendrocitos, aponta para potenciais alvos terapéuticos na
modulacao da neuroinflamacao associada também a patofisiologia da doenca.

O tratamento da ELA representa um desafio significativo. A gestdo centra-se
principalmente em cuidados de suporte por uma equipe multidisciplinar. A abordagem
paliativa e o suporte social desempenham um papel crucial na melhoria da qualidade de
vida, quer para o paciente quer para os cuidadores. As op¢oes farmacoldgicas, como o
riluzole e o edaravone, oferecem efeitos modestos na sobrevida média, cerca de 2 a 6
meses adicionais. O tratamento com células estaminais emerge como uma promissora
frente terapéutica, embora com desafios praticos. A questdo importante reside em
determinar como é que a eficicia do tratamento com células estaminais é comparada as
outras formas limitadas de tratamento. Enquanto que as células estaminais embrionarias
enfrentam consideracoes éticas, as células estaminais adultas, com énfase na utilizacdo de
células estaminais mesenquimais devido a sua plasticidade, facilidade de isolamento e
expansao e por serem praticamente isentas de efeitos adversos, ganharam destaque nos
ensaios clinicos. As células estaminais tém a capacidade de atuar em diversos mecanismos
patogénicos associados a doenca, como a substituicao direta de células neuronais e nao
neuronais, a promocao de atividades neuroprotetoras, anti-inflamatorias e de regulacao do
ambiente circundante dos neuronios. Estratégias adicionais incluem a modificacao dessas
células para aumentar a secreciao de fatores neurotroficos e o uso do meio condicionado
livre de células como uma alternativa ao transplante celular direto, destacando-se pela
reducdo da imunogenicidade e pela possibilidade de producao em massa.

Resultados positivos de ensaios pré-clinicos em roedores indicam que a administracao de
células estaminais mesenquimais por diferentes vias, como intratecal, intramuscular,
intravenosa e intracerebral, é segura e eficaz, atrasando o declinio das func¢oes motoras e
promovendo a neurogénese. A secrecao de fatores neurotréficos contribui para a protecao

dos neurénios e reducao da neuroinflamacdo. Ensaios clinicos em pacientes com ELA
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demonstram seguranca, tolerabilidade e beneficios, incluindo a estabilizagdo e diminuicao
da ALSFRS-R e o aumento da sobrevida. Contudo, sdo necessarias mais pesquisas para
entender a resposta variada dos pacientes ao tratamento, otimizar a administracao e
melhorar a eficacia a longo prazo, dado o reduzido tamanho da amostra e a falta de grupos
de controlo. Tal como as células estaminais mesenquimais, também as células estaminais
do sangue periférico e as células estaminais derivadas da polpa dentaria (SHED)
demonstraram eficidcia na reducdo de agregados intracelulares e da neurotoxicidade. As
células estaminais neuronais, mostraram também efeitos benéfico, dado que, quando
implantadas, integram, diferenciam-se e sobrevivem predominantemente como células da
glia capazes de libertar fatores de crescimento e restabelecer o circuito neuronal. A
abordagem da terapéutica combinada de células estaminais mesenquimais e neuronais
pode ser uma proposta viavel em futuros ensaios clinicos. As propriedades biolégicas das
células estaminais e os resultados obtidos nos ensaios clinicos sugerem que elas podem ter
um maior papel terapéutico na ELA quando sdo administradas intratecalmente.

As células estaminais pluripotentes induzidas representam uma ferramenta poderosa de
células estaminais autblogas que contornam as consideracoes éticas e a necessidade de
imunossupressao, mas a sua aplicacdo clinica necessita de mais investigacao pois podem
reter algum tipo de vulnerabilidade especifica que vai afetar a sobrevivéncia e a eficacia a
longo prazo. Véarios ensaios clinicos com estas células estao neste momento a decorrer.
Com base nos beneficios supramencionados, o tratamento com células estaminais é
bastante promissor para a ELA, mas a necessidade de entender melhor como se
desenvolvem tratamentos experimentais baseados em células e como implementa-los em
ensaios clinicos é urgente. Apesar das intervencoes com células estaminais providenciarem
esperanca para condices neurologicas complexas, a evidéncia cientifica controversa que
despromove a sua eficicia pode impedir a sua recomendacdo aos pacientes. Esta
terapéutica ndo é imune a eventos adversos, especialmente quando nos referimos a
procedimentos mais invasivos com a injecdo de células no sistema nervoso central. E
importante existir a preocupacdo com a obtencdo das células estaminais sem risco de
morbilidade ou dor para o paciente e para o dador. A verdade é que, até agora, apenas
eventos adversos minor foram relatados. Contudo, as complicacoes relacionadas com a
imunossupressao, como a infecao grave, podem ocorrer com transplantes nao autélogos.
As limitacGes dos ensaios clinicos baseiam-se no facto da informagao ser limitada aos
pacientes com ELA que preenchem determinados critérios especificos de inclusdo ou
exclusao, o que podera nao traduzir resultados para outras populacoes. A verdade é que o

numero de pacientes que podem ser incluidos nos ensaios clinicos é muito restrito, visto
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que a ELA é uma doenca neurodegenerativa rara. Para além disso, dada a baixa sobrevida
dos pacientes a partir do momento do inicio dos sintomas, muitos sdo perdidos ao longo
dos ensaios clinicos, alterando toda interpretacdo dos resultados. Para além disso, os
resultados sao limitados ao que é medido, e variaveis importantes como a qualidade de
vida ndo foram incluidas em nenhum dos ensaios clinicos. O nimero de pacientes
necessarios para a eficacia de um ensaio clinico e como quantificar a resposta numa janela
temporal tdo pequena é dificil de realizar. Idealmente o grupo transplantado deve ser
comparado com um grupo de controlo a realizar o mesmo procedimento, mas a receber um
tratamento placebo.

Os pacientes, em fases clinicas distintas e com diferentes taxas de progressao da doenca,
fazem com que os ensaios clinicos sejam dificeis de desenhar, conduzir e interpretar. Sera
benéfico administrar células estaminais nos estadios mais precoces ou nos mais tardios da
doenca? Qual o melhor critério de selecao de pacientes? Delinear a janela terapéutica é
crucial, ou seja, saber quem ira beneficiar mais com este tratamento e, se € apenas uma
opcao terapéutica no periodo precoce da doenca. Qual sera entao o estadio 6timo do curso
da doenca para o transplante? Os pacientes com ELA podem beneficiar do transplante
antes da doenca se comecar a espalhar. Contudo, a janela temporal é dificil de definir
devido aos mecanismos complexos envolvidos na rapida progressao da doenca e na grande
variabilidade fenotipica. Como a ELA é usualmente uma doenca que afeta idades mais
avancgadas, a influéncia negativa da idade no microambiente da medula espinhal pode
afetar a sobrevivéncia das células e a atividade trofica das células estaminais. Existe ainda
a tendéncia para os ensaios clinicos envolverem pacientes em fases mais avancadas da
doenca, porque poderao estar mais motivados e terem um perfil risco-beneficio mais
aceitavel do que os pacientes nas etapas mais precoces. Contudo, as fases mais avancadas
estdo associadas a lesOes significativas dos neurénios motores e, para além disso, os
pacientes sdo mais suscetiveis a complicacoes devido as suas comorbilidades. Posto isto,
podemos especular que pacientes mais novos podem beneficiar mais do transplante de
células estaminais.

Apesar do tratamento com células estaminais parecer uma solucao ideal, existem ainda
muitos obstaculos que necessitam de ser ultrapassados como a tumorogénese, a migracao
descontrolada, a diferenciacio ndo desejada e a rejeicio imunitaria. E impossivel atingir
100% de diferenciacao eficaz nos tipos de células desejadas. A populacao celular final pode
ser heterogénea e conter células nao desejadas que podem diminuir a eficicia do
tratamento e causar efeitos secundérios. E necessaria uma avaliacio rigorosa e mais

estudos para garantir que o risco de tumorogénese ¢ insignificante.
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Surgem, entdo, questdes para as quais ainda nao existe uma resposta certa. Qual o tipo de
células estaminais que produzem melhores resultados? Qual o método apropriado para a
administracdo e qual a dose ideal? Que abordagem sera a mais segura? Qual o ntimero de
células a ser transplantadas para calcular a dose terapéutica e a dose maxima tolerada
antes da toxicidade se tornar um fator limitante?

Estabelecer fontes celulares apropriadas, doses efetivas, métodos de administraciao e de
tempo, assim como métodos de medir os resultados serdo imperativos para otimizar o
futuro desta terapéutica na ELA. O objetivo deste tratamento deve ser implementar o
maior nimero de substrato viavel, neste caso células, para que o maior efeito benéfico local
seja atingido. Para além disso, uma tnica dose nao permite identificar eventos adversos
que surgem em ensaios mais tardios ou até atingir efeitos terapéuticos maiores e a longo
prazo.

Protocolos estandardizados proprios para a investigacao e terapia em pacientes com ELA
sa0 necessarios, assim como, advogar para minimizar os procedimentos nao éticos nos
pacientes. A continuacdo destes ensaios clinicos com as modificacGes necessarias,
nomeadamente, o aumento do namero de pacientes e o seguimento destes a longo prazo,
permitira ter insight sobre a eficacia a longo prazo com seguranca. Estes protocolos sao
urgentes para que cada preparacdo de células estaminais e o seu transplante possam
atingir um resultado reprodutivel. Atingir a consisténcia e reprodutibilidade entre
laboratorios seré crucial no desenvolvimento de estratégias efetivas. Um tratamento com
células estaminais s6 sera, de facto, 1til se for reproduzida uma quantidade suficiente de
vezes e com uma qualidade suficiente para tratar um namero significativo de pacientes e,
se o custo for justificavel para os prestadores de cuidados de satide. E necessario criar um
programa clinico multicéntrico com o objetivo de ajustar e coordenar procedimentos e
protocolos de transplante para alcancar resultados pos-transplante mais confidveis e
previsiveis e tornar a terapia celular uma realidade clinica para pacientes com ELA.

No futuro novos protocolos de diferenciacao e reprogramacao serao desenvolvidos. Apesar
do progresso atingido pelas iPSC nos ultimos anos, as terapias que almejam apenas alvos
nos neuronios motores tém efeitos limitados. Como referido ao longo da dissertacao,
muitos tipos de células e mecanismos diferentes tém um papel importante na morte dos
neurdnios motores, logo, terapias modificadoras da doenca eficazes sao provavelmente

aquelas que requerem uma interacao complexa entre os diferentes tipos de células.
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Anexos

Anexo 1

Escala da avaliacao funcional da ELA revista (41)

Fala

4 - Processo da fala normal
3 - Distarbio da fala detetavel
2 - Compreensivel com repeti¢do
1 - Fala combinada com comunicag¢io nao vocal
0 - Perda da utilidade da fala

Salivacao

4 - Normal
3 - Insignificante, mas notéavel o excesso de saliva na boca podendo ter baba
noturna
2 - Excesso de saliva moderada, podendo ter baba minima
1 - Excesso acentuado de saliva com alguma baba
0 - Baba acentuada exigindo constante uso de lengo para a boca

Degluticio

4 - Normal
3 - Problemas precoces para comer, engasgos ocasionais
2 - Alteracdo na consisténcia da dieta
1 - Necessidade de suplemento alimentar pastoso
0 - Nada pela boca, exclusivamente parenteral ou enteral

Escrita

4 - Normal
3 - Lentificada ou descuidada, todas as palavras sdo legiveis
2 - Nem todas as palavras sao legiveis
1 - Capaz de segurar a caneta, mas incapaz de escrever
0 - Nio é capaz de segurar a caneta

Manipulacao de
alimentos e
utensilios

4 - Normal
3 - Um pouco lento e desajeitado, mas nao
necessita de ajuda
2 - Pode cortar o alimento embora lento e
desajeitado. Necessita de alguma ajuda
1 - Alimentos cortados por outra pessoa, mas
alimenta-se sozinho lentamente
0 - Precisa de ser alimentado

Individuos sem
gastrostomia

4 - Normal
3 - Desajeitado, mas capaz de desempenhar todas
as manipulacoes
2 - Alguma ajuda necessaria com tampas e fechos
1 - Oferece assisténcia minima ao cuidador
0 - Incapaz de executar qualquer aspeto da tarefa

Individuos com
gastrostomia
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Vestuario e Higiene

4 - Normal
3 - Independente de autocuidado com diminuicao do rendimento do esforgo
2 - Assisténcia intermitente ou substituicio dos métodos
1 - Necessita do cuidador para autocuidado
0 - Dependéncia total

Virar na cama e
ajustar a roupa de
cama

4 - Normal
3 - Um pouco lento ou desajeitado, ndo necessita de ajuda
2 - Pode virar sozinho ou ajustar o lencol com grande dificuldade
1 - Tem iniciativa, ndo consegue virar ou ajustar o lencol sozinho
O - Incapaz

Andar

4 - Normal
3 - Deambulacdo precoce dificultada
2 - Passeios com assisténcia
1 - Movimento funcional ndo deambulatério somente
0 - Nao apresenta movimentagdo voluntaria das pernas

Subir escadas

4 - Normal
3 - Lentidao
2 - Ligeiro desequilibrio ou fadiga
1 - Necessita de assisténcia
0 - Nio realiza

Dispneia

4 - Nenhuma
3 - Ocorre quando caminha
2 - Ocorre quando come, toma banho e se veste
1 - Ocorre no repouso, sentado ou deitado
o - Dificuldade significativa

Ortopneia

4 - Nenhuma
3 - Alguma dificuldade em dormir, falta de ar, ndo se utilizam rotineiramente
mais que do que 2 almofadas
2 - Necessita de almofadas extra para dormir (mais do que 2)
1 - Dorme apenas sentado
0 - Nao consegue dormir

Insuficiéncia
respiratéria

4 - Nenhuma
3 - Uso intermitente do BIPAP
2 - Uso continuo do BIPAP a noite
1 - Uso continuo do BIPAP durante o dia e a noite
0 - Ventilagdo mecanica invasiva por intubagao
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