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EFEITOS DA TERAPIA CELULAR EM MODELO ANIMAL
DE ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA

Mirella Maturano Moreira®
Fernanda de Mello e Souza Valente Gubert?

RESUMO

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa que afeta os
neurbnios motores, causando fraqueza progressiva e morte. A patogénese da doenca é
resultado de uma combinacdo de mecanismos, como proteinas mal enoveladas,
disfuncdo mitocondrial, dano oxidativo, excitotoxicidade mediada por glutamato,
sinalizacéo insuficiente por fatores de crescimento e inflamag&o. Ainda néo existe cura
para ELA, porém o uso da terapia celular tem ganhado forca no tratamento de doencas
neurodegenerativas. Alteragdes em alguns genes ja foram associadas com ELA,
principalmente com sua forma familiar que afeta 10% dos casos. O primeiro gene
mutado associado a ELA foi o gene codificante da enzima SOD, o qual permitiu
desenvolver o primeiro modelo animal para o estudo desta doenga. Como as formas
esporadica e familiar afetam os mesmos neurdnios, estudar camundongos transgénicos
SOD1 pode auxiliar em um melhor entendimento da manifestacdo da doenca. Nesta
revisdo comparamos e avaliamos os melhores protocolos de terapia celular aplicados no
modelo animal SOD1, a fim de definir as abordagens que obtiveram os resultados mais
eficazes.

Palavras-chave: Esclerose lateral amiotrofica, terapia celular, camundongo SODL.

! Graduanda em Biomedicina na Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO).
2 Doutora em Ciéncias Bioldgicas — Fisiologia.

VIII



¥ UNIVERSIDADE m
€ uNicrANRIO PRO-REITORIA DE GRADUACAD

ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease that affects motor
neurons, causing progressive weakness and death. The pathogenesis of the disease is the
result of a combination of mechanisms, such as misfolded protein, mitochondrial
dysfunction, oxidative damage, glutamate-mediated excitotoxicity, insufficient
signaling of the growth factor and inflammation. There is still no cure for ALS, though
the use of cell therapy has gained strength in the treatment of neurodegenerative
diseases. Changes in some genes have already been associated with ALS, mainly with
the familial form, which affects 10% of cases. The first mutated gene associated with
ALS, was the SOD1 gene, which allowed the development of the first animal model for
the study of this disease. As sporadic and familial forms affect the same neuron pool,
studying transgenic SOD1 mice can help to better understand the manifestation of the
disease. In this review, we compared and evaluated the best cell therapy protocols, in
the animal model SOD1, in order to define the approaches that obtained the most
effective results.

Keywords: Amyotrophic lateral sclerosis, cell therapy, SOD1 mice.

! Graduanda em Biomedicina na Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO).
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1. INTRODUCAO

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) foi descrita pela primeira vez em 1869
pelo neurologista francés Jean-Martin Charcot, sendo também conhecida como doenca
de Charcot, em sua homenagem. A ELA é uma das doencas neurodegenerativas do
neurbnio motor, e € caracterizada pela fraqueza muscular progressiva, fasciculacdes e
posteriormente, paralisia total (BEERS et al., 2011). Os musculos responsaveis pela
degluticdo e respiracdo, eventualmente, também sdo afetados, fazendo com que a
sobrevida média seja de trés a cinco anos ap06s o aparecimento dos sintomas (TANG et
al., 2017).

Os neurdnios motores sdo divididos em superiores, localizados no cértex motor
e tronco e inferiores, que se encontram no tronco cerebral e na medula espinal. A perda
dos neurbnios motores superiores gera 0 aparecimento de rigidez e espasticidade
muscular. J& quando os neur6nios motores inferiores sdo afetados ha irritabilidade
elétrica excessiva, levando a espasmos musculares espontaneos (fasciculagdes).
Conforme a degeneracao progride, 0s neurénios perdem a conectividade sinaptica com

0s musculos que, em seguida, atrofiam (BROWN et al., 2017).

Figura 1: Localizagdo dos neurdnios motores acometidos na ELA.
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lustracdo da localizacéo dos neurdnios motores afetados pela doenca e seus respectivos sintomas. Fonte:
(Adaptado de Swinnen & Robberecht, 2014).
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A manifestacdo inicial da doenca pode ocorrer na regido bulbar ou na regido

espinal. O inicio bulbar é menos comum, ocorrendo em cerca de um terco dos casos e é
identificado pela morte dos neurénios motores situados no tronco cerebral, levando ao
aparecimento de sintomas na fala e degluticdo (TANG et al., 2017). O inicio espinal é
mais frequente e é caracterizado pela morte dos neur6nios motores da medula espinal,
fazendo com que se destaquem os sintomas relacionados a perda de controle dos
membros. Até o estagio final da doenca, os neurbnios que inervam os musculos
oculares e do esfincter sdo preservados (HARDIMAN et al., 2017).

O mecanismo exato de como a ELA se manifesta ndo é conhecido, por isso €
considerada uma doenca multifatorial. Isso quer dizer que inimeros fatores contribuem

simultaneamente para degeneracdo dos neurénios motores.

Figura 2: Mecanismos responsaveis pela neurodegeneracao.
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O comprometimento da captacdo de glutamato pelos astrécitos resulta em
excitotoxicidade glutamatérgica, levando a um aumento dos niveis de ions Ca2 +. As
proteinas mutantes como SOD1, C90ORF72 formam o0s agregados intracelulares e
podem levar ao acUmulo de neurofilamentos, disfuncdo do transporte axonal e
disfuncdo mitocondrial (gerando mais acimulo de Ca2+). Além disso, astrécitos e
microglia sdo ativados e liberam mediadores inflamatorios e fatores tdxicos,
contribuindo para a neurotoxicidade. Fonte: (Adaptado de Bonafede & Mariotti,
2017).
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Aproximadamente 90% dos casos de ELA sdo idiopaticos, chamados de ELA

esporédica, com uma proporcdo maior de homens em relacdo as mulheres. Os outros
10% dos casos sdo de natureza familiar (ELA familiar), onde mais de um membro da
familia foi acometido pela doenca. Neste caso, mutacdes génicas herdadas ja foram
observadas em diferentes genes, como sera descrito posteriormente, e ndo ha
preferéncia de sexo (BROWN et al., 2017).

Estima-se que a incidéncia anual de ELA seja de aproximadamente 1 a 2 casos a
cada 100.000 habitantes e a prevaléncia mundial de 3 a 8 casos em 100.000 habitantes,
com idade média de inicio de 58 a 60 anos. Em contrapartida, existem variacdes
geograficas em relacdo a taxa de incidéncia, com maiores indices na llha de Guam
(Nova Guiné Ocidental) e na Peninsula de Kii (Japdo) com 3,9 casos em 100.000
habitantes. J& indices mais baixos sdo vistos na China, com 0,3 casos em 100.000
habitantes. (PALERMO et al., 2009)

A primeira evidéncia da doenca no Brasil foi feita pelo Dr. Cypriano de Souza
Freitas, em 1909, quando havia somente quatro casos conhecidos da doenca. Estudos
epidemiologicos descritos sO existem a partir da decada de 1980, por Jose Mauro Braz
de Lima (QUADROS, 2006). Dados epidemiolégicos sugerem que a doenca no Brasil
ndo difere muito dos valores internacionais, apenas na idade de inicio (PRADO et al.,
2015). Dessa forma, no Brasil, a idade media do inicio dos sintomas seria de 52 anos,
mostrando diferenca em relacdo a paises da Europa, com meédia de 59 a 65 anos e da
América do Norte, possuindo média acima de 65 anos (PALERMO et al., 2009). Ha
dados que evidenciam também, o predominio de casos em individuos do sexo
masculino e a importancia da ancestralidade, confirmando que em paises com
populacdes de origem miscigenada a media de casos € menor (HARDIMAN et al.,
2017).

Mesmo com a falta de conhecimento das vias causadoras da doenca, existem
alguns fatores intrinsecos e extrinsecos que parecem ter envolvimento direto com seu
desenvolvimento, fazendo com que a ELA seja considerada uma doenca multifatorial.
Estudos sugerem que o desenvolvimento da doenca ocorre devido a combinacdo de
fatores genéticos e ambientais, levando a evolucdo da neurotoxicidade que pode ser
mediada por mdltiplos mecanismos como: disfuncbes mitocondriais, defeitos no
processamento de RNA, proteinas citoplasmaticas agregadas, infiltracdo de linfécitos,

astrogliose e microgliose (BEERS et al., 2011).
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Entre os fatores genéticos j& descritos, estdo as mutagdes de diversos genes associados

ao aparecimento da ELA familiar, mas que também podem estar presentes em pacientes
esporadicos, entre eles os genes COORF72, SOD1, TARDBP e FUS parecem ser 0s mais
frequentes. No Brasil, ha indicios de que o gene VAPB seja ainda mais frequente que 0s
demais (SABERI et al., 2015).

Entre os fatores ambientais, um fator bastante estudado seria a atividade fisica
excessiva, como a observada em atletas de alto rendimento, causada por cargas elevadas
de neurotransmissores excitatorios (BEERS et al., 2011). No entanto, a causalidade nao
foi comprovada. Ja as neurotoxinas, como as produzidas por cianobactérias, também sao
consideradas fatores de risco e podem estar relacionadas com a alta incidéncia em
regides como na llha de Guam (HARDIMAN et al., 2017).

Ainda ndo ha um diagndéstico especifico e antecipado para ELA. Trata-se de
avaliagdes clinicas em conjunto com a eletroneuromiografia e exames laboratoriais,
com o intuito de descartar outras doencas do neurénio motor. Os critérios dessas
avaliacOes foram estabelecidos pelo El Escorial World Federation of Neurology,
revistos em 1998, com instrucdes baseadas na avaliacdo do nimero de regides afetadas
e no comprometimento de outras fungdes (CHIEIA et al., 2010).

A presenca de sinais de acometimento dos neurénios motores superiores e
inferiores € avaliada nas regides bulbar, cervical, toracica e lombossacral, além de
alteracdes aparentes na eletroneuromiografia de masculos clinicamente normais e sinais
de progressdes em uma ou mais regifes. A auséncia de comprometimento sensitivo e
visual, sindrome de Parkinson e alteracbes em exames de neuroimagem de outras
doencas, também séo consideradas (PALERMO et al., 2009).

Mesmo com indmeros compostos testados, nenhum resultado clinico
significativo foi obtido. Entretanto, dois medicamentos aprovados podem fornecer
melhoria a curto prazo na patogénese da doenca, o riluzol atuando na inibicdo do
transporte de glutamato, evitando a exitotoxicidade glutamanérgica e a edaravona, que
atua no estresse oxidativo, entretanto, apenas o riluzol é comercializado no Brasil.
Atualmente, a combinacdo desses dois farmacos esta em analise (DASH et al., 2018).

A primeira mutacdo descrita em pacientes de ELA foi ao gene da Cu/Zn-
superéxido dismutase (SOD1), importante no metabolismo do ion superdxido, um
radical livre muito reativo. Com essa descricdo foi possivel desenvolver o primeiro
modelo animal para estudo da ELA que superexpressa a SOD1 humana mutada. A

mutacdo consiste na substituicdo de glicina por alanina na cadeia de amino&cidos

4
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posicdo 93 (GURNEY, et al., 1994) e faz com que o animal apresente sintomas

semelhantes a forma clinica de ELA em humanos.

Esse modelo permitiu um avango significativo no entendimento da
fisiopatologia da ELA. O mecanismo preciso de como a patogénese da ELA se
manifesta ndo é conhecido, entretanto algumas alteragcdes sdo conhecidas por contribuir
simultaneamente para a degeneracdo dos neurénios motores. Os agregados de proteinas
intracelulares parecem ser responsaveis pela maior parte dessas alteracdes
(HARDIMAN et al., 2017). Excitabilidade neural, ativacdo de microglia e astrdcitos,
mudancas na morfologia mitocondrial e estresse oxidativo também séo identificados
como componentes da neurodegeneracdo (BROWN et al., 2017).

Dentro dos mecanismos observados no modelo animal e corroborados em
pacientes, pode-se destacar a neuroinflamacdo. O envolvimento microglial é citado em
diversos estudos como o maior mediador de neuroinflamacdo, por sua capacidade de
manifestar diferentes fenotipos sob estresse patoldgico (BEERS et al., 2011), incitando
a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (BECHER et al., 2016). Os linfocitos T
também sdo identificados tendo participacdo na taxa de progressdo da doenca e
influenciando respostas microgliais (BEERS et al., 2011). Estudos relatam que a
contribuicdo da micrdglia e astrocitos, esteja presente na progressao e ndo no inicio da
doenca. Os animais apresentam sintomas a partir de 3 meses, quando se mostram
incapazes de esticar as patas quando suspensos pela cauda (VISANT et al., 2013).

Devido a falta de tratamentos eficazes, a terapia celular se tornou alvo de
pesquisas para o tratamento de doengas neurodegenerativas, como a ELA. As células-
tronco existem tanto em embrides quanto em tecidos ja maduros e sdo o foco da terapia
por sua capacidade de autorrenovacdo e diferenciacdo, dependendo do tipo celular
utilizado na terapia. As células perdem sua capacidade de diferenciacdo a cada nova
etapa do desenvolvimento, entdo sdo divididas do maior poder de diferenciacdo ao
menor.

As células totipotentes, por exemplo, possuem a maior potencia de
diferenciacdo, podendo formar células embrionarias e extraembrionarias. Depois, as
chamadas células pluripotententes, podem se diferenciar em qualquer célula somatica e
as células adultas encontradas principalmente na medula 6ssea e corddao umbilical e em
varios outros tecidos, sdo conhecidas como multipotentes, por possuirem apenas a
capacidade de se dividir e gerar tanto uma nova célula idéntica, quanto uma nova célula
ja diferenciada (ZAKRZEWSKI et al., 2019).
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Na medula éssea (CMMO), por exemplo, existem duas populacGes de células-

tronco: as células-tronco hematopoiéticas (CTH) e as células-tronco mesenquimais
(CTM). Ambas as popula¢bes podem ser obtidas na fracdo de células mononucleares de
medula 6ssea (CMMO), assim como progenitores hematopoiéticos e células
diferenciadas como mondcitos e linfocitos. As células-tronco hematopoiéticas (CTH)
sdo definidas como células adultas com grande capacidade de autorrenovagdo e
potencial proliferativo, o que possibilita a sua diferenciagdo em células progenitoras de
todas as linhagens hematol6gicas (GUARITA-SOUZA et al., 2003).

As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo células multipotentes inicialmente
derivadas da medula 6ssea, mas, posteriormente, identificadas em diversos tecidos,
como tecido adiposo, corddo umbilical, entre outros (ZAKRZEWSKI et al., 2019). As
CTMs séo potencialmente antioxidantes e imunomoduladoras, permitindo que ndo haja
rejeicdo na sua interacdo com o hospedeiro e influenciando a mudanca de perfil das
ceélulas gliais, se tornando uma opcao interessante para 0 uso na terapia celular (SOUZA
et al., 2010).

As células-tronco neurais possuem potencial de autorrenovacdo altamente
limitado e a grande maioria dessas celulas diminui com a idade (LAZUTKIN et al.,
2019), sendo responsaveis pela formacdo de neurénios e das demais células de glia.
Existem varias maneiras de produzir ou alcancar as células-tronco neurais, como
células-tronco embrionarias humanas, células progenitoras neurais, derivadas do
cérebro fetal humano e células-tronco pluripotentes induzidas (GROCHOWSKI, et al.,
2018), sendo bastante promissoras para terapia de doencas neurodegenerativas.

Estudos mostram que a terapia celular tem resultados significativos na fase pré-
sintomatica, sendo capaz de atrasar a progressdo da doenca (GUBERT et al., 2016).
Contudo, para que funcione na clinica, é preciso que determinados ajustes sejam feitos
na quantidade de células, vias de administracéo e tipo celular utilizados (MOURA et al.,
2016), para que o protocolo mais eficiente seja desenvolvido. Dessa forma o objetivo
desta revisdo bibliografica é avaliar o uso de terapia celular aplicada em modelo animal
de esclerose lateral amiotrofica, comparando os métodos utilizados e seus respectivos

resultados.
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2. METODOLOGIA

A metodologia utilizada para a analise em questdo, dispds de plataformas
digitais como PubMed, Scielo e CAPES, que auxiliaram na pesquisa realizada com as
palavras-chave “cell therapy" e “amyotrophic lateral sclerosis”. Restringindo ao periodo
entre 2007 e 2020, foram encontrados 1.273 artigos, tendo como critérios de exclusdo
artigos de reviséo e artigos de testes em pacientes, sendo encontrados somente os 359
artigos que utilizaram modelo animal com alteracdo na SODL.
Foram selecionados 34 artigos (baseado em qual critério?) para o desenvolvimento do
presente trabalho, sendo 6 destes escolhidos para comparacdo de dados a respeito do
tipo celular utilizado na terapia, momento de inicio do tratamento (antes ou depois do
aparecimento dos sintomas), via de administracdo, numero de células injetadas e
capacidade de sobrevivéncia dos animais. A reviséo bibliografica foi realizada com o
propésito de definir os protocolos que obtiveram os melhores resultados com a

aplicacdo da terapia celular.

3. RESULTADOS

Em 2012, Uccelli publicou um estudo sobre o uso de CTM por via intravenosa
em fase sintomatica, no qual sdo descritos atrasos significativos de sintomas e sobrevida
estendida em torno de 20 dias (figura 3). Trabalhos anteriores ja haviam demonstrado
que as CTM séo capazes de melhorar as fungcdes motoras e aumentar significativamente
a sobrevida dos animais

Os resultados de Uccelli se destacaram pelos efeitos positivos encontrados nos
experimentos em fase sintomatica, momento em que grande parte dos neurdnios
motores j& foi perdida. Em seu estudo, o pesquisador demonstrou que a injecéo de 10°
células foi capaz de reduzir o nimero de astrocitos reativos na medula espinal, cortex
motor e hipocampo. O numero de células de microglia reativa também diminuiu

significativamente na medula espinal, mas sem diferenca no cortex.
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Figura 3: Efeitos da administracdo de CTM na sobrevivéncia de camundongos SOD1%%4,
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estagio final de sobrevivéncia dos animais foi medido a partir de quando se mostraram incapazes de

retornar a posicdo normal ap6s 30 segundos virados de lado. Fonte: Adaptado de (Uccelli, et al., 2012).

O uso das CTM também foi relatado por Zhou em 2013, no qual os testes foram

realizados em grupos de camundongos com 8, 10 e 12 semanas de idade, com a

aplicacdo de 5x10°células via intratecal. O tratamento resultou na preservacéo

significativa de neurdnios motores (figura 4) e consequentemente, aumentou a

sobrevida dos animais em 14 dias, em média.

Figura 4: Analises quantitativas de neurdnios motores no corno anterior.
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Andlise quantitativa de perda neuronal no corno anterior. A administracdo de CTM resultou em atenuagao

da degeneragdo de neurdnios motores em camundongos SOD1%%**, Fonte: (Adaptado de Zhou, et al.,

2013).
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A diminuicdo de ativagdo microglial e da secre¢do de TNFa e iNOS -

responsaveis por estimular um ambiente neuroinflamatério - prova que o tratamento
foi capaz de inibir a resposta inflamatoria através da secrecdo de moléculas difusiveis.

Assim como as CTM, as células mononucleares de medula 6ssea também séo
uma alternativa viavel de terapia celular para ELA. Esse grupo celular é capaz deliberar
fatores de crescimento e citocinas, conseguindo promover protecdo neuronal e
diminuicdo da ativagcdo microglial em modelo animal da doenga.

Em 2016, um estudo sobre a administracdo de células mononucleares em fase
pré-sintomética (9 semanas) e sintomética (14 semanas) foi realizado (figura 5). A
autora Gubert demonstrou que a injecdo de 10° células na porcéo lombar da medula
espinal, foi capaz de retardar a perda de fungcdo motora apenas quando realizada em fase
pré-sintoméatica, mas sem aumentar a expectativa de vida. A administracdo em fase
sintomatica ndo obteve nenhum efeito ou diferenca na progressdo da doenca ou na

sobrevida dos animais. (\Voce tem que chamar as figuras ao longo do texto)

Figura 5: Avaliacéo funcional de camundongos SOD1%%** injetados com CMMO.
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Comparacdo funcional de camundongos SOD com a administracdo de CMMO. Animais tratados em

fase pré-sintomética (9 semanas) apresentaram atraso de 2 semanas no inicio das falhas motoras em
relacdo aos animais tratados em fase sintomética (14 semanas). Fonte: (Adaptado de Gubert, et al.,
2016).

Entretanto, as CMMO parecem ndo permanecer no local de injecdo, na medula
espinal. O estudo investigou o destino dessas células com diferentes marcadores
fluorescentes, mas sem sucesso em visualiza-las alguns dias apds a injecdo. O
comprometimento da barreira hematoencefalica (BHE), tanto em pacientes quanto em

modelos animais de ELA, ja foi descrito em estudos anteriores.
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Em 2018, Garbuzova-Davis também propds o transplante de CMMO, dessa vez

da fracdo hematopoiética, a fim de avaliar possiveis efeitos na integridade da BHE. As
celulas foram administradas via intravenosa em camundongos com 13 semanas de idade
(sintoméaticos), em doses baixa (5x10%), média (5x10°) e alta (1x10°) visando avaliar a
influéncia da quantidade de células injetadas na sobrevivéncia dos animais.

Com isso, foi observado que, de fato, ndo houve melhora na morfologia capilar
de camundongos que receberam a dose baixa de células. Nos animais que receberam
dose média, foram observadas células quase normais em alguns microvasos, além de
aumento discreto da reducdo de edema perivascular. Resultando em atraso na
progressao da doenca e aumento da expectativa de vida.

Melhorias estruturais e funcionais da microvasculatura das por¢des cervical e
lombar da medula espinhal como, morfologia tipica do endotélio e diminuicdo da
permeabilidade capilar, foram demonstradas com a administracdo da dose alta de
células. Apesar disso, ainda foram encontrados alguns axonios mielinizados
degenerados e edema perivascular. Os beneficios na reparagdo da barreira
hematoespinal parecem ocorrer pela substituicdo das ceélulas injetadas por células
endoteliais, visto que apds o transplante, se diferenciam e sdo enxertadas nos capilares
da medula espinal.

Em 2019, uma nova tentativa de terapia com camundongos em fase sintomatica
foi realizada. Com o uso das células-tronco neurais via intraespinal, o autor Zalfa
avaliou a progressao da doenca no 15°, 40° dia ap0s o transplante e, no estagio final.
Com o auxilio de marcadores, conseguiram detectar as células transplantadas em todos
0s trés momentos avaliados, mostrando que as celulas-tronco neurais ndo so
sobrevivem, mas sdo capazes de proliferar, se diferenciar em astrocitos, neurénios,
precursores de oligodendrocitos e migrar do local de injecdo para o eixo rostro-caudal,
segmentos toracico e sacral da medula.

O uso desse tipo celular também conseguiu diminuir a astrogliose, microgliose e
preservar 0s neurdnios motores da medula espinal. A perda das fungdes motoras foi
postergada e a vida Gtil dos animais foi prolongada em aproximadamente 30 dias.

Regularmente autores mencionam a importancia em conciliar diferentes
abordagens terapéuticas devido a multifatorialidade da doenca. Gubert e colaboradores
realizaram um estudo em 2019 no qual administrava diferentes quantidades de células
mononucleares por duas vias de administracdo simultaneamente. O tratamento foi

distribuido em animais SOD1 via intravenosa, via intramuscular e vias intravenosa e
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intramuscular ao mesmo tempo. O grupo tratado apenas por via intravenosa, recebendo

10" células, ndo demonstrou melhora no desempenho motor e nem alteracdes
relacionadas a sobrevivéncia (figura 6). O grupo tratado exclusivamente apenas pela via
intramuscular recebeu, uma vez por semana durante trés semanas, doses de 4x10°células
em quatro musculos levemente lesionados antes de cada inje¢ao, apresentando também,

leve melhora nas fungGes motoras em relagéo ao controle (figura 7).

Figura 6: Teste do Rotarod de camundongos SOD1% tratados com CMMO por via intravenosa.
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Comparacdo funcional entre camundongos SOD1°%** tratados via intravenosa com CMMO e tratados
com salina, nenhuma diferenca significativa entre os dois grupos foram detectadas. Fonte: (Adaptado
de Gubert, et al., 2019).

Figura 7: Teste do Rotarod de camundongos SOD1%%** tratados com CMMO por via
intramuscular.
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Comparagdo funcional entre camundongos SOD1%% tratados via intramuscular com CMMO e tratados
com salina, os tratados com CMMO apresentaram falhas no desempenho motor a partir da semana 15,
enquanto os ndo tratados apresentaram falhas uma semana antes. Fonte: (Adaptado de Gubert, et al.,
2019).
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Quando administrado unindo as duas vias, 0 tratamento demonstrou retardo na

progressdo da doenga em uma semana (figura 8) e reducdo de microgliose (figura 9).
Em contrapartida, a terapia ndo se mostrou eficiente em diminuir a degeneracdo dos

neurdnios motores e nem a denervagéo da juncdo neuromuscular.

Figura 8: Teste do Rotarod de camundongos SOD1°%* tratados com CMMO por via intravenosa +

intramuscular.
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1°%* tratados com CMMO via intravenosa +

Comparagdo funcional entre camundongos SOD
intramuscular e tratados com salina. Houve diferenca de uma semana no declinio do desempenho motor

dos tratados com CMMO e tratados com salina. Fonte: (Adaptado de Gubert, et al., 2019).

Figura 9: Microgliose reduzida em camundongos SOD1%%*# tratados por via IV + IM.

| SALINA [| CMMO IV + IM

14 semanas de idade

1°%* injetados com salina e injetados por vias IV + IM com

Comparagdo entre camundongos SOD
CMMO, em que é possivel visualizar a reducdo de microgliose no corno anterior. Fonte: (Adaptado de

Gubert, et al., 2019).
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho revisamos estudos que apresentam diferentes protocolos para
terapia celular na ELA, onde conseguimos observar que diferentes tipos celulares, vias
de administracdo, numero de células injetadas e momento de inicio da terapia,
apresentam efeitos positivos no modelo animal SOD1.

Os efeitos benéficos das células mononucleares de medula 6ssea sdo explicados
principalmente pela liberagdo de citocinas e fatores de crescimento, capazes de
influenciar o perfil das células de glia e fornecer manutencéo e protecdo aos neurénios.
Gubert afirmou que tanto mondcitos quanto linfécitos T contribuem para os efeitos
benéficos das CMMO (GUBERT et al., 2016). Em 2011, Pastor demonstrou como as
terapias com CMMO e CTM tem diferentes respostas na expressdo de GNDF, por
exemplo. O fator neurotréfico € conhecido por conseguir proteger os neurbnios de
inimeros danos e em contraste com as CTMs, as CMMO aumentaram a expressao de
GNDF, fazendo com que os neurdnios fossem preservados significativamente.

A imunomodulacdo das CTMs foi bastante descrita nos estudos acima. Em
2007, um estudo publicado por Zhao j& havia demonstrado que com a administracéo
desse tipo celular, o inicio da doenca pdde ser atrasado em 14 dias e a expectativa de
vida em 18 dias. Mais tarde, Zhou apontou em seu trabalho que as CTMs atuam
secretando mediadores anti-inflamatérios, comprovado pela reducdo dos niveis de
TNFa em cerca de 20% e os de iNOS, em 31%, corroborando os niveis de reducéo da
reatividade astrocitica apresentados por Uccelli.

Drachman e colaboradores demonstraram em 2002 que a inibicdo de COX2 —
mediador de inflamacdo — pode aumentar a sobrevida dos animais SOD1 em até 25%.
Logo, o uso de células-tronco mesenquimais para terapia celular pode ser uma
alternativa de grande potencial, principalmente pelo mecanismo anti-inflamatério que
exercem sobre o0 ambiente e células lesadas.

Sabe-se que a integridade da BHE é comprometida em pacientes e modelos
animais de ELA (GARBUZOVA-DAVIS et al., 2007). Dessa forma, uma alternativa
para a terapia seria 0 uso das células-tronco hematopoiéticas, muito utilizadas por
Garbuzova-Davis em diversos de seus estudos. A autora confirmou indicios de
reparacdo e permeabilidade capilar, restabelecendo a homeostase, que também pode

influenciar na reatividade de células gliais, especialmente astrocitos.
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As células-tronco neurais também foram apontadas por conseguir exercer acdes
na resposta inflamatdria, principalmente por serem capazes de proliferar na regido
injetada, ou seja, dar origem a novas células progenitoras, migrar pela medula espinal e
se diferenciar em neur6nios e outras células de glia.

Diante de inimeros estudos, estd claro que diversos outros fatores podem
interferir no curso da terapia. Garbuzova-Davis em seu estudo de 2018 determinou a
diferenca em seus resultados com o uso de quantidades crescentes de células injetadas,
confirmando Kim (2010) que ja havia apontado para resultados melhores administrando
ndmeros maiores de células.

As vias intravenosa, intraespinal, intratecal e intramuscular, utilizadas em cada
um dos estudos mencionados nesta revisdo, obtiveram resultados positivos, porém
transitorios. Mostrando que administracfes simultaneas por mdltiplas vias podem
melhorar ainda mais os resultados de sobrevida. Os experimentos de Gubert unindo via
intravenosa e via intramuscular facilitam a circulacdo das células transplantadas,
sugerindo que as células pudessem atingir 6rgdos de funcdo imune — resultando em
mudanca do perfil de citocinas e outros mediadores — e acao local, atuando diretamente
nas células da area lesionada, confirmando que esse tipo de abordagem é promissora,

podendo agir nos diferentes locais afetados concomitantemente.

5. CONCLUSAO

Diante dos resultados positivos mencionados nesta revisao bibliografica, é
notdrio que a terapia celular para ELA caminha em direcdo ao objetivo principal de
reverter o quadro de degeneracdo dos neurdnios motores. Porém, ainda é necessario
conciliar dados que obtiveram éxito, a fim de prolongar ainda mais a sobrevivéncia de
modelos animais da doenca e assim, posteriormente, conseguir chegar a um protocolo

mais eficiente para ser usado em pacientes.
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