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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A esclerose lateral amiotréfi-
ca (ELA) ¢ uma doenga neurodegenerativa que afeta os neurdnios
motores inferiores e superiores e que, frequentemente, encontra-
-se associada as alteragoes bulbares e no trato piramidal. Apesar
de existirem algumas variagoes nas manifestagoes clinicas, no pa-
drao de progressio da doenca e na expectativa de vida apds o
inicio dos sintomas, o diagndstico ¢é realizado através de exame
clinico e, muitas vezes, é dado por exclusdo. Para o tratamento da
ELA existe, até o momento, apenas um medicamento aprovado
pelo FDA, o riluzol, sendo que outros firmacos sio frequente-
mente associados A terapia no intuito de amenizar os sintomas
e melhorar a qualidade de vida do paciente. O objetivo deste
estudo foi atualizar os conhecimentos referentes 2 doenga, bem
como discutir os protocolos de tratamento com células-tronco
mais recentes para ELA.

CONTEUDO: No sentido de se procurar um tratamento efetivo
para a ELA, virios pesquisadores vém utilizando células-tronco
devido ao potencial destas de se diferenciarem em diferentes tipos
de células nervosas in vivo e in vitro e que quando transplantadas
no cérebro, sao capazes de sobreviver, migrar e integrar, apresen-
tando uma funcionalidade ativa. Assim, foi realizado um levan-
tamento dos principais estudos que avaliaram o uso das células-
-tronco como tratamento da ELA.

CONCLUSAO: Enquanto todas as indagagoes sobre o uso das
células-tronco nio forem elucidadas; e nao forem propostas te-
rapias que garantam a sua eficdcia e seguranca para os pacientes,
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novas pesquisas ainda sio necessdrias a fim de utilizar a terapia
celular como alternativa de tratamento da ELA.

Descritores: Células-tronco, Esclerose lateral amiotréfica, Trata-
mento.

SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease which affects up-
per and lower motor neurons and is frequently associated to al-
terations in bulbar and pyramidal tract. Although there are varia-
tions on clinical manifestations, on disease progression and life
expectation after the first symptoms, diagnosis is usually made
by clinical evaluation and exclusion. At the moment there is only
one medicament approved by FDA, riluzole, which is frequently
associated with others to decrease symptoms and improve pa-
tient’s life quality. The present revision has the objective to bring
up to date the knowledge about the ALS, as well discuss the more
recent stem cells protocols for ALS treatment.

CONTENTS: As a tentative to find an effective treatment for
ALS many researches are using stem cells due their capacities
to differentiate in many neuronal cell types in vivo and in vitro
and when transplanted into the brain, these cells are capable of
survive, migrate and integrate showing a functional activity. The
present work shows the main studies that had evaluated the use
of the stem cells as treatment of ALS.

CONCLUSION: While all the investigations about the stem
cells use aren’t elucidated and there aren’t proposals therapies that
guarantee the effectiveness and patient’s security, new research are
still necessary in order to use the cellular therapy as alternative of
treatment of ELA.

Keywords: Amyotrophic lateral sclerosis, Stem cells, Treatment.

INTRODUCAO

A esclerose lateral amiotréfica (ELA), também conhecida como
doenca de Charcot ou doenga de Lou Gehring, e pertencente ao
grupo das doencas do neurénio motor, ¢ caracterizada pela pro-
gressiva degeneracdo dos neurdnios motor superior (NMS) e in-
ferior (NMI), geralmente associada ao envolvimento bulbar e do
trato piramidal. Os neurdnios motores sio responsdveis pelo con-
trole e comunicacao entre o sistema nervoso e os musculos volun-
tdrios, ao transmitirem mensagens dos neurédnios localizados no
cérebro (NMS) para os neurdnios na medula espinhal (NMI),
e destes aos musculos do controle voluntirio. Assim, os sinais
clinicos da ELA sio evidenciados nos membros inferiores, supe-
riores e, posteriormente, nas demais regides do torax e pescogo’?.
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Os sinais clinicos percebidos na ELA vao desde o envolvimento
dos NMI (atrofia com posterior fraqueza muscular, hiporreflexia,
cAimbras musculares e fasciculagoes), ao envolvimento dos NMS
(espasticidade, hiperreflexia, clonus e sinais de Hoffmann ou Ba-
binski), e dos sinais bulbares (fraqueza na musculatura facial e do
pescoco, disartria, disfagia e sialorréia). Estes sintomas culminam
com o comprometimento do diafragma, acarretando dificuldade
respiratdria com consequente dependéncia cronica da ventilagao,
ou morte por parada respiratéria. Os reflexos abdominais, o con-
trole de esfincter, o intelecto e os sentidos, na grande maioria dos
casos, estdo preservados’?.

Segundo Andrews’, apesar das manifestagoes clinicas, do padrio
de progressio da doenga e da expectativa de vida apds o diag-
néstico variar de pessoa para pessoa, aproximadamente 50% dos
pacientes sobrevivem por pouco mais de dois anos apds o inicio
dos sintomas e menos de 10% sobrevivem mais de 10 anos.

O diagnéstico da ELA ¢ realizado através de exame clinico supor-
tado por testes neurofisioldgicos, nao existindo testes laboratoriais
de defini¢io, o que acarreta muitas vezes em um diagndstico por
exclusao. O critério El Escorial, desenvolvido no final da década
de 1980 e atualizado na década seguinte, é amplamente utilizado,
apesar de ter suas limitagoes e de permitir que alguns pacientes
venham a falecer da doenca sem se qualificar nos critérios’.

A classificacio de certeza do diagnéstico pelo El Escorial é dividi-
da em: ELA tipica (sinais de acometimento de NMI e NMS em
trés ou mais regioes: bulbar, cervical, tordcica ou lombossacral);
ELA provdvel (sinais de acometimento de NMI e NMS em duas
regioes); ELA provdvel com evidéncias neurofisioldgicas (NMI
e NMS em uma regido; ou NMS em uma regido ou mais regi-
oes com evidéncia eletromiogréfica de desenervagio em dois ou
mais membros); ELA possivel (sinais de acometimento de NMI
e NMS em uma regido); ELA suspeita (sinais de acometimento
de somente NMI em uma ou mais regiées; ou somente NMS em
uma ou mais regides)*’.

Com relagio 2 epidemiologia da doenca, a ELA apresenta va-
riagoes na Asia, na Europa e nas Américas do Norte e do Sul.
Segundo Palermo, Lima e Alvarenga®, a taxa de incidéncia varia
de 0,3:100.000 habitantes/ano na China até 3,9:100.000/ano na
Ilha de Guam e na peninsula de Kii no Japao. J4 a prevaléncia é
de aproximadamente 2,5:100.000 habitantes para os paises ana-
lisados, exceto no sul do Japao (peninsulas de Kii e Honshu) que
apresenta uma média de 150:100.000 habitantes. A maior pre-
valéncia encontra-se entre os homens. Os sintomas geralmente
iniciam-se com fraqueza muscular assimétrica e a idade média
do inicio dos sintomas varia de 52 anos no Brasil, 59 a 65 anos

nos paises da Europa e acima de 65 anos na América do Norte®.
A ELA pode ser classificada de vdrias maneiras: quanto aos pri-
meiros sinais clinicos apresentados; quanto a idade de inicio dos
sintomas; quanto a variabilidade genética; quanto ao tempo de
progressio; e a mais usual, pelo modo de heranca (familiar, espo-
radica e Guam)’.

Virios genes jd foram descritos até entdo associados a ELA. A
ELA familiar representa entre 5% e 10% dos casos e pode ser
classificada segundo o modo de heranca: autossdmica dominan-
te, autossdmica recessiva e ligada ao X dominante. O enquadra-
mento neste tipo de ELA deve-se ao fato do paciente apresentar,
pelo menos, uma pessoa afetada na familia. A grande maioria
dos casos estd relacionada as formas dominantes e a ocorréncia
em adultos, conforme pode ser observado na tabela 1. Segundo
Dellefave e Siddique?, a forma familiar ligada ao X foi descrita em
apenas uma familia na qual somente as mulheres eram afetadas e
nio havia evidéncias de transmissio aos homens.

A ELA esporédica representa entre 90% e 95% dos casos, ocor-
rendo em individuos que nao apresentam histéria familiar de
ELA. Os fatores envolvidos nas ELA esporddicas nio foram, até
o momento, elucidados embora, segundo Schymick, Talbot e
Traynor®, dados familiares e epidemiolégicos indicam que fatores
genéticos contribuem para a patogenicidade. Além disso, muta-
¢oes ou polimorfismos nos genes envolvidos nas formas familiais,
aliados a0 componente ambiental, podem atuar como fatores de
predisposicdo, o que caracteriza a doenga como complexa e mul-
tifatorial®’.

Mutagoes no gene SOD1 (ALS1) sdo responsdveis por 20% da
ELA familiar e 2% ou mais da ELA esporddica, sugerindo, neste
ultimo caso uma penetrincia incompleta ou a ocorréncia mutagao
de novo ou ambas. Entretanto, um estudo apresentado por Viveka-
nanda e col.’’ demonstrou que a idade dos genitores nio apresenta
relagio com o aparecimento da ELA esporddica e que mutagoes
espontineas nio sio os provdveis mecanismos, mas que existe um
significativo componente ambiental, delecées em vdrios genes ou
combinagdes de polimorfismos relativamente comuns >'°.

A ELA de Guam recebe este nome devido a sua localiza¢io (ilha
de Guam) e as demais particularidades que a tangem, e apresenta-
-se associada a doenca de Parkinson e a2 deméncia, ocorrendo a
sobreposicdo de sintomas destas doencas na mesma familia e,
muitas vezes, no mesmo individuo. Embora suas causas ainda
nio tenham sido elucidadas, observa-se uma diminuicio dos
casos na populagio desde a sua descricio na década de 1940,
quando a incidéncia chegava a ser 50 vezes maior que em outros
lugares no mundo .

Tabela 1 - Genética molecular para as formas autossdmicas dominante e recessiva de esclerose lateral amiotréfica (ELA) .

Tipo (locus) Cromossomo Modo de Heranca % Pacientes com ELA Familiar
ALS1 21q22.1 Dominante (Adulto) 20%
ALS2 2q33 Recessiva (Juvenil) Rara
ALS3 18q21 Dominante (Adulto) Rara
ALS4 9q34 Dominante (Juvenil) Rara
ALS5 15q15.1-q21.1 Recessiva (Adulto) Rara
ALS6 16q12 Dominante (Adulto) Rara
ALS7 20ptel Dominante (Adulto) Rara
ALSS 20q13.3 Dominante (Adulto) Rara
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Os fatores desencadeantes da fisiopatologia da ELA sio desco-
nhecidos, mas algumas hipéteses tentam explicar a ocorréncia da
doenga, como: excitotoxicidade pelo glutamato, estresse oxidati-
vo, acimulo de proteinas e estrangulamento axonal®!*!3.
Atualmente, hd apenas um medicamento aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA) para o tratamento da ELA, o rilu-
zol, um benzodiazol com efeito bloqueador na neurotransmissao
glutamatérgica que diminui a lesdo aos neur6nios motores. Es-
tudos clinicos controlados demonstraram a eficdcia em reduzir
a progressao da doenga e aumentar a sobrevida dos pacientes de
3 a 6 meses, especialmente nos estdgios iniciais e nos pacientes
com ELA com sinais iniciais bulbares'®. Estudo conduzido por
Zoccolella e col.”> demonstrou que o riluzol aumenta a sobrevida
dos pacientes em, no minimo, 4 meses e que apds 18 meses este
firmaco nao possui agio, o que possivelmente pode estar relacio-
nado ao fato de que nos estdgios finais da doenga o aumento de
glutamato torna-se maior e incapacita o seu bloqueio.

Sdo comumente incluidas no tratamento outras substincias,
como neuroprotetores ¢ antioxidantes, com o intuito de ameni-
zar os sintomas, e que, associados ao tratamento multidisciplinar,
visam melhorar a qualidade de vida do paciente, como a fisiote-
rapia, que pode ser util para manter o tdnus muscular e prevenir
contraturas. Geralmente, os individuos apresentam dificuldade
de degluti¢ao e devem ser alimentados com extremo cuidado para
evitar engasgos, sendo que um tubo de gastrostomia muitas vezes
¢ indicado, principalmente nos estigios mais avancados da doen-
ca, assim como a utilizacio de ventilacio assistida'?.

As similaridades clinicas e patolégicas entre a ELA familiar e a
esporddica sugerem uma patogénese em comum. Entretanto, a
auséncia de um marcador biolégico comum a todos os tipos de
ELA e a auséncia de caracteristicas neuroradioldgicas ou neurofi-
siolégicas especificas algumas vezes torna dificil o diagndstico e,
neste sentido, alguns estudos tém sido conduzidos com o intuito
de entender os mecanismos que desencadeiam a degeneracio se-
letiva dos neur6nios motores na ELA e desenvolver terapias que
retardem a sua progressao'®!”.

Na busca de um tratamento para ELA, alguns pesquisadores tém
estudado a utilizacio de células-tronco que poderio atuar, hipo-
teticamente, na inducio da diferenciagio em NMI, visando subs-
tituir aqueles neurdnios danificados pela doenca; no resgate dos
neur6nios motores afetados, reconectando-os a parte desenervada
do miusculo; na inducio da diferenciacio em NMS no cértex ce-
rebral; na inducio a diferenciacao de células-tronco em células da
glia (astrécitos ou oligodendrécitos), as quais produzem fatores
de suporte para os neurdnios motores'®.

O objetivo deste estudo foi atualizar os conhecimentos referentes
a doenga, bem como discutir os protocolos de tratamento testa-
dos, utilizando células-tronco.

CELULAS-TRONCO

As células-tronco sio consideradas primordiais de uma cadeia
de processos altamente regulados que inclui: proliferagio celu-
lar, migracdo, diferenciaio e maturagio, importantes fatores na
manutengio da maioria das linhagens celulares de um organismo
adulto, além de originarem diferentes células progenitoras'>*°.

Em relagio ao potencial de diferenciagao, as células-tronco po-
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dem ser: totipotentes, pluripotentes, multipotentes ou unipoten-
tes. As totipotentes podem originar todos os tecidos embriond-
rios e extra-embriondrios; as pluripotentes podem originar todos
os tipos celulares do embrido propriamente dito; as multipoten-
tes podem originar vdrias linhagens celulares e as unipotentes so-
mente originam um unico tipo celular adulto®.

As células-tronco embriondrias sio células pluripotentes deriva-
das da massa celular interna do blastocisto do embrido de ma-
miferos e podem se diferenciar nas trés camadas germinativas:
ectoderme, mesoderme e endoderme®.

As células-tronco somdticas sio isoladas de células fetais, apds
gastrulaco, ou de tecidos adultos, sendo encontradas em érgaos
onde ¢é necessdria uma auto-renovagio controlada. Esse tipo de
célula-tronco ¢é geralmente limitado a se diferenciar em somente
alguns tipos de células.

A medula 6ssea é uma das fontes mais comumente utilizadas para
a obtengio de células-tronco adulta, pois contém nio somente
células-tronco hematopoiéticas, mas também células-tronco que
podem ser o esboco das células mesenquemais. A multipotencia-
lidade das células-tronco mesenquemais, seu fécil isolamento e
cultura, assim como seu alto potencial de expansio ex vivo, fazem
destas células uma ferramenta terapéutica atrativa capaz de de-
sempenhar diversas aplicagoes clinicas em um contexto, tanto de
terapia celular quanto genética®.

A diferenciagio das células-tronco em células adultas no orga-
nismo humano ¢ rigorosamente controlada, devendo ser ativa-
da ou desativada através de expressio génica, a fim de obter as
propriedades dos tecidos em diferentes estdgios evolutivos. Na
diferenciagao das células progenitoras neuronais esse controle é
ainda maior, uma vez que a efetiva fun¢io neural depende de vin-
culos precisos e interagdes entre diferentes neurdnios individuais
e classes de células nervosas™.

REGENERACAO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Uma das maiores razoes de lesio no sistema nervoso central
(SNC) sao as doengas neurodegenerativas, que interrompem fun-
coes fisiolégicas importantes e, por isso, a lesdo e a reparagio do
SNC tém sido a chave da pesquisa neurobiolégica. A maioria das
doencas neurodegenerativas desenvolve-se em idades mais avan-
cadas, ¢ de progressio lenta e de dificil diagnéstico, e ndo possui
terapia efetiva®.

Recentemente, as células-tronco tém se mostrado eficazes no tra-
tamento de modelos animais com doengas neurodegenerativas.
Esse tipo de célula é um modelo ideal para o estudo da geracio
embriondria, diferenciacio celular, expressao génica e regulacio.
Com o desenvolvimento da engenharia de células-tronco, a tera-
pia de reparacio tecidual serd um novo caminho para o tratamen-
to de defeitos genéticos ou de doengas degenerativas'®.

Estudos do potencial neurogénico das células-tronco tém sido
direcionados para as células progenitoras neuronais, derivadas do
tecido nervoso embriondrio ou adulto, para as células progenito-
ras nao neuronais, derivadas de outros tecidos e drgos, e para as
células-tronco embriondrias, que possuem a capacidade de gerar
neurdnios e outras células da glia®'.

As células neuronais progenitoras, encontradas nos embrides, es-
tao também presentes em adultos nos ventriculos cerebrais, nos

533



Lima SR, Gomes KB

quais elas estabelecem ligagdo com o aprendizado e a meméria
recente através de suas divisoes, diferenciagées, migragoes e inser-
¢bes nos novos circuitos®.

Muitos protocolos tém permitido o isolamento e a expansao das
células-tronco neuronais humanas. Entretanto, uma efetiva te-
rapia com células-tronco para ELA exige estratégias complexas,
com muitas técnicas moleculares e celulares, principalmente se
levar em consideragio o comprimento dos ax6nios dos neurdnios
motores e da crescente evidéncia de que a neurodegeneragio na
ELA pode ser mediada pela influéncia de outras células neuronais
e da glia®»2.

O primeiro passo para o desenvolvimento destas técnicas seria
a avaliagao da fonte doadora da célula (autdloga versus alogéni-
ca) e a escolha da célula-tronco (neuronal versus nao neuronal),
seguido da manutencio e amplificacio in vitro sem alterar suas
propriedades. Antes do transplante, as células-tronco devem ser
transdiferenciadas (se ndo neuronais) em fendtipos neuronais, e
eventualmente modificadas geneticamente para liberar fatores
trépicos. As condicbes adequadas seriam uma combinagio de
firmacos, proteinas extramatriz artificiais, antioxidantes, estimu-
lantes de células-tronco enddgenas e infusio de fatores tréficos
que irdo aumentar a sobrevivéncia do tecido transplantado e a
integracdo ao tecido danificado do hospedeiro. Os locais ou a
rota da(s) injegao(oes) também influenciardo a recuperagio e o
sucesso pos-transplante®.

TERAPEUTICA PARA ESCLEROSE LATERAL AMIO-
TROFICA

O conhecimento sobre a patogénese da ELA tem sido obtido, na
maioria das vezes, a partir de modelos animais com a forma fami-
liar, e este conhecimento tem permitido desenvolver modelos ce-
lulares 77 vitro para a forma esporddica e estudar as propriedades
de sobrevivéncia destas células, sua intera¢do com outros tipos
celulares e a suscetibilidade em condi¢bes ambientais, que sio
alguns dos fatores envolvidos na patogénese da doenga'“.

As células-tronco podem resultar no desenvolvimento de novos
tratamentos para retardar a progressio da ELA, visto que estudos
da sua utilizagio em doengas neurodegenerativas (como Parkin-
son, Alzheimer e Huntington) tém obtido bons resultados, ape-
sar de ainda se encontrarem nas fases iniciais e necessitarem de
muitos ajustes®.

A utilizago de células-tronco embriondrias, as quais embora pos-
suam um potencial ilimitado para se diferenciarem em fendtipos
neuroectodermais, tem se mostrado aleatéria 7z vitro, originando
teratomas ¢ rejei¢io imunoldgica depois de transplantadas®. Em
contrapartida, as células-tronco neuronais tém se mostrado capazes
de se diferenciar em diferentes tipos de células nervosas in vivo ¢ in
vitro e, quando transplantadas, foram capazes de sobreviver, migrar
e integrar, tendo uma funcionalidade ativa. Entretanto, as células-
-tronco isoladas de cérebro adulto geram menos neurdnios quando
comparadas aquelas isoladas do cérebro embriondrio ou fetal, tanto
em casos de transplante como na diferenciagio in vitro'.

O transplante de células hematopoiéticas da medula dssea de ca-
mundongos ou de células-tronco do corddo umbilical tem sido
utilizado em camundongos SOD1-G93A, aumentando a expec-
tativa de vida destes animais, provavelmente devido mais a um
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fator neuroprotetor do que a uma neurogénese'®.

O camundongo SOD1-G93 exibe uma progressiva degeneragio
dos NMI, diminui¢io do andar e perda de forca muscular, sendo
que a morte ocorre apés 4 a 5 meses de idade. E um modelo
conveniente, nio somente para o entendimento da ELA, mas
também para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuti-
cas. Entretanto, a expressio génica alterada neste modelo animal
tem como fundamento o descrito para a ALS1 (Tabela 1) e nio
reproduz todas as peculiaridades da ELA, particularmente o en-
volvimento bulbar?®.

Di Giorgio e col.?® propoem o uso de células-tronco embriondrias
para o estudo de doencas e a identificagio de potenciais terapias,
devido ao grande ndmero de células que podem ser obtidas e
diferenciadas a partir deste tipo de célula. Eles demonstraram,
através da utilizagao de células-tronco embriondrias em placas,
que os NMI sio sensiveis aos efeitos tdxicos produzidos pela mu-
tagao no gene SOD1 de células da glia.

J& Zhou e Melton*” sugeriram que a obtenc¢io de células-tronco
pluripotentes a partir de células de mamiferos reprogramadas que
iriam se diferenciar e originar outros tipos celulares, como qual-
quer outra célula-tronco pluripotente, como por exemplo, células
da glia, poderiam ser convertidas em neurdnios motores.

O processo de reprogramagio através de alteracoes genéticas para
que a célula retorne ao seu estado pluripotente pode ter conse-
quéncias imprevisiveis e necessita de maiores estudos tedricos e
laboratoriais antes de serem testados clinicamente, seja em ani-
mais ou em seres humanos. Todavia, o sucesso deste tipo de pro-
cedimento possibilitaria muitos ganhos nao s6 para a terapéutica
da ELA, como para vdrias outras doengas e distarbios”.

Estudo recente demonstrou que fibroblastos da pele de huma-
nos foram reprogramados para um estado pluripotente similar as
células-tronco embriondrias, e que estas células induzidas, retira-
das de um paciente com ELA familiar, foram diferenciadas em
neurdnios motores®.

A inducio a diferenciacao de células-tronco embriondrias de ca-
mundongos em células colinérgicas do neurénio motor foi reali-
zada por Briscoe e col.?®, através da expressio da proteina Hb9,
uma proteina homeodominio expressa seletivamente e presente
em células somdticas que identifica neurénios motores pds-mitd-
ticos. Estas células-tronco embriondrias, derivadas de neurdnios
motores, so capazes de preencher a medula espinhal do embrido,
alargar ax6nios, e realizar sinapses com musculos alvo®.

Em outro estudo, Yan e col.”” enxertaram células-tronco neuro-
nais oriundas da medula espinhal de embriées humanos na por-
¢io lombar da coluna vertebral de camundongos SOD1-G93A
imunossuprimidos com diferentes fdrmacos isolados ou em
combinagées. Os resultados indicaram que a imunossupressio
combinada possibilita a sobrevivéncia das células-tronco enxer-
tadas na medula espinhal, permitindo assim a diferenciacio das
células-tronco neuronais em neurdnios motores, acarretando em
melhora clinica.

Com relagio a utilizagio de células-tronco adultas, segundo Bos-
solasco e col.*, a migracdo e a diferenciacio de células-tronco
da medula 4ssea em neurdnios e em astrécitos fenotipicamen-
te compativeis foi comprovada quando Lee e col.*® administra-
ram uma infusdo de células-tronco mesenquimais humanas no
cérebro de ratos e essas proliferaram, migraram e sobreviveram
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similarmente aos astrécitos do camundongo, indicando que as
células-tronco mesenquimais possuem um alto potencial de pro-
liferagao no microambiente do hospedeiro.

Mazzini e col.’! utilizaram células-tronco mesenquimais da me-
dula dssea, isoladas e expandidas in vive, re-suspendidas em li-
quido cérebroespinhal e transplantaram diretamente na coluna
vertebral entre T7 e T9 em sete pacientes com ELA. Nenhum
paciente apresentou falha respiratéria e morte. Contudo, alguns
apresentaram reversivelmente, dor intercostal e disestesia senso-
rial na perna. Nio houve alteracio do volume da medula espinhal
e nem proliferagio celular anormal. A diminui¢ao da capacidade
linear da forca vital foi significativamente desacelerada em quatro
pacientes, 36 meses ap6s transplante.

Dimos e col.? relataram procedimento no qual os pacientes com
ELA receberam uma injegio com células-tronco autélogas me-
senquimais da medula-dssea diretamente no liquido espinhal.
Este procedimento mostrou ser seguro, mas dificil de monitorar
o caminho seguido pelas células e a sobrevida destas, além de nio
ter sido evidenciada melhora significativa no quadro da doenga.
Para avaliar o potencial de células-tronco derivadas da medula
6ssea em modificar o fenétipo da ELA, Corti e col.”, utiliza-
ram um camundongo quimérico, obtido a partir do camundon-
go SOD1-G93A, transplantado com células da medula 6ssea de
camundongos expressando proteina fluorescente verde (GFP) e
neurdnios provenientes de uma variante de camundongo (Thyl-
-YFP) que expressa proteina fluorescente amarela. No cértex ce-
rebral foram observados neurénios GFP+ e YFP+, os quais foram
provavelmente gerados pela fusio celular. Células da microglia
GFP+ foram observadas no cérebro e na medula espinhal dos
animais SOD1-G93A. Os animais quiméricos apresentaram uma
significante redu¢do no aparecimento dos sintomas e aumento na
expectativa de vida. Os beneficios obtidos foram caracterizados
como sendo devido & mudanga ambiental provocada pelo trans-
plante das células da medula 6ssea no SNC, com a geragao da
microglia e a formagao de neurénios, o que proporcionou uma
melhora fenotipica nestes animais.

A organizagio, distribui¢io e fun¢ao das células neuronais pro-
genitoras na coluna vertebral durante a degeneragio dos neurd-
nios motores na ELA permanece desconhecida. Na tentativa de
elucidar este fato, Chi e col.** utilizaram duas linhagens de ca-
mundongos transgénicos, a linhagem usualmente utilizada para
a ELA (SOD1-G93A) e outra que possuia o promotor do gene
nestin controlado pelo repérter LacZ, criando desta forma um
duplo transgénico. A expressio de nestin no SNC ¢ geralmente
considerada como um marcador confidvel de células neuronais
progenitoras e tem sido bastante utilizada para a caracterizagio
desse tipo de célula in vivo e in vitro.

O estudo demonstrou haver, no duplo transgénico, aumento na
proliferagio das células- tronco neurogénicas, migragio e neu-
rogénese (mas nio astrogénese, oligogénese ou microgliagénese)
na regido lombar da coluna vertebral em resposta 4 degeneragao.
Esta proliferagio, detectada através de um marcador do LacZ, foi
restrita & zona ependimal ao redor do canal central. No entanto,
externamente a este canal, houve perda da capacidade proliferati-
va, mas a capacidade migratéria das células-tronco neurogénicas
foi mantida. Durante a progressio da ELA, estas células migra-
ram inicialmente do canal central em direcio ao corno dorsal e,
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em seguida, ao corno ventral, onde os neurdnios motores estio
se degenerando. Foram detectadas, também, células neuronais
progenitoras ao redor dos neur6énios motores que estavam se de-
generando, sugerindo que alguns fatores da degeneracao podem
induzir & migracdo e a diferenciagio de células neuronais proge-
nitoras. Além disso, estes fatores podem contribuir para retardar
ou prevenir o aparecimento dos sintomas e reduzir a progressio
da doenca®.

Em outro estudo, Corti e col.'® testaram um tratamento para
alterar a progressio da ELA a partir da estimulagao in vitro de
uma subpopula¢ao de células-tronco neuronais que foram trans-
plantadas para a coluna vertebral de camundongos transgénicos
SOD1-G93A. Os animais transplantados apresentaram uma di-
minuig¢io na progressio da doenca e sobreviveram aproximada-
mente 23 dias a mais que o grupo controle. Exames da coluna
vertebral revelaram integracio das células transplantadas (marca-
das radioativamente) com as células do hospedeiro, e a diferen-
ciagio de grande parte destas células em neurdnios.

Alguns estudos tém revelado que os astrécitos sio deficientes na
ELA e por isso o transplante de astrécitos derivados de células-
-tronco talvez possa trazer alguns beneficios. Para testar esta hipé-
tese, Klein e col.? transplantaram células-tronco neuronais para a
coluna vertebral de camundongos selvagens e puderam observar
que estas podiam sobreviver e produzir astrécitos, além de libera-
rem fatores de crescimento, como o fator neurotréfico de células
da glia (GNDEF).

Os astrdcitos derivados de células-tronco neuronais humanas ex-
pressam alguns marcadores gliais imaturos como transportadores
de glutamato e podem, por isso, permitir a entrada do excesso de
glutamato, diminuindo a quantidade desse neurotransmissor na
fenda sindptica e, conseqiientemente, diminuindo a degeneragio
neuronal. Como 0 GNDF tem demonstrado eficiéncia em man-
ter a sobrevivéncia de neur6nios motores em diversas condicoes,
sua presenga na coluna vertebral talvez proporcione efeitos pro-
tetores extensiveis aos neurdnios motores superiores € a jungao
neuromuscular. Embora a administracio local de GNDF sozinha
na coluna vertebral possa nao ser suficiente para proteger os neu-
ronios motores, a combinagio com o transplante de astrocitos
pode ser mais eficiente®.

Avaliando ainda a importincia dos astrécitos na ELA, Marchetto
e col.’® promoveram uma co-cultura envolvendo astrécitos que
superexpressavam SOD1 e células-tronco embriondrias huma-
nas. Estas dltimas foram induzidas a diferenciacio em rosetas
neuronais e, posteriormente, maturadas em células eletrofisiolo-
gicamente funcionais, expressando marcadores tipicos de neurd-
nios motores (como Hb9, ChAT, Islet). O meio de cultura foi
suplementado com diversos compostos, dentre eles antioxidantes
e flavondides. O objetivo do estudo foi testar os niveis de oxi-
dacio e a taxa de sobrevivéncia dos neurdnios motores em co-
-cultura com astrcitos mutados. O resultado obtido foi que a
co-cultura proporcionou a sobrevivéncia dos neur6nios motores
e manteve as taxas de oxidacdo em niveis normais e que, embora
os astrdcitos superexpressados possam induzir a produgio de ra-
dicais livres do tipo oxigénio e peréxido de hidrogénio, a adicio
de antioxidantes pode reverter esse processo, concluindo que a
presenca da enzima SOD1 ¢é importante para a manutengao do
neurénio motor.

535



Lima SR, Gomes KB

Hou e Hong' demonstraram que células-tronco neuronais hu-
manas, derivadas de neurdnios motores, transplantadas para a
medula espinhal lesionada de macacos, poderiam sobreviver e se
diferenciar em neurdnios, astrdcitos e oligodendrécitos e promo-
ver a recuperacio funcional do animal. Uma das hipdteses sus-
tentadas é de que estas células-tronco neuronais substituiriam os
NMI danificados na ELA.

Embora alguns trabalhos apontem para uma resposta clinica fa-
vordvel com o uso de células- tronco; Silani e col.” desenvolve-
ram um estudo no qual a administragio de uma injecio subarac-
noidea de sangue periférico purificado com células CD34+ em
trés pacientes com ELA nao mostrou eficdcia clinica. No entanto,
durante o acompanhamento, no periodo de 6 a 12 meses apds a
administra¢io, nenhum efeito adverso foi observado, o que suge-
re seguranca neste tipo de estudo clinico ».

Segundo Khaldoyanidi¥, a regeneragio promovida por células-tron-
co depende, em grande parte, do transporte destas células 4 drea
danificadae cita que a alteragio na superficie de células CD44
(que funcionam como moléculas transportadoras para a medu-
la 4ssea) promoveu eficiente interagio adesiva das células-tronco
mesenquimais manipuladas com vasos endoteliais e subseqiiente-
mente com a superficie endotelial até a chegada & medula dssea.
Esse tipo de estratégia seria de grande importincia para a ELA na
qual o local de administragio é limitante para a terapia. Entre-
tanto, este sistema ¢ baseado em uma entrega vascular sistémica
do local administrado até o local afetado; necessita de um grande
numero de células a serem administradas e depende de uma célu-
la ou uma molécula que funcione como a CD44 descrita.
Recentemente, Mitreci¢ e col.?, com o intuito de fornecer in-
formagoes sobre o potencial da administragio intravenosa de cé-
lulas-tronco neuronais, observaram uma grande disponibilidade
destas células no SNC de modelo animal com ELA sintomdtica,
moderada em ELA pré-sintomdtica e menor em animais selva-
gens. As células-tronco injetadas preferencialmente colonizaram
o cértex motor, o hipocampo e a medula espinhal, e sua diferen-
ciagio foi caracterizada por diminui¢io da expressio nestin e o
aparecimento de células CD68 positivas.

Gu e col.?”? investigaram a influéncia de fatores soltveis, libe-
rados por células-tronco provenientes de tecido adiposo, so-
bre a captagio de glutamato em astrécitos cultivados de ratos
SOD1 (G93A). Os resultados indicaram maior expressio do
transportador de glutamato 1 (GLT'1) cuja funcio ¢ a de pro-
mover a capta¢ido do glutamato, além da inibicio da ativacio
de caspase-3. Além disso, as células-tronco de tecido adiposo
em co-cultura com astrécitos SOD1 produziram VEGFE, HGF
e IGF-1, os quais possuem efeitos neuroprotetores. Corrobo-
rando com estes achados, Corti e col. avaliaram o efeito da
terapia celular utilizando a inje¢io por via venosa de uma popu-
lacdo especifica de células-tronco/progenitoras c-kit (+) da me-
dula 6ssea no modelo animal SOD1-G93A. O transplante de
células-tronco prolongou a sobrevida dos animais e promoveu a
sobrevivéncia dos neur6nios motores e melhora da funcio neu-
romuscular. Esta neuroprotecio foi mediada em especial pelo
aumento da expressio dos transportadores de glutamato GLT1.
Estes resultados sugerem que o transplante de células-tronco
pode tornar-se uma terapia eficaz para ELA e outras doencas
neurodegenerativas.
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DISCUSSAO

Dada a falta de tratamentos eficazes para ELA, os estudos atual-
mente tém investigado o uso e aplicagdo das células-tronco como
candidatas na terapia de escolha contra a doenga. O transplante
de células-tronco tem se mostrado eficaz em varios modelos ani-
mais, mas os caminhos biolégicos subjacentes aos processos de
reparagdo ainda nao foram elucidados. Virios mecanismos tais
como a fusio celular, liberagio do fator neurotréfico, proliferacio
de células-tronco endégenas e transdiferencia¢io, podem expli-
car resultados pré-clinicos terapéuticos em modelos animais em
adi¢ao a reposi¢dao do neurdnio motor perdido. O alvo clinico
na ELA tem buscado ainda elucidar a interacio entre neurdnios
motores e células ndo neuronais (principalmente astroglia ou mi-
croglia). De fato, uma das perguntas fundamentais sem resposta
¢ se, e quanto a morte do neurdnio motor depende de células
vizinhas*'.

A ética e o rigor cientifico nos estudos que utilizam as cé-
lulas-tronco devem ser meticulosos e apoiados por médicos,
cientistas e pacientes que participam destes estudos. Os efeitos
adversos e a seguranga na utilizagio da terapia devem ser seria-
mente avaliados. Devem ser definidos os melhores critérios para
a selecdo dos pacientes e, antes da cirurgia, o procedimento de
transplante deve ser personalizado, relacionando a dose e a loca-
lizagao das células enxertadas ao paciente, de modo a que a repa-
ragdo seja tdo completa quanto possivel. Deve-se também avaliar
qual a fonte mais apropriada para a obten¢io das células-tronco
que originario as células desejadas, e se possivel, buscar fontes al-
ternativas para a obtencio de células-tronco. E necessario, ainda,
avaliar minuciosamente os detalhes técnicos, verificando melhor
local para implantacio, o tempo apds o diagnéstico da doenga e
o numero de células mais adequadas. O sucesso da terapia com
células-tronco dependerd de uma investigagio mais aprofundada
na biologia dessas células e da maior compreensio da patogénese
da ELA®42,

Enquanto todas as indagagdes a respeito das células-tronco nio
forem elucidadas, como a seguranca aos pacientes ¢ a eficcia,
ou outras formas de tratamento sejam testadas, aprovadas e dis-
poniveis, ¢ imprescindivel a busca por uma terapéutica adequa-
da que possibilite aumentar a sobrevida e a qualidade de vida
do paciente.

Desta forma, novos estudos sobre o emprego das células-tronco
no tratamento da ELA sio necessdrios, mas, com base nos dados
da literatura, os resultados obtidos até entdo sugerem que a terapia
celular poderd ser, num futuro préximo, a maior ferramenta de
cura ou de melhoria da qualidade de vida dos pacientes com ELA.
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