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“Nao sei 0 que nos espera, mas sei 0 que me preocupa: € que a medicina, empolgada
pela ciéncia, seduzida pela tecnologia e atordoada pela burocracia, apague a sua face
humana e ignore a individualidade tinica de cada pessoa que sofre, pois embora se
inventem cada vez mais modos de tratar, nao se descobriu ainda a forma de aliviar

o sofrimento sem empatia ou compaixao.”

Joao Lobo Antunes in "A Nova Medicina"
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PREFACIO

Nota aos leitores,

O trabalho apresentado nesta tese resulta da pesquisa realizada durante os meus
estudos de doutoramento, possibilitada pela Faculdade de Medicina da
Universidade de Lisboa (FMUL). Este projecto foi desenvolvido entre 2015 e 2019
e foi uma grande honra para mim pertencer ao Programa de Doutoral do Centro
Académico de Medicina de Lisboa (CAML), partilhado entre o Instituto de Medicina
Molecular-Jodo Lobo Antunes (iMM, Lisboa, Portugal), Faculdade de Medicina da
Universidade de Lisboa (FMUL, Lisboa, Portugal) e Centro Hospitalar Universitario
Lisboa Norte (CHULN, Lisboa, Portugal). Tenho o prazer de fazer parte do Instituto
de Fisiologia da FMUL e da Equipa do Professor Doutor Mamede de Carvalho, onde
a maior parte deste trabalho de Tese de Doutoramento teve lugar, sob a supervisao
do Professor Doutor Mamede de Carvalho e a co-orientacdo da Professora Doutora
Filomena Carvalho. Parte deste trabalho também foi realizado no Grupo do
Professor Doutor Nuno Santos, Instituto de Bioquimica e Laboratério Nuno Santos
(iIMM-Joao Lobo Antunes). Os trabalhos desenvolvidos para esta tese, desde 2015,
constituem uma linha fundamental de investigacédo que decorre na Unidade do iMM
do Professor Doutor Mamede de Carvalho. Neste seguimento, tive a oportunidade
de efectuar uma proposta de colaboracdo ao Professor Doutor Nuno Santos e a
Professora Doutora Filomena Carvalho, de forma a explorar novas possibilidades,
tendo em conta o conhecimento e experiéncia destes investigadores em métodos

tecnoldgicos recentes que permitiu avancos originais.

Entrei na Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa em 2004, desde
guando tenho trabalhado com diferentes técnicas, tendo sido uma experiéncia
enriquecedora o aprender de novas metodologias. Ao ter contacto, com a Esclerose
Lateral Amiotrofica (ELA), em particular dos pacientes que dela sofrem, tive a
certeza que seria uma area na qual deveria contribuir, sabendo que os mecanismos

subjacentes a esta doenca n&o s&o, ainda, totalmente compreendidos. Tal

xiv




encorajou-me a trabalhar arduamente, como um desafio para dar um pequeno

contributo no encontrar de meios para tratar tal devastadora doenca.
Dois artigos ja publicados resumem parte dos trabalhos obtidos:

e Pronto-Laborinho, A. C., Gromicho, M., Pereira, M., Pinto, S., Barros, M. D.
A., Swash, M., & de Carvalho, M. (2018). Plasma level of club-cell (CC-16)
predicts outcome in amyotrophic lateral sclerosis. Acta Neurologica
Scandinavica, 137(2), 233-237. (JIF:3,087; Q1, H-index 87).

e Pronto-Laborinho, A., Pinto, S., Gromicho, M., Pereira, M., Swash, M., & de
Carvalho, M. (2019). Interleukin-6 and amyotrophic lateral sclerosis. Journal
of the neurological sciences, 398, 50-53.(JIF:2,651; Q2, H-index 124).

Muitas comunicagOes apresentadas, em geral em congressos internacionais,
partilham estes e outros resultados, que ainda estdo em fase de preparacéo para
posterior submissao, na forma de artigos. Na verdade, tive o privilégio de participar
em varias conferéncias cientificas internacionais e nacionais, e estes resultados
permitiram dois prémios para a melhor comunicacao oral (Prémio Novartis, do XXII
Congresso de Pneumologia do Norte, 2015; Prémio Boehringer Ingelheim, do 8°
Congresso de Pneumologia do Centro, 2017), e ser finalista para o prémio do
melhor “poster” (no Congresso, “International Symposium on ALS/MND, Glasgow,
2018).

Esta tese € constituida por varios capitulos, e outras seccées complementares.

Nos Capitulo | e Il, faz-se uma revisdo organizada da literatura sobre a ELA,
incluindo contextualizacdo histérica, conceitos fisiopatolégicos e uma revisdo do
estado da arte dos biomarcadores moleculares na ELA. Faz-se, igualmente, uma
breve revisdo aos potenciais biomarcadores estudados no ambito da tese, em
particular em relacdo com a disfuncao respiratéria na ELA, que introduzira o leitor

no tema e o conduzira aos objectivos principais.

No Capitulo Ill, descrevem-se os métodos associados a cada um dos trabalhos,
neste capitulo, estéo, ainda, descritos os objectivos principais de cada estudo.
No Capitulo IV, apresentam-se 0s principais resultados de cada trabalho

experimental, bem como uma breve discussdo dos mesmos.
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No Capitulo V, discute-se a novidade e eventual importancia do nosso contributo,

escreve-se 0s comentarios finais e as prespectivas futuras.

Adicionalmente, sdo apresentadas nas primeiras paginas a dedicatoria,

agradecimentos, autoria, indices de figuras e tabelas, lista de abreviaturas e o

resumo da tese, tanto em portugués como em inglés.

Paralelamente, aos estudos que integraram a tese, colaborei em outros trabalhos,

fora do ambito estrito da tese, e que resultaram nos seguintes artigos cientificos

publicados pelo nosso grupo:

Costa, M. R., Gromicho, M., Pronto-Laborinho, A. C., Miltenberger, M. G., &
de Carvalho, M. (2019). Novel TBK1 LoF variant in a family with upper motor
neuron predominant motor neuron disease. Journal of the neurological sciences,
403, 117. (JIF:2,651; Q2, H-index 124).

Costa, J., Streich, L., Pinto, S., Pronto-Laborinho, A., Nimtz, M., Conradt, H.
S., & de Carvalho, M. (2019). Exploring Cerebrospinal Fluid IgG N-Glycosylation
as Potential Biomarker for Amyotrophic Lateral Sclerosis. Molecular
neurobiology, 1-11. (JIF:5,076; Q1, H-index 96).

Gromicho, M., Pinto, S., Gisca, E., Pronto-Laborinho, A. C., & de Carvalho,
M. (2018). Frequency of C9orf72 hexanucleotide repeat expansion and SOD1
mutations in Portuguese patients  with amyotrophic lateral
sclerosis. Neurobiology of Aging. (JIF:2,35; Q1, H-index 168).
Miltenberger-Miltenyi, G., Conceicéo, V. A., Gromicho, M., Pronto-Laborinho,
A. C., Pinto, S., & de Carvalho, M. (2018). C9orf72 expansion is associated with
accelerated decline of respiratory function and decreased survival in
amyotrophic lateral sclerosis. J Neurol Neurosurg Psychiatry, jnnp-2018.
(JIF:7,144; Q1, H-index 188).

Gromicho, M., Oliveira Santos, M., Pinto, A., Pronto-Laborinho, A., & De
Carvalho, M. (2017). Young-onset rapidly progressive ALS associated with
heterozygous FUS mutation. Amyotrophic Lateral Sclerosis and Frontotemporal
Degeneration, 1-3. (JIF:2,883; Q1, H-index 66).

Santos, M. O., Caldeira, |., Gromicho, M., Pronto-Laborinho, A., & de

Carvalho, M. (2017). Brain white matter demyelinating lesions and amyotrophic
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lateral sclerosis in a patient with C9orf72 hexanucleotide repeat expansion.
Multiple Sclerosis and Related Disorders, 17, 1-4. (JIF:2,725; Q1, H-index 25).

e Duarte, C., Pinto, S., Napoleao, P., Pronto-Laborinho, A. C., Barros, M. A,
Freitas, T., ... & Saldanha, C. (2016). “Identification of erythrocyte biomarkers in
amyotrophic lateral sclerosis. Clinical hemorheology and microcirculation”, 1-
15. (JIF:1,642; Q3, H-index 48).

e Gongalves, M., De Carvalho, M., Peixoto, C., Alves, P., Barreto, C., Oliva, A.
Pinto S., Pronto-Laborinho AC, Gormicho M. & Costa, J. (2016).
Phosphoneurofilament heavy chain and vascular endothelial growth factor as
cerebrospinal fluid biomarkers for ALS. Amyotrophic lateral sclerosis &
frontotemporal degeneration, 1. (JIF: 2,883; Q1, H-index 66).

e Pronto-Laborinho, A. C., Pinto, S., & de Carvalho, M. (2014). Review article:
"Roles of Vascular Endothelial Growth Factor in Amyotrophic Lateral Sclerosis”.
BioMed Research International, 2014. (JIF:2,583; Q2, H-index 94).

Artigo publicado em “Special Issue’Decoding Amyotrophic Lateral Sclerosis:
Discovery of Novel Disease-Related Biomarkers and Future Perspectives in

Neurodegeneration”

A doutoranda beneficiou da Bolsa de Doutoramento (Isencdo de Propinas) no
ambito do Programa de Apoio Financeiro a Formacao Académica do Pessoal Ndo
Docente da FMUL (atribuida nos anos lectivos 2015/2016 a 2018/2019).

Embora este projecto tenha ganho, através de concurso, a Bolsa de Doutoramento
da Universidade de Lisboa, a doutoranda ndo pdde usufruir da mesma devido a
uma incompatibilidade entre o regime de dedicacdo exclusiva, exigido pela
Universidade de Lisboa, e a situag&o profissional, pelo que a bolsa foi abdicada.

Este projecto e os estudos incluidos tiveram a aprovacdo da Comisséo de Etica do
CAML, sendo que todos os dados clinicos foram sujeitos a confidencialidade,
cumprindo o regulamento geral da proteccao de dados (25/05/2018).

Esta tese esta escrita sem seguir o novo acordo ortografico.
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RESUMO

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) € uma doenca neurodegenerativa de
progressao rapida e fatal, caracterizada pela rapida destruicdo dos neurdnios
motores localizados no cértex motor, tronco cerebral e na medula espinhal,
associada a um processo neuro-inflamatério cujo papel etiopatogénico ndo esta
bem esclarecido. Clinicamente, observa-se uma grave diminuicdo da forca
muscular, envolvendo os membros superiores e inferiores, os musculos da
degluticdo e da fala, e os musculos respiratorios. A insuficiéncia respiratoria € a
principal causa de morte, que ocorre, em geral, 3-5 anos apds o aparecimento dos
primeiros sintomas. A maioria dos casos de ELA, 90-95%, s&o de etiologia
desconhecida (ELA esporadica). Nos restantes 5-10% dos casos ha outros
membros afectados na familia (ELA familiar).

O Unico farmaco aprovado na Europa, Riluzol, apenas confere um modesto
aumento na sobrevida destes pacientes. Actualmente, nenhum tratamento de
relevante eficacia esta disponivel, apesar dos persistentes esfor¢cos para encontrar
novos medicamentos, resultando em centenas de ensaios clinicos muito
dispendiosos. Tal deve-se, sobretudo, ao facto dos mecanismos envolvidos na
origem da ELA serem complexos, multifactoriais e ndo conhecidos. O diagnéstico
da doenca demora cerca de 9-12 meses, fundamentalmente devido a auséncia
biomarcadores moleculares de diagndstico.

Sendo um determinante critico do prognostico, a funcdo respiratéria deve ser
monitorizada no curso da progressdo da doenca. Tal processo ocorre pela
avaliacdo clinica e execucdo de provas da funcdo respiratéria, eventualmente
complementada com métodos de imagem ou neurofisiolégicos. Ndo tem havido um
marcador molecular que seja relevante para o diagnéstico precoce ou no
prognostico da insuficiéncia respiratoria. Tal pode ter implicagbes na
implementacdo de medidas adequadas de reabilitacdo respiratoria, tal como o
suporte ventilatorio.

Nesta tese, pretendeu-se identificar novos biomarcadores relacionados com a

insuficiéncia respiratdria na ELA. Como objectivo secundario explorou-se a
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associacdo entre a funcao respiratoria e as propriedades eritrocitarias, de forma a
melhor compreender a hipdxia tecidular.

De modo a identificar um biomarcador molecular de disfuncéo respiratéria na ELA,
estudaram-se a proteina Club cell secretory protein (CC-16), a interleucina-6 (IL-6),
e a creatinina (Cr). Adicionalmente, analisou-se o papel do fibrinogénio y" na ELA
como marcador da disfuncao respiratéria e da inflamacao na ELA.

Relativamente as propriedades eritrocitarias efectuou-se a caracterizacao biofisica,
hemorreologica e morfoldgica destas células.

Foram incluidos doentes com ELA regularmente seguidos na consulta dedicada a
esta doenca na Unidade de Neuromuscular do CHULN-H Santa Maria, respeitando
os critérios de diagndstico para esta doenca e excluindo doentes com outras
patologias médicas. Os valores obtidos foram comparados com os obtidos numa
populacdo de controlo com similar idade e distribuicdo por género. Os doentes
tiveram seguimento regular na consulta, com avaliacao clinica (escala funcional
ALSFRS-R), provas de funcao respiratoria (espirometria, pressées maximas, SNIP,
estudo neurofisioldgico do nervo frénico) e registo dos eventos, como a data da
introducéo da ventilagdo ndo-invasiva, a morte ou a traqueostomia.

Foram aplicadas diversas técnicas laboratoriais, em particular ELISA (CC-16),
tecnologia Multiplex (IL-6), microscopia de for¢ca atomica (AFM), medidas do
potencial Zeta e técnicas hemorreoldgicas, para além de outras técnicas e
metodologias utilizadas de rotina no nosso centro.

Os resultados mostraram que na populacdo de doentes os valores de CC-16
estavam significativamente mais elevados, sem correlacdo com a idade, forma de
apresentacao ou duracdo da doenca, ALSFRS-R, FVC (“Forced vital capacity”) ou
com a amplitude da resposta do nervo frénico. No entanto os doentes com niveis
mais elevados de CC-16 apresentavam um risco acrescido da necessidade de
ventilagdo nado-invasiva nos seis meses seguintes, e tendiam para uma maior
mortalidade nos 30 meses seguintes.

Niveis aumentados de IL-6 foram observados doentes com ELA, quando
comparados com o grupo controlo. Nestes, os valores tinham correlagéo positiva
com a idade. Na populacdo de doentes, foi encontrada uma correlagcdo negativa
independente da idade entre os niveis de IL-6 e os valores da amplitude da resposta

do nervo frénico.

XXXi




Embora a creatinina seja um factor preditivo da perda funcional e da sobrevida, na
ELA, na nossa amostra ndo foi possivel confirmar ser este marcador preditor da
funcao respiratéria (FVC) ou do seu declinio.

Da avaliacédo da quantificacao plasmatica do fibrinogénio y* observaram-se valores
mais elevados nos pacientes de ELA quando comparados com o grupo controlo,
niveis mais elevados foram associados a maior sobrevida.

Os eritrocitos de doentes ELA, estavam morfologicamente alterados quando
comparados com os eritrocitos do grupo controlo, tendo uma membrana menos
rugosa, menor area, menor volume, menor diametro, mas sendo mais alongados.
Os eritrécitos dos pacientes de ELA tendem a perder a concavidade.
Adicionalmente, por quantificacdo do potencial Zeta, observou-se que a carga
superficial da membrana eritrocitaria € mais negativa, quando comparada com 0s
controlos. Estudos de espectroscopia de forca por AFM para analisar as
propriedades elasticas dos eritrocitos revelaram que os eritrécitos dos pacientes de
ELA sdo mais deforméaveis, menos rigidos e tém maior profundidade de penetracédo

que os eritrécitos dos individuos controlo.

Em suma, os resultados revelam um aumento da resposta inflamatéria pulmonar
relacionada com a disfuncdo respiratoria. As alteracbes nas propriedades
hemorreoldgicas e morfolégicas dos eritrocitos poderdo promover interaccdes entre
moléculas inflamatérias e o eritrocito, eritrécito-fibrinogénio e/ou eritrécito-eritrocito,

promovendo um factor de risco adicional para eventos tromboembalicos venosos e

de hipoxia tecidual, associados a progressédo da doenca. Em resumo, 0S n0ssos

resultados permitiram:

1- Identificar potenciais hovos marcadores moleculares de disfuncao respiratoria
na ELA, com valor preditivo no diagndstico e prognostico, bem como potencial
utilizacdo em futuros ensaios clinicos;

2- ldentificar alteracdes na elasticidade e rigidez dos eritrocitos dos pacientes de
ELA bem como alteracbes morfoldgicas no eritrocito e hemorreoldgicas, nos
pacientes com ELA.

Os resultados da tese devem incentivar estudos futuros. O papel das alteracdes da

membrana eritrocitaria na hipoxia tecidual € uma questao inovadora relevante que

merece uma investigagcao mais profunda.
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ABSTRACT

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a rapidly progressive and fatal
neurodegenerative disease characterized by the rapid destruction of motor neurons
in the motor cortex, brain stem and spinal cord, associated with a neuroinflammatory
process whose etiopathogenic role is not yet well understood. Clinically, there is a
severe weakness involving the upper and lower limbs, swallowing and speech
muscles, and the respiratory muscles. Respiratory failure is the leading cause of
death, which usually occurs 3-5 years after the onset of the first symptoms. Most
cases of ALS are sporadic, meaning no famility history (90-95%), in the remaining

5-10% of cases there are other affected family members (familiar ALS).

Riluzole is the only drug approved in Europe, but confers a modest improvement in
the survival of these patients. Currently, no effective treatment is available despite
a huge international effort in hundreds of very expensive clinical trials to find a new
drugs. This insucess history derives from the ignorance of the mechanisms involved
in the origin of ALS, which are complex and multifactorial. The diagnostic delay is
typically 9-12 months, mainly due to the absence of diagnostic molecular

biomarkers.

Being a critical predictor of prognosis, respiratory function should be monitored in
the course of the disease progression. This includes clinical evaluation and a
number of respiratory function tests, possibly complemented with imaging and
neurophysiological methods. There has been no respiratory molecular biomarker
relevant for early diagnosis or prognosis. This might have implications for the
implementation of appropriate respiratory rehabilitation measures, such as
ventilatory support.

In this thesis, we aimed to identify new biomarkers related to respiratory failure in
ALS. As a secondary objective, the association between respiratory function and
erythrocyte properties was explored to better understand tissue hypoxia.

In order to identify a molecular biomarker of respiratory dysfunction in ALS, Club
cell secretory protein (CC-16), interleukin-6 (IL-6), and creatinine (Cr) were studied.

Additionally, the role of the ' fibrinogen in ALS as a marker of respiratory dysfunction
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and inflammation in ALS was analyzed, to study the relation between plasma levels
of this protein and disease progression.

Regarding the erythrocyte properties, the biophysical, hemoreological and

morphological characterization of these cells was performed.

In this project, we included ALS patients regularly followed at the out-patient clinic
dedicated to this disease, in the Neuromuscular Unit of Santa Maria’s Hospital
(“Unidade de Neuromuscular do CHULN-H Santa Maria”), respecting the diagnostic
criteria for this disease. Patients with other medical conditions were excluded. The
values obtained were compared with those obtained in a control population,
matched for age and gender. Patients were assessed by clinical evaluation
(ALSFRS-R functional scale), respiratory function tests (spirometry, maximal
pressures, SNIP, phrenic nerve study) and by critical events, such as the date non-

invasive ventilation initiation, and tracheostomy or death.

Several laboratory techniques have been applied, in particular ELISA (CC-16),
Multiplex technology (IL-6), atomic force microscopy (AFM), Zeta potential
measurements and hemorheological techniques, in addition to other routinely used

technigues and methodologies.

The results have shown that in the patient population, CC-16 values were
significantly higher, with no correlation to age, phenotype, disease duration,
ALSFRS-R, forced vital capacity (FVC) or with the amplitude of the phrenic nerve
response. However, patients with higher levels of CC-16 were at increased risk of
the need for noninvasive ventilation (NIV) over the following six months, and tended

to have higher mortality over the subsequent 30 months.

Increased levels of IL-6 were observed in ALS patients when compared to the
control group. In this control group, IL-6 values had a positive correlation with age.
In the patient population, a negative age-independent correlation was found
between IL-6 levels and phrenic nerve response amplitude. Although creatinine is a
predictor of functional loss and mortality in ALS, it was not possible to confirm in our
sample that creatinine was a predictor of respiratory function (FVC) or its decline

rate.
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From the quantification of plasma y’ fibrinogen, we observed higher values in ALS
patients when compared to the control group. Higher levels are associated with
longer survival in ALS.

Erythrocytes in ALS patients were morphologically modified as compared to the
control group, having a decreased rough membrane, smaller area, smaller volume,
smaller diameter, but being more elongated. Erythrocytes of ALS patients tend to
lose their concavity. Moreover, by measuring the Zeta potential, it was observed that
the erythrocyte membrane surface charge was more negative in ALS when
compared to controls. The AFM force spectroscopy studies performed in order to
analyze erythrocyte elastic properties have shown that in ALS patients they were
more deformable, less rigid, and with greater penetration depth than erythrocytes

from control subjects.

Our results support an increased inflammatory response related to pulmonary
dysfunction. in Changes in hemorheological and morphological properties of
erythrocytes may promote interaction between inflammatory molecules and
erythrocyte, erythrocyte-fibrinogen and/or erythrocyte-erythrocyte, causing an
increased risk of venous thromboembolic events and tissue hypoxia, associated

with disease progression. In summary, our results allowed to:

1- Identify potential new molecular markers of respiratory dysfunction in ALS, with
predictive value in diagnosis and prognosis, as well as suggesting its potential use

in future clinical trials;

2- ldentify alterations in erythrocyte elasticity and stiffness, as well as
hemorheological morphological changes, in ALS patients.

The results of the thesis should encourage future studies. The role of erythrocyte
membrane alterations in tissue hypoxia is a relevant innovative issue that deserves

further investigation.
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INTRODUCAO

“Let us keep looking, in spite of everything. Let us keep searching. Itis indeed
the best method of finding, and perhaps thanks to our efforts, the veredict we

will give to such a patient tomorrow will not be the same we must give this

man today.”

Jean-Martin Charcot (1889)



1.1.INTRODUCAO

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa
devastadora e fatal, caracterizada pela rapida progressdo da degeneragdo dos
neurdénios motores na medula espinhal, tronco cerebral e cértex motor, conduzindo
a severa fraqueza e atrofia dos musculos voluntarios, paralisia e morte, a qual, em
geral, sucede de 3 a 5 anos apoés o inicio da doenca. As principais causas de morte
dos doentes com ELA derivam da fraqueza dos musculos respiratérios,
condicionando a insuficiéncia respiratéria (IR).1

Os mecanismos fisiopatologicos envolvidos na degeneracdo selectiva dos
neurénios motores na ELA sdo complexos, multifactoriais e ainda néo
completamente esclarecidos. A maioria dos casos de ELA sdo esporadicos,
contudo cerca de 5-10% dos pacientes tém uma histéria familiar positiva. 24°

O padrao tipico na ELA familiar consiste na hereditariedade autossomica
dominante, no entanto a penetrancia é bastante variavel. As duas mutacdes mais
relevantes envolvem o gene que codifica a enzima Cu/Zn superéxido dismutase
(SOD1) %#% e a expansdo intronica C9orf72 8 representando esta, cerca de 10%
dos doentes em Portugal.® No entanto, mais de 30 outros genes disfuncionais 4%
foram descritos na ELA familiar, como os genes da alsina, senataxina, vesicula
associada a proteina B de membrana VAPB (vesicle associated-associated protein
B -VAPB), angiogenina, Proteina TAR de ligagdo ao DNA de 43 kDA (TAR DNA-
binding protein 43-TARDP), proteina de ligacdo ao RNA- proteina fundida em
sarcoma (FUS), optineurina (OPTN), Ubiquilina-2 (UBLN-2) e, recentemente, TBK-
11911 e MATR 3.6 A ELA tem uma forte associacdo com a deméncia fronto-temporal
(FTD).'?2 Aproximadamente 10% dos pacientes com ELA tém deméncia fronto-
temporal associada, sendo que algumas mutagdes, em particular C9orf72, podem
causar ELA, FTD ou ambas as situagées no mesmo paciente.!!

A presenca de agregados insollveis de proteinas intracelulares nos neurénios
motores, de astrocitos reactivos e a acumulacdo de neurofilamentos sao
consideradas como os principais marcadores celulares na ELA.1%1314 Aqueles
agregados podem lesar as mitocéndrias *° e o sistema proteossémico. A libertacéo
de citocromo C pelas mitocondrias danificadas causa activacdo da caspase
(caspase-9), originando a apoptose.'*'> Uma vez que o curso clinico é altamente

variavel, é possivel que varios factores contribuam para o processo da doenca.31%13




A acumulacdo de neurofilamentos perturba o fluxo axoplasmico condicionando
disfuncédo metabdlica do neurénio motor.1617 Por outro lado, existe larga evidéncia
molecular e neurofisiolégica que suporta a excitotoxicidade mediada por glutamato
na etiopatogénese da doenca. Na ELA, verifica-se um defeito no transporte de
glutamato para o interior dos astrécitos devido a disfuncdo do receptor EAAT-2.
31118 Esta sobre-excitacdo dos receptores de glutamato induz aumento do célcio
intracelular com activacdo de enzimas intracelulares lesivos da célula. 31118 Por
outro lado, a activacdo primaria ou secundaria da microglia causa a libertacédo de
mediadores pré-inflamatérios, originando uma cascata toxica de eventos que
resultam na morte neuronal.’® Um mecanismo adicional que tem sido apontado
consiste na diminuicdo de factores neurotroficos relacionados com astrécitos
lesados.'® Uma vez que a etiologia da ELA ndo é totalmente compreendida,
nenhum tratamento foi ainda encontrado capaz de travar a progressao da doenca,
embora o Riluzol prescrito aos doentes nos ultimos 20 anos condicione um modesto
aumento da sobrevida. 24!

Ao longo dos ultimos anos, um vasto numero de biomarcadores respiratérios tém
sido descritos e utilizados para monitorizar a actividade das doengas pulmonares.
No entanto, os mesmos ndo tém sido explorados na ELA.29-23

Alguns testes respiratdrios convencionais sdo sensiveis na deteccéo da disfuncéo
ventilatoria na ELA, no entanto o seu valor preditivo para a sobrevida ou para o
declinio funcional é questionado nos doentes com manifestacdo bulbar.?
Interessantemente, nenhum biomarcador molecular de IR foi identificado até ao
momento na ELA. Tal biomarcador seria particularmente Util uma vez que os testes
respiratorios convencionais tém limitacdes relevantes, quer pela fragueza oro-facial
nos doentes com manifestacédo bulbar (que impede uma adequada vedacéao boca-
tubo durante a realizacdo dos testes respiratorios), quer pela insuficiente
cooperacao dos pacientes, em particular nagueles com defeito cognitivo.?*

O nosso grupo tem investigado as respostas motoras por estimulacdo do nervo
frénico,?® assim como a utilizacdo da ecografia para estimar a espessura do
diafragma,?® como possiveis ferramentas para a detecgdo precoce da IR na ELA,
mas ambas as técnicas exigem grande experiéncia do operador.

Primeiramente, propusemo-nos investigar um conjunto de biomarcadores

moleculares promissores, para avaliar a funcdo respiratoria, em particular quanto




ao prognéstico. Particularmente testamos a proteina CC-16, a IL-6 e a creatinina.?’
30

A CC-16 e a IL-6 tém sido estudados na doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC). O nivel plasmatico de CC-16 (uma proteina predominantemente
segregada pelas células de clara localizadas tanto no epitélio bronquico terminal
como no epitélio bronquiolar respiratorio), estd associada ao declinio da funcéo
pulmonar nesta doenca pulmonar. Os niveis de IL-6 (citocina envolvidas na
inflamacéo sistémica e resposta imunoldgica) estdo relacionados com a inflamacao
e mortalidade na doenca pulmonar obstructiva crénica (DPOC).2%31 A IL-6 pode
promover alteragdes na coagulagéo e pode ter efeitos sobre os eritrocitos, devido
ao facto de possuir um sitio de ligacdo universal em todas as células, incluindo os
eritrocitos.3?

A creatinina € um forte indicador de massa muscular e foi descrita na ELA, como
um factor prognéstico independente para o declinio funcional e morte.*3 No entanto
0 seu valor como marcador do envolvimento respiratério na ELA nunca foi antes
investigado.

Tém sido descritas anormalidades nos eritrécitos na doenca de Alzheimer (DA),
com eventual repercuss&o na hipéxia tecidular do sistema nervoso central.3* E bem
conhecido que a hipéxia pode condicionar inflamacéo crénica.®* Na doenca de
Alzheimer, os eritrécitos tém sido descritos como mais alongados e com outras
alteracdes na arquitectura da membrana.3* Eventuais alteragdes nestas células
nunca foram descritas na ELA. Os eritrcitos, sendo os sacos de heme-ferro que
permite o transporte de oxigénio para todos os tecidos via hemoglobina,** poderiam

ter um papel importante na hipdxia tecidular na ELA.




Figura 1|Geometria dos eritrdcitos.
Adaptado de Cetin 2018.%

O fibrinogénio € a terceira proteina plasméatica mais abundante e desempenha um
papel proeminente no processo inflamatério.® As concentragdes elevadas tém sido
associadas a um maior risco cardiovascular e maior risco de tromboembolismo
venoso. O fibrinogénio gama’ (y) € uma variante da cadeia gama presente como
um heterodimero (<15%) ou como um homodimero (1% -3%) in vivo, como parte
das formas de fibrinogénio circulante no plasma humano.3":38

A trombose venosa profunda é uma complicagdo comum na ELA.3%4° Quando os
coagulos de fibrina sdo formados na presenca do fibrinogénio y’, eles sdo mais
resistentes a fibrindlise, porque a cadeia y contém um local de ligacdo para a
trombina.** Além disso, as propriedades dos glébulos vermelhos, em particular a
deformabilidade, tém sido associadas a um aumento do risco de trombose. O
fibrinogénio tem sido utilizado como biomarcador de doenca respiratéria como

DPOC, nomeadamente quanto a severidade da doenca, progressao e mortalidade.

Desta forma, na ultima fase dos trabalhos desta tese, investigamos as
caracteristicas e propriedades biofisicas dos eritrécitos, assim como a expressao
do fibrinogénio y’ na ELA. Na ELA, existe um risco aumentado de trombose venosa
e lesdo cerebrovascular,*> o que sugere disfuncdes ainda ndo dissecadas das
propriedades hemodinamicas. Tal pode resultar de anormalidades na membrana
dos eritrocitos (por exemplo, na viscoelasticidade), que depende do seu contetdo
lipidico, como a fosfatidilcolina ou esfingolipidos,*? entre outros factores. A principal
funcdo fisiologica dos eritrocitos esta relacionada com a capacidade da membrana

celular ligar e transportar oxigénio para todos tecidos através da hemoglobina.**




Actualmente é possivel medir a elasticidade celular em funcdo do tempo e do
estado fisiolégico, bem como a capacidade de adesédo celular.#>46 A técnica de
espectroscopia de forca atbmica (AFM) permite a caracterizacao das propriedades
micromecanicas em sistemas celulares, desta forma contribuindo na compreenséao
da funcdo e das propriedades fisiologicas das células, incluindo a rigidez dos
eritrocitos.*7-4°

Potencialmente a identificacéo de alteracdes nos eritrécitos podera consistir numa

nova via de abordagem terapéutica.

1.2. ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA (ELA)

1.2.1. Contextualizacao Historica

A ELA foi descrita pela primeira vez pelo neurologista francés Jean-Martin Charcot
em 1869, como uma entidade clinico-patolégica, detalhada em trabalhos
subsequentes.>®>? No entanto, antes disso, Bell (1824), Aran (1850), Duchenne
(1851) e Cruveilher (1853) fizeram importantes observa¢des que contribuiram para
a compreensdo da sindrome clinica e patoldgica.>®°*%° A doenca tornou-se
conhecida nos Estados Unidos quando o jogador de beisebol Lou Gehrig foi
diagnosticado com a doenca, em 1939. Desde entdo, essa doenca também é
conhecida como “doenca de Lou Gehrig”, nos Estados Unidos.®¢%" Para além de
ser conhecida como a doenca de Charcot, a ELA também é denominada de doenca

do Neurénio Motor (MND- motor neuron disease), em particular no Reino Unido.

Figura 2| Jean-Martin Charcot.

llustre neurologista e o primeiro que descreveu a ELA numa publicacdo em Paris (1869).




O termo doenca do neurénio motor enquanto conceito mais lato, foi inicialmente
proposto por Lord Russel Brain, para incorporar varias outras doencas do neurénio
motor, como paralisia bulbar progressiva (PBP), a atrofia muscular progressiva
(PMA), a esclerose lateral primaria (PLS), o sindrome de Vulpian-Bernhardt, a
apresentacao flail leg e a ELA com envolvimento multissistémico (por exemplo,

ELA-deméncia).>4:58.59
1.2.2. Definigéo: O que € a Esclerose Lateral Amiotrofica?

O termo "Lateral sclerosis” refere-se a gliose, cicatrizacdo e “endurecimento” dos
tractos corticospinais anterior e lateral, a medida que a via piramidal degenera.
“Amyotrophy” refere-se a atrofia das fibras musculares, decorrente da perda de
unidades motoras a medida que 0s neurdnios motores medulares e do tronco
cerebral degeneram, levando a fraqgueza dos musculos afectados e as
fasciculacdes.5*¢°

O sistema motor € composto por neurénios motores corticais (1° neurénio motor-
UMN) e por neurénios motores no tronco cerebral e na medula espinhal (2°

neurénio motor-LMN), que inervam o musculo esquelético (Figura 3).
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Figura 3| O Sistema Motor.
Neurdénios motores selectivamente afectados na ELA. Adaptado de Brown et al. (2017).6*

1.2.3. Diagnéstico/Critérios de Classificacao

As manifestagfes clinicas, bem como a progressdo dos sintomas da ELA, sdo
heterogéneos. Variam de acordo com o predominio de neurénio afectado, da
localizacdo topografica, bem como com a idade, o gendtipo e outros
factores.'15461.62 A perda do UMN (cértex motor), resulta em espasticidade,
hiperreflexia, clénus, sinais de Hoffman e Babinsky. Quando o LMN é
predominantemente afectado (ndcleos motores do tronco cerebral e corno anterior
da medula espinhal), observamos fasciculacdes, perda de massa muscular (atrofia)

e falta de forca.®3




O fendtipo medular (parésia dominante dos membros superiores e/ou inferiores) é
responsavel por cerca de 70% dos casos de ELA.5*61 O fenétipo bulbar (parésia
dominante dos musculos faciais e bulbares) ocorre em cerca de 1/3 dos casos,
caracterizado por disartria progressiva, seguida por disfagia e, frequentemente,
com labilidade emocional associada. Até 5% dos pacientes tém, como forma inicial
da doenca, envolvimento respiratério, sendo aqueles frequentemente observados
no inicio dos sintomas pelas especialidades de cardiologia e pneumologia, antes
de serem encaminhados para a neurologia.? Este fendtipo caracteriza-se
normalmente por dispneia progressiva, com ortopneia, por parésia primaria do
diafragma.®4 Nestes casos, 0s pacientes também podem apresentar perda de peso
inexplicavel.2®> O fendtipo axial é caracterizado pelo comprometimento
predominantemente da musculatura para-vertebral. O fenétipo generalizado nao
tem uma apresentacéo inicial em nenhuma regiao especifica, sendo acompanhado
de sintomatologia difusa, assimétrica e rapidamente progressiva.>%> A ELA pode
afectar todos os musculos voluntarios. A observacao clinica e postmortem, bem
como estudos genéticos, demonstram que ha consideravel variabilidade na
expressdo fenotipica da ELA resultando em apresentacdes heterogéneas.®! Até a
fase terminal da doenca, a ELA tende a poupar os neurénios que inervam 0s

musculos oculares e esfincterianos.

A perda de peso € uma marca da doenca, mesmo na auséncia de disfagia. Varios
estudos sugerem que existe um estado hipermetabdlico na ELA, embora a
fisiopatologia subjacente ndo seja bem compreendida. Factores de risco
cardiovascular (como hiperlipidemia ou obesidade) parecem ter efeitos

neuroprotectores,® mas ndo alteram o desfecho clinico.6”

O diagnéstico é efectuado com base no exame clinico, em conjunto com a
electromiografia, para confirmar a extensao da desinervacdo. Testes laboratoriais
e exames de imagem versam, sobretudo, descartar outras entidades que possam
se assemelhar a ELA.50-61.68 A rapida progressdo dos sintomas e sinais suportam o

diagnéstico da doenca.®®

Actualmente, sendo a ELA considerada uma degeneracdo multissistémica,
sintomas n&o-motores sédo valorizados, embora, geralmente, ndo dominem o

quadro clinico.”® Para além do sistema motor, a disfuncéo cognitiva (principalmente




alteracbes comportamentais e executivas) € uma manifestacdo frequente e
importante, com implicaces no progndstico.”*’®> Como descrito acima, uma
proporcao significativa de doentes, cerca de 10%-15%, manifestam clinicamente,
em associacdo, a FTD. No entanto, a aplicacdo de testes sensiveis, como a
avaliacdo neuropsicoldgica, permite revelar que cerca de 50- 60% dos doentes ELA

tém sinais subclinicos de envolvimento cognitivo.”476

A gravidade e a progressdio da ELA podem ser avaliadas por
varios métodos, como por exemplo: como a escala MRC (Medical Research
Council) da forca muscular, avaliacdo quantitativa da forca muscular de Tufts
(TQNE), a escala funcional de Norris, a escala funcional de Appel, a avaliacao
neurofisiolégica como as técnicas de estimativa do numero de unidades motoras
ou o indice neurofisioldgico, e testes da capacidade ventilatéria como a FVC ou as
pressdes maximas. A maioria dos autores estimam a progresséo da doenca com a
utilizacao da escala funcional denominada de “Escala de Avaliacdo Funcional da
ELA-revista” (ALSFRS-R, ver tabela em seccéo de anexos) /, cujo valor tem sélido

significado prognastico.
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Figura 4 |Manifestacdes clinicas da ELA.

Embora as manifestacdes motoras, como a parésia de um membro e a disartria sejam, as
principais manifestagbes clinicas da ELA, muitos doentes apresentam sintomas nao-
motores, tais como 0 comprometimento cognitivo.

Adaptado de Hardiman et al.(2017).52
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Figura 5| Fendtipo e Sobrevida na Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA).

A-Curvas de sobrevida para dois tipos de ELA (inicio medular e inicio bulbar) e duas outras
doencgas do neurdénio motor (a esclerose lateral primaria e a atrofia muscular progressiva).
B-Atrofia lateral e sulcos na lingua de um paciente com ELA, o que reflecte o envolvimento
dos neurdnios motores bulbares. C-Marcada atrofia dos membros superiores e cintura
escapular, tipico do sindrome do “Flail arm”, apresentacdo associada a um melhor
prognéstico. Adaptado de Brown, R. H., & Al-Chalabi, A. et al. (2017).%*
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Figura 6| Padrdo de envolvimento motor em diferentes fenoétipos de ELA.

A vermelho indica o envolvimento do segundo neurdénio motor (LMN), a azul indica
envolvimento do primeiro neurénio motor (UMN). A sombreado mais escuro indica
envolvimento mais grave. a|[Na ELA, de inicio medular, o envolvimento variavel de UMN e
LMN é observado em todos os membros. b|Em ELA de inicio bulbar, o envolvimento do
UMN e LMN é observado nos musculos bulbares. c|Na atrofia muscular progressiva, 0s
LMNs estdo envolvidos nos membros superiores e inferiores. d|Na esclerose lateral
primaria, os UMNs dos membros superiores e inferiores estdo primariamente envolvidos,
mas mais tarde na doenca, o envolvimento discreto do LMN pode ser detectado. e| Na ELA
pseudopolineuritica, apenas os LMNSs restrictos aos segmentos distais estao envolvidos.
f|[Na ELA hemiplégica, o envolvimento unilateral do UMN com a preservacao da face e, as
vezes, 0 envolvimento discreto do LMN, pode ser observado. g|Na sindrome do “flail arm”,
o envolvimento de LMN é restricto aos membros superiores, mas sinais discretos de lesdo
do UMN podem ser detectados nos membros inferiores. h|Na sindrome da “flail leg”, o
envolvimento do LMN é restricto aos membros inferiores, sendo frequentemente
assimétrico. Adaptado de Swinnen, B., & Robberecht, W. et al. (2014).%*

Por muitos anos, 0s Unicos critérios publicados para o diagnostico da doenca eram

os derivados de Edward Lambert, com suporte da electroneuromiografia (ENMG).”®
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Em 1990, os critérios de diagnéstico formulados por um Subcomité da Federacao
Mundial de Neurologia (World Federation of Neurology (WFN)) foram publicados,
critérios de diagndstico do El Escorial, em 1994.7°

O diagnéstico ficou definido pela evidéncia de sinais de lesdo do 2° neurdnio
(através do exame clinico, alteracdes electrofisiolégicas ou neuropatolégicas)
associados a sinais clinicos de lesédo do 1° neurdnio, com curso progressivo. Para
o diagndstico, ainda € necessario, a auséncia de achados electrofisiolégicos e
patolégicos caracteristicos de outras doencas, bem como alteracbes nha
neuroimagem que possam justificar o quadro clinico. De forma a favorecer o
diagndéstico mais precoce, em 1998, os critérios diagnosticos em EIl Escorial foram
reformulados, numa reunido da WFN, em Airlie House, Warrenton, Virginia, EUA.
O documento revisto, conhecido como El Escorial Revised, foi publicado pela WFN-
ALS, com o objectivo de padronizar o diagnéstico para estudos e ensaios clinicos.’®
No entanto, a inclusdo de doentes com doenca provavel e definitiva, de acordo com
os critérios do El Escorial-Revised, pode ser discutida como restrictiva.?8 Além
disso, esses critérios podem ser mal compreendidos, particularmente nos estadios
iniciais da ELA, quando os doentes estdo mais propensos ao beneficio de uma
intervencao terapéutica.?8! Assim, em 2006, numa reunido, realizada no Japéo, os
peritos melhoraram os critérios diagndésticos electrofisioldgicos e formularam os
"Critérios de Awaji”. Nestes critérios foram indicados um conjunto de normas de

forma a potenciar a sensibilidade diagnéstica.82:24

Tabela 1| Critérios do El Escorial, Airlie House (El Escorial revisto) e de Awaji-
Shima para o diagnéstico de ELA

A presenca de:

(2) Evidéncia de degeneracdo do segundo neurénio (LMN) por exame clinico,
electrofisioldgico e exame neuropatoldgico;

(b) Evidéncia de degeneracado do primeiro neurdnio (UMN) por exame clinico;

(c) Disseminacéo progressiva dos sinais e sintomas numa regido ou para outras regides,
determinados pela histéria clinica e exame fisico.

A auséncia de:

(a) Evidéncias electrofisiolégicas e patoldgicas de outros processos patoldgicos que
explicar os sinais de degeneracdo de UMN e LMN;

(b) Evidéncias de neuroimagem de outros processos patolégicos que possam explicar
os sinais clinicos e electrofisiol6gicos.
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Categorias de certeza diagndstica (critérios El Escorial)

ELA Definitiva: Sinais do UMN e LMN em trés regibes. T

ELA Provavel: Sinais de UMN e LMN em pelo menos duas regides, com alguns sinais
de UMN rostral aos sinais LMN.

Possivel ELA: Sinais de UMN e LMN em apenas uma regido ou sinais de UMN isolados
em duas ou mais regides, ou sinais de LMN rostrais aos sinais de UMN.

ELA suspeita *: Sinais de LMN apenas (em apenas duas ou mais regifes).

Categorias de certeza diagndstica (critérios de Airlie House) (Brooks et al, 2000)

ELA clinicamente definitiva: Sinais de UMN e LMN na regido bulbar e pelo menos
duas regides espinhais, ou sinais de UMN em pelo menos duas regides espinhais e
sinais de LMN em trés regides espinhais

ELA clinicamente provavel: evidéncia clinica isolada de sinais de LMN e UMN em pelo
menos duas regides com alguns sinais do UMN rostral aos sinais LMN.

ELA clinicamente provéavel - suportada em laboratorio: sinais clinicos de disturbios
motores de disfunc&o neuronal em apenas uma regido, ou sinais de UMN isolados numa
regido com sinais de LMN definidos por critérios de electromiografia em pelo menos duas
regides, juntamente com a aplicacdo adequada de neuroimagem e protocolos clinicos
laboratoriais para excluir outras causas.

ELA Possivel: Sinais de UMN e LMN em apenas uma regiao, ou sinais de UMN isolados
em duas ou mais regides, ou sinais de LMN rostrais aos sinais de UMN, e o diagnéstico
de sinais clinicos de ELA provavel suportado por laboratério ndo pode ser comprovado.

* Esta categoria foi eliminada dos critérios do El Escorial revistos.

Categorias de certeza diagndstica (critérios de Awaji-Shima (2008))

ELA Definitiva: Evidéncia clinica ou electrofisiolégica de sinais de UMN e LMN na regido
bulbar e pelo menos duas regifes/segmentos espinhais, ou a presenca de sinais de
envolvimento do UMN e LMN em trés regides espinhais

ELA Provavel Evidéncia clinica ou electrofisiolégica de sinais de UMN e LMN em pelo
menos duas regides, com manifestagdes clinicas de UMN necessariamente rostrais aos
sinais de LMN

ELA Possivel: Evidéncia clinica ou electrofisiolégica de sinais de UMN e LMN em
apenas uma regido, ou sinais de UMN isolados em duas ou mais regifes, ou sinais de
LMN detectados em posicéo rostral aos do UMN.

Excluséo de outros diagndsticos através de estudos de imagem e laboratoriais.

** Neuroimagem e estudos clinicos laboratoriais devem ser feitos para excluir
diagnosticos alternativos. T Regides: bulbar, cervical (correspondente ao pescoco,
membros superiores, e diafragma), toracica (correspondendo aos musculos das dorsais
e do abdémen) e lombar (correspondendo aos membros inferiores). 798384

LMN = 2° Neurénio. UMN = 1° Neurénio.

Sinais de UMN: Cloénus, sinal de Babinski, espasticidade, reflexos vivos, reflexos
abdominais ausentes

Sinais LMN: Parésia, atrofia muscular, fasciculacdes: electromiografia para identificar
desinervacao activa e reinervagao, ou fasciculagdes e reinervacao (Awaji).
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Vérios factores clinicos e demogréaficos tém sido identificados como preditores da
progressdo na ELA: maior idade no inicio da doenca, inicio bulbar, curto tempo
entre 0s primeiros sintomas e o diagnostico, compromisso respiratorio, presenca
de defeito cognitivo, rapido declinio respiratorio ou funcional e a mutagcdo C9orf72,

sdo factores de mau prognéstico.8587
1.2.4. Epidemiologia

Na Europa e nos Estados Unidos, a incidéncia da doenca é de cerca de 2-3 por
cada 100.000 pessoas, em cada ano, sendo a prevaléncia estimada algo variavel
entre 5-8/100.000 pessoas ou mais. A prevaléncia e a incidéncia da ELA aumentam
com a idade.>® Um estudo recente, em Portugal, reporta um aumento da
prevaléncia de 6.7/100.000 habitantes em 2009, para 10.3/100.000 em 2016.888°
O inicio dos primeiros sintomas é mais frequente entre os 50 e 0s 65 anos.’6:90-92
Os pacientes com histdria familiar tendem a ter um inicio da doenca mais precoce.”®
A incidéncia aumenta com a idade (pico entre 70-79 anos). A ELA de inicio juvenil
é um termo utilizado quando a idade de inicio é inferior aos 25 anos.®

O sexo masculino apresenta maior risco, com uma razao homem/mulher de
1.5:1.94%5 A menor incidéncia de ELA nas mulheres (existente em idades mais
jovens) pode ser explicada por uma possivel ac¢do protectora das hormonas
sexuais femininas.®® A esperanca média de vida é de cerca de 30 meses apods o0s
primeiros sintomas.87.°%.97 Registos populacionais evidenciaram que até 70% dos
pacientes com ELA morrem no intervalo de 3 anos apds o inicio dos primeiros
sintomas e aproximadamente 10% podem sobreviver por mais de 8 anos.'%8” As
formas familiares tém tendéncia para uma sobrevida mais curta.®?

A maioria dos homens tém a doenca de inicio medular, no entanto a forma bulbar
predomina nas mulheres com inicio mais tardio da doenca. A idade inicial da
doenca tende a ser mais precoce na Asia e na América do Sul.

Foram descritos focos geograficos (Pacifico Ocidental, principalmente em Guam e
na Peninsula de Kii da llha de Honshu, no Jap&o),®81% com uma prevaléncia 50 a
100 vezes maior do que em outras partes do mundo.%®101-103 Estas populacdes
incluem o povo Chamorro das ilhas Guam e Marianas e os povos Auyu e Jakai do
sudoeste da Nova Guiné, nos quais a ELA estd associada ao parkinsonismo e
deméncia, complexo ELA parkinson-deméncia (complexo ELA/PDC). A causa

desta associacao permanece indefinida. Pensa-se que o aumento da incidéncia da
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ELA nestas regides esteja associada a factores ambientais, especialmente a um
aminoacido nao proteico, neurotdéxico, B-metilamino-L-alanina (BMAA-S-
methylamino-L-alanine) presente nas sementes da Cycas micronesica (uma
espécie de cicadofita do género Cycas da familia Cycadaceae) ou devido a accao
toxica de uma cianobactéria simbidtica das raizes da cicadoéfita.101104105 A

prevaléncia tem sido decrescente nas Ultimas décadas.102103,106-108
1.2.5. Abordagem Terapéutica

Nenhuma terapia farmacolégica oferece um beneficio clinico substancial para os
pacientes com ELA. O medicamento Riluzol 1%° estd no mercado ha mais de 20
anos e condiciona um modesto aumento da sobrevida, a edaravona® é um outro
medicamento, recente, sem aprovacado pela Agéncia Europeia do Medicamento
(EMA), mas com aprovacéao condicional pela Food and Drug Administration (FDA),
com discutivel impacto transitério, muito ligeiro, no declinio funcional.6%:119.111 O
Riluzol deve ser iniciado em estadios iniciais da doenca por apresentar maior
eficacia nestas fases da doenca.t?113

O Riluzol actua ao nivel da excitotoxicidade induzida pelo glutamato,'® enquanto
gque a edaravona suprime o stress oxidativo. O efeito neuroprotector preciso do
Riluzol ainda é uma questdo de debate, mas sabe-se que pode interferir com os
canais persistentes de sédio da membrana celular e estimular a producédo de
factores troficos pelas células da glia.

A ventilacdo nao-invasiva tem um papel de grande impacto na melhoria de
qualidade de vida e sobrevida dos doentes. Sendo que o impacto no aumento da
sobrevida tem maior efeito que o do Riluzol.1?411° Qutros meios de reabilitacdo
respiratéria como a tosse assistida sdo cruciais, na melhoria da qualidade de vida
e reducdo dos riscos de infecgdo respiratoria.

A gastrostomia é outra intervengdo relevante, quando oportuna, permitindo
melhorar a qualidade de vida dos doentes e seus cuidadores, assim como reduzir
o risco de pneumonia por aspiracéo e de severa perda de peso, com incerto impacto
na sobrevida.

O controlo sintomético e a optimizacdo da qualidade vida, por parte de uma equipa
multidisciplinar, estdo associados, de igual forma, ao aumento da sobrevida e
qualidade de vida dos pacientes.?1'> Importa considerar aspectos como o controlo

das secrec¢Oes, da dor, da espasticidade e de outros. O apoio de uma equipa de
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cuidados ventilatérios e de reabilitacdo, com a inclusdo de pneumologistas,
fisiatras, fisioterapeutas, terapéutas ocupacionais, terapéutas da fala, é um
componente essencial do tratamento.5284.116.117

Na auséncia de tratamentos farmacoldgicos eficazes, as intervenc¢des sintomaticas
e os cuidados de suporte continuam a ser a pedra angular no seguimento de

doentes com ELA, 62118120

1.3. FACTORES DE RISCO PARA A ESCLEROSE
LATERAL AMIOTROFICA

1.3.1. Visao Geral dos Factores de Risco para a ELA

Embora inumeros tenham sido propostos, os Unicos factores de risco estabelecidos
para a doenca sdo idade avancada, sexo masculino e histéria familiar de ELA.*?!
No entanto, uma compreensédo da contribuicdo ambiental para a ELA é essencial,
ja que este é o Unico componente de risco facilmente modificavel. Os trés principais
obstaculos para essa pesquisa sao a natureza das exposicfes ao risco ambiental,
o desenho do estudo para exposi¢des que se acumulam ao longo da vida e a
dificuldade na obtencéo de fundos para efectuar estas investigacdes.®* No entanto,
a medida que os factores genéticos sdo identificados, e as vias metabdlicas se
tornam mais claras, os possiveis factores ambientais a serem testados podem
tornar-se mais evidentes. Ainda ndo foi identificado nenhum factor de risco
ambiental, de grande efeito, possivelmente porque a contribuicdo de qualquer
exposicdo a um risco isolado é pequena.®*

Nesta tese, ir4 focar-se, de forma breve, os factores de risco, nomeadamente
factores genéticos e factores ambientais, mais estudados na ELA.

1.3.2. Factores Genéticos

A maioria dos casos de ELA, sdo denominados de “ELA esporadica“(SALS), mas
alguns sao classificados como "ELA familiar* (FALS), devido a presenca de outros
casos da doenca na mesma familia. A FALS ocorre devido a mutagdes em locus
genéticos especificos.”®1??2 Na ELA, o padrdo de transmissdo segue um padrdo
mendeliano autossémico dominante.?*123

Mais de 30 variantes genéticas foram patologicamente ligadas a ELA, praticamente,

qualguer mutagdo representa um novo biomarcador genético, que pode ser
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explorado para fins de diagnéstico.?* Trés genes (C9orf72, SOD1 e TARDBP) sédo
responsaveis por 70% de todos os casos monogénicos. O gene C9orf72 esta
localizado no cromossoma 9 e a mutagdo nesse gene mostrou-se presente tanto
na ELA guanto na FTD, em doentes europeus, americanos e japoneses,*19 sendo
a causa genética mais comum tanto na FALS (41% dos casos), como nos casos de
SALS (5%).1%5126 A segunda causa mais comum de FALS (15%) sédo as mutagées
na superoxido dismutase 1 (SOD1), mas representam apenas uma fraccado menor
(~ 1%) dos casos da SALS. O gene FUS e TARBDP séo responsaveis por 1-5%
das mutacbes da ELA. A identificacdo de um gene relacionado com a ELA tem
também importantes implicaces diagndsticas.1125126

O nosso grupo, analisou os genes C9orf72 e SOD1 numa grande populacao de
doentes portugueses com ELA e foram registadas as caracteristicas clinicas e
demograficas dos mesmos. A FALS constitui 12% da populacdo. Mutacbes nos
genes da SOD1 e da C9orf72 foram encontradas em 9 % da populacao,
representando 40% dos casos de FALS e 5% dos casos de SALS. As mutacdes no
gene SOD1 foram raras (<1%). Este nosso estudo reitera que a arquitectura
genética da ELA varia entre diferentes regiées geograficas.®

Os estudos em familia e de gémeos sao ferramentas poderosas para identificar o
impacto do componente hereditario.1?® Varios estudos descobriram que as familias
com pacientes com ELA tinham trés vezes!?’ a dez vezes maior risco ?® de ELA.
Reunindo varios registos de gémeos do Reino Unido e Suécia, estima-se que a
hereditariedade acrescente um risco de 61% para o desenvolvimento da doenca.*?

O conhecimento dos genes envolvidos, pode ser usada para:

1- Diagndstico clinico (confirmacéo pela identificagdo da mutagéo causal);
2- ldentificacdo de variantes de risco e modificadores de doenca (por
exemplo, EPHA4);
3- Compreensao dos mecanismos moleculares subjacentes a doenca;
4- Estratificacdo de pacientes com ELA para melhor delinear estratégias
terapéuticas e ensaios clinicos.
Actualmente, existem dois bancos de dados on-line que compreendem um resumo
actualizado de factores genéticos relacionados a ELA, o banco de dados on-line de

esclerose lateral amiotréfica (online database of amyotrophic lateral sclerosis-
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ALSOD; http://alsod.iop.kcl.ac.uk) e o banco de dados dos genes da ELA
(Amyotrophic Lateral Sclerosis gene database. ALSGene; http://www.alsgene.org).
Existem dois procedimentos principais para a identificacdo/triagem de novas
variantes patogénicas associadas a ELA, o genome-wide association studies
(GWAS) e 0 Whole-exome sequencing (WES).

Alguns desses genes nao estao relacionados apenas com a ELA, mas também a
outras doencas. Nesta tese serdo brevemente abordados apenas 0s genes mais

importantes.
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A Tabela 2 resume os genes que foram ligados ao desenvolvimento de ELA e loci de FTDALS.

Tabela 2| Visao geral das principais informacdes disponiveis para ELA e loci FTDALS.
Adaptado de Chia et al. (2018), Nguyen et al. (2018) e Pampalakis et al. (2019). 126130131

Gene/Tipo de Locus/Localizagdo

Nome da Proteina Heranca Referéncias
ELA/Ano citogenética E

SOD1 SOD1: desintoxicacdo de radicais livres

Cu/Zn Superoxide o ntoxicag cals v Bowling, Schulz, Brown,
(ALS1) 21g22.1 . AD, AR, DN citosodlicos 132

Dismutase . &Beal, 1993
1993 Proteostasis
Alsin Nenhuma func¢do conhecida, presente no Hadano et al, Yang et a/
(ALS2) 2933.1 Alsin AR 'ma Tung /P s 1o etal Tang et dl
2001 lado citosdlico dos endossomas neuronais 2001
Hand et al, 2002 3¢
(ALS3) 1821 Unknown AD Desconhecida
SETX Actividade helicase DNA/RNA; Chance et al, 1998 3>
ALS4 4.1 ] AD ! ’
(ALS4) 9934.13 senataxin Metabolismo DNA/RNA
1998
SPG11 (SPG115) Papel na plasticidade das neurites,
(ALS5) 15¢g21.1 Spatacsin AR mantendo a estabilidade do citoesqueleto, | Chio et al, 2010 3¢
2010 regulacdo do transporte vesicular sindptico
FUS FUS: transcricao, regulacao de splicing,
biogénese de RNA, formacdo de granulos
(ALS6) 16p11.2 Fused in sarcoma AD, AR, DN de §tress ¢ & Vance et al, 2009 %7
2009
Ribostasis

(ALS7) 20p12 Unknown AD Desconhecido Saap et al, 2003 38




VAPB
(ALS8)
2004

ANG
(ALS9)
2006

TARDP-43
(ALS 10)
2008

FIG4
(ALS11)

2009

OPTN
(ALS12)
2010

ATXN2
(ALS13)
2010
VCP
(ALS14)
2010
UBQLN2
(ALS15)
2011

Vesicle-associated

VAPB: transporte vesicular e eliminagao de

membrane proteinas de conformagdo anormais (via Nishimura et al. 200413
20qg13.3 protein-associated AD PRU); controlo do metabolismo lipidico e ’
protein B transferéncia lipidica entre reticulo
endoplasmatico e organelos
14911 Angiogenin AD, FR Facto,r z?mgiogénico e fac.tor’tro'fico para i;eenwaay et al, 2006
neurdnios motores. Angiogénese
Transactive Proteina TAR de ligacdo ao DNA (TDP-43):
Response DNA/ . . .g ¢ ) Sreedharan et al, 2008
1936.22 e AD, AR, DN transcrigdo, splicing, transporte de mRNAs |
RNA-binding . .
. Ribostasis
protein
Regulacdo da concentracdo celular de Pl
Phosphoinositide 3,5) P2 que modula o transporte
6q21 phoinositt AD (3,5) P2 qu y P » Chow et al, 200912
5-phosphatase retrégrado de vesiculas endoplasmaticas
para o golgi, regulacdo da autofagia
Optineurina: morfogénese celular,
transporte de membrana, vesicular,
10p13 Optineurin AD, AR ) P . . ) Maruyama et a/,2010 *
activacdo da transcrigdo, autofagia e
neuroinflamagao
Interacgao com o TDP-43
12q24 Ataxin 2 AD, FR eracee Elden et al, 2010 144
Ribostasis
Valosin-containin Proteina contendo valosina (VCP):
9p13.3 rotein g AD, DN transporte vesicular de ATP Johnson et al, 2010 4
p Proteostasis
X-linked Ubiquilina 2: degradag¢do proteica
Xp11.21 Ubiquilin 2 quiiina 2 degradacao p Deng et al, 2011 146
AD Proteostasis
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SIGMAR1
(ALS16)
2011

CHMP2B
(ALS17)
2006
PFN1
(ALS18)
2012

ERBB4
(ALS19)
2013

HNRNPA1
(ALS20)
2013

MATR3
(ALS21)
2014

TUBA4A
2014

ANXA11
2017

Sigma Receptor 1
Sigma non-opioid

Neuroprotector receptor da membrana

Al-Saif, A., Al-Mohanna,

9p13.3 . AD Transporte lipidico através do RE,
tracellul t F., Bohl S,2011
intracetiu ‘1” receptor Sinalizagdo do BDNF e EGF , PONIeea, >
Charged Formacao de corpos multivesiculares
3pll1.2 Multivesicular body AD (MVB) e saida de proteinas de carga Parkinson, et al, 20068
protein 2B endossomal em MVBs
Conversao de actina monomérica (G) em
17p13.2 Profilin 1 AD L ©) Wu et al, 2012 149
actina filamentosa (F)
Receptor da proteina tirosina- quinase
erbB-4: receptor para neuregulinas e
2434 Rece.*ptor protein AD membros fia familia EGF, regulacdo do Takahashi et al, 2013
kinase erb4 desenvolvimento do sistema nervoso
central, transcricdo, proliferacdo celular,
diferenciacdo, migracdo e apoptose
Heterogeneous Metabolismo do RNA. Transporte de
12913.13 nuclear ribonuclear AD, DN RNAms do nucleo para o citoplasma, Kim et al, 2013 !
protein Al modulacdo do splicing
Transcricdo, retencdo nuclear de RNAs
andémalos, regulacdo da resposta do
5931.2 Matrin 3 AD \ S, reguiacd pos Johnson et al, 2014 152
sistema imunitario inacto mediada por
virus DNA
Principal componente dos microtubulos;
2935 Tubulin alpha 4a AD célula do esqueleto neuronal Smith et al, 2014 3
10g22.3
q Annexin A11 AD Proteostasis Smith et al, 2017 >3
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NEK1
2016

KIFSA
2018

C9ORF72
(FTDALS1)
2011

CHCHD10
(FTDALS2)
2014

sQSTM1
(FTDALS3)

TBK1
(FTDALS4)
2015
CCNF
2016

hnRNPA2B1
2013

Organizacao do citoesqueleto, dano DNA e

10g22.3 NIMA Related Kinase
9 1 AD, AR ciclo celular, regula¢do da membrana Kenna et al 2016 >
mitocondrial
kinesin family Nicolas et al. 2018
12q13.3 AD Transporte mitocondrial
q member 5A P ! ! Brenner et al. 2018
Troca de nucleétidos de guanina C9orf72:
Chromosome 9 ligacdo de RNA, regula éi de autofa i]Z Renton et a, 2011°
9p21.2 open reading frame AD gac ) & . ¢ ) £la, Delesus-Hernandez et
proteostasis, alteracdes globais no RNA, ;
72 . e al,2011
transporte nucleocitoplasmatico
. . ) Proteina 10 contendo dominio espiral
coiled-coil-helix- enrolada em espiral-espiral-hélice: mantém
22g11.23 coiled-coil-helix AD R .p p ’ Bannwarth et al, 2014>7
. L organizacdo mitocondrial e estrutura dos
domain containing 10 . .
sulcos mitocondriais
Sequestosoma 1- Autofagia (formacdo autofagica e
5q35.3 q 62 ’ AD degradacdo de inclusdes citoplasmaticas Fecto et al. 20118
p contendo proteinas ubiquitiniladas)
Tank-bindin
12q14.2 ) g AD, DN Regula a autofagia e neuroinflamacdo Cirulli et al. 2015 **°
kinase 1
Proteostasis
16p13.3 cyclin F AD Williams et al 2016
heterogeneous
g Y Ribostasis .
nuclear Kim et al.
7p15.2 . . AD, FR Empacotamento e transporte do RNAm, 151
ribonucleoprotein biogene do microRNA 2013
A2/B1 &
Elonaator complex Envolvimento no alongamento
8p21 g rotein 3 p indefenido transcricional, ribostasis, integridade Simpson et al, 20081¢!
p citoesqueleto
Neurofilament heav Mantém o calibre neural, transporte Figlewicz et al.,
22q12 filament heavy AD, FR P gewie
polypeptide axonal 1994
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. . Associacdo com dineina proporcionando Puls et al,
2p13 Dynactin subunit 1 AD, FR transporte retrégrado axonal 200313
Regulacdo dos niveis neuromoduladores da
D-serina no cérebro, contribuicdo para a
12qg24.11 D-amino- oxidase acid AD, FR sintese de dopamina, eliminac3o de D- Mitchell et al, 2010
aminodacidos acumulados durante o
envelhecimento
L, . o - Couthouis et al,
TAF15 TATA-binding protein- Iniciacdo da Transcricdo: Componente do 16
17911 . AD, FR . 2011
2011 associated factor 2N gene RNA polimerase Il
g;fi 9g34.11 Nucleoporin GLE1 AD Proteina de processamento do DNA, RNA g;:g?it a,
C21orf2 Cilia and Van Rheenen et al,
(CFAP410) 21g22.3 flagellaassociated AD, FR Organizac3o do citoesqueleto 2016 17
2016 protein 410
TIA1 2p133 T-cell intracellular AD Metabolismo RNA Mackenzie et al.
2017 ' antigen 1 2017 %8

Legenda da tabela: ELA|Esclerose Lateral Amiotréfica; AD|Autossémico dominante; AR|Autossémico recessivo; DN| de novo; FR|Factor de
Risco; XL|Ligado ao X; NR| N&o reportado; NA| ndo aplicavel; BDNF| Factor Neurotréfico Derivado do Cérebro; EGF| Factor de crescimento
epidérmico; RNAm| RNA messangeiro
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Biological processes implicated in amyotrophic lateral sclerosis

Bl Proteostasis Bl Cytoskeletal organisation [ DNA damage

Bl Ribostasis Bl Axonal transport 3  Mitochondria function
[ Autophagy Bl Vesicular trafficking Il Angiogenesis

Figura 7| Interaccbes entre genes associados a Esclerose Lateral Amiotréfica
(ELA).

O circulo externo é um ideograma cariotipico que mostra os 24 cromossomas (22
cromossomas autossomicos, cromossoma X e cromossoma Y); o circulo interno mostra a
localizacdo de cada gene. Ligagcbes entre genes representam interac¢bes no nivel da
proteina ou do gene. Os dados de interaccdo foram obtidos do Biological General
Repository for Interaction Datasets. Linhas pretas indicam padrbes de bandas
citogenéticas. Os processos bioldgicos implicados no gene ou nas interaccbes sao
indicados pela cor. Adaptado de Chio et al. (2018).1%°

A figura 8, representa a frequéncia das mutagdes (volume) e os genes descritos

como associados a ELA, e o respectivo ano em que foi identificado.
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Figura 8|Frequéncia de genes na ELA.

Cada gene é tracado de acordo com o ano em que foi encontrado; o tamanho dos circulos
significa a frequéncia de mutagbes em FALS ou ELA, como reportado na literatura. Onde
as frequéncias dos genes ndo estavam disponiveis, estas receberam um tamanho de
circulo equivalente a 1%, para fins ilustrativos. Adaptado de Alsultan et al. (2016).1%°
Legenda da figura: ELA| esclerose lateral amiotréfica; FALS|ELA familiar.

Superoxido Dismutase 1 (SOD1)

Em 1993, foi identificada uma mutacdo missense, dominante do gene SOD1,7°
sendo o primeiro gene a ser associado a FALS.>7! Até hoje, mais de 150 mutacdes
deste gene foram identificadas em todos os seus 5 exdes.

A mutacdo SOD1 humana parece apresentar uma patologia distinta das outras
formas de ELA, devido a auséncia de TDP-43 e/ou FUS nos aglomerados
intracelulares, tal como observado em outras mutac¢des, incluindo nos casos com a
expansdo do gene C9orf72.5172

Internacionalmente, € responsavel por até cerca de 12% dos casos familiares e por
cerca de 1% dos casos esporadicos.t’® Em geral, os doentes tém apresentacdo
medular e a associa¢do com a deméncia é excepcional.’* No entanto, a analise do
genotipo SOD1 reflecte fendtipos clinicos variaveis, demonstrando que o fenotipo
€ modificado por factores genéticos e ambientais.'*31"1 A mutacdo SOD1*%V (a
mutagcdo SOD1 mais comum no norte da Europa) causa uma forma agressiva de

doenca que normalmente leva a morte dentro de um ano apdés o inicio dos sintomas,
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e a penetrancia da mutagdo genética é de 91%,’4175 enquanto a mutacdo SOD
DA homozigodtica, que é recessiva na populacdo escandinava, esta associada a
uma sobrevida prolongada.>17>176 Estes doentes podem manifestar perturbacéo

cognitiva nos Ultimos estadios da doenca.>1’’
Proteina TAR de Ligacao ao DNA de 43-kDa (TARDBP)

O gene TARDBP, localizado no cromossoma 1p36.22, codifica a proteina TAR de
ligacdo ao DNA de 43kDa (TDP-43).178

TDP-43 € uma proteina de ligacdo DNA/RNA, pertence a familia de
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas, tem um papel na transcricdo génica,
regulacdo do transporte e estabilizacdo do splicing e do processamento e
estabilizacio do RNAm, bem como transporte de RNAmM para o
nucleocitoplasmatico.’®181 Para mais, a TDP-43 é um componente universal das
inclusdes citoplasméticas ubiquitinadas, observada em amostras de tecido, na glia
e neurénios, de pacientes com ELA, e num grupo de doentes com FTD.182163.165
papel patogénico da TDP-43 na neurodegenerescéncia ficou evidente em 2006,
pela identificacdo da sua presenca nas inclusdes ubiquitinadas no cérebro de
pacientes com FTD e ELA.183184

Tém sido identificadas, desde 2008, mutacdes no gene TARDBP em individuos
com a SALS e FALS.18518.162163 Quase todas estas mutacdes, mais de 40, estdo
localizadas no exdo 6, na regido C-terminal rica em glicina envolvida em
interaccdes proteina-proteina.’®* As mutacGes TARDBP sdo causas incomuns de
ELA-FTD (5% dos casos de FALS e <2% dos casos esporadicos),'*185 mas na
regido da Sardenha estas mutacdes sao responsaveis por cerca de 1/3 dos
casos.18’

Em 2011, de modo a harmonizar a classificacdo da patologia FTD-TDP, foi
proposta a categorizacdo neuropatolégica em 4 grupos (A, B, C, D), o que tem sido
consensual. 188189

N&o esta claro como as mutacbes TARDBP causam a degeneracdo dos neurdnios
motores, se devido a perda da funcdo nuclear ou pela aquisicdo de uma funcao

toxica (por agregacao).18?.167
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Gene Fundido em Sarcoma (FUS/TLS)

O gene FUS, localiza-se no cromossoma 16p11.2, codifica a proteina FUS que se
liga ao DNA e RNA e esta envolvida em diversos processos celulares, tais como a
proliferacéo celular, reparacdo do DNA, regulacdo da transcricdo ou o transporte
do RNA entre os compartimentos intracelulares.1°0-193

A mutagdo no gene FUS pode ser transmitida através de heranca autossémica
dominante e autossémica recessiva.l% Actualmente, mais de 50 mutacdes FUS
foram identificadas, em cerca de 4% casos de FALS e ~ 1% dos casos de
SALS.171195 A maioria das mutagdes localizam-se na regido C-terminal e conduz a
uma distribuicdo citoplasmatica aberrante. Quanto mais desorganizada esta
distribuicdo, mais precocemente a doenca se inicia. Pacientes com mutacdo FUS
sao caracterizados por uma grande diversidade de inicio da doenca (26-80 anos).
Os pacientes, em geral, ndo apresentam comprometimento da regiao bulbar, e na
maioria dos casos ha um predominio clinico do envolvimento do LMN.137:138,196
Mutacdes no gene FUS foram identificadas numa familia cabo-verdiana com ELA
autossémica recessiva e em muitas britAnicas com transmissao autossomica
dominante.1’%197 MutacGes FUS foram, ainda, encontradas em pacientes ALS-FTD,
assim como em doentes com ELA juvenil e inclusdes neuronais basofilicas.’11%7
O envolvimento de FUS na neurodegenerescéncia ficou evidente pela identificacao
de inclus@es citoplasméaticas ubiquitinizadas e FUS positivas no tecido da medula
espinhal de doentes afectados e em portadores de mutacdes no gene FUS, 137198
e mesmo em alguns doentes sem mutacdes no gene FUS.1% Em alguns casos de
FTD apresentavam inclusdes tau, TDP-43 negativas.?%-2°1 Num estudo, utilizando
ratos transgénicos que expressam a mutacdo FUS, observou-se que uma sobre-
expressao da mutacdo FUS causa paralisia progressiva, sugerindo assim que a
expressao da FUS mutante promove o desenvolvimento de fenétipos consistentes

com a ELA 202203

Cromossoma 9 Open Reading Frame 72 (C90rf72)

O gene esta localizado no locus 9p21 e contém 12 exdes.?** Desde 2000, uma
ligacdo genética entre o FTD-ELA e o cromossoma 9g21-g22 é conhecida. Em
2011, um grande avanco foi feito com a descoberta da expansao de repeticdes de
hexanucleétidos GGGGCC (G4C2) na regiao do primeiro intrdo ou promotor do
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gene C9orf72. Esta descoberta revolucionou a nossa compreenséo da ELA e da
FTD."8
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Figura 9| Esclerose lateral amiotrofica e deméncia fronto-temporal.

Extremos no espectro fenotipico de uma Unica doenca. Adaptado de van Es et al. (2017).5?

A expansdo patolégica, G4C2 no gene C9orf72 é a mutacdo mais comum nas
formas hereditarias de ELA (40%) e FTD (25%) 5295206 g é responsavel por cerca
de 5-10% dos casos esporadicos de ELA e 5-6% de casos esporadicos de
FTD.7‘189’205

A idade de inicio de COFTD/ELA (termo colectivo utilizado para as doencas
associadas a C9orf72 com caracteristicas clinicas de FTD, ELA ou ambos) varia
entre 0os 27 a 83 anos de idade e um tempo de sobrevida entre 1 a 22 anos, mas
tendendo a condicionar um curso mais rapido. A penetrancia desta variante € idade-
dependente, sendo estimada < 1% antes dos 35 anos, cerca de 50% pelos 60 anos
e de 100% apds os 80 anos.8205207 pacientes com ELA com mutacdo C9orf72
tendem a ter um inicio mais precoce, compromisso cognitivo e reducdo da
sobrevida, quando comparados a outros pacientes com ELA.2%® A frequéncia
relativa dos doentes com inicio bulbar € mais elevada, situa-se entre os 30 e 0s
90%, consoante os estudos.?09-211

Na populacdo portuguesa, 0 nosso grupo observou que a expansao repetida do
hexanucleétido G4C2 no gene C9orf72 era reponsavel por cerca de 5% dos

pacientes com ELA esporadica e 38% dos casos de FALS.? Num outro estudo,
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efectuado pelo nosso grupo foi demonstrado que a expansao no gene C9orf72 é
um factor preditivo independente do declinio respiratério e da sobrevida.?'?

Acredita-se que o C9orf72 esteja envolvido no processamento do RNA, a expansao
patoldgica tem sido associada a producéo celular de dipéptidos tdxicos.?3-215Além
disso, evidéncias recentes implicaram a expansdo C9orf72 na interrupcédo dos
processos de transporte nucleocitoplasmatico 2162 e envolvimento na via
endolissossémica e no trafico de vesiculas.?%®2® Trés mecanismos foram
propostos para a expansdo repetida do gene C9orf72 induzir alteragdes
neurodegenerativas: (1) perda da funcdo de C9orf72 por haploinsuficiéncia, (2)
ganho de funcao toxica devido a geracdo de RNA aberrante contendo a expanséo
repetida de hexanucleétidos, e (3) ganho funcéo téxica através da acumulacéo de
proteinas dipeptidicas.??® As proteinas dipeptidicas sdo propensas a
agregacéo.?13217.221 Novos avancos sobre os mecanismos patogénicos subjacentes
a mutacdo C9orf72 parecem sugerir uma sinergia de perda e ganho de funcédo

toxica durante a doenca.???
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Figura 10| Mutagbes C9orf72: trés patomecanismos propostos.

(A) O gene C9orf72 abriga uma repeticdo do hexanucleétido polimérfico (GGGGCC-
G4C2) em uma regido ndo codificadora do gene. Grandes expansdes deste nucleotido
repetido, causa CO9FTD / ELA. Actualmente, existem trés hipéteses principais para explicar
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como tais expansfes repetidas podem ser patogénicas. (B) A grande expansdo de
repeticdo de GGGGCC poderia causar uma regulacdo negativa na expressao do gene
C9orf72 por interferir com a transcrigdo, levando a uma diminui¢c@o na proteina C9orf72 e
uma perda da funcdo de C9orf72. (C) Transcritos de RNA que contém expansbes de
repeticdo C9orf72 sdo produzidos por transcricdo sense e antissense, resultam na
acumulacdo de foci nucleares ou citoplasmaticos de RNA GGGGCC, bem como o RNA
GGCCCC antisense, que poderia causar o sequestro de proteinas essenciais de ligacao
ao RNA (RB), incluindo factores de splicing, levando a defeitos no processamento de pré-
RNAmM por um mecanismo de toxicidade do RNA. (D) Os RNAs repetitivos sense e
antisense sao substractos para uma forma ndo convencional de traducéo para originar uma
série de proteinas de repeticédo dipeptidica que se acumulam no cortex e medula espinhal
de portadores de muta¢gBes C9orf72, causando doenca pela toxicidade da proteina de
repeticéo dipeptidica. Adaptado de Gitler, et al. (2016). 223

A expansdo repetida C9orf72 também foi proposta como uma causa rara de outras
doencas neurodegenerativas, incluindo doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer, ataxias, sindrome corticobasal, paralisia supranuclear progressiva e na
doenca de Creutzfeldt-Jakob.??4225

Tank Binding Kinase 1 (TBK1)

TBK1 é uma quinase que desempenha um papel importante como proteina em
multiplas vias de sinalizacdo,??® integra sinais a montante de uma variedade de
proteinas envolvidas na deteccdo de organismos patogénicos, inflamacdo e
oncogénese induzida por Ras e, por sua vez, modula alvos a jusante, incluindo
resposta imunitaria/inflamacéo, autofagia, sinalizacdo de insulina e proliferacao/
crescimento.??6

O TBK1 foi identificado pela primeira vez como um gene ligado a ELA, por dois
estudos independentes. Cirulli et al 15227 realizaram sequenciamento do exoma em
2869 pacientes com ELA e 6405 controlos de etnia geneticamente europeia e
analisaram variantes usando varios modelos. Este estudo confirmou varios genes
previamente conhecidos e identificou o TBK1, como um novo gene da ELA.1>°

As alteracfes genéticas no TBK1 (também conhecidas como NAK ou T2K) foram
inicialmente associadas a doengas com componentes neuroinflamatérios
conhecidos, incluindo duas formas de glaucoma: glaucoma priméario de angulo
aberto e glaucoma de tensdo normal. O aumento do nimero de cépias de TBK1,
resultando num ganho de funcédo, € reconhecido como uma causa rara destas

doencas.??” TBK1 é um gene causal associado a 1% de FALS e/ou FTD. Este gene,
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na ELA, é conhecido por se ligar e fosforilar proteinas relacionadas com a ELA,
tais como a OPTN e a p62 (SQSTM1/sequestosoma).??1* Tanto a perda de funcéo
(LoF) como as mutagdes missense estdo associadas a um risco aumentado para o
espectro da ELA/FTD, e mutacfes que causam uma reducéo de 50% dos niveis de

proteina TBK1 s&o consideradas patogénicas.??8-230

Vesicula Associada a Proteina B de Membrana- VAPB

As mutacdes do gene VAPB (principalmente a mutacado P56S) estao relacionadas
com as doencas do neurdnio motor, descrito pela primeira vez em algumas familias
brasileiras nos anos 60.23! Inicialmente classificada como atrofia muscular espinhal
proximal (atrofia muscular espinhal do tipo tardio autossémico dominante no adulto,
tipo Finkel), outros sintomas, como a miotonia e disautonomia, foram reportados.?*?
As doencas do neurdénio motor relacionadas com a VAPB séo caracterizadas por

um curso de evolugdo mais lento que a forma classica de ELA.139
1.3.3. Factores de Risco Ambientais

Existe um grande volume de literatura sobre o papel dos factores de risco
ambientais na ELA. No entanto, com excepcdo do tabagismo, nenhum factor de

risco ganhou ampla aceitacdo como um preditor seguro para a ELA.%
Tabagismo

A evidéncia do tabagismo como risco para a ELA foi avaliada em trés revisdes
sistematicas/meta-andlises.’1?1 Em 2009, Armon, autor de uma das revisdes
sistematicas, classificou o tabagismo como um factor de risco de nivel A (“factor de
risco estabelecido").®® Intrigantemente, o tabagismo pode ser um factor de risco
para as mulheres, apenas na pés-menopausa,?3*234 mas talvez ndo nos homens.?3°
Alguma controvérsia sobre o papel do tabagismo na ELA parece permanecer sem
solucdo, devido a existéncia de estudos com resultados divergentes. Mais
recentemente, o tabagismo activo pos-diagndstico foi identificado como factor

negativo de prognéstico no curso da doenca.?36

indice de Massa Corporal (IMC)

Os pacientes com ELA, tém um IMC mais baixo e menor ingestdo de calorias e
proteinas, do que os individuos controlo.?®” O IMC é um indicador negativo de

prognoéstico. Estudos longitudinais de coorte sugerem que individuos do sexo
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masculino com baixo peso tém um risco significativamente maior de terem ELA, em

comparacdo com homens de peso normal.?38

Estado Nutricional

Uma alta ingestado de carbohidratos foi associada a um aumento do risco de ELA,
enquanto a gordura total, acidos gordos saturados, acidos gordos monoinsaturados
e acidos gordos polinsaturados tendem a reduzir o risco de ELA. Os acidos gordos
polinsaturados podem modular o metabolismo lipidico, o stress oxidativo e o0s
processos inflamatérios.?3%-242 Assim, uma dieta rica em gordura parece ter um
efeito neuroprotector.?43244 Foi sugerido que o aumento da ingestédo de frutas e
vegetais pode proteger contra o stress oxidativo pelo fortalecimento do sistema de
eliminacéo de radicais livres.?*®> A evidéncia é escassa relativamente ao papel de

outros factores dietéticos, incluindo o consumo de café 246247 @ g alcool. 248249

Actividade Fisica

Este é um tema complexo, ainda sem resposta definitiva.?®® Alguns estudos
sugerem que um estilo de vida muito activo e uma actividade fisica vigorosa
aumentam o risco de ELA.?5! O interesse do estudo do papel da actividade fisica
na ELA cresceu na década de 2000, apos ter sido reportado o aumento do risco da
doenca em jogadores italianos de futebol profissional.?>?

Segundo Longstreth e colaboradores, a actividade fisica vigorosa poderia
potencializar o efeito de uma toxina nos neurdénios motores através de varios
mecanismos, especialmente se os efeitos da toxina fossem mediados pela
excitacdo das células nervosas. 2°3

No entanto, uma revisdo sistematica de 37 estudos concluiu pela falta de
elementos que permitam sustentar que a actividade fisica seja um factor de risco
para ELA.?>* Tem sido sugerido que pode haver um factor comum subjacente,
relativamente a aptidao fisica, quanto a susceptibilidade a ELA, o que pode explicar

a heterogeneidade observada nos resultados.?*

Trauma/Lesédo Cranioencefélica

Foi reportado um risco moderadamente elevado de ELA entre os individuos com
trauma cranioencefélico prévio,?>® em particular em relagéo ao traumatismo grave
ha menos de 1 ano.?®® Mas, lesdes mais antigas (11-30 anos antes) podem estar

associadas com ELA de inicio bulbar,?®® o que parece suceder nos futebolistas.?4’

34




Num grande estudo de base populacional,?®” foi sugerido que eventos traumaticos
repetidos ocorrendo pelo menos 5 anos antes do diagnostico estdo associados a
um risco incrementado de ELA. A neuroinflamacéo relacionada com o trauma, com
a consequente activacdo microglial, ruptura da barreira hematoencefalica,
disfuncdo mitocondrial e excesso de radicais oxidativos e nitricos e a acumulagéo
da proteina tau tém sido indicados como mecanismos indutores da ELA, apos

traumatismos cranianos.2°8

Metais

A exposicado a metais pesados é outro factor de risco que tem sido frequentemente
sugerida e estudada numerosas vezes. Muitos estudos investigaram associacdes
entre aluminio, caAdmio, cromo, manganés e outros metais, com a ELA.?%°

Tem havido um interesse particular no chumbo, mercurio e selénio, em parte devido
a reconhecida toxicidade neuromotora desses metais, e também pela descri¢cdo de
casos que mimetizam a ELA apds exposicdes agudas.?®® As propriedades
neurotéxicas do manganés sdo bem conhecidas.?®® O manganés atravessa a
barreira hemato-encefalica e acumula-se no SNC.?61.262 Soldadores expostos ao
manganés sofreram de defeito da motricidade fina.?®®> Um estudo descreveu
concentracfes de manganés maiores no LCR do que no plasma na ELA, sugerindo
um transporte de manganés para o SNC.?%® O chumbo tem sido historicamente
apontado como tendo um papel na etiologia da ELA.?54273 O ferro serve como co-
factor para enzimas reguladoras da cadeia transportadora de electrdes, na
mitocdndria. O contetdo de ferro cerebral aumenta com a idade e a acumulacao
de ferro tem sido observada em outros distlrbios neurodegenerativos.?’* E nos
pacientes com ELA, o aumento da concentracdo de ferro tem sido reportado na
medula espinhal e no cértex motor.?%> O potencial papel do selénio tem sido
investigado em aglomerados endémicos de ELA, em regides ricas em selénio da
Dakota do Sul 2’® e na Italia. 2’® Estudos recentes sobre a concentracéo de selénio
no LCR em pacientes de ELA, na Italia, mostraram concentragfes elevadas de
selenito, possivelmente relacionadas com exposicdo ao selénio na agua potavel.?””
Até que ponto esses resultados podem ser generalizados para outras populagdes

ainda precisa de ser elucidado.
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Outros metais com potencial relevancia para a ELA sdo: cobre, aluminio, arsénio,
cadmio, cobalto, zinco, vanadio e uranio, sendo que quase todos foram descritos

como tendo concentragées significativamente elevadas no LCR.?78

Factores de Risco Ocupacionais e Ambientais

Trabalhadores com varias profisses, com exposi¢cdes aparentemente dispares,
foram reportados, como tendo risco aumentado de ELA. As profissdes incluem,
atletas profissionais, carpinteiros, trabalhadores da construcdo, electricistas,
trabalhadores rurais, cabeleireiros, pintores de casas, técnicos de laboratério,
operarios de couro, montadores de maquinas, trabalhadores de servicos médicos,
militares, enfermeiras, trabalhadores de fabricas de producdo de energia,
metallrgicos de precisdo, programadores, trabalhadores da borracha, pastores,
trabalhadores de tabaco, veterinarios e soldadores. 279280 Essas profissdes
envolvem potencialmente exposi¢des de trabalho a produtos quimicos, pesticidas,
metais e campos electromagnéticos (EMF). 278281 No entanto, os denominadores
comuns entre essas diferentes ocupacdes ndo sao facilmente identificaveis.

Os militares estéo expostos a uma bateria de factores potencialmente prejudiciais,
incluindo esforco fisico e psicoldgico, trauma, agentes transmissiveis (por exemplo,
virus), vacinas, substancias toxicas (por exemplo, metais pesados e quimicos) e
outros toxicos ambientais. Embora a literatura actual sugira uma associacao
positiva entre o servico militar e a ELA, n&o existe consenso quanto a uma relagéo
definitiva.?®2 Um artigo de revisdo recente concluiu que, embora haja evidéncias
que sugerem um papel do servico militar no risco de ELA, é muito prematuro

concluir sobre uma relagdo causal.193283

Choque Eléctrico e Campo Electromagnético

A possibilidade de um intenso choque eléctrico causar ELA é atraente, devido aos
efeitos Obvios da electricidade no sistema neuromuscular. No entanto, uma reviséo
de 31 artigos aponta para uma fraca evidéncia de uma relacdo causal.®* Nestes
estudos, o choque eléctrico intenso foi associado a um risco aumentado de
sindrome motora medular ndo-progressiva, mas ndo a ELA.%4284

A associacao reportada da ELA com campos magnéticos é ainda menos suportada

que a eventual relacdo com campos eléctricos.?80:281,285,286
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Pesticidas e Produtos Quimicos

Os pesticidas, amplamente utilizados em todo o mundo, podem ser identificados
em varias concentracdes no ar, nos alimentos e na agua. Uma associacao entre a
utilizacao de pesticidas e a ELA foi explicitamente avaliada e sugerida em estudos
anteriores,266:267.287.288 Hoyve um interesse consideravel no papel dos pesticidas
como factores de risco para a ELA e uma série de revisdes sistematicas e meta-
andlises foram realizadas. Numa revisdo de 2007, onde foram avaliados os
resultados de 38 estudos,®*?%° com a inclusdo de solventes organicos, produtos
quimicos agricolas e pesticidas, ndo suportou esta associacdo. A questdo foi
abordada novamente em duas meta-analises sobre os pesticidas e publicadas em
2012. O estudo de Kamel et al, incluindo novos dados de coorte e uma meta-analise
de 8 estudos anteriores, 28° concluiu que a exposi¢éo aos pesticidas como um grupo
estava associada a risco de ELA, mas ndo encontrou associagdes significativas
para as categorias de pesticidas. 2®° Malek et al. realizou a meta-andlise de 6
estudos e constatou que a exposicao a pesticidas foi um risco significativo para os
homens, mas néo para as mulheres.?®® Uma reviséo sistematica de 2014 de Kang
e colaboradores, teve um objectivo diferente: avaliar o risco de ELA relativamente
a residéncia rural, agricultores e exposicdes a pesticidas.?®! Este estudo suporta
uma associacao entre a exposicao a pesticidas e a ELA, as estimativas de risco
para analise de subgrupo entre exposicdo a pesticidas e ELA indicaram uma
associacdo positiva significativa para os homens (OR 1,96).2° Por outro lado,
numa meta-analise efectuada por Belbasis et al, em 2016, os resultados foram

inconclusivos para pesticidas como um factor de risco para ELA.?%?

Outras Condi¢cdes Médicas

A crenca geral de que a ELA é uma doenca multifactorial complexa sugeriu a
importancia de estudar a relacdo entre a ELA e outras condices médicas, que
podem compatrtilhar factores de risco ambientais ou uma predisposicédo genética a
ELA. Para além do possivel papel do traumatismo cranioencefalico,?®3-2% foram
apontadas como factores associados a ELA doencas metabdlicas,?%6-2%° cancro 300

304 e neuroinflamagéo.305-307
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Cianotoxinas

Tem sido colocada a hipétese que a exposi¢cdo ambiental crénica ao aminoacido
neurotdxico nao-proteico B-N-metilamino-l-alanina (BMAA) pode ser um factor de
risco ambiental para ELA.3%8

Essa hipotese foi inicialmente baseada em relatos de elevada prevaléncia de ELA,
doenca de Parkinson e deméncia (o complexo ELA-PDC) no Guam e associagéo
ao consumo de BMAA presente nas sementes da Cycad Cycas micronesica.309:310
O BMAA pode ser produzido por cianobactérias, encontradas em quase todos 0s
habitats terrestres e aquaticos.®'! Apesar de grande esforgo, estdo ausentes, no

entanto, evidéncias definitivas que suportem esta hip6tese.%

1.4. MECANISMOS PATOGENICOS NA ELA

Tém sido efectuados progressos na identificacédo das causas genéticas da ELA,>312
e modelos animais, em ratos, ratinhos, peixes-zebra, moscas, vermes e leveduras,
foram desenvolvidos para estudar como as mutagbes causam degeneracao do
neurénio motor, de forma a modular os processos bioldgicos envolvidos. Todos
esses modelos tém limitacbes e nenhum recapitula totalmente a doenca humana,
em parte porque a maioria dos modelos sdo suportados na super-expressdo de
genes e porque o neuroeixo humano difere substancialmente do neuroeixo de
animais inferiores. No entanto, os resultados de modelos animais podem contribuir
para a nossa compreensdo da biologia celular subjacente e pode abrir novos
caminhos para o desenvolvimento de medicamentos inovadores.

Na realidade, a lesdo celular na ELA é provavelmente o resultado de muitos
mecanismos diferentes. A importancia relativa com que cada um desses factores
contribui para a biopatologia da doen¢ca humana nao pode ser totalmente apurado,
e seria errado assumir que todos esses factores estdo envolvidos em todos os
casos de ELA, pois a doenca é heterogénea. Nao obstante, cada um dos
mecanismos deve ser considerado em detalhe, pois representam 0 nosso
conhecimento actual da fisiopatologia da ELA e podem permitir futuros novos
tratamentos.

Muitos processos celulares e moleculares tém sido implicados; incluindo a
disfuncdo mitocondrial, o distarbio do transporte axonal, a agregacao de proteinas

toxicas, a ineficiéncia da degradacdo protéica (envolvendo o proteassoma ou a
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autofagia, ou ambos), disseminacdo pridnica, excitotoxicidade, diminuicdo do
suporte neurotrofico por parte de células ndo-neuronais, stress oxidativo,
hipermetabolismo, inflamacéo, defeitos do metabolismo do RNA e toxicidade do
RNA. As evidéncias para tais mecanismos foram descritas extensivamente em
muitos artigos.3313:314

Para além destas vias moleculares disfuncionais dos neurénios motores, as células
vizinhas nao-neuronais, incluindo astrocitos, microglia e oligodendrdcitos,
desempenham um papel importante no processo da doenca, influenciando
negativamente a progressdo da ELA.11171,313-318

Defeitos em algumas dessas vias podem ser fendbmenos secundarios e a genética
seria a abordagem inicial l6gica para identificar o processo fisiopatolégico primario
subjacente.®?

A separacédo entre esses diferentes mecanismos patogénicos é artificial e € mais
provavel que uma combinacdo de diferentes mecanismos de interaccdo aconteca
(Figura 11),'' contribuindo para uma via final de retraccdo axonal e perda do

neurdnio motor.
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Figura 11| Fisiopatologia da ELA.

Mutagbes em varios genes que foram implicados na fisiopatologia da esclerose lateral
amiotroéfica (ELA) podem causar lesdo celular através de mais de um mecanismo, embora
estejam frequentemente interligados. O SOD1 é o gene estudado mais intensamente como
implicado na ELA, enquanto os efeitos de algumas mutac¢des, como os da ALS3 e ALS7,
ainda sdo desconhecidos. O metabolismo anormal do RNA e a homeostase proteica
deficiente séo factores predominantes que ligam genes causadores de ELA com a leséo
neuronal. A disfuncéo mitocondrial pode surgir de uma muta¢cdo na CHCHD10, assim como
de perturbacdo da cadeia respiratéria secundaria a formacdo de agregados proteicos
originados por outras mutac¢des. Outros mecanismos podem alterar directamente a funcéo
neuronal (como a exportacdo nuclear, a reparacdo do DNA e o transporte de vesiculas) e
das células de glia. Além disso, a hiperexcitabilidade neuronal e axonal tém sido implicadas
na ELA. A interaccdo destes mecanismos € indicada por setas. Legenda da figura: ER|
reticulo endoplasmatico. Adaptado de Hardiman et al. (2017).1*

Excitotoxicidade Induzida pelo Glutamato

Excitotoxicidade é a toxicidade induzida pela estimulacéo excessiva pelo glutamato,
que leva a entrada abundante de célcio (Ca?*) nos neurénios.!! Na ELA, a
expressdo do transportador de aminoacidos excitatérios 2 (EAATZ2),76:319
responsavel pela recaptagdo sinaptica do glutamato, esta reduzida nos

astrécitos.®® O glutamato, principal neurotransmissor excitatério do SNC, é
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sintetizado no terminal pré-sinaptico e difunde-se pela fenda sinaptica, activando
receptores pos-sinapticos ionotrépicos (receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato) e
AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico) e metabotropicos
(MGIuRs), a contribuicdo relativa destes para a patogénese da ELA permanece
incerta.?° Consequentemente, isso resulta em quantidades excessivas de
glutamato na fenda sindptica que induz o fluxo de Ca?*, com activacdo de vias
enzimaticas dependentes deste id0.%2° Os neurénios motores sdo muito sensiveis
a esse influxo macico de Ca?*, uma vez que tém baixa capacidade tamponante de
Ca?* e expressam mais receptores de AMPA, que possuem menos subunidades
GIluR2 do que em outros tipos de neurénios.3'* No entanto, também se observa um
toxicidade glial pela accédo do glutamato.3?° Esta hipétese excitotdxica originou um
conjunto de trabalhos destinados a  desenvolver medicamentos

neuroprotectores.3??

Stress Oxidativo

O interesse inicial no papel do stress oxidativo na ELA foi estimulado pela
descoberta de que as mutacfes no gene superdxido dismutase (SOD1) estédo
associadas a casos de ELA familiar.3?> Quando as mutacGes SOD1 foram descritas
pela primeira vez, uma perda de funcdo da superoxido dismutase (SOD) foi
fortemente suspeita, sugerindo um papel proeminente do stress oxidativo na
fisiopatologia da doenca. Actualmente, sabe-se que o principal elemento néo é a
perda da fungcédo da enzima SOD, mas sim um aumento da toxicidade.

Vérios factores ambientais podem contribuir para a geracdo de radicais livres
nocivos, tanto espécies reactivas de oxigénio (ROS) quanto espécies reactivas de
nitrogénio (RNS). O aumento da producao de ROS, originadas pelo metabolismo
do oxigénio, pode causar lesdo de lipidos, proteinas e do DNA, com morte
celular.®?® Como consequéncia, tem sido sugerido que as proteinas que neutralizam
ou reduzem os niveis de ROS poderiam ser usadas no tratamento da ELA.59324 £
claro que o stress oxidativo interage e potencialmente exacerba outros processos
fisiopatoldégicos que contribuem para a lesdo do neurénio motor, incluindo
excitotoxicidade, dano mitocondrial, agregacdo de proteinas, stress do reticulo
endoplasmatico e alteracdes na sinalizacdo de astrocitos e microglia. Varios
marcadores resultantes de leséo celular pelos radicais livres foram identificados no

LCR, urina e no sangue de doentes com ELA.3?532%6 O gene da resisténcia a
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oxidacdo 1 (OXR1) mostrou-se critico para a resisténcia ao stress oxidativo no
modelo animal, a deleccdo desse gene causa morte neuronal em ratinhos e a sua
sobre-expressdo € protectora em animais de ELA.3?” Tem sido demonstrado
recentemente que a integridade do dominio TLDc (o Unico dominio C-terminal das

proteinas OXR) é essencial para conferir neuroproteccéo.5%324

Disfung&o Mitocondrial

As mitocondrias desempenham um papel fundamental na producéo de energia e
no tamponamento de Ca?" Na ELA, foram reportadas disfuncdo e alteraces
morfoldégicas das mitocdndrias.!? Agregados proteicos no espaco inter-membranar
mitocondrial interrompe a importacdo de proteinas e causa dano oxidativo nas
proteinas mitocondriais, perturbando o funcionamento da cadeia respiratoria.
Consequentemente, originam-se ROS que podem desencadear mecanismos de
morte celular apoptética e compromisso do funcionamento neuronal.3?2 Além disso,
a deficiéncia das mitocéndrias pode induzir degeneracao axonal, com envolvimento
da placa neuromuscular.3??:330 O modelo animal suporta a funcéo das mitocondrias
na integridade da funcéo celular dos neurénios.®3%:33! Na verdade, a SOD1 mutante
pode ser observada no espaco inter-membranar no modelo animal, com reducéo
da importagdo de proteinas e disfuncdo da cadeia respiratéria.®32333 Muitas das
funcdes celulares séo reguladas pela sinalizac&o entre o reticulo endoplasmatico e
a mitocondria, pela associacéo entre a proteinas do ER VAPB (vesicula associada
a membrana da proteina associada a proteina B -VAPB) e o regulador externo da
proteina de membrana mitocondrial externa, proteina tirosina fosfatase 51
(PTPIP51).33 Essas associacdo sdo perturbadas pelas mutacées TARDBP e
FUS.3353%6 As mutacdes da CHCHD10, que estdo também estdo associadas a ELA
familiar, podem promover a perda das juncdes das cristas mitocondriais, com noxa
do genoma mitocondrial, causando apoptose.1*33” Em modelos de ELA associada
a C9orf72, o dipéptido proteico poly (GR) da expansdo repetida G4C2 parece

comprometer a funcdo mitocondrial, causar stress oxidativo e danos no DNA 11338

Danos e Reparacao do DNA

Foi sugerida que a reparacdo do DNA estd comprometida e tem um papel relevante
na fisiopatologia da ELA.! As mutacdes no gene FUS estédo associadas a reducéo
na eficiéncia da reparagdo do DNA. Tal facto, pode resultar numa deslocalizagao
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adicional do FUS citoplasmético e, consequentemente, na agregacdo e
neurodegeneracao.®*° Foi igualmente reportado que os loops R, que séo originados
pela expansao repetida em C9orf72, sdo capazes de desencadear danos no DNA
e instabilidade do genoma.!! Na tentativa de reparar o dano, as células activam a
resposta ao dano do DNA, mas quando esse dano ndo pode ser reparado, é
induzida a apoptose.34? Mutacdes nos genes NEK1 e C21orf2, associados a ELA,
codificam proteinas envolvidas na reparacdo do DNA,®*16’embora as vias

biolégicas associadas a sua ac¢éo sejam pouco conhecidas.*!
Metabolismo/Homeostase do RNA Aberrante

A identificacdo de mutacdes causadoras de ELA nas proteinas de ligacdo ao RNA,
TDP-43 e FUS,137:141185198341-343 |ayantou a hipétese de que perturbacdes na
homeostase do RNA possam estar envolvidas na patogénese da ELA.3* O TDP-
43 e 0 FUS, sao proteinas que regulam o metabolismo do RNA em todas as fases
do ciclo de vida do RNA e podem ligar-se a milhares de diferentes RNAs. Tal facto,
significa que a deslocalizacdo incorrecta dessas proteinas do compartimento

nuclear para o citoplasmatico resultara no compromisso da sua fungdo.®?

Foi igualmente descrita, que a expanséao repetida do hexanucledtido G4C2 na
regido nao codificante do gene C9orf72, pode perturbar a homeostase do RNA e

resultar em toxicidade, ! dado que :

a) forma estruturas G-quadruplex que interagem com factores de processamento
de RNA;

b) induz a producédo de espécies de RNA anormais que sao retidas no nucleo,
definidas como focos nucleares de RNA, que induzem o sequestro de
proteinas de ligacdo ao RNA;

c) levam a formacéo de estruturas hibridas de RNA-DNA, chamadas de loops-
R, que aumentam a susceptibilidade a danos no DNA e levam a instabilidade
do genoma.

As mutagBes associadas a ELA, como as mutagbes em ANG (codifica a
angiogenina, que tem um papel no processamento de RNA) e SETX (codifica a
senataxina, que regula a transcricdo de ribossomas RNA)11:344-346 também podem

levar a distarbios no metabolismo do RNA. Adicionalmente, outras mutacdes, como
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mutacGes em ELP3 (proteina 3 complexa do codificador de alongamento),!6!
TAF15 (codifica o factor 2N associado a proteina de ligacdo TATA)3#” e EWSR1
(codificando a proteina de ligagdo EWS ao RNA)! também foram associados com
a ELA. Esses genes codificam proteinas que estdo envolvidas na regulacdo do
metabolismo do RNA; o ELP3 contribui para a regulagdo do alongamento da
transcricdo, e o TAF15 e o EWS, que sao funcionalmente e estruturalmente
relacionados ao FUS, tém um papel no controlo da transcricdo e splicing

alternativo.*!
Stress do Reticulo Endoplasmaético

O reticulo endoplasmatico (ER) € um compartimento celular responsavel pela
sintese proteica, processamento pos-traducdo, estruturacdo de proteinas, e
libertacdo de proteinas biologicamente activas no seu local alvo adequado.314:348
Esses processos sdo dependentes do Ca?* Além disso, o ER também esta
envolvido na homeostase do Ca?* intracelular e no equilibrio redox. Um
desequilibrio na homeostase de Ca?* no ER e a acumulacdo de SOD1 mutante,
ou o dano induzido por ROS, podem perturbar o estado fisioldgico do ER e resultar
em stress no ER.348349 Para retornar a um estado fisioldgico normal, é activada a
resposta a proteinas destruturadas (UPR, do inglés: Unfolded Protein Response).
No entanto, na ELA esta UPR nao consegue restaurar o estado normal e,
consequentemente, as cascatas de sinalizacdo da morte celular sdo activadas com

a inducéo de apoptose.314:348
Perturbac&o na Dinamica do Citoesqueleto e Transporte Axonal

Os neurdnios motores séo as células mais assimétricas na natureza, pois possuem
axonios muito longos (com alguns axénios com mais de um metro de comprimento),
tendo um requisito crucial para que o transporte axonal forneca os componentes
sintetizados nos corpos celulares aos axoénios e as sinapses, incluindo RNAm,
proteinas, lipidos, organelos e vesiculas.3%°

Na ELA, a desorganizagcdo do citoesqueleto axonal e o transporte axonal mais
lento, tanto anterégrado quanto retrogrado, sdo uma caracteristica comum e foram
reportados antes do inicio dos sintomas.16:163:351 De facto, a reducéo no transporte
retrogrado pela mutacdo na dinactina, um activador da dineina citoplasmatica

retrégrada motora,343%2 provoca doenca do neurénio motor nos humanos. Até o
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momento, a causa subjacente dos defeitos de transporte axonal na ELA ainda néao
é totalmente compreendida, uma vez que as muta¢des na maquinaria de transporte
axonal, como muta¢cBes na proteina dinactina, foram reportadas apenas num

numero reduzido de casos.3>°
Homeostase Proteica Deficiente, Degradacéo e Controlo de Qualidade

MutacBes em alguns genes levam a traducdo deficiente de proteinas, com
localizacédo celular anormal, que podem prejudicar directa ou indirectamente a
maquinaria proteica ou autofagica da célula, levando a um compromisso do
turnover das proteinas. De facto, os genes associados a ELA familiar codificam
proteinas que podem promover a disfuncdo do sistema ubiquitina-proteassoma.*!
A presenca de agregados de proteinas contendo produtos de genes ELA, como 0s
dipéptidos SOD1, TDP-43, FUS, UBQLN2 ou C9orf72, nos neurdnios motores
afectados € geralmente conhecida como uma marca tipica da ELA.69316353 E
provavel que esses agregados perturbem a homeostase proteica e induzam o
stress celular, interferindo em varias fungbes celulares, como a libertacdo de
proteinas, transporte axonal, arquitectura do citoesqueleto e funcionamento
mitocondrial.®'® Agregados de proteinas podem, também, sequestrar RNA e outras
proteinas essenciais para a funcéo celular normal.®” Em tltima andlise, isto conduz

a retraccdo axonal, desinervacéo e morte celular.3%
Neuroinflamacao

A neuroinflamacéo, caracterizada pela activacdo microglial e astrocitaria, infiltracéo
de linfécitos T e superproducdo de citocinas inflamatorias, foi demonstrada em
associacdo com a perda neuronal em tecidos animais e humanos, mesmo durante
a fase pré-sintomatica da ELA.3% O envolvimento das células imunitarias, exercem
efeitos deletérios ou protectores sobre o0s neurdnios motores, dependendo do
estadio da progressdo da doenca; no entanto, 0 mecanismo esta longe de ser
completamente elucidado.
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Figura 12| Neurodegeneracao autbnoma celular e ndo-celular na ELA.

Com a acumulagéo de les6es dependentes do metabolismo no interior dos neurénios
motores inicia-se a doenc¢a do neurénio motor. Factores nao identificados, derivados dos
neuronios motores danificados, causam activacdo microglial. Os astrocitos e os linfécitos
T infiltrados também regulam o estado de activagdo da microglia. A microglia e astrocitos
anormalmente activados produzem elevados niveis de moléculas pré-inflamatérias,
juntamente com perdas de propriedades neuroprotectoras dessas células gliais, causando
mais danos aos neurdnios motores, portanto, levando a rapida progressao da doenca.
Entre os varios factores secretados pelos astricitos doentes, identificaram-se o0 TGF-f1
como um dos factores de exacerbacdo que leva a progressdo da doenca através da
interferéncia da reacgdo neuroprotectora mediada pela microglia e pelos linfocitos T.

Adaptado de Komine et al. (2015).3%°

A neuroinflamagcdo pode ser observada em estudos de imagem

em pacientes com ELA, em amostras post-mortem humanas e em modelos
animais.®*® A microglia compde a primeira linha de defesa imunol6gica no sistema
nervoso central. As células microgliais monitorizam o meio e respondem a “sinais
de perigo”. Tém sido reportado que 0s neuronios motores e astrécitos lesados
libertam proteinas (tais como mSOD1) que activam a microglia através de vias
dependentes de CD14, TLR 2 e TLR4. Uma vez activada, a microglia apresenta

fendtipos distintos, com funcdo neurotdxica ou neuroprotectora, dependendo do
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estado de activacdo e do estadio da doenca. Durante o estadio inicial lento
progressivo da ELA, a microglia apresenta um fenotipo M2 (pode ser
neuroprotector) com expressao regulada positivamente de marcadores M2, como
CD206 e Ym1, promove a reparacao e a regeneracao tecidual e interage com sinais
protectores, como CD200 e fractalquina.®>-3%° Conforme a doenca progride, os
neurdnios envolvidos libertam “sinais de perigo” (por exemplo, mSOD1) que
induzem a microglia a adquirir um fenotipo M1 (téxico - o fendtipo classicamente
activado) com uma secrecdo aumentada de NOX2, ROS e citocinas proé-
inflamatdrias (por exemplo, TNF-q, IL-1 e IL-1 6).359-361 Estudos de co-cultura in vitro
demonstram ainda que a microglia na fase M2 aumenta a sobrevivéncia dos
neurénios motores, enquanto a microglia M1 tem accéo toxica para as mesmas
células.®%93%0 Por outro lado, os astrécitos adquirem propriedades toxicas e
contribuem para a morte dos neurénios,®’® enquanto os linfécitos T infiltrados
controlam a resposta microglial limitando seus efeitos lesivos.3””

Os astrocitos desempenham um papel importante na ELA, esta por esclarecer
como as proteinas mutadas que estdo associadas a ELA, contribuem para a
disfuncdo dos astrocitos e como estes exercem toxicidade auténoma nos
neuronios. Em condigBes normais, 0s astrocitos eliminam o excesso de glutamato
das fendas sinapticas através dos transportadores de glutamato.3>° Nos doentes
com ELA, bem como no rato transgénico mSOD1, a perda do transportador de
glutamato, EAAT2/GLT-1, levou a uma captacdo menos eficiente de glutamato e,
portanto, exacerbando a degeneracao celular.362-365 Os astrocitos mSOD1, mas nédo
os astricitos wild-type, foram reportados como tOxicos para 0S neurOnios
motores,3® tal facto, pode ser prevenido por antioxidantes e inibidores da sintese
do o6xido nitrico.3%6:367 Ferraiuolo et al. revelaram uma disfuncdo metabdlica nos
astrocitos da ELA, particularmente no transportador de efluxo de lactato, com
consequente diminuicdo dos niveis de lactato na medula espinhal.®%8 Além disso,
astrécitos de tecidos postmortem de pacientes de ELA e ratos SOD1%%4 foram
reportados exercer efeitos téxicos sobre o0s neurénios motores, secretando
mediadores inflamatoérios, como prostaglandina E2, leucotrieno B4, 6xido nitrico e
NOX2.,367:369.370 A deleccdo da mutacdo SOD1 num modelo animal, aumentou a
sobrevida e atrasou a progresséo da doenca.3’! A andlise de amostras da medula

espinhal e do LCR de pacientes de ELA revelou aumento da activagcao da microglia
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e de linfécitos,359:372373 confirmando que a neuroinflamacéo pode desempenhar um

papel na degeneracéo do neurdnio motor.
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BIOMARCADORES
MOLECULARES NA ESCLEROSE

LATERAL AMIOTROFICA

“Rapid advances in the understanding of the molecular biology of ALS are making
the prospect of disease-modifying therapy increasingly likely, so that the need for

objective markers of disease activity has never been greater.”

Turner, M. R (2018)
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2.1. BIOMARCADORES NA ESCLEROSE LATERAL
AMIOTROFICA

REVISAO DA LITERATURA

O diagndstico da ELA normalmente requer um periodo significativo, que varia em
média entre 12-18 meses.’® Varios biomarcadores clinicos e moleculares tém sido
propostos para acelerar o processo diagnostico, ou mesmo para melhor definir o
prognoéstico. No entanto, os biomarcadores requerem validagdo e padronizacao,
entre os diferentes centros clinicos.37437°

O termo “biomarcador” foi definido como uma “caracteristica que € objectivamente
medida e avaliada como um indicador de processos biolégicos normais, processos
patologicos ou de respostas biolégicas a uma intervengéo terapéutica”.3?>376 A
“Food and Drug Administration” (FDA) nos EUA, reconhece quatro categorias de
biomarcadores: de diagndstico, de prognastico, preditivos e
farmacodinamicos.376377

Um biomarcador diagnéstico é uma caracteristica da doenca relacionada com a
presenca de um estado fisiopatoldgico. Os biomarcadores de diagndstico podem
permitir o diagnostico precoce da ELA, incluindo portadores pré-sintomaticos de
mutacBes patogénicas, quando potenciais terapias seriam provavelmente mais
eficazes.3’” Além disso, estes biomarcadores devem diferenciar a ELA ndo apenas
de individuos saudaveis, como de pessoas com doeng¢as que possam mimetizar a
ELA, incluindo outras doengas neurodegenerativas.

Os biomarcadores de prognostico sdo caracteristicas que informam sobre a
progressdo da doenca. A estratificacdo de pacientes com ELA em grupos
homogéneos quanto ao progndstico teria implicacdes directas em estudos clinicos,
melhorando o poder estatistico, reduzindo a sua duracdo e custos e revelar um
efeito terapéutico em subgrupos especificos de pacientes.

Um biomarcador preditivo € uma caracteristica que categoriza 0s pacientes de
acordo com a probabilidade de resposta a terapia.

Finalmente, os biomarcadores farmacodinamicos sdo medidas que se alteram em

resposta a uma intervencéao terapéutica.’’’
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As caracteristicas do (s) biomarcador (es) ideal (is) na ELA, estdo descritas de
forma resumidas na tabela 3:

Tabela 3| As caracteristicas ideais para biomarcadores na esclerose lateral amiotréfica
(ELA).
v' Sensibilidade e especificidade para o diagnostico de esclerose lateral amiotréfica,
idealmente antes do aparecimento de fraqueza muscular substancial, ou mesmo
no estagio pré-sintomatico para formas familiares;

v' Capacidade de discriminar os varios fenoétipos clinicos (por exemplo, a atrofia
muscular progressiva e a esclerose lateral primaria);

v' Capacidade de prever o padréo de disseminacédo (por exemplo, progressao para
insuficiéncia respiratéria ou comprometimento cognitivo), de forma a antecipar
intervengdes (por exemplo, a ventilacdo ndo-invasiva);

v' Capacidade de monitorizar, de forma bem tolerada e simples, a progressao da
doenca, com sensibilidade suficiente para permitir um julgamento confiavel.32>378

Até hoje, vérios esfor¢os foram feitos para identificar biomarcadores relevantes
nesta doenca, estudando varios biofluidos, como o LCR, plasma, soro, saliva e
urina. No entanto, a maioria dos estudos tém sido realizados no LCR, soro e
plasma.3’8379 Para validar um biomarcador, é preciso reconhecer as limitagdes da
técnica analitica pela qual est4 a ser medido, a analise deve usar um procedimento
operacional padronizado (SOP) e deve haver reprodutibilidade teste-reteste,

idealmente incluindo diferentes centros.380

2.1.1.Biomarcadores Clinicos, Respiratorios e

Neurofisiologicos na ELA

Actualmente, o diagndstico de ELA baseia-se na avaliagéo clinica e nos achados
electrofisiolégicos. A expresséao fenotipica da ELA é heterogénea, incluindo formas
topograficamente restritas, formas de envolvimento lento ou rapido, formas
associadas a FTD e formas esporadicas e familiares. Do ponto de vista
fisiopatolégico, esse facto levanta a questdo de saber se a ELA é uma entidade
Unica como doenga ou uma sindrome de entidades clinicas diferentes decorrentes
de mecanismos biologicos distintos. Uma maneira de responder a essa questao é
determinar se as diferentes formas da doencga apresentam marcadores comuns ou
distintos. Um exemplo é a demonstracdo de que inclusdes de neurdnios motores
TARDBP-positivos, que sao caracteristicos de formas esporadicas de ELA, ndo sao

encontradas em formas genéticas ligadas ao gene da SOD1, sugerindo que
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algumas formas familiares e esporadicas podem ndo compartilhar a mesma via
patogenética.3?®

As escalas funcionais constituem importante instrumento de quantificacdo da
progressao da doenca. A Escala ALSFRS-R é uma ferramenta clinica simples,
sensivel e universalmente aplicada para avaliar o estado funcional dos pacientes
com ELA. A respectiva taxa de progressdo prevé o tempo de sobrevida.?3381 Por
estas razdes, é amplamente utilizada como uma medida de outcome nos ensaios
clinicos. Trata-se de um questionario que avalia certas capacidades (tais como a
articulagéo verbal, sialorreia, degluticdo, escrita, autonomia na alimentagéo e no
vestir/higiene, marcha, subir escadas e sintomas respiratorios (dispneia, ortopneia,
suporte ventilatorio).

Um valor funcional baixo ou um rapido declinio, sdo consistentes indicadores de
prognastico.

Recentemente foram descritos dois sistemas de estadiamento na ELA. O
estadiamento do King's College 32 e o0 MITOS (Milano-Torino).11382:38 O primeiro
depende do numero de regifes afectadas e o segundo deriva da escala funcional

ALSFRS-R. A figura 13 resume as principais caracteristicas de ambos.

Uma vez que a IR é a principal causa de morte nestes doentes a avaliacdo
respiratoria € importante, e deve ser efectuada a cada 3-6 meses, tal como
recomendado.’? As medidas quantitativas mais utilizadas sdo a FVC e a
capacidade vital lenta (SVC-“Slow Vital Capacity”), tanto em ensaios clinicos quanto
na pratica clinica, sendo este valor essencial para determinar a progressdo da
doenca e as medidas de tratamento a implementar.3’® Relativamente a ambos, um
valor inicial anormal ou a sua reducdo rapida tém forte indicacdo progndstica
negativa. As pressbes méaximas sdo medidas mais sensiveis e, geralmente,
incorporadas na avaliacao regular destes doentes. Estas estimativas tém limitacdes
nos doentes com parésia facial, como naqueles com inicio bulbar, pelo que outros
meétodos sao utilizados, como a pressao inspiratoria maxima nasal durante um sniff
(SNIP), a ecografia do diafragma, ou a resposta motora do diafragma a estimulacao

do nervo frénico (amplamente utilizada no nosso centro).376
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Figura 13| Sistemas de Estadiamento da ELA.
Adaptado de Hardiman et al 2017.%1:383

Diversas técnicas neurofisiol6gicas tém sido estudadas na ELA como medidas de
progressao, como a amplitude das respostas motoras, o indice neurofisiolégico e
0s multiplos métodos para estimar o numero de unidades motoras nos musculos.
A discussdo das vérias técnicas e resultados fogem ao ambito desta tese. No

entanto sdo biomarcadores Uteis, se utilizados por neurofisiologistas experientes.
2.1.2. Biomarcadores de Tecido e Fluidos

Os biofluidos sdo as amostras bioldgicas mais importantes para o diagndstico
clinico. O liguido cefalorraquidiano (LCR) representa uma fonte importante de
biomarcadores para doencas neurodegenerativas, uma vez que estd em contacto
com o tecido e células neuronais; portanto, contém proteinas e metabolitos que
podem indicar a presenca e a extensdo da neurodegeneracdo. Por outro lado, o
sangue é a fonte mais utilizada de biomarcadores para varias doencas, uma vez
que é facilmente obtido com métodos minimamente invasivos.384 A urina ndo requer
meétodos invasivos para a colheita e pode ser considerada como um excelente
biofluido para anélise.'?¢

Um biomarcador ideal deve exibir alta especificidade e sensibilidade para
diagndstico e monitorizar a progressao da doencga. Progressos significativos foram

feitos utilizando o LCR, soro e plasma na pesquisa de biomarcadores de ELA,
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sendo que o estudo de biomarcadores na urina e saliva tém sido menos
intensamente investigados nesta doenca. No entanto, embora a descoberta de
biomarcadores de ELA tenha tido enormes avanc¢os na ultima década, a validacéo
de biomarcadores e sua transferéncia para a rotina clinica ainda nao atingiu uma

fase de maturidade.
2.1.2.1. Biomarcadores do Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

O LCR €é um biofluido util para analise devido a proximidade directa com o cérebro
e a medula espinhal. E um ultrafiltrado de plasma, embora existam mecanismos
homeostaticos no LCR que, por exemplo, mantém concentracdes idnicas ou
proteicas diferentes das concentracdes plasmaticas.®®® Assim, a andlise do LCR é
representativa da actividade celular no SNC.380

No entanto, a colheita da amostra do LCR envolve a punc¢éo lombar, sendo esta
relativamente invasiva. Este procedimento pode envolver alguns efeitos colaterais.
Para estudos longitudinais o LCR ¢é dificil de obter repetidamente. Os
biomarcadores, como o0 sangue e o soro, sdo fontes mais atraentes, uma vez que
podem ser obtidos facil e repetidamente. A colheita de amostras de LCR em
controlos saudaveis tem implicacbes éticas; portanto, muitos estudos utilizam
amostras de pacientes com outras doencas neuroldgicas e ndo-neuroldgicas como

Neurofilamentos de Cadeias Pesadas Fosforiladas (NFH) e Neurofilamentos
de Cadeias Leves (NFL)

Os biomarcadores do LCR mais promissores, identificados até o momento, séo
proteinas de neurofilamentos, um componente do citoesqueleto dos neurdnios que
€ libertado apés dano neuronal e axonal e que pode ser quantificado no
LCR.380’388'389

Os neurofilamentos (NFS) sdo heteropolimeros constituidos por 4 subunidades,
cada uma com diferentes estruturas e fungbes. Os NFS sdo filamentos
intermediarios de 10 nm e as quatro subunidades que o constituem s&o: o
neurofilamento de cadeia pesada (NFH-neurofilamento "high" ou pesado), o
neurofilamento médio (NF-M -neurofilamento médio), o neurofilamento de cadeia
leve (NFL-neurofilamento "light” ou leve) e a a-internexina no SNC. Este ultimo é

substituido pela periferina no sistema nervoso periférico (SNP).377:390-393 Os NFS
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Sa0 expressos nos neurdnios, aos quais fornecem suporte estrutural e determinam
o calibre dos axénios. Séo libertados quando héa leséo celular.®%® Mutagbes nos
genes que codificam NFH e NFL podem causar a doenca de Charcot-Marie-
Tooth,3%0:3% por outro lado deleccdes ou insercdes no dominio do braco lateral ou
no dominio da cauda C-terminal do NFH foram associados a ELA.162:3%

Os niveis de NFH e NFL no LCR emergiram como biomarcadores de diagndstico
em varias doencas neurodegenerativas,3®® sendo que os doentes afectados com
ELA tém niveis significativamente mais elevados quando comparados com
controlos ou com outras doencas que mimetizam a ELA.3°74% Mais recentemente
foi reportado que o NFL se encontrava mais elevado no LCR em outras doencas
neurodegenerativas, como na doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e na
deméncia frontotemporal.391:401,402,403,404 Regyltados similares foram reportados
para o NFH fosforilado.405439.440.441.442 Og NFS no LCR de doentes com ELA foram
descritos como estando mais elevados em doentes com maior envolvimento do
UMN e com progressdo mais rapida da doenca. 389:397.400.406 Desta forma os NFS
no LCR podem ser Uteis como um biomarcador de prognéstico. 391,397,400.406,407 No
entanto os niveis ndo tendem a alterar no curso da doenga, sugerindo que um
plateau dos niveis dos NFS no LCR é atingido quando o valor de morte neuronal
tenha chegado ao pico.38%4% Alguns estudos abordam a necessaria padronizacéo
usando SOPs, cuidadosamente projectados para colheita e processamento de
amostras e a avaliacdo dos niveis de NFS nas amostras, entre centros.38°

Num estudo do nosso grupo de investigacao, exploramos o potencial diagndstico
da combinacao do neurofilamento fosforilado de cadeia pesada (NFH) e factor de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) como biomarcador na ELA.Y722
Observamos que o0s niveis de NFH estavam aumentados no LCR e se
correlacionavam com o ritmo de progressao e duracdo da doenca, o0 que esta de
acordo com outros estudos.398405409 Relativamente a sensibilidade e especificidade
diagnéstica, os nossos resultados foram ligeiramente inferiores aos reportados em
outros trabalhos.3% Tal facto, pode ser devido as diferentes populacées analisadas
e ao numero de sujeitos incluidos. Por outro lado, em concordancia com outros
estudos,*'° observamos um nivel mais baixo de VEGF no LCR de doentes com
ELA.17 Até onde sabemos, o NFH e VEGF néo sédo interdependentes; no entanto,
exploramos o valor diagnéstico da combinagdo de ambos os biomarcadores.'”410

A razdo NFH/VEGF nos pacientes com ELA foi maior que no grupo controlo.t’
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Foram observadas correlagbes (negativas) significativas entre esta razdo e a
duracdo da doenca, (negativa) e (positivas) com o declinio funcional ou o valor da
escala funcional. No nosso trabalho, esta razéo revelou um valor diagndostico maior

do que a avaliacéo isolada do NFH.

Com excepcéo de alguns estudos de neuroimagem néo existem dados disponiveis
sobre a associacdo dos neurofilamentos do LCR com outros biomarcadores de

lesdo neuroaxonal periférica (SNP) ou do sistema nervoso central (SNC).398:400411
Proteina SOD Cu/Zn

Embora as mutacdes de novo no gene SOD1 sejam responsaveis por apenas uma
pequena fraccdo da SALS, o grande suporte para a investigacdo dos
biomarcadores da proteina SOD1 resultam de estudos pré-clinicos e clinicos.3’’
Recorrendo a um is6topo estavel administrado por via oral (13C6-leucina) em
combinacdo com espectrometria de massa, investigadores determinaram a cinética
in vivo da proteina SOD1 em ratos que expressam a mutacao SOD1 humana, e em
individuos humanos saudaveis, demonstrando que a SOD1 é uma proteina de

semi-vida longa, semelhante no LCR e no SNC. 412

O desenvolvimento de terapias genéticas, incluem o tratamento com
oligonucledtidos antisense (ASOs) visando alterar a expressdo das mutacfes de
gene SOD1. Winer et al. 413 mostraram que ratos portadores da mutacdo SOD1693A
tratados por terapia ASOs tinham niveis de RNAm e da proteina SOD1 diminuidos,
no cérebro e no LCR. Adicionalmente, observaram que os niveis de SOD1 no LCR
permaneciam estaveis durante o decurso da doenca em doentes com SALS e néo-
tratados. Em conjunto, estes dados mostram que o LCR-SOD1 é um biomarcador
farmacodinamico adequado, embora careca de valor diagndstico e prognostico. O
LCR-SOD1 esta actualmente a ser utilizado como indicador farmacodinamico para
0 estudo de ASOs de SOD1 na ELA. 377413

Expansdo Hexanucleotidica (GGGGCC) no Gene C9orf72

As espécies de RNA transcritas bidirecionalmente a partir da expansao de repeticdo
intronica C9orf72 passam pela traducdo ndo-mediada por ATG (traducdo RAN), em
cada uma das trés possiveis grelhas de leitura (em inglés open reading frame), para
produzir cinco proteinas de repeticdo dipeptidica (DPRs).4** Estas DPRs séo

activamente trocadas entre células, capazes de induzir neurotoxicidade em

56




modelos de ELA, sendo detectadas como inclusGes neuronais (nucleares e
citoplasmaticas) no sistema nervoso central post-mortem em doentes.*441> Com o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas especificas para C9orf72, incluindo
ASOs tendo como alvo o C9orf72, a utilizacdo das DPRs como biomarcadores tem

elevado potencial.3""

Proteina TAR de Ligacdo ao DNA de 43 kDa (TDP43)

A proteina de resposta transactiva-de-ligacdo ao DNA de 43 kDa (TDP-43) é uma
proteina de ligacao versatil ao RNA/DNA, envolvida no metabolismo do RNA.
InclusBes neuronais e gliais de TDP-43 tém sido implicadas na patogénese da
SALS e da FTD,3%80416 pois os depodsitos de TDP-43 hiperfosforilados e
ubiquitinados formam corpos de inclusdo no SNC.184.380417-419 Fgsgs inclusdes sdo
também observadas na maioria dos pacientes com FALS negativos para mutacdes
SOD1.380.418 380418 Estudos subsequentes encontraram niveis elevados de TDP-43
no LCR de pacientes com ELA, quando comparados com controlos saudaveis,
individuos com outras doencas neurodegenerativas ou com patologia
neuroinflamatéria.*?%-422 Nenhuma diferenca foi encontrada entre os niveis de TDP-
43 no LCR de pacientes com ELA com ou sem as expansdes hexanucleotidicas
G4C2 no gene C9orf72.126416 Com base nessas evidéncias, a proteina TDP-43 é
um potencial biomarcador para a maioria dos pacientes com ELA. Niveis elevados
de TDP-43 no plasma 42 e no LCR “?2 foram detectados mesmo na fase inicial da
doenca.*?> Além disso, os niveis desta proteina diminuem no LCR com a
progressdo da doenca,*?° possivelmente reflectindo o declinio da libertacéo de
TDP-43 pelos neurdnios motores sobreviventes, 380418

No entanto, num estudo de Feneerg e colaboradores, foi sugerido que avaliacao do
TDP-43 sérico seria mais apropriada, pois as concentracdes séricas sdo 200 vezes
mais elevadas que os niveis no LCR.#**

Ha pouca evidéncia disponivel para a sua utilizacdo como marcador de progressao

ou de prognoéstico, sendo necessarios estudos longitudinais.3&
Cistatina C

A cistatina C, um inibidor endégeno da proteinase da cisteina, tem sido sugerido
como potencial biomarcador por desempenhar um papel importante na reparacao

do SNC, apoés lesdo e doenca.*?>426 A cistatina C é fortemente expressa nos
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neurénios, astrécitos, células endoteliais e microgliais do encefalo.*?”#2° Alguns
estudos reportaram um papel neuroprotector da cistatina na doenca
neurodegenerativa, por ter caracteristicas neuroprotectoras e neurotoxicas
semelhantes ao factor nuclear kappa B (NF-kB).#30431 Por isso é uma das proteinas

mais investigadas do LCR.

Vérios estudos identificaram a cistatina C como um potencial biomarcador no LCR
de pacientes com ELA.#32434 Além disso, uma diminuicdo nos niveis de cistatina C
na medula espinhal e astrdcitos foi igualmente correlacionada com a formacgéo de
inclusdes de TDP-43.435 A cistatina C é um inibidor de catepsinas B, H, K, L e S,
tendo sido identificada como um componente dos corpos bunina, que sdo pequenas
inclusdes eosinofilicas do LMN.#31436 Um método baseado em protedmica detectou
uma reducdo da concentracéo de cistatina C no LCR nos pacientes com ELA, 431437,
438439 sendo que esta reducédo se correlaciona com a esperanca de vida dos
doentes com inicio medular.**® A reducéo dos niveis de cistatina C néo é especifica
dos doentes com ELA, ocorrendo noutras doencas neurodegenerativas, 43° como
doenca de Alzheimer, 44° sugerindo que os niveis de proteina cistatina C sdo uma

assinatura comum para vulnerabilidade neuronal e neurodegeneracgéo. 44!

Portanto, mais estudos sao necessarios para determinar como os niveis diminuidos

de cistatina C se relacionam com a patogénese e progressao da doenca ELA.

MicroRNA (miRNA)

Em 2012, foi publicado o primeiro artigo sobre miRNAs como biomarcadores para
ELA em amostras humanas.**? Desde entdo, um grande nimero de estudos foi

realizado no LCR, soro, plasma e na biépsia muscular de doentes com ELA.#43

Os miRNAs sdo curtas cadeias de RNA nao-codificantes (cerca de 20-25
nucleotidos de comprimento) que desempenham um papel importante como
reguladores enddgenos da expressao génica, actuando a nivel pds-transcricional,
através da clivagem ou silenciamento.*** Os miRNAs sdo sintetizados a partir de
mMiRNAs primarios, que sao transcritos no nlcleo e tém uma expressao especifica

num tecido.443:445

Os miRNAs possuem varias caracteristicas intrinsecas que os tornam promissores

como biomarcadores. Ao contrario de outras classes de RNA, os miRNAs sao
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notavelmente estaveis e, portanto, podem ser medidos de forma robusta em muitos
fluidos corporais biolégicos, incluindo plasma, lagrimas, saliva e LCR.#4¢ De facto,
mMiRNAs parecem resistentes a ebulicdo, a ciclos repetidos de congelagéo-
descongelacdo, alteracées de pH e a fragmentagdo por enzimas ou quimicos.*43
Além disso, evidéncia recente indica que os mIRNAs podem ser detectados em
fluidos biologicos e ser usados para “capturar” alteracdes nas células de origem,
incluindo neurénios.*” Os miRNAs sdo conhecidos por desempenharem papéis
importantes em muitos processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo
a tumorigénese, fungdo imunitaria, metabolismo e em varios distarbios
neurodegenerativos, como doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, doenca de

Huntington e também na ELA 447448

Os miRNAs presentes no LCR podem reflectir as condicBes fisiologicas e
patologicas do SNC, representando biomarcadores mais sensiveis que aqueles
presentes em outros biofluidos.4” A presenca de miRNAs no LCR foi demonstrada
pela primeira vez por Cogswell e colegas.**® Os autores reportaram que a
guantidade de miRNAs secretados ou excretados de outros 6rgaos para o LCR é
muito limitada e que a principal fonte de miRNAs detectados no LCR séo as células
imunitarias presentes neste biofluido. Além disso, outros estudos mostraram que
0os miRNAs presentes no LCR provém dos neurénios.**® Uma vez que a puncéo
lombar representa um procedimento invasivo e que dificilmente pode ser repetido
durante o curso da doenca, a andlise de miRNAs no LCR néo é adequada para
para monitorizar a progressdao da doenca. Varias evidéncias sugerem um
envolvimento especifico dos miRNAs na ELA, por exemplo, a perda de Dicer é
suficiente para causar degeneracao progressiva dos neurénios motores medulares,
443451 para além disso, a reducdo da regulacdo global de miRNAs é um
denominador molecular frequente na ELA.*? Qutra abordagem comum é o papel

nas vias de processamento de RNA associada a ELA. 453

O perfil de miRNAs no LCR, soro e plasma de pacientes com ELA, foi realizado
num nuamero reduzido de estudos (Tabela 4), indicando a necessidade de mais

investigacdo para validacdo dos resultados.
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Tabela 4| MicroRNAs (miRNAs) expressos diferencialmente no liquido
cefalorraquidiano (LCR), soro e plasma.
Adaptado: Vu et al. (2017).214

MiRNA LCR Soro Plasma  Referéncia
miRNA-15b-5p ! NA NA Benigni, 2016
454

miRNA21-5p ! NA NA

miRNA195-5p ! NA NA

miRNA148a-3p ! NA NA

Let7b-5p ! NA NA

miRNA181a-5p 1 NA NA

Let7a-5p ! NA NA

Let7f-5p ! NA NA

MiRNA-132-5p l ! NA Freischmidt,
2013 4%5

miRNA-132-3p ! ! NA

mMiRNA-143-5p 1 ! NA

MiRNA-143-3p ! ! NA

miRNA-574-5p 1 NC NA

mMiRNA-338-3p 1 1 NA De Felice,
2014 456

MiRNA-1234-3p NA ! NA Freischmidt,
2015 457

miRNA-1825 NA ! NA

MiRNA-4649-5p NA NA 0 Takahashi,
2015 48

miRNA-4299 NA NA !

Legenda da tabela: | e 1 representa diminuicdo e aumento dos niveis em pacientes com
ELA vs controlos, respectivamente

NA = miRNA néo foi quantificado em biofluidos

NC = Nao foram observadas alteracdes

60




Biomarcadores de Neuroinflamacao no LCR

Como anteriormente referido, os mediadores imunitérios e inflamatérios tém um
papel complexo na fisiopatologia da ELA. Enquanto a activacéo inicial da microglia
e dos astrocitos pode ser neuroprotectora, um estado de activacao cronica muda o
equilibrio para a neurotoxicidade, com regulacdo aumentada ou diminuida de uma
ampla variedade de factores humorais e celulares.3894%9 A neuroinflamagéo é uma
caracteristica comum das doencgas neurodegenerativas e pensa-se que medeia a
disseminacdo da doenca desde o local de inicio até regibes anatomicamente
contiguas.377460:461,462 Este conceito de neuroinflamacédo, esta, no entanto, longe de
ser consolidado. Por exemplo, a concentragdo e a interaccdo entre diferentes
citocinas vai variando no decurso da doenca, em funcédo do tempo de duracéo da
mesma.*®® Assim, diferentes células imunes e citocinas podem ter um papel

dominante durante cada fase da doenca.*%*

Andlises protedmicas no LCR de pacientes com ELA, quando comparados com
controlos saudaveis e controlos neuroldgicos, mostraram alteracdes em proteinas
que estdo envolvidas em respostas inflamatérias agudas, incluindo diferentes
citocinas, quimiocinas e proteinas do complemento. 377465 Estas variagcdes incluem
aumentos e diminuicdes, indicando que muitos factores contribuem de forma
independente para a respectiva regulacao e que a neuroinflamacao é um fenbmeno

modulado, em vez de um "all-or nothing".

Num estudo, Mitchell e colaboradores realizaram ensaio de ELISA Multiplex, para
identificar potenciais candidatos a biomarcadores no LCR em pacientes com ELA.
Observaram que as citocinas com a maior diferenca entre ELA e controlos foram a
IL-10, IL-6, GM-LCR, IL-2 e IL-15 e quando combinadas, deram uma precisao de
diferenciacdo de 89%.46¢ Outros factores de diferenciacéo que foram identificados
como folistatina, IL -1a, calicreina-5%¢’ e a quitotriosidase 1 (CHIT-1), C3, IL-17,
bFGF, VEGF, MIP-1b, MIP-1a, MCP-1B e IFN-y.%6” Em termos de progndstico, as
IL-9, IL-5 e IL-12, revelaram-se preditores negativos e os MIP-1B e G-CSF
preditores positivos.38468 Demonstrou-se, igualmente que o IFN-y, assim como 0s
bFGF, VEGF e MIP-1a correlacionam-se com a duragdo da doenga. 467 Esse perfil
imune promete subdividir pacientes com ELA e esclarecer a identificacdo de

factores fisiopatoldgicos com a descoberta de possiveis alvos terapéuticos.3°
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Como referido anteriormente, uma caracteristica comum entre muitas doencas
neurodegenerativas é a activacdo glial acompanhada por niveis aumentados de
mediadores inflamatérios, potenciando a neuroinflamacéo e a morte celular.#%® A
microglia tem um papel crucial nas vias neuroinflamatérias da ELA e acredita-se
que sua activacdo contribua para a progresséo da doenca.*’® Entre os marcadores
de activagdo microglial, as enzimas quitinase e, mais especificamente, a CHIT1
foram investigadas recentemente. A CHIT-1 demonstrou aumento da expressao na
microglia apos a exposicdo ao LCR de pacientes com ELA, sugerindo seu papel na
activacéo da microglia.*’* A actividade do CHIT1 foi maior no LCR 407472473 @ nas
amostras de sangue periférico 4’2474 dos pacientes com ELA do que nos controlos
saudaveis e 0s seus niveis parecem predizer a progressédo da doenca. 407473
Importa destacar dois estudos efectuados em amostras de LCR, 407473474 os quais
integraram controlos saudaveis e controlos neuroldgicos, incluindo doencas que
mimetizam a ELA e outras doencas neurodegenerativas.®’” A imuno-histoquimica
(IHC) foi entdo realizada em tecido do SNC post-mortem de pacientes com ELA
demonstrando a existéncia de microglia e macréfagos activados para CHIT nos
tractos corticospinais. Os autores, portanto, concluiram experimentalmente que a
CHIT pode ter um papel como marcador diagndstico e progndstico. Isto é
corroborado por um recente estudo longitudinal de LC-MS que demonstrou que o
CHIT1 e outras quitinases, proteina 1 semelhante a quitinase-3 (CHI3L1), e CHI3L2
(proteina 1 semelhante a quitinase-2 ou YKL-39), correlacionam-se com a
progressao da doenca e, de facto, com os niveis de NFH.4"3

Andlises protedmicas recentes identificaram 248 proteinas no LCR de controlos
saudaveis e pacientes com ELA que exibiam enriquecimento dos papéis biolégicos
relacionados com a cascata do complemento e inflamacéo aguda.?1#46> Além disso,
alguns estudos usando analises proteémicas do LCR também identificaram que
respostas inflamatérias agudas e a activacdo do complemento estavam entre as
principais vias alteradas no LCR em pacientes com ELA quando comparadas com
controlos saudaveis e controlos com outras doencas neurolégicas.*’®

Foi descrito que os niveis IL-6 se correlacionam com a severidade da hipdxia, na
ELA,%?2 sugerindo que os niveis de citocinas sdo dependentes da oxigenacéo, o
que evidencia uma ligagdo entre hipdxia e inflamagdo nesta doenca. Além de
citocinas e quimiocinas extracelulares como biomarcadores para ELA, a presenca

de tipos de células inflamatoérias activadas também podem ser utilizados como
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potenciais biomarcadores. Os mondcitos periféricos e as células T reguladoras
entram no SNC e podem também modular a inflamagdo durante a ELA e
desempenham papéis-chave na regulagéo da progresséo da doenga.>?>%%6 O ponto
de entrada dessas células parece ser a barreira hematoencefalica ou o plexo
coréideu.>?’

Outros biomarcadores da inflamacdo, como a CHI3L1 (YKL-40) e a proteina-1
quimiotatica de mondcitos (MCP-1) foram observados estarem elevados no LCR
de pacientes com ELA e sdo secretados por diferentes células gliais.#64473:476.477 Qg
mediadores inflamatoérios que foram medidos no LCR de pacientes com ELA estao
resumidos na tabela 5.
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Tabela 5| Mediadores inflamatorios detectados no LCR de pacientes com esclerose lateral amiotréfica (ELA).
Adaptado de Vu et al. (2017).2*

Biomarcador Resultado Importante Referéncia(s)
™ Niveis e 1 actividade Varghese, 2013 #7
CHIT-1
™ Niveis Chen, 2016 ##
NC Moreau, 2009 *7®
Prostaglandina E2 Almer. 2002 47
Niveis ’
T Itzecka, 2003 48
M Niveis Mitchell, 2009 466
VEGF
J Niveis Moreau, 2009478
L6 A Nivei Mitchell, 2009 46°
- iveis
Moreau, 2005 48!
GM-LCR M Niveis Mitchell, 2009 4¢°
IL-2 M Niveis Mitchell, 2009 466
IL-15 /I\ Niveis M|tche”, 2009 466
IL-17 N Niveis Mitchell, 2009 “¢¢
MIP-1B M Niveis Mitchell, 2009 466
FGF M Niveis Mitchell, 2009 466
G-CSF M Niveis Mitchell, 2009 46°




Biomarcador

Resultado Importante

Referéncia(s)

MIP-1a ™ Niveis Mitchell, 2009 “6¢
MCP-1 N Niveis Mitchell, 2009 #6°
Kuhle, 2009 #7®
IL-10 J Niveis Mitchell, 2009 #6°
IFN-y J Niveis Mitchell, 2009 466
IL-8 ™ Niveis Kuhle, 2009 #7®
Angiogenina J Niveis Moreau, 2009 478
Angiopoietina 2 NC Moreau, 2009478
Follistatina J Niveis Lind, 2016 &
IL-1a J Niveis Lind, 2016 422
Calicreina-5 J Niveis Lind, 2016 422

Legenda da Tabela: | e 1 representam niveis diminuidos e aumentados em pacientes com ELA versus controlos respectivamente.
CHIT1| quitotriosidase-1; NC| sem alteracdo observada; VEGF| factor de crescimento endotelial vascular; IL| interleucina; GM-CSF| factor
estimulante de colbnias de granulécitos e macréfagos; MIP| proteina inflamatéria de macréfagos; FGF| factor de crescimento de fibroblastos; G-

CSF| factor estimulante de coldnias de granuldcitos; MCP1| proteina quimioatraente de mondcitos 1; IFN| interfer&o
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Biomarcadores Metabdlicos e Stress Oxidativo no LCR

Existe evidéncia de numerosos mecanismos envolvidos na patogénese da ELA,
associados a alteragbes em varias vias bioquimicas, incluindo disfuncao
mitocondrial, dano oxidativo, excitotoxicidade do glutamato e aumento metabolismo
energético,*83 a excitoxicidade continua a ser um dos processos mais aceites na
origem da doencga.?'4320484485531-533  Alguns estudos descreveram niveis
aumentados de glutamato no LCR de pacientes com ELA,*¢40 mas outros
investigadores negaram estes resultados.#°1492536 No entanto, medicGes das
concentracdes de glutamato no LCR em resposta a terapéutica ainda precisam ser
exploradas e, portanto, investigacao adicional é ainda necessaria.

Niveis de expressao do receptor de glutamato 4 (GRIA4) no LCR foram medidos e
observou-se um aumento na ELA, correlacionado-se negativamente com a
gravidade da doenca, sugerindo um aumento precoce da expressao. Tal facto,
enguadra-se com a excitotoxicidade do glutamato como um factor no dano neuronal
e indica que a terapia anti-glutamatérgica, como o Riluzol, pode ser mais efectiva
no inicio do curso da doenca.389465

Biomarcadores oxidativos que foram identificados como aumentados em pacientes
com ELA séo 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (80H2'dG) e 15-F (2t) -isoprostano na
urina,32¢ 80H2'dG e 3-nitrotirosina no LCR 493494 e 4-hidroxi-2,3-nonenal no soro e
no LCR. %% No entanto, nenhum ainda foi validado para uso em ensaios clinicos.3&
A glutationa € outro marcador util de stress oxidativo, pois actua como um tampao
para as ROS. Niveis séricos reduzidos foram observados quando comparados
pacientes com ELA e controlos.38%4% Qutro estudo demonstrou um maior potencial
de oxidacao - reducédo (ORP) no LCR em pacientes com ELA e uma correlagcéo
negativa com a escala funcional ALSFRS-R em pacientes com inicio medular,
levando os autores a concluir que pode ser um marcador de progressao da
doenca. 380497

Os niveis de colesterol no LCR de pacientes com ELA estdo aumentados em
comparacdo com os controlos. Muitos outros metabolitos derivados do colesterol
estdo alterados, principalmente reduzidos no LCR de pacientes com ELA.
Especificamente, 3B,7a-Dihydroxychol-5-en-24-oic acid (3B,70-A5-BA), seu
precursor acido 33,7a-Dihydroxycholest-5-en-26-oic (33,7a-diHCA) e seu produto
acido 7a-Hydroxy-3-oxocholest-4-en-26-oic (7aH,30-A4-BA) quando normalizado



aos niveis de colesterol do LCR s&o altamente reduzidos em pacientes com ELA.4%®
Outras moléculas reduzidas no LCR de pacientes com ELA incluem o 24-HC e o
25-D3 (vitamina D3 activa).*°® Dentre os metabolitos do colesterol, 0 26-HC é o que

apresenta uma reducéo de maior nimero de vezes no soro de doentes com ELA.499

A metabolomica baseada na espectrometria de massa tem sido usada para
descobrir assinaturas metabodlicas em pacientes com ELA. Num estudo,
Wuolikainen e colaboradores examinaram o LCR de pacientes com ELA com
mutagcbes no gene da SOD1 e identificaram perfis metabodlicos distintos para
mutacBes especificas da SOD1, sendo os principais metabolitos diferenciais a

arginina, lisina, ornitina, serina, treonina e acido piroglutamico.*®°

Num estudo mais recente, do mesmo grupo, combinando mudltiplas metodologias
de espectrometria de massa, foi descrito um aumento da creatina e diminui¢do dos
niveis de creatinina no LCR de pacientes com ELA.?'4499 Conquanto o grande
ensaio clinico de fase Il do dexpramipexol tenha falhado em demonstrar eficacia,
uma analise post hoc identificou que a perda de creatinina se correlacionava com
a progressao da doenca e esta perda foi reduzida em pacientes tratados com
dexpramipexol.>® Este resultado suporta a investigacdo continuada relativamente
a creatina e creatinina no sangue e LCR, como potenciais biomarcadores

progndsticos para ELA.?1#

O &cido urico é um antioxidante fisiolégico no sangue e no LCR e uma vez que se
pensa que o stress oxidativo desempenha um papel na patogénese da ELA,
diferentes grupos tém-se concentrado no estudo desse metabolito. Varios estudos
reportaram uma menor concentracao de acido Urico sérico na ELA, em comparacao
com controlos, embora outras doencas neurodegenerativas tenham mostrado uma
associacdo semelhante, incluindo a doenca de Parkinson e Huntington.500-504
Investigando o maior repositério de ensaios clinicos de ELA registados e disponivel
publicamente,®%® “the Pooled Resource Open-Access ALS Clinical Trials (PRO-
ACT) database”, um grupo de Investigadores °°¢ mostraram que valores iniciais
mais elevados de niveis de acido urico foram preditores independentes de uma
progressdo mais lenta da doenca e uma sobrevida mais longa. Outros autores

confirmaram estes resultados.502:504
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Numa reviséo Blasco e colaboradores descreveram mais detalhadamente o grande
nimero de metabolitos descobertos.®®” Num outro estudo do mesmo autor,
investigaram o perfil lipidico do LCR de pacientes com ELA, %8 observando que na
ELA existe um perfil lipidico distinto e que, com base na analise inicial do LCR,
poderiam fornecer um modelo preditivo com 71% de precisao para a progressao da

doenca, fornecendo assim um potencial biomarcador diagnéstico e progndstico.>%8

2.1.2.2. Biomarcadores do Sangue (Soro e Plasma)

Embora vérios estudos tenham identificado biomarcadores no LCR no decurso de
intensa investigacdo, assumimos como provavel que os mesmos biomarcadores
possam ter relevancia no sangue, tendo em conta a transferéncia molecular entre
0 sangue e o LCR, predominantemente no espaco subaracndideo e no plexo
cordideu.?1#509510 Na verdade, tém sido encontradas, em geral, correlacées
significativas entre os valores do sangue (soro e plasma) e do LCR para o mesmo
biomarcador.214409456511 No entanto, outros resultados identificaram resultados
dispares, indicando que esses dois fluidos séo regulados independentemente.?1443°
Os biomarcadores no sangue podem também ser originados de outros 6rgaos
afectados na ELA, das células do sangue periférico ou de musculos em
degeneracdo. A facilidade de obter sangue em comparacdo com LCR, torna o

sangue uma opc¢do mais conveniente. 24
C9orf72, SOD1 e TDP-43

Embora a maioria dos estudos inclua outcomes no LCR,%? o nivel de SOD1
decresce nos leucdcitos, 512 mas ndo nos eritrécitos,>*? em resposta ao tratamento
com pirimetamina na mutacdo SOD1 e repeticbes poli (GP) foram detectadas em
lisados de células mononucleares do sangue periférico em doentes com a mutacdo
C9orf72, embora os niveis ndo tenham sido comparados com os do LCR.53 A TDP-
43 esta presente no sangue e no LCR de pacientes com ELA; no entanto, a origem
e arelevancia clinica destes valores € incerta.*?* O papel da TDP-43 ainda ndo esta
esclarecido; parece derivar da deslocalizacdo para o citoplasma nas células
mononucleares circulantes %4 e embora o nivel total de TDP-43 ndo seja

discriminativo,>14515 os niveis tendem a estar aumentados na ELA.51°

Um outro estudo encontrou niveis aumentados de TDP-43 fosforilado no plasma e
no LCR em pacientes portadores da expansao C9orf72.516 Contrariamente a esses
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resultados, os niveis de TDP-43 nos linfo-mondcitos circulantes foram
aproximadamente os mesmos nas células portadoras da mutacdo TDP-43, que nas
células sem mutacdo e nos controlos.®'* No entanto, dadas as limitagées dos
imunoensaios actuais do TDP-43, a potencial utilidade do biomarcador de TDP-43

Nno sangue permanece incerta.

Neurofilamentos de Cadeias Pesadas Fosforiladas (NFH) e Neurofilamentos
de Cadeias Leves (NFL)

Com o sucesso na validacao dos neurofilamentos no LCR como biomarcadores da
ELA, o NFH e o NFL também foram examinados como biomarcadores sanguineos,
quer no soro e no plasma.

Niveis mais elevados de NFH plasmatico foram observados em pacientes com ELA,
quando comparados com controlos saudaveis. Em geral esta medicdo é
descriminativa no diagnéstico diferencial com outras doencas neuroldgicas.517:565
Os niveis do NFH no sangue correlacionam-se com os niveis no LCR.%'® Sendo
que, tal como documentado para o LCR, niveis mais elevados foram associados a
mau prognoéstico, mas sem correlacdo com os critérios diagnosticos do El
Escorial.>* Um estudo longitudinal ndo mostrou uma trajectéria previsivel do NFH
plasmatico ao longo do tempo: o0s niveis aumentaram, diminuiram ou
permaneceram estaveis a medida que a doenca progrediu.3® Enquanto que num
subgrupo de doentes com progressdo mais rapida, 0s niveis estavam mais
elevados no inicio e diminuiram com o tempo. No geral, observa-se marcada
variabilidade entre os individuos, nos estudos longitudinais, tendendo a serem
estaveis.>1%564 Nos portadores assintomaticos de mutacdes patogénicas os niveis
sdo normais.>!!

Assim, o NFL parece ter utilidade como marcador diagndstico e prognéstico. Deve
ser considerado que poucos estudos testaram o desempenho diagnéstico do NFL
em comparacgdo com as doencas que mimetizam a ELA 390399520 o5 resultados sdo
positivos, mas inferiores relativamente aos obtidos pela medicdo deste

neurofilamento no LCR e ao NFH no sangue.397:399.521

Ambos, NFL e NFH s&o os biomarcadores mais promissores na ELA.3%
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MicroRNA (miRNA)

Além dos miRNAs no LCR, os miRNAs tém sido estudados como possiveis
biomarcadores, no sangue total,#°6:522 sorg 457:522:524 @ plasma,*°®52% devido ao seu

papel na regulacéo da expressao genica.

No sangue total, foram identificados, seis miRNAs regulados negativamente e um
miRNA regulado positivamente**?2 e um estudo posterior confirmou a regulacéo
positiva de miRNA -338-3p no soro e em leucécitos (bem como no LCR e na medula
espinhal).4>® Diminuicdes significativas do miRNA-1234-3p foram observadas
apenas em soros de pacientes com SALS em comparagdo com controlos
saudaveis, mas nenhuma diferenca significativa foi observada em soros de
pacientes com FALS quando comparados com controlos de individuos
saudaveis.**’ Tal sugere que mMIRNA -1234-3p pode permitir o diagndstico

especifico de SALS.

Num trabalho,**® estudando o plasma, reportam-se niveis aumentados de hsa-
MiRNA-4649-5p e niveis reduzidos de hsa- miRNA-4299 em pacientes com ELA
quando comparados com controlos, mas ndo encontraram nenhuma variacdo
significativa ao longo do tempo. O miRNA-4649-5p plasmatico esta aumentado,
mas estavel, em pacientes com SALS, correlacionando-se negativamente com a
duracdo da doenca.**® Similarmente, um segundo estudo, utilizando amostras de
plasma, identificou uma regulacdo positiva, constante longitudinalmente, de dois
miRNAs diferentes, 5> em que 0 miRNA-206, também esta aumentado no soro.5??
O miRNA -206 sérico também estava aumentado num estudo que também reportou
um aumento no miRNA -143-3p e diminui¢cdo no miR-374b-5p, quando comparado

com os controlos.>23

Ambos, miRNA-424 e miRNA-206 tém uma expressao significativamente maior no
plasma de pacientes na ELA quando comparados com controlos saudaveis.>?®
Curiosamente, os niveis de miRNA-424 correlacionaram-se significativamente com
0 score da escala de forga muscular modificada de MRC (Medical Research
Council), que é uma medida da integridade do LMN, indicando a sua potencial
utilizacao na estratificacdo do paciente. Os autores, consideram que 0os miRNA -
424 e miRNA-206 sdo potenciais marcadores prognosticos para ELA.5%

Adicionalmente, este estudo longitudinal, reportou que os niveis de miRNA-206
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permaneceram estaveis, enquanto os niveis de miRNA -143-3p aumentaram e 0s
niveis de mIiRNA-374b-5p diminuiram ao longo do tempo. Nesse estudo,
observaram que o Riluzol ndo tinha efeito nos niveis miRNA. Outros trabalhos
identificaram outros painéis de miRNAs diferencialmente expressos no soro de
pacientes com ELA, quando comparados com o0s controlos,?® e também
comparando com outras doencas neurolégicas.>?® Observaram mudancas
longitudinais em conjuntos separados de mMiRNAs®?6 e maior variabilidade na
doenca esporadica®®® quando comparados com casos de doenca familiar.
Curiosamente, um estudo identificou 30 miRNA negativamente regulados na ELA,
22 dos quais foram igualmente regulados negativamente em portadores de
mutacfOes pré-sintomaticas de ELA, com alguns mostrando um maior grau de
regulacdo negativa apés o inicio da doenga.>?6 Os miRNA parecem ser promissores
como biomarcadores, mas ha uma falta de sobreposicdo nos miRNA identificados
em diferentes grupos de estudo e, até ao momento, poucos estudos longitudinais

foram reportados.3&°

Biomarcadores Inflamatorios

Vérios marcadores sanguineos de actividade imunolégica foram estudados na ELA.
Resultados semelhantes aos encontrados no LCR de pacientes com ELA, foram
observados igualmente no sangue. Aumentos nos niveis de factores inflamatorios
como a IL-6 e IL-8 foram observados em pacientes com ELA 496:527,528

Em dois estudos originais, integrados nesta tese, foram observados niveis
aumentados de IL-6 e de Club Cell secretoty protein (CC-16) na populacédo de
pacientes de ELA, quando comparados com grupo controlo de individuos saudaveis
(vd. “Capitulo Resultados”). Estes marcadores inflamatoérios estdo associados a IR

e a um pior prognadstico.527:529

A identificacdo de biomarcadores inflamatérios de progndstico também foi realizada
utilizando plasma de pacientes de ELA. Foram observados niveis aumentados da
ferritina, factor de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-18 (IL-18), IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e IL-13, enquanto o interferdo-y (IFN-y) estava
diminuido, em estudos transversais.#62528.575 Uma recente meta-analise,*3° que
combinou quantificacdes séricas e plasmaticas de 25 estudos, observaram niveis
significativamente mais elevados de TNF-qa, receptor TNF 1, IL-6, IL-1B, IL-8 e
VEGF na ELA, destacando-se o facto de os resultados para IL-1B, IL-6 e VEGF
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poderem ter sido distorcidos por um estudo.38° Os niveis de citocina ndo se
alteraram ao longo do decurso da doenca.>’® Estes biomarcadores periféricos ndo
indicam apenas processos inflamatérios na ELA, mas também pode ser usado para
distinguir pacientes com ELA de pacientes com outras doencas neuroldgicas 3! e

para o progndstico.531:532

Além dos factores inflamatorios, os niveis do factor de crescimento transformante-
B1 (transforming growth factor beta-TGF-$1) estdo aumentados no plasma de
pacientes com ELA, quando comparados com os controlos e correlacionam-se
positivamente com a duracédo da doenca.?'4533 Observacdes semelhantes, foram
também observadas no soro em que as concentracdes de TGF-1 foram superiores
nos pacientes com ELA do que nos controlos.?'4534 Dado que um dos mecanismos
patologicos da ELA é a inflamacédo, essas observacfes parecem contra-intuitivas
para 0 que seria esperado, j& que o TGF-B1 € um mediador anti-inflamatério e,
portanto, parece atenuar a neuroinflamacédo. Varios estudos demonstram que a
sinalizacdo de TGF- também protege os neurénios da excitotoxicidade mediada
por glutamato, um mecanismo reconhecido como subjacente a patogénese de
varios distUrbios neurodegenerativos, como a ELA.5%° Estudos recentes reportaram
desregulactes do sistema TGF-f como uma caracteristica comum dos disturbios
neurodegenerativos. A regulacdo positiva desse sistema tem sido associada a
progressdo da ELA e ao aumento das citocinas pré-inflamatérias, sugerindo uma
mudanca da resposta neuroprotectora para uma resposta imune neurotoxica.
Contrariamente, com as propriedades anti-inflamatérias agudas do TGF-B, uma
actividade sistémica persistente elevada pode promover a progressao da ELA pela
interaccao com trés sistemas diferentes, nomeadamente: (i) a resposta imune, (ii)

a actividade do nicho neurogénico adulto e (iii) cicatrizacéo fibrética.>3¢

Num estudo no qual os autores quantificaram os niveis de mudltiplas células
imunitarias e diferentes marcadores de superficie, de modo a originar fenétipos
imunitarios para pacientes com ELA familiar e esporadica,®®’ foi reportado que os
doentes tinham uma actividade imunoldégica aumentada e que poderiam ser
agrupados em dois perfis imunoldgicos distintos. Os pacientes do perfil 1 eram
razoavelmente semelhantes aos voluntarios saudaveis, mas os pacientes do perfil
2 apresentavam niveis elevados de leucadcitos totais e células mononucleares, bem
como células CD3 +, CD4 +, CD8 +, CD4 + CD28 +, CD3 + CD56 + e T CD8 +
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CD45RA +, células T nativas. O perfil 2, foi associado a idade mais jovem, ELA
familiar e sobrevida maior (média de 344 semanas, vs 184 semanas para o Perfil
1). Nos perfis, diferentes fenoétipos de leucécitos influenciaram a sobrevida; por
exemplo, os pacientes do Perfil 1 com niveis mais elevados na contagem de células
T CD1 + CD4 T sobreviveram por mais tempo, enquanto os pacientes do Perfil 2
com mais células T CD3 + CD56 + sobreviveram por menos tempo. 39537 Um outro
estudo, identificou que os niveis de leucdcitos, mondcitos e células NK estavam
elevados em pacientes com ELA, tendo aumentado com o tempo. Um aumento no
total de leucécitos e neutréfilos e uma diminuicdo nas células TCD4 foram
correlacionados com um menor valor na escala funcional ALSFRS-R.%% Além de
citocinas e quimiocinas extracelulares, os monadcitos periféricos podem entrar no

SNC e serem detectados em tecidos post-mortem de pacientes com ELA.538

As células T regulatérias (Treg) representam um candidato promissor a
biomarcadores e um possivel alvo terapéutico. Essas células suprimem varios
componentes da resposta imunoldgica, incluindo a producdo de citocinas e a
proliferacdo de linfécitos T. Também modulam a inflamacéo dentro do SNC, onde
a reducdo da expressdo de FoxP3, um factor de transcricAo necessario para a
funcdo reguladora das células T, se correlaciona com a progressao da doenca e
sobrevida dos pacientes com ELA.8 Um estudo reportou que os niveis de CD4 +
CD25 High Tregs estavam reduzidos na ELA e que o numero de Tregs foi
inversamente correlacionado com a taxa de progressdo da doenca.8 Noutro
estudo, observaram que os Tregs de pacientes com ELA tinham capacidade
reduzida de suprimir a actividade dos linfocitos T e que a disfungéo de Treg estava
correlacionada com a taxa de progressdo da doenca.>?® Estes resultados suportam

a potencial utilizacdo de Tregs como um potencial biomarcador de progndstico.

Os produtos de activacdo do complemento estdo igualmente aumentados em
amostras de sangue de pacientes com ELA; especificamente a cadeia C3b-a no
soro %87 e C5b-9 58 e Cha 587588 ng plasma, juntamente com uma ampla gama de
factores do complemento no plasma.®®® OQutros marcadores inflamatérios
mostraram resultados variados, como a proteina C reactiva (PCR) que num
trabalho ndo apresentou diferencas no sangue total ou no plasma.>3® Mas noutro
estudo a PCR sérica estava aumentada na ELA e correlacionava-se com a escala

ALSFRS-R e sobrevida.>*® A CHIT1, expressa por macrofagos teciduais activos,

73




encontrava-se aumentada em pacientes com ELA, quando comparado com
individuos saudaveis e niveis mais elevados foram encontrados naqueles com
progressdo mais rapida da doenca.>*® No entanto, outros ndo encontraram
alteracdes nos niveis séricos de CHIT1 na ELA, quando comparados com
controlos, enquanto que os valores no LCR se correlacionaram com a progresséo

e gravidade da doenca.**

N&o esta claro se o perfil imunitario alterado na ELA esta relacionado com a

fisiopatologia da doenca ou a uma resposta a actividade da doenca.

Biomarcadores de Desinervacdo Muscular

Tém sido reportados valores mais baixos de creatinina sérica na ELA, embora
alguns estudos tenham encontrado niveis diferentes consoante o local anatémico
inicial de envolvimento da doenca, 385! ou o género.>*? A maioria dos estudos
relaciona os niveis de creatinina com o prognostico da doenca, com valor preditivo

de sobrevida, nomeadamente tomando o valor medido na primeira

Numa analise recente, que envolveu mais de 1.200 pessoas com ELA, foram
encontradas elevadas correla¢gdes longitudinais entre creatinina sérica e o score da
escala funcional ALSFRS-R, forgca muscular e mortalidade geral, indicando que a
avaliacdo da creatinina sérica em ensaios com mais de 18 meses de duracao

permitiria uma reducéo do tamanho da amostra, em 21,5%,33:380

Num estudo efectuado pelo nosso grupo, cujo trabalho se encontra nesta tese,
objectivamos estudar o papel da creatinina como um marcador preditivo da
disfuncéo respiratéria na nossa populacéo, bem como avaliar o seu valor predictivo
no que respeita a progressao clinica e morte. Na nossa populagéo, a creatinina
apresentou um valor preditivo da capacidade funcional, mas nédo para a disfuncao
respiratOria ou para a morte (resultados ainda nado publicados e descritos mais a

frente nesta tese (vd “Capitulo Resultados”).

Apesar da creatinina plasmatica representar um potencial biomarcador clinico para
0 prognadstico da ELA, devem ser considerados estes resultados promissores com
cautela. Tal deriva das diferengcas metodologicas e existéncia de factores

confundentes, como o IMC, a influéncia do género e as técnicas analiticas.>**
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A creatina quinase (CK) sérica, mostrou-se igualmente Gtil como biomarcador de
desinervacao muscular, geralmente encontra-se aumentada no soro e no plasma
380,543 e, em alguns estudos, correlaciona-se com a sobrevida.>*3%% A base de
dados PRO-ACT revelou que os pacientes que apresentavam uma progressao
lenta da doenca tinham um CK estavel ou um declinio lento, enquanto que a
progressdo mais rapida da doenca estava associada a valores que decresciam
rapidamente. De facto, associada com a diminuicdo do peso, da albumina e da
fosfatase alcalina, o declinio dos niveis de CK foi capaz de prever a progressao da

doenca lenta versus rapida.380.546

Biomarcadores Metabdlicos

Num estudo, no qual foram quantificadas as concentragcdes de aminoacidos no
plasma de pacientes com ELA, foi descrito niveis aumentados de glutamato e lisina,
enquanto os niveis de leucina estavam reduzidos.>*’ Niveis aumentados de
glutamato plasmatico tinham correlacdo positiva com a duragdo da doenca,**® e
associavam-se a doentes medulares e do sexo feminino.>*°® Curiosamente, apesar
do tratamento com Riluzol ter impacto na sobrevida, ndo parece reduzir 0s niveis
de glutamato ou glicina no plasma,®*® embora um estudo tenha reportada uma
reducdo das concentracfes de glutamato e aminoacidos ap4s um tratamento de 6
meses com Riluzol.>%°

Um grande projecto metabol6émico, multicéntrico, no qual os autores utilizaram
amostras de plasma de mais de 250 doentes, foi identificado um painel de 32
proteinas capazes de diferenciar doentes com ELA de controlos saudaveis e de
doentes com outras doencas.*®! Neste painel de biomarcadores metabélicos do
plasma, foram considerados, os seguintes analitos: creatina, creatinina, urato,
glutamina e piroglutamina.®®! Embora estudos de validacdo adicionais sejam
necessarios, esses estudos sugerem que alteracfes metabdlicas especificas
podem ser identificadas em pacientes com ELA e que contribuem para a
progressdo da doenca e a sobrevida dos pacientes.

Embora muitos grupos tenham realizado analises de espectrometria de massa no
sangue, ndo ha frequentemente uma sobreposicdo nas proteinas especificas
identificadas. No entanto, sdo conhecidas as vias que estdo desreguladas e que

estdo implicadas na ELA 552955
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Um trabalho recente, demonstrou uma regulacdo negativa de lipidos/colesterol e
das vias de coagulacéo, inibicdo da producdo de NO e ROS em macrofagos e
aumentos na resposta de fase aguda e no sistema complemento.>*® Estas
assinaturas metabdlicas estdo cada vez mais a atrair a atencdo da comunidade
cientifica, pois fazem parte de grandes bancos de dados de ensaios clinicos ja
realizados e estdo a ser utilizadas no desenvolvimento de algoritmos diagndésticos
e prognosticos que serdo (teis na investigacao clinica.3”’

Os marcadores de carbohidratos e metabolismo lipidico tém sido estudados
extensivamente, embora com resultados contradit6rios.>*” Num grande estudo com
duracdo de 20 anos, realizado na Suécia, incluindo 623 doentes, foram descritos
valores mais baixos de glucose sérica e niveis mais elevados de colesterol e da
lipoproteina de baixa densidade (LDL-C), da apolipoproteina B (apoB), assim como
a razéo apoB/apoA-1.5%7

Um grande estudo de 2014, que incluiu 638 pacientes com ELA, indicou a utilidade
da reducdo da albumina sérica no diagndstico e como um biomarcador de
sobrevida. Maior sobrevida foi observada com niveis crescentes de albumina.>42.608
Mais convincentemente, estudos longitudinais da ELA a partir do banco de dados
PRO-ACT®%* mostrou que o declinio da albumina era um dos quatro factores
indicadores do ritmo de progressdo da doenca.>*® A albumina sérica diminuida,
correlacionou-se igualmente com os leucdcitos totais aumentados, neutrofilos e
mondcitos no sangue, sugerindo ainda que a albumina sérica diminuida foi o
resultado de um processo inflamatério. Estudos longitudinais, acerca da variacdo
dos niveis sanguineos de albumina, devem esclarecer a potencial utilidade

prognostica deste candidato a biomarcador.5%8

Biomarcadores de Stress Oxidativo

Um aumento nos niveis de ferritina foi observado no plasma e soro de pacientes
com ELA, sugerindo uma desregulacdo do metabolismos do ferro, favorecendo o
stress oxidativo;*68>41.55° em alguns estudos, os niveis mais elevados foram

associados a pior progndstico, 462541 mas ndo em todos. 468

O acido arico € um poderoso antioxidante e, portanto, niveis elevados podem ser
Uteis para reduzir o stress oxidativo observado na ELA. Em estudos transversais,
0S niveis séricos estdo diminuidos em comparacdo com controlos

saudaveis.501.502,560,561 Njyeis elevados de acido Urico sérico, correlacionam-se com
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um risco moderadamente reduzido de desenvolvimento futuro da ELA,%? mas a
sua ligacdo com o aumento da sobrevida € menos conclusiva, com alguns
resultados positivos.>®%614 No entanto, uma publicacdo recente decorrente da
analise da base de dados do PRO-ACT, incluindo 1.736 casos de ELA, mostrou
uma reducao de 11% no risco de morte para cada aumento de 1 mg/dL no &cido

arico sérico. 563
2.1.2.3. Biomarcadores de Urina

Ha uma quantidade limitada de estudos que recorreram a urina, como biofluido, em
pacientes de ELA. Os estudos sobre biomarcadores urinarios na ELA, incluem
pequenos estudos transversais, muitas vezes com resultados contraditérios, tal
como aqueles sobre oligoelementos urinarios.>64566 Até onde sabemos, somente
o receptor de neurotrofina p75 (p75ECD), %7 glicosilgalactosil hidroxilisina (Glu-Gal
Hyl),%%8 colagénio tipo IV,%9 80H2'dG3%6:4%3 e F2-isoprostano (8-iso-PGF2a),3%6

foram explorados como potenciais biomarcadores.

Em estudos transversais, o0 marcador de stress oxidativo, 0 80H2'dG, um produto
de oxidacdo de DNA nuclear e mitocondrial, encontrava-se aumentado em
pacientes com ELA.566:569 Tal aumento, mostrou-se consistente nos pacientes com
ELA, estudados longitudinalmente durante um periodo de 9 meses (2,9 ng/mg de
creatinina/ano), diferentemente dos controlos.*®® A alteracdo nos niveis de
80H2'dG na urina foi negativamente correlacionada com os scores da escala
funcional ALSFRS-R, sugerindo que a 80H2'dG poderia servir como um possivel
marcador prognostico. Observacfes semelhantes foram observadas num outro
estudo; no entanto, neste Ultimo nao existia relacdo entre os niveis de 80OH2'dG e

os scores da escala funcional ALSFRS-R.326

O F2-isoprostano (8-iso-PGF2a) esta também aumentado na urina de pacientes
com ELA,3%% mas a existéncia de uma via induzida por inflamacéo para geracéo de
F2-isoprostano, além da peroxidacdo lipidica, precisa ser considerada para a

interpretacdo dos resultados.380:570

A degradacdo do colagénio resulta na excrecdo dos metabolitos Glu-Gal Hyl e
galactosil hidroxilisina na urina, tornando estes biomarcadores viaveis para estudo
na ELA.5%® O Glu-Gal Hyl exibiu niveis reduzidos nos pacientes de ELA, quando

comparados com controlos de doencas neuroldgicas e individuos saudaveis, e
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diminuiram continuamente ao longo da doenca, mas ndo se observaram alteracdes
nos niveis de galactosil hidroxilisina. Esses resultados suportam estudos anteriores
que detectaram reducdo dos niveis de colagénio no tracto corticoespinhal e no
corno anterior na medula espinhal em doentes com ELA.>"%

Sabe-se que o p75ECD estimula a sobrevivéncia celular em resposta a factores de
crescimento (neurotrofinas). Mais recentemente, um aumento p75ECD foi
observado na urina de pacientes com ELA em comparacdo com individuos
saudaveis, ou a pacientes com doenca de Parkinson e a esclerose multipla (EM), o
aumento foi crescente ao longo da doenca (2,3 ng/mg de creatinina/ano).567.572.573
Este biomarcador fornece potenciais vantagens progndsticas, em particular quanto
ao declinio funcional, de tal forma que pacientes com ELA de progressao rapida,
exibiram niveis mais elevados de p75ECD.%%7°72 Tendéncias semelhantes também
foram observadas no rato transgénico com mutacdo SOD1%%*A quando comparados
com o rato sem mutacédo (wild type). Importa ressaltar, que embora os sintomas da
ELA no rato transgénico SOD1G%A aparecam apdés 100 dias, a p75ECD estava
elevada 40 dias antes, ou seja, na fase assintomatica.®®” Num estudo de coorte
efectuado na China, a andlise de urina foi realizada em 101 pacientes com ELA,
108 pacientes com outras doencgas neurolédgicas (doenca de Parkinson e Esclerose
Multipla) e em 97 controlos saudaveis,*”® o p75ECD estava aumentado no grupo
de ELA, quando comparado com 0s restantes.

Esses resultados sugerem que a p75ECD urinaria podera ter utilidade como
biomarcador progndstico e farmacodinamico nos pacientes com ELA. Mas, estes
resultados, bastante recentes e promissores, necessitam de ser confirmados por
estudos multicéntricos, uma vez que esse biomarcador foi estudado por poucos

grupos de investigagéo.>">73
2.1.2.4. Biomarcadores na Saliva

Do mesmo modo dos estudos que envolvem biomarcadores baseados em urina,
h& relativamente poucos estudos que investigaram potenciais biomarcadores na
saliva, e que estdo sumarizados na Tabela 6.

Estes estudos tém-se baseado em marcadores que sao sintetizados pelo sistema
enddcrino, sugerindo o potencial envolvimento do sistema endocrino na
patogénese da ELA. No entanto, num estudo, o0s niveis de cromogranina A ndo se

correlacionaram com muitas das medidas do questionario funcional.24.574
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Dada a quantidade limitada de informacdes usando este biofluido, facilmente
obtido, estudos futuros deveriam focar-se na identificagdo de biomarcadores

adicionais em amostras representativas.?

Tabela 6| Biomarcadores enddcrinos estudados na saliva na esclerose lateral
amiotréfica (ELA).

Niveis em

pacientes com
Proteina Fungao Correlagoes () Referéncia

ELA

vs controlos

Aumento
Marcador  (controlos = ELA
Cromogranina Obayashi,
de stress moderada, + com humor
A 2008 74

endocrino  deméncia vascular
e saudavel

+ com medidas da

escala funcional
Diminuido em 30
Hormona ALSFRS e forca
Cortisol minutos apds o Roozendaal,
esterdide muscular
despertar 201257
- com humor
depressivo

Legenda da tabela: ALSFRS|Escala de Avaliacdo Funcional da ELA. Adaptado de Vu et al
(2017).24

Relativamente aos varios estudos abordados nesta tese, muitos biomarcadores
demonstraram utilidade diagnéstica e prognéstica na ELA. No entanto, alguns
desses biomarcadores podem ndao ter a especificidade e sensibilidade suficiente

para o diagnéstico diferencial.

Na Tabela 7 estédo reportados os resultados dos 5 principais biomarcadores com
dados publicados sobre sensibilidade e especificidade na ELA.?%
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Tabela 7| Os cinco biomarcadores de diagndstico mais investigados na ELA

Informacao | Sensibilidade Especificidade

Analito Biofluido Referéncia
do paciente (%) (%)
40 ELA; 40
NFH LCR 97,3 83,8 Chen, 2016 %38
nao- ELA CD
253 DNM; Steinacker,
NFH LCR 83,0 80,0
85 CD 2016 3%8
71 ELA; Ganesalingam,
NFH LCR 87,7 93,7
52 CD; 40 CS 2013 °7¢
71 ELA;
Ganesalingam,
NFH/C3 LCR 52 CD; 40 87,7 94,6
2013 576
CS
254 DNM; Steinacker,
NFL LCR 77,0 88,0
85CD 2016 3%
64 ELA; 36
NFL CSF 97,0 95,0 Lu, 2015 3%
CS
64 ELA; 36
NFL Soro 89,0 75,0 Lu, 2015 3%
CS
103 ELA; 42
NFL Plasma 90.0 71,0 Lu, 2015 3%
CS
Combinagao
de IL-10, IL-6, 41 ELA; Mitchell, 2009
LCR 87,5 91,2
GM-CSF, IL-2, 33CD s
e IL-15
28 ELA; 12 Shepheard,
p75ECD Urina 93,0 100,0
CS 2014 °¢7
28 ELA; Shepheard,
p75ECD Urina 93,0 79,0
19 CD 2014 °¢7

Legenda da tabela: NFH|Neurofilamento fosforilado de cadeia pesada; LCR]|Liquido
cefalorraquidiano; CD|Controlos doentes; DNM |Pacientes com doen¢a do neurénio
motor; CS|Controlos saudaveis; NFL| Neurofilamento de cadeia leve; IL|Interleucina; GM-
CSF|Factor estimulador de col6nias de granulécitos e macrofagos; p75ECD |Receptor de
neurotrofina p75. Adaptado de Vu et al. (2017). 214
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2.1.2.5. Biomarcadores de Pele

Existe uma origem embrionaria comum da pele e dos tecidos nervosos, ectoderme,
e provavelmente por isso, em muitas doencas neurodegenerativas existem
alteracdes na pele. Mais importante, por vezes as manifestacdes na pele precedem
0 aparecimento de sintomas neurol6gicos.>’7:5’8 Alteracdes cutaneas na ELA foram
reportadas pela primeira vez por Charcot no século XIX, qguando ele observou que
0s pacientes com ELA ndo apresentavam escaras.>’® As alteragdes cutaneas na
ELA incluem alteracdes no didmetro e densidade da fibra de colagénio, assim como
alteracées na ligacéo cruzada de colagénio e elastina.>”®

Como a IL-6 é um factor pré-inflamatdério, foram detectados niveis aumentados de
IL-6 na pele de pacientes com ELA, o que poderia representar uma resposta

inflamatdria sistémica.>’8

A expressdo nuclear do gene FUS estd aumentada nas células epidérmicas de
pacientes com SALS, sendo crescente com a progressdo da doenca, mas tem
baixa especificidade.>”® No entanto, depdésitos de TDP-43 nas mesmas células
podem ser uma marca da doenca (positivos em cerca 97% dos casos, excepto na
ELA causada por variantes patogénicas do gene SOD1). O recurso a biopsias de

pele merece uma investigacdo mais aprofundada.

Recentemente um grupo de investigadores, desenvolveu um modelo Unico de
engenharia de tecidos aplicado na ELA (ALS-TES), a partir de células do proprio
doente. Este modelo in vitro pode ser uma fonte renovavel de tecido humano para
a compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos da ELA, além de poder identificar
biomarcadores preditivos, monitorizar a progressado da doenca e avaliar a resposta
em ensaios clinicos.>8® Comparado ao TES-controlo, o ALS-TES apresentou uma
diferenciacédo epidérmica alterada, juncéo dermo-epidérmica anormal, infiltracao de
queratinécitos, desorganizacao do colagénio e inclusdes citoplasmaticas de TDP-
43580 Notavelmente, estas alteracGes foram detectados em doentes pré-

sintomaticos com a expanséo de repeticdo G4C2 no gene C9orf72.580
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Tabela 8| Resumo dos principais biomarcadores em fluidos corporais.

Adaptado de Verber (2019).3%

Biomarcador Tipo de Resultados Chave Principais Caracteristicas e Potenciais aplicacoes

Amostra

Poly (GP) C9orf72 presente pré-clinicamente;
estdvel ao longo do tempo

LCR L , L. Potencial farmacodinamico para ensaios clinicos
Niveis de proteina SOD1 estdveis ao longo do
Proteinas ligadas a tempo
TR Nivel de proteinas SOD1 na ELA familiar e L
genéticas esporadica SOD1 usado em ensaio clinico actual
2 . Ensaio clinico planeado especificamente para mutagdes em
Sangue Presenca de repeticdes poly (GP) de doenca C90rf72
or,
presentes na doenga C9orf72 e TDP-43 . .
Potencial como marcadores dos casos com mutagdes
Evidéncias contraditérias em diferentes tipos
L de células . . - N
Metilacido do DNA  Sangue L . Potencial, precisa de mais investigagao
Metilagao global parece ser promissora
Os niveis de NFL mantém-se aumentados ao . . o
. Validado como marcadores de diagndstico.
LCR longo do tempo de forma estavel; . L o A
e L, Potencial para progndstico e monitorizagdo farmacodinamica
Niveis de NFH variavel
Neurodegeneragao

O nivel NFL pode aumentar com a duragdo da
Sangue doenga Potencial uso de NFL como marcador de diagndstico e progndstico
NFH niveis varidveis



Inflamagao

miRNA

Desinervagao
muscular

LCR

Sangue

Urina

LCR

Sangue

Sangue

Classe de citocinas, quimiocinas e
proteinas imunoldgicas reguladas positiva e
negativamente

Células T reguladoras (Treg) alteradas
Resultados contraditdrios em estudos para
citocinas, PCR, quitotriosidase

Urina p75ECD aumentada e aumenta ao longo
do tempo

Diferencas nos paineis de miRNAs nos
pacientes; resultados ndao concordantes

Sangue = LCR

Redugdo da creatinina sérica; alteragdes
longitudinais na CK

Potencial para diagndstico, progndstico e progressao da doenga;

actualmente com resultados contraditorios

O uso potencial de Tregs como marcador progndstico, actual
estudo clinico de fase I
Outros alvos precisam de ser investigados

Potencial, precisa de mais investigacao

Potencial para suporte do diagndstico precoce, progndstico e
biomarcador farmacodinamico; precisa de mais investigagdo

Creatinina sérica como potencial marcador progndstico
A CK tem valor preditivo da progressao da doenca
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Metabolismo

Stress Oxidativo

LCR

Sangue

Urina

LCR

Sangue

Urina

Perfil lipidico distinto identificado através de
1H -MRS* e espectrometria de massa
Inconsisténcias entre estudos

Marcadores de carbohidratos e metabolismo
lipidico, resultados contraditdrios

O glutamato apresenta resultados
contraditdrios em resposta ao tratamento
Redugao de albumina sérica

Estudos limitados de urina em F2-isoprostano
(8-iso-PGF2a), Colagénio tipo 4 e
lucosilgalactosil hidroxilisina (glu-gal Hyl)

Niveis elevados de 4HNE, 3-nitrotirosina
Marcadores da via NRF-2, por exemplo,
glutationa

O 4cido urico apresentou resultados
contraditdrios,
Ferritina, glutationa, 3-nitrotirosina,
Aumento 4HNE

8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (80H2'dG)
elevado e aumenta com a evolugdo

Potencial para uso diagndstico e progndstico
Estudos longitudinais necessarios

Marcadores de carbohidratos e metabolismo lipidico associados
com risco de doenga;

Glutamina e glutamato precisam de mais investigacao
Albumina sérica valor preditivo para a progressao da doenca

Potencial, precisa de mais investigacao

Precisa de mais investigacdo

O 4cido Urico mostra-se promissor como progndstico na base de
dados no PRO-ACT
Necessario investigar outros candidatos

Potencial, precisa de mais investigagcao
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Perfis com diferentes expressdes Identificados,

Abordagem LCR por exemplo, cistatina C, quitinases, MCP-1, Potencial como novos biomarcadores, mas estudos inconsistentes
protedmica Duvidoso na validagdao de marcadores
individuais

Legenda da tabela: ELA-Esclerose Lateral Amiotréfica] LCR-Liquido Cefalorraquidiano|PCR-Proteina C Reactiva] MCP-1-|Proteina
quimioatraente de monacitos-1| Células Treg -Células T reguladoras | NFL- Neurofilamentos de Cadeia Leves | NFH- Neurofilamentos de Cadeias
Pesadas Fosforiladas | 4HNE-4-hidroxinonenal | F2-I1soprostano- 8-iso-PGF2a|8-hidroxi-2-desoxiguanosina (80H2'dG) | NRF-2-Factor nuclear
eritroide 2 relacionado com factor 2| CK- Creatina Quinase | p75ECD-Receptor de neurotrofina p75 |*1H-MRS- Espectroscopia de ressonancia

magnética de protdes.

85




2.1.2.6. Marcadores Biométricos

Medidas Corporais Antropomeétricas

O estado nutricional, o consumo e o gasto energético, estdo alterados na ELA.%6
Epidemiologicamente, um baixo peso pré-mdrbido esta associado a risco de ELA.58!
584 Na ELA, a prevaléncia de desnutricdo varia entre 16 e 55%, o consumo calérico
esta abaixo das recomendacdes dietéticas, em pelo menos, 70% dos pacientes.
Estes dados sugerem um balango energético cronicamente negativo. A manutencao
de um equilibrio energético neutro previne a desnutricAo e as complicacbes
associadas a doenca e pode melhorar a funcdo, a qualidade de vida e a
sobrevivéncia dos doentes,37>581.636.637 embora a ingestdo insuficiente possa ser
compensada com suporte nutricional, mas 0s requisitos energéticos ndo sao

claros.585

Desta forma o tratamento da doenca implica a manutencdo do peso, execucéo
pronta da gastrostomia assim que indicado e a prescricdo de suplementos
nutricionais. Por esse motivo, nos ensaios clinicos a estratificacdo dos doentes em

funcéo do IMC ou da perda de peso é um assunto discutido.38°

A tabela 9 resume os principais biomarcadores antropométricos.



Tabela 9| Classificacédo de potenciais biomarcadores antropométricos na esclerose lateral amiotréfica (ELA).

Utilidade como biomarcador na ELA

Marcador Observagao

ao da

progressao
Score Biomarcador

Especifico da ELA
Reprodutivel
Pré-diagnostico
Estabilidade diurna
Independéncia
Mudanga com a

Menor IMC é um indicador de mau progndstico.
Associacdo em forma de U; IMC menor esta
LGN NEHTEM associado ao aumento do risco e a progressao mais
(ofe]g JEIN([\ /9B rapida, enquanto o IMC na faixa de obesidade
morbida estd associado a menor sobrevida. Grau de
perda pré-madrbida do IMC preditor de risco de ELA

A perda de peso correlaciona-se com a progressao
TN |M mais rapida da doenca; perda de peso sugerida N N N S N A 1.5
como um factor de risco para ELA

Massa gorda no diagndstico ndo é um determinante
Massa Gorda de sobrevivéncia. O aumento da massa gorda esta N N DI S N S 2
correlacionado com maior sobrevida

Massa livre de gordura no diagndstico ndo é um
determinante da sobrevivéncia. Perda de massa N S DI S N S 3
magra é associada a menor sobrevida

Massa livre de
gordura (MLG)




Distribuicdo de

Redistribuicdo e aumento da deposi¢do de gordura N DI DI s N DI 1
Gordura no musculo

Legenda da tabela: N| N&o; S|Sim; V|Variavel; DI|Dados Insuficientes; IMC|indice de Massa Corporal; MLG| Massa livre de gordura. Adaptado de
Kirk et al. (2019). 582
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2.2. A INSUFICIENCIA RESPIRATORIA NA ESCLEROSE
LATERAL AMIOTROFICA

A insuficiéncia respiratéria associada ao declinio da forca muscular é a principal causa
de morte em pacientes com ELA, que ocorre tipicamente entre 3 a 5 anos, apés o
inicio dos primeiros sintomas.>%-588 As complicacdes respiratérias mais frequentes na
ELA estdo associadas a hipoventilacdo, reducdo da clearance brénquica e risco
aumentado de infec¢do pulmonar.588:589

O envolvimento respiratério ligeiro causa fadiga nas actividades da vida diaria e
perturbagdo do sono, com impacto negativo na qualidade de vida.>8%5% Em situacoes
mais avancadas a hipoxémia e a hipercapnia podem reduzir a funcdo cognitiva
589,591,592 ' agpecialmente importante numa populacdo com menor reserva cognitiva.>8°
Na ELA, sdo afectados os musculos inspiratorios e expiratérios, bem como os
musculos das vias aéreas superiores.®® Para a inspiracdo activa, o diafragma é o
muasculo mais importante, embora outros muasculos possam auxiliar, muasculos
acessorios. O seu enfraguecimento no decurso da doenca € a principal causa de
sintomas e complicacdes, mas estudos polissonograficos recentes indicam que a
hipoventilacdo pode ocorrer em alguns doentes com funcéo diafragmatica preservada,
tanto no sono REM quanto no ndo-REM, o que pode reflectir a disfuncédo do controlo
central da respiragéo.5875%

A tosse, um reflexo essencial para a proteccao e clearance das vias aéreas, depende
da oclusao eficaz da glote e da funcéo eficiente dos musculos expiratorios. A disfuncéo
muscular bulbar altera a primeira e, por esse motivo, a eficacia da tosse nem sempre
se correlaciona com a fraqueza muscular expiratoria.>8%5% A fraqueza dos musculos
faringeos e laringeos aumenta o risco de aspiracdo e infeccdo pulmonar, sobretudo

na presenca de tosse ineficaz.58°
2.2.1. Manifestacfes Respiratorias

Caracteristicas clinicas da Insuficiéncia Respiratoria Precoce

Os clinicos normalmente confiam nos sintomas de insuficiéncia respiratéria reportados
pelo paciente, como a fadiga nos pequenos esfor¢os, reducdo da tolerancia ao
exercicio, dispneia durante um esforco fisico, cefaleia matinal, sono interrompido,
ortopnéia, sonoléncia diurna, apetite reduzido. Os testes da funcéo respiratoria sdo

prescritos para avaliar o compromisso e determinar a necessidade de ventilagdo nao



invasiva (NIV), que foi demonstrada melhorar a qualidade de vida e sobrevida em

pacientes com ELA.114

As caracteristicas clinicas da insuficiéncia respiratoria precoce podem ser subtis e séo
frequentemente negligenciadas. Alguns pacientes apresentam mudanc¢as no tom, no
volume da voz e aumento da dificuldade em eliminar secrec¢des devido a reducdo da
tosse. Outros referem menor desempenho cognitivo.>®® Pacientes com ELA
apresentam também maior risco de desenvolver trombose venosa profunda e

tromboembolismo pulmonar.®88:597

Fraqueza
muscular dos
musculos

Fraqueza
muscular dos
musculos

Fraqueza
muscular dos
musculos

bulbares

Dispneia Redugdo do Disfagia e
volume da voz Disartria

inspiratorios expiratorios

Doenca Baixo fluxo Aspiracdo e Ma
Pulmonar expiratorio na Nutricdo
Restritiva tosse

Redugio Pneumonia

clearence
bronquica

Faléncia
Respiratoria

Figura 14| As principais anomalias respiratérias que se desenvolvem na ELA.

Adaptado de Braun et al. (2018).1

Como as complicacdes respiratorias sdo as causas mais comuns de morte em
pacientes com ELA, a avaliacdo precoce e peridédica da funcdo respiratoria é

obrigatéria (Figura 14).5%8
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2.2.2. Testes de Fungc&o Pulmonar

Existem varios testes para avaliacdo da funcédo pulmonar e podem classificar-se de
acordo com o quanto sao invasivos e se requerem a colaboragéo do paciente.
Testes como a capacidade vital forcada (FVC) a Capacidade Vital (CV), a presséo
inspiratéria maxima nasal durante um sniff (SNIP), as pressdes maximas e o pico do
fluxo de tosse (PCF), registam instantaneamente a funcao respiratéria, mas podem
estar alterados pela técnica inadequada, ma colaboracdo e disfuncdo cognitiva.
Medidas de CV, forcada e lenta, sdo amplamente utilizadas devido a disponibilidade
e material publicado. 411,681

Estudos de registo do sono, oximetria percutanea e a monitorizacao transcutanea de
diéxido de carbono sao testes passivos e que monitorizam por um periodo mais longo.
A estimulagcdo do nervo frénico e, sobretudo, a determinagcdo da pressao
transdiafragmatica de contraccdo (TwPdi) sdo testes mais invasivos e complexos, pois

requerem especialistas experientes, mas sdo objectivos e néo volitivos.

Capacidade Vital e Capacidade Vital Forcada

A capacidade vital (CV) foi definida por Hutchinson em 1846, como sendo o volume
de ar que pode ser mobilizado entre uma inspiracdo e uma expiracdo maximas.>*° O
teste mais frequentemente utilizado para avaliar a funcdo respiratéria na ELA é a
FVC,%%0 estando os seus valores correlacionados com a progresséo da doenca e a
sobrevida.6%0:601 Um valor de FVC <50% do valor predito esta associado a um mau

prognostico.600-602

Embora a FVC se correlacione com a sobrevida na ELA, um valor normal ndo exclui
a presenca de compromisso muscular respiratério. Embora as directrizes
internacionais actuais recomendem a espirometria como o teste respiratorio primario
na ELA, 1115 este apresenta algumas limitagcdes. A %FVC encontra-se nos limites da
normalidade até haver um envolvimento consideravel dos musculos respiratérios,
como consequéncia da relacéo sigmoéide das curvas de pressao-volume do pulmé&o.
A FVC pode nao ser confiavel em pacientes com envolvimento bulbar devido a
fraqueza orofacial.?* Resultados dos testes de pressédo inspiratéria maxima (MIP) e
pressdo expiratéria maxima (MEP) estdo, também, relacionados com a sobrevida dos
doentes. No entanto, esses testes também séo dificeis de realizar, especialmente

guando os musculos bulbares sdo afectados.%%3
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Alguns dados indicam que os testes que quantificam directamente a for¢ca muscular,
como a avaliacdo da pressdo transdiafragmatica, sdo melhores preditores da
sobrevida livre de ventilacdo,%%* no entanto, métodos invasivos néo sdo apropriados
para a monitorizacdo dos doentes. Tem sido defendido que a avaliacdo da FVC (ou
VC) na posicao sentada e de decubito pode ser mais sensivel para detectar disfungéo
respiratéria  numa fase precoce,’® mas muitos doentes ndo toleram este

procedimento, por parésia diafragmatica ou pela presenca de secrecoes.

Oximetria Nocturna e Polissonografia

A dessaturacdo nocturna do oxigénio € um marcador Gt da
disfuncdo respiratoria.587.606-608 Uma dessaturacdo nocturna de oxigénio de 90%
durante pelo menos um minuto cumulativo, € considerado um indicador precoce util
de insuficiéncia respiratéria incipiente.®%’ Estudos do sono podem associar
esta informacdo com os diferentes estadios do sono, bem como
caracterizar episodios apneicos. Trabalhos prévios revelam que a hipoventilacdo é
mais comum durante a fase REM do sono, nos casos de parésia diafragmatica. O
sono REM pode ser frequentemente encurtado ou ausente na ELA, conduzindo a
interrupcdo do sono e fadiga durante o dia. Mas a hipoventilacdo pode ocorrer
igualmente no sono ndo-REM em pacientes com funcéo diafragmatica preservada,
sugerindo disfuncdo do centro respiratério.>®* Questionarios padronizados, como a
Escala de Sonoléncia de Epworth e o indice de Qualidade do Sono de Pittsburgh,
podem ser usados para rastreio de pacientes com perturbacfes do sono e sonoléncia

diurna excessiva.5%
A Capnometria Transcutanea (PtcCOz2)

Os niveis de diéxido de carbono podem ser medidos de forma ndo-invasiva no sangue,
pelo uso de um dispositivo portatil que pode ser usado numa clinica ou ambiente
doméstico. E uma abordagem recente para avaliar a funcao respiratoria na ELA e em
outras doencas neuromusculares.8%.610 Os valores registados de PtcCO2 apresentam
uma forte correlacdo com as medidas arteriais. Um valor superior a 49 mmHg durante
>10% do tempo total de registo indica insuficiéncia respiratéria.>8%61% A capnografia
transcutdnea tem sido fortemente recomendada para deteccdo de hipoventilacdo
nocturna em pacientes com ELA 589610611 Em pacientes com ventilacdo ndo-invasiva,
a PtcCO2 pode ser util para monitorizar este tratamento, particularmente para

diferenciar entre hipoventilacédo e hipoxémia associada a outras causas.>89.611
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Gasometria Arterial

Embora alteracdes na troca gasosa nocturna sejam relativamente comuns na ELA, a
hipoxia e a hipercapnia diurna sdo incomuns e ocorrem tardiamente no decurso da
doenca.l®1% Portanto, ndo se recomenda efectuar a gasometria arterial rotineiramente
em pacientes com ELA. Esta deve ser considerada, somente, em casos
seleccionados, como em alguns doentes com sintomas respiratérios, marcados

distlrbios do sono ou hipersonoléncia.' 60

Ventilagdo Voluntaria Maxima (VVM)

A ventilagdo voluntaria maxima (VVM), uma medida da resisténcia muscular
respiratoria, exige que 0s pacientes respirem o mais profundamente e rapidamente
possivel por 12 segundos.®? Embora se tenha mostrado alterar-se durante a
progressdo da doenga ELA,%%2 ndo é sensivel no inicio da doenca,5%612 sendo dificil
de aplicar na monitorizacdo, pois alguns pacientes tém dificuldade em realizar a

manobra por ser muito exigente.®%2 Na pratica clinica este teste raramente é realizado.

Presséo Inspiratéria Maxima Nasal Durante um Sniff (SNIP)
A presséo inspiratéria nasal durante uma manobra de sniff (Sniff nasal Inspiratory
pressure—SNIP) tem sido utilizada como uma alternativa para avaliar a forgca muscular

inspiratéria, uma vez que é de facil execucdo e ndo-invasiva.

Estudos mais recentes mostraram que o SNIP méaximo se correlaciona bem com
testes invasivos e ndo-volitivos,%%® tal como a medicdo da pressdo
transdiafragmatica.®'* O SNIP tem a vantagem de poder ser usado em pacientes com
disfuncéo bulbar, pois ndo requer forca de ocluséo labial em torno de um bocal. Um
SNIP <40 cm H20 correlaciona-se com a hip6xia nocturna e com um aumento do
risco de morte nos 6 meses seguintes.®®®  No entanto, alguns pacientes apresentam
dificuldade em colaborar com o teste devido a certa dificuldade na coordenac¢éo e/ou

comprometimento cognitivo.5%:615

Resposta Motora Diafragmatica

Técnicas mais invasivas tém sido utilizadas para a monitorizacdo da progressao do
declinio respiratorio na ELA. A amplitude da resposta motora do nervo frénico, por
estimulacdo eléctrica superficial, tem valor preditivo de hipoventilagéo e da sobrevida
em doentes com apresentacdo medular ou bulbar. 2616617 A amplitude diafragmatica

correlaciona-se, igualmente, com outros testes respiratérios convencionais®16617 e
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com os sintomas,%'261 pelo que esta técnica pode ser usada em doentes que néo

possam cooperar com outros testes de funcdo pulmonar, mais padronizados. 616617

A ultrassonografia € um método nao-invasivo que permite a avaliacdo directa e
dinamica da espessura e do movimento do diafragma 2 e tem correlagdo com o FVC

e com a amplitude da resposta motora por estimulacéo do nervo frénico.51261°

2.3. POTENCIAIS BIOMARCADORES MOLECULARES DE
INSUFICIENCIA RESPIRATORIA NA ESCLEROSE LATERAL
AMIOTROFICA

Na ELA apesar de varios testes respiratorios serem sensiveis na deteccdo de
disfuncdo ventilatéria e indicarem o prognoéstico,?*2%6% nenhum biomarcador
molecular de insuficiéncia respiratoria foi identificado. Esse biomarcador seria
particularmente Gtil na pratica clinica, pois os testes respiratérios classicos tém
limitacBes. Por este motivo fomos estudar os potenciais biomarcadores moleculares

de insuficiéncia respiratoria na ELA.

2.3.1. Club Cell Secretory Protein (CC-16)

A Club Cell Secretory protein (anteriormente denominada de células de Clara -CC-16,
CC-10, CCSP ou Uteroglobina) € uma proteina sintetizada predominantemente nos
pulmdes e quantificavel no soro. E um membro da familia da secretoglobina, secretada
por um grupo de células localizadas no epitélio traqueobrénquico, principalmente nos
bronquiolos terminais,20-622 as CC-16 sdo células ndo mucosas.®? Esta proteina, de
baixo peso molecular (15,8-kDa) consiste em 70 a 77 subunidades de aminoacidos
ligadas covalentemente,®24.625 passa da superficie das vias aéreas, através do epitélio
para o sangue, provavelmente por difusdo passiva.620-622

Varios estudos demonstraram que a CC-16 € uma proteina multifuncional, com
propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatorias, incluindo inibicdo da producao
de citocinas pré-inflamatérias e de células imunes.%2462” A CC-16 inibe a quimiotaxia
de neutrodfilos e monécitos, sendo capaz de controlar a proliferacdo e migracao de
fibroblastos. Apresenta também actividades anti-alérgicas, anti-quimiotéticas,
estimuladoras do crescimento embrionario e anti-tumorais.®?® Além disso, a CC-16
tem a capacidade de se ligar e pode, potencialmente, sequestrar ligandos

hidrofébicos, como os retindis, progesterona, fosfolipidios e prostaglandinas.624.629.630
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A proteina CC-16 tem sido considerada um biomarcador sensivel de integridade
epitelial das vias aéreas, 0s seus niveis aumentam em infec¢gées pulmonares agudas,
e na presenca de acelerado declinio da funcdo pulmonar na doenca pulmonar
obstructiva crénica (DPOC).%31632 Mas pode ter um valor reduzido em doencas

respiratérias cronicas, por reducéo das células de clara no pulméo.53?

2.3.2. Interleucina 6 (IL-6)

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina multifuncional envolvida na regulacdo da
resposta imune, inflamacdo, metabolismo e hematopoiese, produzida por células
imunes, sanguineas, endoteliais e por miécitos®3? e que pode atravessar a barreira
hematoencefélica.®3* Tem sido estudada nas doencas neurodegenerativas.531.633

A IL-6 derivada de musculo, conhecida como “mioquina” ou “factor de exercicio”, tem
accao anti-inflamatoria (reducéo da producdo de TNF-a, estimulacdo do agonista do
receptor da citocina IL-1), induz a lipdlise e aumenta os niveis de glicogénio
muscular.535636 Q efeito anti-inflamatério do exercicio pela producéo de miocina IL-6
tem beneficios importantes ndo apenas para a homeostase muscular, mas também
para a saude geral. No entanto, o papel da IL-6 como indutor primario ou secundario
na resposta celular devido a interac¢cdo com outras citocinas ainda ndo esta claro. Na
verdade, a IL-6 pode actuar como um mediador anti-inflamatério ou pro-
inflamatdrio,531,637-640

Vérios estudos prévios reportaram aumento nos niveis séricos e no LCR de IL-6 em
doentes com ELA, provavelmente relacionado com o papel dos processos
inflamatérios na degeneracéo do neurénio motor,641:461,462,:481,642 Fstydos de bidpsias
de pele em pacientes com ELA demonstraram maior imunorreactividade a IL-6 quando
comparados com controlos de individuos saudaveis. A imunorreactividade da IL-6 foi
marcadamente positiva na epiderme e nos vasos sanguineos dérmicos, em particular
em pacientes com maior tempo de doenca, mostrando correlacdo com 0s niveis
séricos.%?® No entanto, niveis anormais ndo foram consistentemente encontrados,
alguns autores reportaram valores semelhantes aos controlos.?*3 Num estudo que
envolveu doentes com ELA, observados durante um periodo de 4 anos, 0s niveis
plasmaticos de IL-6 estavam fortemente associados aos niveis de proteina C-
reactiva.*%® Alguns autores reportaram niveis de IL-6 niveis mais elevados de IL-6 no
inicio da doenca,**® o que justifica a auséncia de correlacéo linear com o valor da

escala funcional.*%? Possivelmente a hipéxia € um factor associado a maior libertacdo
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de IL-6 na ELA*®! e em outras doencas,*®* como ocorre na apneia obstrutiva do
sono.%** Os niveis séricos e no LCR de IL-6 correlacionaram-se com a PaO: na
ELA.48! Tal facto, pode ser explicado pela libertagdo de citocinas pré-inflamatérias

pela activacdo da microglia induzida por hip6xia.64°
2.3.3. Creatinina (Cr)

A creatinina plasmatica € um produto de decomposicédo do fosfato de creatina nos
musculos e esta relacionada com a massa muscular.5#1.646.647 A creatinina (MW 113

Da) é o anidrido ciclico da creatina, que é produzido como o produto final da

decomposicdo da fosfocreatina.®48:649

A creatina é sintetizada nos rins, figado e pancreas, por duas reac¢des enzimaticas.
Na primeira, a transamidacdo da arginina para a glicina forma o &cido
guanidinoacético; a segunda, a metilacdo do acido guanidinoacético (glicociamida),
ocorre com a S-adenosilmetilionina sendo dadora do grupo metilo. A creatina,
seguidamente, é transportada para o sangue e outros 6érgaos, como o cérebro, rim e
musculo, onde é fosforilada a fosfocreatina, composto de elevada energia. A
interconversdo entre a fosfocreatina e a creatina é uma caracteristica particular do
processo metabdlico de contraccdo muscular; parte da creatina livre no musculo
transforma-se espontaneamente em creatinina. Entre 1-2% da creatina muscular séo
transformados por dia em creatinina. Devido a quantidade de creatinina enddgena
produzida ser proporcional a massa muscular, a producgéo varia com sexo e idade. Os
homens ndo obesos excretam cerca de 1,5 mg/dia, e as mulheres 1,2 g/dia. A
excrecao diaria de creatinina pode ser 10% a 30% maior como resultado da ingestéao
de creatina e creatinina presente na carne. A excregdo renal em qualquer pessoa, na
auséncia de doenca renal, € relativamente constante e correlaciona-se com a
producdo enddgena. A maior parte das variacdes inter-individuais da excrecdo da
creatinina, em pessoas saudaveis, € atribuida essencialmente a idade, sexo e massa
corporal magra.®#864 A quantificacdo da creatina plasmatica e da respectiva

depuracéo renal sdo utilizadas como indicadores da fungdo renal.648.649

A creatinina é um forte marcador da massa muscular, estando reduzida na ELA pela
perda de massa muscular. 504542650651 A sya concentracédo plasmatica foi descrita na
ELA como um factor prognéstico independente para o declinio funcional 500541652 ¢

morte, em doentes bulbares e medulares. 506:542653.654 Nym estudo retrospectivo
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recente foram consideradas 3 bases de dados, num total de 1241 pacientes, 0s
investigadores encontraram menos variabilidade inter-individual no valor do declinio
da creatinina plasmatica, do que para a escala funcional ALSFRS-R. Para mais,
identificaram forte correlacdo longitudinal entre a creatinina plasmatica, o score
funcional ALSFRS-R e a forga muscular. A menor variabilidade, sendo um marcador
de baixo custo e de facil acesso, promove a sua utilizagcdo em ensaios clinicos.3?

Estudos que correlacionem a creatinina e a funcao respiratéria na ELA séo escassos,
Chio et al., reportam uma correlagdo entre os niveis de creatinina e o score da
avaliacéo clinica respiratoria pela escala funcional ALSFRS-R e com o valor de FVC,

mas sem estabelecer um valor de prognéstico.>*?

2.3.4. Fibrinogénio ¥ (Gamma Prime Fibrinogen-y)

O fibrinogénio é a terceira proteina plasmatica mais abundante no plasma. E uma
glicoproteina plasmatica de grande dimensdo molecular, complexa e multifuncional,
sintetizada pelos hepatdcitos.?® Tem um papel essencial para a hemostase
cicatrizacdo de feridas, fibrindlise, inflamacéo, angiogénese, interac¢cdes celulares e
da matriz.36:655-657

Fibrinogénio no plasma é uma mistura heterogénea de isoformas com diferentes
proporcdes relativas. As variantes de fibrinogénio sdo o resultado do splicing
alternativo do RNAm da cadeia y. O processamento de RNAm e as modificacdes pos-
traducionais dao origem a varias isoformas diferentes de fibrinogénio com
caracteristicas muito variadas.

Aisoforma y” tem uma substituicdo dos ultimos 4 residuos de aminoacidos do terminal
carboxilo (AGDV) da cadeia y A prevalecente por uma sequéncia de residuos de 20
aminoéacidos diferentes (VRPEHPAETEYDSLYPEDDL), que inclui uma elevada
proporcao de residuos carregados negativamente e duas tirosinas sulfatadas. Esta
variante representa 8-15% de todo o fibrinogénio plasmaético, principalmente na forma
do heterodimero yAy", enquanto o homodimero y’y" € responsavel por menos de 1%
do fibrinogénio plasmatico total. 3738

A cadeia vy do fibrinogénio tem 2 isoformas, agrupadas no cromossoma 4q31: a
isoforma gama A (yA ou simplesmente y) e a isoforma gama-prime (y" ou y B). Por
conseguinte, ao nivel da cadeia y, a molécula de fibrinogénio pode ser um
homodimero (yA/yA) que constitui aproximadamente 84% da concentracao total de

fibrinogénio no plasma, um heterodimero (yAly') que estad presente em
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aproximadamente 15% ou um homodimero (y'/y") que constitui o 1% restante da
concentracdo de fibrinogénio.37:41:658,659

O fibrinogénio desempenha um papel proeminente no processo inflamatério.36.660 O
aumento do fibrinogénio no sangue é considerado um indicador pro-inflamatoério e um
marcador de alto risco para o desenvolvimento de patologias.®6*

Ao formar coagulos sanguineos de fibrina que sdo altamente resistentes a fibrindlise,
foi hipotetizado que o fibrinogénio y* pode promover a trombose.*1660.662 Estudos
transversais e retrospectivos sugerem que o nivel de fibrinogénio y” esta positivamente
associado a eventos aterotromboéticos,36:662663 embora os mecanismos subjacentes
sejam motivo de debate.®646%5 Na verdade, o fibrinogénio y’, tem sido associado a um
maior risco de tromboembolismo venoso, acidente vascular cerebral isquémico,
doenca arterial coronaria e ao enfarte do miocéardio. 38661

A associacgdao entre fibrinogénio y* e trombose arterial pode ser devida, pelo menos em
parte, a associacao entre fibrinogénio y e a inflamacéo. A inflamacéo é agora um factor
de risco bem estabelecido para trombose arterial 66066 e o fibrinogénio y* mostrou
forte associacdo com a inflamacdo em varios estudos publicados. Num estudo de
caso-controlo,®6%.867 os niveis de fibrinogénio v aumentaram durante a fase aguda do
acidente vascular cerebral (quando a proteina C-reactiva estava elevada) com
reducdo durante a convalescenca (quando os niveis de PCR também diminuiram).
Além disso, a proporgdo de fibrinogénio vy /fibrinogénio total também aumentou
durante a fase aguda, ao contrario do observado na convalescenca. Estudos
subsequentes confirmaram que o fibrinogénio y" tem forte associacdo com os niveis
da proteina C-reactiva e pode representar um novo marcador para a

inf|amagéo_4l,660,66l,668

O fibrinogénio tem sido explorado como biomarcador de doenca respiratéria cronica,
como a DPOC, nomeadamente quanto a severidade da doenca, sua progressao e
mortalidade. A trombose venosa profunda é uma complicagdo comum na ELA. 3940
Apesar de sua importancia, na inflamagéo e na hemostasia, nenhum estudo até hoje

foi efectuado sobre o papel do fibrinogénio y" na ELA.
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Figura 15| Moléculas de fibrinogénio.

Adaptado de Mosesson et al. (2003), de Willige et al. (2009).569:670

a) Diagrama da estrutura do fibrinogénio e da fibrina, seus principais locais funcionais e
suas interaccfes com outras proteinas. Estdo representados locais de ligacdo para proteinas,

enzimas, receptores e outras moléculas que participam das funcgées da fibrina (fibrinogénio).
b) Moléculas de fibrinogénio com localiza¢éo da cadeiay’.

A extensdo de aminoacidos da cadeia y esta localizada no terminal carboxi (seta preta) da
cadeiay” naregido D da molécula. Quando o fibrinogénio é convertido em fibrina pela clivagem
da trombina de fibrinopéptidos na regido E, a fibrina polimeriza através de interac¢bes D-E-D,
com a extensao vy no interface D-D. A estrutura da cadeia y* é desconhecida, mas um extra
de 16 residuos de aminoéacidos pode estender-se até 30 a 40 A ou mais, dependendo da
dobragem. Considerando este comprimento, a extensdo da y  poderia estender-se até a

regido E de uma molécula vizinha no complexo D-E-D.%"°
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2.4. O ERITROCITO: ESTRUTURA E BIOLOGIA

O sangue pode ser dividido basicamente em duas partes, o plasma e as células
sanguineas. O plasma constitui cerca de 55% do volume total do sangue e
compreende aproximadamente 92% de agua. As células sanguineas podem ser
divididas em trés tipos principais: glébulos brancos, plaquetas e glébulos vermelhos
(eritrécitos), sendo este Ultimo, o tipo de célula mais abundante no sangue.®®® Os
eritrocitos sdo células anucleadas Unicas com um citoplasma constituido por 95% de
hemoglobina, por isso sédo sistemas de transporte altamente especializados de
02.659.671.672 Qs eritrocitos geralmente maduros tém aproximadamente 8 ym de
didmetro, uma espessura de 2 um, uma area de 132 ym? e um volume de 90 fL. Tém
uma vida util de aproximadamente 120 dias, in vivo, sendo selectivamente removidos
da circulacéo via fagocitose.®%%673 Para transportar hemoglobina através de pequenos
vasos, esta células biconcavas devem possuir uma membrana altamente deformavel,
porém robusta. 59674675 As suas membranas tém sido extensamente estudadas,®5°67°
em esquema esta compreende uma camada de bicamada fosfolipidica assimétrica,
como mostrado na Figura 16. As principais proteinas da membrana sdo: espectrina,
anquirina, banda 3, glicoforina C, banda 4.1 e actina, em ordem decrescente de peso
molecular,%5°676.677 no entanto, outras moléculas também estdo presentes, mas em
concentracfes mais baixas. A membrana plasmatica, juntamente com seu suporte
citoesquelético é responsavel pela manutencdo da forma biconcava dos eritrOcitos,
mas permitindo marcada deformabilidade.®5%678 Além disso, a rugosidade da
membrana celular € um indicador muito interessante da capacidade funcional da
célula.®%%879 Durante a sua vida util, o eritrécito sofre mudancas fisicas e quimicas
progressivas, alterando sua macroestrutura,®®%° como a diminuicdo do volume
celular. Isso pode ser causado pela perda de potassio e pela perda de fragmentos na
membrana pela microvesiculagédo, resultando num aumento da densidade celular.%°
Alteracfes nas proteinas esqueléticas da membrana, sua forma, suas propriedades
reoldgicas e mecanicas, podem resultar de varias doencas e disfuncdes, causando

perturbacéo da microcirculagdo.559.681.780

O eritrécito tem um estrito controlo do teor de sodio e agua, face a perturbacdes
osmoticas extracelulares e intracelulares, tal permite que a célula mantenha estavel a
concentracdo de hemoglobina celular, um processo critico para a funcdo e

sobrevivéncia normal dos globulos vermelhos. Os disturbios primarios que perturbam
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a homeostase do volume comprometem o eritrécito e podem levar a sua destruicao

prematura.68?

O envolvimento potencial dos eritrocitos na hemostase e inflamacéao esta a despertar
crescente interesse, pois a sua membrana tem receptores de ligagdo a mediadores
inflamatorios. Desta forma, os eritrocitos estdo alterados no processo inflamatério,
incluindo sua deformabilidade, propriedades reologicas e velocidade de

sedimentacdo. 34

Glycophorin A Glycophorin A Glycophorin C/D
Band 3 Band 3| Band 3 |||||||
—4.2 Dematin a1
Ankyrin a Spectrin
Adducin
F:Spectrin Tropomyosin
Tropomodulin \Actin

Figura 16| Composicdo da membrana eritrocitaria: bicamada lipidica, proteinas
transmembranares e rede filamentosa de proteinas, formando um esqueleto de

membrana.
As proteinas da membrana sdo orientadas assimetricamente e com trés fungfes principais:

proteinas estruturais, cataliticas e receptoras. %83
2.4.1 Efeitos Reoldgicos dos Eritrocitos

A reologia sanguinea € um campo complexo e determinado principalmente por
variaveis como o hematdcrito, a viscosidade sanguinea, a agregagao eritrocitéria,
elasticidade e a deformabilidade.?°%6% De modo geral, uma mudanca significativa na

microreologia dos eritrocitos poderia ter relevancia fisiologica nas altera¢des do fluxo
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sanguineo, afectando a capacidade dos eritrocitos de atravessar os capilares,
modulando a distribuicdo de sangue nos territérios vasculares e, dessa forma

prejudicando a oxigenacéo tecidual (microcirculagéo).6°9.685-687

Nos ultimos anos, numerosos avangos no cenario da hemorreologia clinica tém sido
reportados,588-6%0 contribuindo para a compreensdo mais profunda do papel do fluxo
sanguineo nos tecidos.®59:691.78% A agregacéo patoldgica dos eritrocitos pode estimular
por si s6 processos anormais e intensificar algumas anormalidades da coagulacéo
sanguinea. A agregacao eritrocitaria estd aumentada em doentes com doenca
coronaria e em pacientes com nefropatia diabética. Em condi¢cbes inflamatodrias,
observa-se uma série de mudancas nas propriedades biofisicas dos eritrécitos,

incluindo hematdcrito, agregacéo, velocidade de sedimentacéo e a deformabilidade.?*

2.5. OBJECTIVOS DA TESE

Os principais objectivos desta tese sao a identificacdo de biomarcadores moleculares
que possam ser relevantes como factores de prognostico do declinio funcional da
capacidade respiratéria na ELA, incluindo o fibrinogénio y’, assim como investigar as
alteracdes das propriedades dos eritrocitos na perspectiva do seu papel na hipoxia

tecidular.
Para atingir estes objectivos propusemos 0s seguintes pontos:

v' Estudar um conjunto de biomarcadores respiratérios (CC-16, IL-6, creatinina e
fibrinogénio y’ plasmético), nomeadamente quanto ao valor de progndstico para
o declinio respiratorio.

v ldentificar e avaliar as alteracbes das propriedades hemorreoldgicas,

morfologicas e biofisicas dos eritrécitos.

Para atingir tais objectivos, varias técnicas e metodologias foram utilizadas, tais como
tecnologia Multiplex, ensaios imunoenzimaticos (ELISA), microscopia de forca
atomica (AFM), estudos hemorreoldgicos (viscosidade do sangue total,
deformabilidade eritrocitaria e andlise de agregacdo de eritrocitos), bem como a
avaliacao clinica por metodologias ja implementadas na avaliagdo do doente com
ELA.

O trabalho realizado em cada um dos tépicos indicados acima € discutido nos

capitulos seguintes.
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MATERIAIS E METODOS

“The most beautiful thing we can experience is the mysterious. It is the source of

all true art and science.”

Albert Einstein

103



https://www.brainyquote.com/quotes/albert_einstein_130891
https://www.brainyquote.com/quotes/albert_einstein_130891
https://www.brainyquote.com/quotes/albert_einstein_130891
https://www.brainyquote.com/quotes/albert_einstein_130891
https://www.brainyquote.com/authors/albert-einstein-quotes

3.1. FUNDAMENTOS TEORICOS DOS METODOS
EXPERIMENTAIS UTILIZADOS

3.1.1. Microscopia de Forca Atomica

A microscopia de forca atdbmica (AFM) foi criada em 1986,%9? sendo um marco na
historia da nanotecnologia. Nas ultimas 3 décadas, o AFM tem sido aplicado numa
variedade de areas de investigacdo, como fisica, quimica, engenharia, biologia e
ciéncias médicas.t936% A técnica de imagem em nanoescala permite medir as
propriedades das moléculas e estudar as propriedades dinamicas em sistemas
biolégicos. 69569

A AFM é uma poderosa técnica de imagem multifuncional que permite a visualizacao
e manipulacdo de amostras biol6gicas, desde moléculas Unicas até células vivas.®%3
Como tal, pode ser realizada a observacdo da amostra em condicfes fisiologicas.
Numa imagem produzida por AFM é possivel analisar as caracteristicas topograficas
da superficie, como a rugosidade da membrana dos eritrocitos a escala nanométrica.
O AFM também pode ser usado para observar mudancas nas propriedades
mecanicas.

A AFM é uma técnica de varrimento de superficie das amostras que usa um cantilever
com uma ponta. E utilizada para analisar a topografia das amostras pela analise de
imagens ou para medir ou aplicar forcas de interaccdo entre a ponta do cantilever e a
amostra. 4%697.65 Q cantilever é um pequeno braco flexivel controlado na direcdo z por
um cristal piezoelétrico. O cantilever funciona como uma mola para medir a for¢a entre
a ponta e a superficie da amostra.®® A ponta afiada é colocada em contacto com a
amostra e move-se pela superficie. O instrumento mede a deflexdo do cantilever
durante o varrimento e, a partir dessa informacdo sobre o movimento da ponta, é
construida uma imagem pseudo-tridimensional da amostra.t°66%® A deflexdo do
cantilever é detectada por um laser e traduzida em informacdes de topografia 3D da
superficie digitalizada por meio de um loop de feedback que controla a altura do
cantilever no espac¢o. Uma imagem em AFM pode ser obtida em modos diferentes. A
ponta pode estar continuamente em contacto com a superficie da amostra (modo de
contacto), ou o cantilever pode oscilar e as variacbes na sua frequéncia de
ressonancia sdo usadas para originar imagens (contacto intermitente ou modo

tapping). Neste modo, o cantilever move-se rapidamente com uma amplitude de
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oscilacdo definida havendo forcas repulsivas e atractivas entre a ponta do cantilever
e a superficie.?®® As deflexdes do cantilever captadas pelas alteracdes de posicédo do
laser no quadrante do fotodiodo, podem ser traduzidas em forca aplicada através da

aplicacéo da Lei de Hooke:%%°
F = —KAx

Isso significa que a for¢ca (F) necessaria a efectuar no cantilever € proporcional a sua
deflexdo (Ax) e ao valor da sua constante de mola (K).5®® Assim, uma deflexdo do
cantilever versus deslocamento do scanner pode ser convertida numa curva forga-
distancia.”® Quando a ponta entra em contacto com a amostra num determinado
ponto, o cantilever move-se verticalmente no eixo do Z e a deflexdo do cantilever
fornece informacfes sobre as propriedades mecanicas da superficie da amostra ou

sobre as interaccbes ponta-amostra (modo de espectroscopia de forca).

Os principais modos principais de operacédo de AFM: Contacto, Contacto intermitente

(oscilacéo) e forca sédo usados para imagens de amostras biologicas (Figura 17).
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Figura 17| Componentes principais de um microscopio de forga atomica e respectivo

.

modo de operacao.

Adaptado de Carvalho et al. (2010) 6%°
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Aplicacdes de Microscopia de Forca Atémica

Imagens de Células

A microscopia de forca atdmica tem sido aplicada para caracterizar, a escala
nanomeétrica, superficies de amostras e mapear a distribuicdo espacial de suas
propriedades fisico-quimicas. O AFM tem a capacidade de visualizar caracteristicas
topograficas e relaciona-las com a densidade de carga superficial e caracteristicas
eléctricas dos biomateriais. Os modos de contacto e oscilagdo sdo mais comummente
usados para imagens de proteinas de membrana reconstituidas e membranas
nativas.’! A técnica de AFM envolve um pequeno sensor de varrimento sobre a
superficie da célula. A AFM é tipicamente uma técnica de imagem na qual a superficie
de uma amostra é digitalizada, linha por linha, pelo movimento de uma ponta do
cantilever flexivel. A repulsédo entre a amostra e a ponta do cantilever, traduzida pela
deflexdo cantilever permite a associacdo de um valor de altura a cada posicdo no
plano X, y, permitindo a reconstituicdo de uma imagem pseudo-tridimencional de alta
resolucdo da superficie da amostra.’®> O AFM tem a capacidade de visualizar em ar
ou em meios fisiolégicos, superficies ndo condutivas ou condutivas, além do limite de
difraccdo de luz, atingindo resolugdo molecular e atémica. %5 Operando em modo de
contacto, a forca aplicada pela ponta é constantemente ajustada manualmente para a
imagem da amostra num estado ndo perturbado. No modo de oscilacdo (contacto
intermitente), o cantilever é rapidamente oscilado na direccdo vertical enquanto
efectua o varrimento da amostra. Idealmente, a ponta do AFM somente toca na
amostra no seu movimento descendente e ndo esta em contacto constante com a
amostra como no modo de contacto. O modo "tapping” tem a vantagem de forcas
laterais e atrito serem virtualmente eliminados. Assim, o modo de oscilacdo é
particularmente conveniente para imagens de AFM de biomoléculas frageis e
fracamente adsorvidas. No entanto, apesar dessa vantagem consideravel, o modo de
contacto em AFM continua a ser o modo de operacdo de escolha para obter alta
resolucdo em superficies de proteinas de membrana nativas e reconstituidas.558.701
Imagens de AFM de células originam informacdes estruturais relevantes, permitindo
a identificacdo de componentes funcionais nas células e dando informacdes sobre a
heterogeneidade da superficie celular em termos de composi¢do e distribuicdo de

proteinas. 658:696.698
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Figura 18|Modos diferentes no AFM para diferentes aplicagdes.

(a) Imagem topogréfica incluindo o modo de contacto alternado (tapping) e modo de contacto
que permite a geracdo de imagens da superficie da célula. (b) A espectroscopia de forca &
usada para medir as for¢cas de interacgéo entre a ponta do cantilever e a superficie produzindo
uma curva forca-distancia. 72

Espectroscopia de Forca Baseada em Microscopia de Forgca Atdmica

A espectroscopia de forca baseada em AFM permite a medicdo das forcas de
interaccao inter e intramolecular necessarias para separar a ponta da amostra, com
resolucdo de piconewton (pN).655700.702 A forca de interaccdo depende da natureza
das amostras, das pontas das sondas e da distancia entre elas. Mede a forca de

interaccao entre uma ponta afiada do cantilever e uma superficie.

Diferentes tipos de forcas podem ser estudas usando espectroscopia de forca
baseada em AFM, tanto atractiva quanto repulsiva. "°* A espectroscopia de forca
baseada em AFM pode ser usada em diversas aplicagfes. Os principais modos de
aplicagédo que foram aplicados neste estudo foram interacgédo molecular, adeséo e
indentacéo.%°® A espectroscopia de forca baseada em AFM tem sido usada por
parceiros de investigacdo da Unidade de Biomembranas e Nanomedicina do Instituto
de Medicina Molecular, para medir a forca de ligacdo entre o fibrinogénio e os
receptores celulares e na identificacéo do receptor de fibrinogénio nos eritrdcitos. 6%°

(i) Elasticidade Eritrocitaria de Pacientes com ELA e Controlos
Estudos de Nanoindentacdo em AFM

Nanoindentacdo é usada para determinar as propriedades elasticas, como o0 modulo
de elasticidade, quando a ponta do cantilever se afasta da célula. 456 A elasticidade
das células pode ser medida por nanoindentagcdo com os cantilevers mais comuns da

AFM, através da teoria Hertziana.”®® Esta teoria do contacto elastico é a abordagem

107




mais amplamente utilizada para estimar as propriedades elasticas das células a partir
de curvas de indentacéo de forca, usando a profundidade de indentagéo para avaliar
a elasticidade em termos do médulo eléstico de Young. Especificamente, esse método
permite caracterizar a elasticidade das estruturas biolégicas, comparando diferentes
tipos de células ou mesmo organelos.

A deteccéo de rigidez baseada em AFM é altamente dependente do uso apropriado
de modelos tedricos. CondicBes experimentais dizem respeito a forma dos recortes
ou a espessura da amostra.’%

Assim a utilizacdo do AFM permite a determinacao de propriedades moleculares e

mecanicas especificas:?00.705
(i) Interaccdes Eritrocito-Eritrocito:

As interaccdes entre biomoléculas sdo mediadas por um conjunto complexo de forcas
intermoleculares e intersuperficiais, que formam um numero de ligacdes especificas
nao covalentes. Resumidamente, esta metodologia envolve:

a) a ligacéo covalente do eritrécito ao cantilever do AFM;

b) a adsorcéo de células sanguineas numa lamina de vidro tratada com poli-L-lisina
(em tampdo);

C) o tapping com o cantilever tratado com eritrocitos até a ocorréncia de um evento de
ligacao;

d) o puxar do cantilever, medindo a energia (trabalho) necessaria para separar dois
eritrocitos.

(i) Imagens de AFM para Analisar a Morfologia dos Eritrocitos e Rugosidade
da Superficie:

As experiéncias de AFM foram efectuadas num microscopio de forca atdbmica
NanoWizard Il (JPK Instruments, Alemanha) acoplado a um microscopio Optico/de
fluorescéncia invertido (Zeiss, Alemanha). As imagens AFM foram analisadas usando
o software especifico de processamento de dados AFM. As diferencas na rigidez
celular foram avaliadas por espectroscopia de forca baseada em AFM. A avaliacéo
das alteracdes morfolégicas das células incluiu a medi¢cdo de parametros como o
diametro, altura, area e volume de eritrocitos, bem como a rugosidade da membrana,
deformabilidade e alongamento dos eritrocitos. Para uma metodologia detalhada

propomos a leitura dos artigos referenciados.658.698.699,705,706
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Os eritrocitos tém uma forma de disco bicdncavo (discécitos) e tém aproximadamente
8 um de didmetro e 2 um de espessura. Essa forma Unica resulta numa diminuigéo da
energia de flexdo da membrana e um aumento na area de superficie em comparacao
com uma forma esférica, que é vantajosa pela sua deformabilidade através da
capacidade de transferéncia de gas capilar e aumentada. A alteracdo da forma
bicbncava tipica do eritrécito pode ocorrer em funcédo do ambiente (tratamento quimico

ou fisico) ou em estados patoldgicos (doencga ou envelhecimento).’3

A aplicacdo do AFM para investigar a morfologia dos eritrécitos tem dois impactos
principais. Em primeiro lugar, fornece uma caracterizagao precisa da morfologia dos
eritrécitos. Em segundo lugar, facilita uma abordagem Unica para a analise da relacéo

entre estrutura e funcéo celular sob a influéncia de estimulos ambientais.
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Figura 19| Variagdes na rigidez dos tecidos.

As propriedades biomecéanicas de um tecido em termos de rigidez (mddulo de elasticidade),
medidas em Pascal (Pa), variam acentuadamente entre Orgdos e tecidos e estdo
inerentemente relacionadas a funcéo do tecido.”’

3.1.2. Metodologia ELISA e Tecnologia Multiplex

O radio-imunoensaio (RIA) foi descrito pela primeira vez em 1960, para a doseamento
da insulina plasmatica enddgena por Solomon Berson e Rosalyn Yalow, do Veterans
Administration Hospital, em Nova York. Yalow receberia mais tarde o Prémio Nobel,
em 1977, em Fisiologia e Medicina.”08.70°

Estes ensaios iniciais usavam radiomarcadores para detecgéo. O RIA continuou a ser
0 padrdo para a deteccdo de bioanalises por mais de dez anos, devido a sua
extraordinaria sensibilidade, apesar dos riscos a saude e dos problemas de eliminacao

que eram impostos pela utilizacdo de radioisotopos.
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Pesquisando alternativas para substituir os is6topos radioactivos, a ELISA (Ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (do inglés “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) foi
introduzida na década de 70 (1970).°3710 A técnica de ELISA utiliza uma reaccgéo
enzimatica como base de deteccdo, em vez de um sinal radioactivo. Embora as
versdes iniciais ndo rivalizassem com a sensibilidade do RIA, o desenvolvimento de
anticorpos monoclonais altamente especificos e a deteccao por quimioluminescéncia
resultaram em ensaios de ELISA com sensibilidade que excede a dos
radiomarcadores. Hoje, as principais vantagens do método de ELISA sdo a sua
facilidade de utilizacao, flexibilidade e baixo custo.

Os formatos de ELISA incluem os métodos directo, indirecto e sanduiche. Existe
igualmente 0 método por competicdo que é mais utilizado quando o antigénio &
pequeno e possui poucos epitopos, ou pontos de ligagcdo com o anticorpo.’*t

No tipico ensaio de ELISA em sanduiche com duplo anticorpo, o anticorpo ligado ao
fundo de um poco indica tanto a captura do antigénio quanto a especificidade
imunoldgica, enquanto outro anticorpo ligado a uma enzima indica detec¢do e um
factor de amplificacdo. Essa abordagem permite a deteccdo precisa e sensivel do
antigénio, a citocina de interesse. Devido a estas caracteristicas desejaveis, 0 ensaio
de ELISA tem sido considerado um método padrdo de medi¢do de citocinas e é
amplamente utilizado em laboratérios clinicos e pesquisas biomédicas.’*! Os kits de
ELISA para citocinas comummente medidos estdo comercialmente disponiveis,
muitas vezes de varios fornecedores. Uma vantagem adicional do método de ELISA
€ o facto de que ao mesmo tempo, varios pontos fracos deste método foram
reconhecidos. O desempenho do método de ELISA é amplamente dependente da
qualidade do anticorpo, fabricante do kit, bem como da experiéncia do operador. Além
disso, o método de ELISA permite a medicdo de apenas uma citocina de cada vez, de
uma determinada aliquota de amostra. Como discutido anteriormente, esta
caracteristica limita a capacidade do método de ELISA atender as necessidades dos
pesquisadores de incluir nimeros cada vez maiores de moléculas inflamatdrias nos
seus estudos. Essa preocupacéo torna-se especialmente emergente quando tais
estudos requerem acesso a quantidades limitadas de material biolégico. Dificuldades
também existem na comparacao de dois niveis de citocinas medidos por dois tipos de
ELISA diferentes.’*! Outra limitacdo dos ensaios baseados em ELISA é que o intervalo
dindmico (faixa sobre a qual existe uma relagdo linear entre a concentracdo de

citocinas e a leitura da absorvancia) é estreito, relativamente ao intervalo para outras
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tecnologias, como ensaios multiplex. Assim, as amostras com concentracdes de
citocina acima da faixa dindmica, deverdo ser diluidas para o ensaio. A diluicdo ndo
reduz apenas a concentracdo da citocina medida, mas também pode diminuir a
concentracdo de quaisquer inibidores circulantes ou proteinas de ligacdo. O impacto
das consideracdes anteriores é particularmente relevante para o uso de amostras de
soro, exagerando as diferencas entre as amostras que possuem niveis de citocinas
dentro da faixa dinamica (ndo requerem diluicdo no ensaio) e amostras acima da faixa
dinamica (requer diluicdo da amostra).”*!

O crescimento da andlise protedmica e gendmica impulsionou a necessidade de
descobrir e monitorizar um grande namero de biomarcadores indicativos de estados

de doencas humanas.

Principios de Imunoensaios Multiplex Baseados em Esferas

O sistema de imunoensaio multiplex Bio-Plex® utiliza a tecnologia XMAP licenciada
da Luminex ® para permitir a multiplexacdo de até 100 testes diferentes dentro de
uma Unica amostra. Essa técnica envolve 100 conjuntos de esferas coloridas
distintamente criados pela utilizacdo de dois corantes fluorescentes em proporgdes
distintas. Estas pérolas podem ser ainda conjugadas com um reagente especifico para
um bioensaio particular. Os reagentes podem incluir antigénios, anticorpos,
oligonucledtidos, substractos enziméticos ou receptores. A tecnologia permite
imunoensaios multiplex nos quais um anticorpo para um analito especifico é ligado a
um conjunto de esferas com a mesma cor, e 0 segundo anticorpo para o analito é
ligado a um marcador corante repdrter fluorescente. A utilizacéo de diferentes esferas
coloridas permite a deteccédo multiplex simultanea de muitos outros analitos na mesma
amostra. Utiliza-se um citometro de fluxo de deteccdo dupla para classificar os
diferentes ensaios pelas cores dos granulos num canal e determinar a concentracéo

do analito medindo a fluorescéncia do corante reporter noutro canal (Figura 20).

Para a quantificagéo da IL-6 recorremos a um ensaio Bio-plex®, conforme descrito de
seguida:

O sistema de matriz de suspensdo Bio-Plex® € construido por trés tecnologias. A
primeira é a familia de microesferas (contas) fluorescentes as quais as biomoléculas
estdo ligadas. O segundo é um citobmetro de fluxo com dois lasers e Optica associada

para medir as reacc¢des bioquimicas que ocorrem na superficie das microesferas. O




terceiro € um processador de sinal digital de alta velocidade que processa

eficientemente a saida da fluorescéncia.’t2713

O sistema de arranjo de suspensado Bio-Plex® utiliza a tecnologia multiplex
patenteada, usando até 100 conjuntos de esferas codificadas por cores, cada uma
das quais pode ser conjugada com um reagente especifico. Cada reagente é
especifico para uma molécula alvo diferente. Ensaios de citocinas Bio-Plex® sdo num
formato de imunoensaio em sanduiche de captura (capture sandwich immunoassay).
O anticorpo especificamente dirigido contra a citocina de interesse € acoplado de
forma covalente a esferas de poliestireno de 5,6 pm codificadas por cores. As esferas
acopladas ao anticorpo sdo deixadas reagir com uma amostra contendo uma
guantidade desconhecida de citocina, ou com uma solucdo padrdo contendo uma

guantidade conhecida de citocina.

ApoOs a realizacdo de uma série de lavagens para remover a proteina nao ligada, o
anticorpo de deteccao biotinilado especifico para um epitopo diferente na citocina é
adicionada as microesferas. O resultado é a formacdo de uma sanduiche de
anticorpos a volta da citocina. A mistura de reaccdo é detectada pela adicdo de
estreptavidina-ficoeritrina (estreptavidina-PE), que se liga aos anticorpos de deteccéo
biotinilados. Os constituintes de cada poco séo elaborados no sistema de arranjo de
suspensao Bio-Plex baseado em fluxo, que identifica e quantifica cada reaccéo
especifica com base na cor e na fluorescéncia da esfera. A intensidade da reaccao é
medida usando moléculas reporter fluorescentes associadas a cada proteina alvo.
Concentracdes de citocinas desconhecidas sdo automaticamente calculadas pelo
software Bio-Plex Manager™ usando uma curva padrédo derivada de um padréo de
citocina recombinante. Usando esferas coloridas como a fase sélida em vez de um
poco revestido, até 100 granulos de cores diferentes podem ser misturados e

utilizados para a quantificacdo de até 100 diferentes analitos simultaneamente.
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Figura20| llustracdo esqueméatica do principio experimental para ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e ensaios multiplex baseados em esferas.
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a) llustra o protocolo basico da técnica de ELISA tradicional em sanduiche com duplo
anticorpo; b) Conjuntos patenteados de esferas fornecem poder de deteccdo diferencial
adicional em matrizes multiplex baseadas em microesferas. Ambas envolvem anticorpo de
captura e anticorpo de deteccdo especifico para a (s) citocina (s) de interesse, oferecendo
especificidade imunolégica. Enzima ou fluorocromo ligado ao anticorpo de deteccéo é o
método de deteccdo com amplificacdo de sinal, oferecendo sensibilidade.”!

Ensaios Multiplex

Semelhante & técnica de ELISA, a maioria dos ensaios é projectada de acordo com
um formato de imunoensaio de sanduiche. Resumidamente, as esferas acopladas ao
anticorpo de captura séo primeiro incubadas com padrdes de antigénio ou amostras
durante um tempo especifico. A placa é lavada para remover materiais ndo ligados,
seguida de incubacdo com anticorpos de deteccao biotinilados. Apos a lavagem dos
anticorpos biotinilados nao ligados, as esferas sdo incubadas com um conjugado
repérter estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE). ApGs a remocao do excesso de SA-PE,
as esferas sao passadas através do leitor de matriz, que mede a fluorescéncia do SA-
PE ligado.”*?7% (Figura 21)

(] Step One ") Step Two 9 Step Three
Dispense capture beads Add samples Add detection antibody
‘ e i
9 Step Four 9 Step Five
Add reporter dye Fluorescent sorting and data reduction
S =g,
- *a
L 13 o
gﬁ.fx % ) s % =
Yaa =g 3 e 3
& e et
g!.? .*i’j}/ 09 =
(58] 4 ® - ‘
EEEEREEEEE

Classficaton
laser

Figura 21|Representagédo esquematica de um procedimento de ensaio baseado em

imunoensaio de sanduiche.
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Figura 22|Tecnologia de imunoensaio multiplex.

As esferas séo coloridas internamente com dois diferentes corantes fluorescentes (vermelho
e infravermelho). Diferentes concentracdes de corantes vermelhos e infravermelhos s&o
usadas para originar até 100 regides de esferas distintas. Cada regido de esfera é conjugada
com um analito alvo especifico (a) seguido por ligagdo com um anticorpo de detecgéo
biotinilado (b) e um corante repérter, ficoeritrina conjugada com estreptavidina (c).”*2714

3.1.3. Parametros hemorreolbgicos
a) Agregacéao Eritrocitaria

A agregacao de eritrocitos € um dos factores mais importantes que afectam o fluxo
sanguineo. O aumento da agregacao eritrocitaria € um factor de risco cardiovascular,
associado a condi¢des clinicas como hipertensao e hipercolesterolemia. Sabe-se que
"agregados patol6gicos" também ocorrem no enfarte do miocardio, sindrome nefrotico

e apbés 0 armazenamento prolongado de amostras de sangue.®”!

A agregacao eritrocitaria ocorre quando as células discoides biconcavas “aderem”
face a face para formar os chamados “rouleaux”, em condi¢cdes com tensdes de
cisalhamento suficientemente baixas.®%8671.715 A agregacdo de eritrécitos depende
igualmente das tensdes de cisalhamento locais, pois 0s agregados séo reversiveis e
facilmente divididos em agregados menores (ou células individuais) sob tensdes
crescentes de cisalhamento. Uma consequéncia importante dessa natureza
dependente de cisalhamento da agregacgdo eritrocitaria é o comportamento n&o-
newtoniano do sangue. A viscosidade do sangue aumenta com o aumento do nimero
de agregados eritrocitarios, mantendo mais células em rouleaux tridimensionais sob

condi¢cGes de baixo cisalhamento.671.715 658
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A agregacdo eritrocitaria € um dos principais determinantes das propriedades
reoldgicas in vitro do sangue.’'® Um aumento da agregacgdo dos eritrcitos é uma
consequéncia bem conhecida da lesdo tecidual aguda, como enfarte do miocardio,
inflamacdo ou trauma; niveis plasmaticos aumentados de um grupo de proteinas

conhecidas como de fase aguda sdo responsaveis por esse aumento.®’!

A agregacdo eritrocitaria pode ser influenciada por factores bioguimicos,
hemorreoldgicos e hemodinamicos. Em baixas taxas de cisalhamento observadas no
sistema venoso, um aumento na agregacdo de eritrécitos induz um aumento na
viscosidade do sangue e, consequentemente, a velocidade sanguinea reduzida.”*’ O
mecanismo de agregacao dos eritrocitos, resulta de um aumento nas proteinas de
adesdo ao plasma, como o fibrinogénio.®®8718 O fibrinogénio e outras proteinas
plasmaticas promovem a agregacao de eritrocitos, com agregacao dependente da
magnitude das forcas de cisalhamento que actuam nas células.%867! Essa tendéncia
aumentada para a agregacdo dos eritrocitos esta também relacionada com a
diminuicao da densidade de carga na superficie e a reducéo da repulsdo electrostatica

entre eritrocitos adjacentes. 671

b) Deformabilidade Eritrocitaria

Os eritrécitos transportam oxigénio e precisam atravessar os capilares do sistema
microvascular com diametros internos de 4-5um. Em condi¢cfes normais, os eritrocitos
deformam-se 0 suficiente para atravessar essas passagens estreitas.
A deformabilidade celular, definida como a capacidade de uma célula adoptar uma
nova forma em resposta a forcas deformantes, é essencial para a perfusao de tecidos
microvasculares.®®871° A deformabilidade eritrocitaria pode ser modificada por
diversas alteracdes estruturais e funcionais dos eritrcitos originadas por factores
genéticos ou ambientais. Sabe-se que a reducdo da deformabilidade dos eritrocitos
sob certas condicdes fisioldégicas ou patoldgicas resulta no retardamento do fluxo
sanguineo através da microcirculacdo. Os eritrocitos sdo extremamente deformaveis
porque podem alongar-se progressivamente sob tensdo de cisalhamento. Em maior
tensdo de cisalhamento, os eritrécitos respondem alongando-se nos capilares. Assim,
eles sdo capazes de entrar e transitar em vasos sanguineos com diametros menores.
Quando as células deformam, a respectiva area de superficie permanece fixa. A
membrana eritrocitaria resiste a dilatacdo da sua area e s6 rompe acima de 2-3% da

sua area de expansé&o.6%8
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A forma e a estrutura Unicas dos eritrocitos conferem-lhes propriedades mecéanicas
especiais. Os eritrécitos comportam-se como corpos elasticos e, assim, a mudanca
de forma é reversivel quando as forcas deformantes sdo removidas. Os eritrécitos
também exibem comportamento viscoso e respondem como um corpo viscoelastico.
A membrana dos eritrocitos pode apresentar alteracdes plasticas sob algumas
circunstancias patologicas e pode ser permanentemente deformada por forcas de
cisalhamento excessivas.®’! As propriedades de viscosidade elastica e citoplasmatica
da membrana sao factores determinantes para a deformabilidade dos eritrcitos. A
deformabilidade dos eritrocitos pode ser quantificada através da monitorizacado das
mudancas no formato das células pela aplicacdo de forcas.®’”! Em condices
saudaveis, os eritrocitos podem passar capilares com diametros menores que 0
tamanho das células, mas se ocorrer coagulacdo, o fluxo sanguineo pode parar.
Processos patologicos podem resultar da deterioracao reversivel ou irreversivel do

comportamento reoldgico dos eritrécitos.6”1

A manutencao da deformabilidade normal dos eritrécitos depende da disponibilidade
de energia metabolica na forma de adenosina trifosfato (ATP). O ATP é necessério
para as bombas de catides na membrana dos eritrécitos (isto €, Na * K-+ ATPase e
Ca?*ATPase) que servem para regular o catido intracelular e o teor de 4gua, mantendo

assim o volume celular e, portanto, a relagdo superficie/volume da célula.6’t 720

Além do equilibrio hidro-eletrolitico do eritrocito e, portanto, do volume e da
viscosidade citoplasmatica, as propriedades mecanicas da membrana celular sdo os
principais determinantes da sua deformabilidade. O aumento da concentracdo de

calcio citosélico € uma alteracdo frequentemente detectada associada a
deformabilidade reduzida dos eritrécitos.®7*

c) Viscosidade Total Sanguinea

A viscosidade do sangue e plasma é um dos principais factores que afectam o fluxo
sanguineo e a circulagcdo normal. A viscosidade do sangue total é principalmente
afectada pela viscosidade do plasma, deformabilidade do eritrocito, hematécrito e
outros factores fisiolégicos. O aumento da viscosidade sanguinea foi associado ao
desenvolvimento de multiplos distarbios relacionados com o dano do endotélio
vascular. Tem igualmente uma correlacdo entre a viscosidade do sangue e as
patologias cerebrovasculares.®®®721 A viscosidade plasmatica depende da

concentracéo de proteinas plasmaticas e possui propriedades de fluido newtoniano.
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A viscosidade plasmética foi considerada como um marcador de doenca aguda devido
ao aumento das proteinas plasmaticas, nomeadamente o fibrinogénio. Sabe-se que o
fibrinogénio aumenta a resisténcia no fluxo sanguineo na microcirculacdo; como
resultado, a propriedade ndo-newtoniana do sangue diminui, causando aumento na
viscosidade do sangue e diminuicdo no fluxo sanguineo; apesar da circulacédo
colateral estar frequentemente presente, o fornecimento e a extrac¢ao de oxigénio sdo
igualmente prejudicados; o fibrinogénio aumenta o risco de disturbios
tromboembdlicos induzidos pela viscosidade que € resistente a accdo do
anticoagulante; também o anticoagulante é ineficaz na reducdo ou melhoria da
hiperviscosidade.*"?t O aumento da viscosidade sanguinea induz dano endotelial,
inflamacé&o, hipertrofia da parede vascular, agregacao plaquetaria e deterioracdo da
tensdo de cisalhamento dos vasos sanguineos; todos esses factores aumentam os

riscos de acidente vascular cerebral e isquémia cardiaca.”?!

O grau de perturbacéo das linhas de fluxo e consequentemente a viscosidade do
sangue €, portanto, fortemente dependente do hematdcrito. A viscosidade do sangue
depende da viscosidade do plasma em combinacao com o hematdcrito. Diferencas de
género na viscosidade do sangue estéo relacionadas com a rigidez e envelhecimento
dos eritrécitos. Existem grandes diferencas na viscosidade do sangue total entre
homens e mulheres jovens no periodo reprodutivo. Para sangue normal a 37°C, a
viscosidade do sangue a elevada taxa de cisalhamento (100 ~ 200 s!) é medida como
4~5 Cp_658,722

3.1.4. Anélise das medidas de Potencial Zeta da Superficie da

Membrana dos Eritrocitos

A maioria dos liquidos contém ides e uma particula carregada é suspensa numa
solucdo de uma carga oposta que sera atraida para a superficie da particula
suspensa.’?® A camada liquida que envolve a particula existe como duas partes, uma
regido interna, onde os ides estao fortemente ligados. A regido interna é constituida
por ides positivos que sdo chamados de contra-ides. A atraccado da superficie da
membrana carregada negativamente faz com que alguns dos i6es positivos formem
uma camada firmemente conectada. A segunda camada é a camada difusa, onde 0s
ibes se difundem mais livremente, menos firmemente associados e sdo compostos

por ides negativos e positivos. Isso causa um equilibrio dindmico, porque os ibes
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positivos ainda sao atraidos pelo colbéide negativo, mas sao repelidos, pela camada
interna (Figura 23).7%4

A membrana dos eritrocitos contém proteinas e glicoproteinas incorporadas numa
bicamada lipidica fluida que confere um comportamento viscoelastico. As
glicoproteinas sializadas (contendo acidos sialicos) da membrana eritrocitaria sao
responsaveis por uma superficie carregada negativamente, o que cria um potencial

zeta eléctrico repulsivo ({) ?*7?° entre as células.

O (-potencial é utilizado como uma combinacdo de duas técnicas de medicao:

electroforese e velocimetria laser-doppler.658.723.726
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Figura 23| Representacao esquematica do potencial zeta.

Eritrocitos (cargas negativas) em suspensdo causando um rearranjo de cargas
através da formacdo de duas camadas ionicas que originam uma diferenca de

potencial eléctrico entre elas, chamada de potencial Zeta.”?*

O zetasizer Nano Series calcula o potencial determinando a mobilidade electroforética
e aplicando a equacgéao de Henry.

3nu

= %f(ka)

Onde n é a viscosidade do solvente, u € a mobilidade electroforética, € € a constante
dieléctrica e f (ka) é a funcao de Henry. O valor desta funcéo € considerado 1,5 quando

as particulas sdo suspensas em solugdes aquosas com alta forga ionica (aproximacao
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de Smoluchowski, que se ajusta bem a condi¢des fisioldgicas) e 1 quando meios nédo
aguosos sao usados (aproximacao de Huckel). Usando esta abordagem simples, o
potencial de carga superficial de moléculas em solucdo e a mudanca neste parametro,
como resultado de interac¢cdes com ligandos biologicamente relevantes, podem ser
facilmente monitorizadas. Assim, permitindo a determinacao do papel das cargas nas
interaccdes bioldgicas. O potencial zeta de uma particula é proporcional a sua carga
superficial 37658

O desenvolvimento de uma carga liquida na superficie da particula afecta a
distribuicéo de ides na regido interfacial circundante. A magnitude do potencial da uma
indicacao da potencial estabilidade do sistema coloidal.

3.1.5. Populacéao: Critérios de Incluséo e de Excluséo

Para todos os estudos, o diagnéstico de ELA foi estabelecido por avaliacdo clinica e
electromiografica, outros exames tais como de rotina laboratorial, estudos de imagem
e analise do liquido cefalorraquidiano, para a exclusdo de patologias que possam
mimetizar a ELA, foram realizados conforme indicado.®® Todos os doentes incluidos
nos estudos foram categorizados como ELA definitiva, provavel ou possivel, de acordo
com os critérios revistos do El Escorial 8 e com achados electrofisiolégicos
consistentes com os critérios de Awaji.8* Foram excluidos mulheres gravidas, doentes
com grave envolvimento funcional (ALSFRS-R <25), 72" ou com sintomas de disfuncéo
respiratéria, doencas pulmonares ou cardiacas, psiquiatricas ou com clinica de
deméncia. Foram excluidos fumadores, uma vez que poderiam influenciar os
resultados. Nao foram incluidos pacientes sujeitos a ventilacdo nao-invasiva ou
gastrostomizados. Todos os doentes estavam a tomar Riluzol.'*> Como recomendado,
0s pacientes, tratados com Riluzol realizaram testes sanguineos de rotina a cada 3
meses para avaliacdo da funcéo hepatica.'?* Aproveitando esta recomendacéo e com
permissdo prévia do doente e de acordo com o aprovado pela Comissdo de Etica,
testes sanguineos adicionais foram realizados para identificar novos biomarcadores
de disfuncao respiratéria.

Os estudos foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica do Centro
Académico de Medicina de Lisboa. Os sujeitos incluidos concederam consentimento

informado e assinado, de acordo com os termos aprovados pela Comisséo de Etica.
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Os pacientes foram clinicamente avaliados no momento da colheita da amostra de
sangue, ou num intervalo de tempo curto (no caso do estudo da creatinina), assim
como nas consultas subsequentes, tendo sido registado o valor do ALSFRS-R, o
subscore respiratério (Subscore R) desta escala, a capacidade vital forcada (FVC), e
valor médio da amplitude da resposta motora do diafragma apos electroestimulagéo
do nervo frénico (PhrenAmpl) bilateralmente. Os valores foram relacionados com 0s
resultados laboratoriais.

Foram registados, nas consultas de seguimento, os valores da escala funcional, o

FVC e o indice de massa corporal (IMC). Foi registada a data de morte dos doentes.
3.1.6. Protocolo Clinico

Os sintomas respiratorios foram avaliados pela aplicacdo da escala funcional da ELA
(ALSFRS-R),”?” com quantificagcéo do subscore respiratério, Subscore R (0-12). A taxa
de progressao da doenca foi calculada agquando da primeira consulta pela taxa de
declinio da escala funcional #? (valor estimado de ALSFRS-R/meses de duracédo da

doenca).
3.1.7. Testes da Funcao Respiratoria

Testes de funcao respiratoria foram realizados pela avaliacdo da capacidade da FVC
(Pony Fx, Cosmed), na posicdo sentada, tendo sido foi registada sob a forma de
percentagem da FVC obtida em relagéo ao valor predito (%FVC). O melhor dos trés
testes satisfatorios foi utilizado para definir a %FVC.

A amplitude da resposta motora diafragmatica pela estimulacdo do nervo frénico
(PhrenAmpl) foi obtida por estimulacéo eléctrica percutanea, bipolar, do nervo frénico,
no pescoco, utilizando eléctrodos de registo superficiais, bilateralmente. As respostas
foram registadas com eléctrodos superficiais. Cinco respostas consistentes foram
consideradas em cada lado, com registo da mais ampla. O valor médio do PhrenAmpl
de ambos os lados (PhrenAmpl direito + PhrenAmpl esquerdo/2), foi usado na analise.

3.1.8. Biomarcadores

Durante o desenvolvimento desta tese, foram aplicadas diferentes técnicas e
metodologias de forma a atingirmos os objectivos. Destaca-se a utilizacdo da
microscopia de forga atdbmica, assim como outras técnicas biofisicas, hemorreolédgicas

e de biologia molecular.




Na tabela 10, descrevem-se o0s principais objectivos do estudo, os parametros e

técnicas que integraram os trabalhos desta tese.

Tabela 10| Resumo das técnicas utilizadas e respectivos parametros analisados

Técnica

ELISA* e Multiplex**
Método Jaffé***

AFM
Morfologia dos Eritrocitos

AFM
Elasticidade Eritrocitos

Hemograma

Hemorreologia

Potencial Zeta

Parametros

CC-16*

IL-6**
Creatinina***
Fibrinogénio y*

Area
Diametro
Altura
Volume
Alongamento
Rugosidade

Médulo de Young (Young
Modulus)

Profundidade de Penetracao
(Penetration Deph)

Hb, Ht, MCV, RDW, PLT, NLR
Agregacao eritrocitaria
Deformabilidade eritrocitaria
Viscosidade sanguinea
Superficie da membrana dos
eritrécitos

Objectivo

Identificacdo de novos
biomarcadores de disfuncao
respiratdria na ELA

Caracterizagdo biofisica e
analise hemorreoldgica dos
eritrécitos na ELA

Abreviaturas da tabela: ELA| Esclerose lateral amiotrofica, Hb| Hemoglobina; Ht| Hematdcrito;
MCV| Volume globular Médio; RDW| Amplitude da distribuig&o dos eritrécitos; PLT| Plaguetas;
NLR| Razao neutrdfilos/ linfécitos. * Quantificado por metodologia de ELISA; **Quantificado
por tecnologia Multiplex; *** Quantificado por método Jaffé.
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3.2 IDENTIFICACAO DE NOVOS BIOMARCADORES
DE DISFUNCAO RESPIRATORIA NA ELA

3.2.1. Objectivos

Com o objectivo de identificar novos biomarcadores de disfuncdo respiratoria e de
inflamacéo, na ELA, avaliaram-se os seguintes: a CC-16; 529 a IL-6;%?7 a creatinina e
o fibrinogénio y. Os dois primeiros trabalhos foram ja publicados. (Artigos em
ANEXO).

3.2.2. Populacéo
CC-16

Para a quantificacdo da CC-16, estudamos 81 pacientes com ELA observados no
nosso centro, 45 Homens e 36 Mulheres, com idade média de 60 anos (SD=11,4) e a
duracdo média de doenca 27 meses (SD=43,4). Neste grupo, 61 pacientes tinham
forma medular, 16 bulbar e 4 inicio respiratorio. No mesmo periodo e utilizando a
mesma metodologia, estudamos 30 controlos saudaveis ndo fumadores,

emparelhados em género e idade, de modo a definir os nossos valores normativos.
IL-6

Na quantificacdo da IL-6, estudamos 82 pacientes com ELA seguidos em nosso
centro. 57 Homens e 25 Mulheres, com idade média de 60,5 anos (SD=9,9) e a
duracdo média de doenca 27,5 meses (SD=43,7). Neste grupo, 65 pacientes tinham
forma medular e 17 bulbar. No mesmo periodo e usando a mesma metodologia,

estudamos 43 controlos, com a mesma distribuicdo por sexo e idades.
Creatinina

Os dados foram obtidos pela andlise da base de dados dos doentes de ELA
observados no nosso centro, integrados no Projecto Europeu OnWebDuals.
Estudamos 233 individuos (n=233), 131 do sexo masculino (56,2%) e 102 individuos
do sexo feminino (43,8%). Posterior consulta dos processos permitiu complementar a

informacgao, quando necessario. Foi seguido o desenho de um estudo retrospectivo.
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Fibrinogénio Gamma (y')

Estudamos propectivamente 69 pacientes consecutivos com ELA seguidos no nosso
centro. No mesmo periodo e usando a mesma metodologia, estudamos 82 controlos
saudaveis. A amostra de pacientes de ELA foi constituida por 40 homens (57,97%) e
29 mulheres (42,03 %), com idade média de 63,22 (SD=3,78) e a duracdo média de
doenca 23,03 meses (SD=20,45).

A populacdo de controlos foi constituida por 46 homens (56,10%) e 36 mulheres
(43,90%) com idade média de 46,99 (SD=11,63).

3.2.3. Metodologia

Quantificacdo plasmatica da Proteina CC-16

Para determinacéo dos niveis plasmaticos da proteina CC-16, foi colhido sangue total
para tubos de vacuo, com heparina de litio e imediatamente centrifugados 3500 RPM
durante 10 minutos. O plasma foi separado para tubos de congelacéo apropriados e
imediatamente congelado a -80°C até serem analisados. As concentracfes
plasmaticas humanas de CC-16 foram medidas utilizando o Kit Human Clara Cell
Protein-Biovendor-Modrice,’?® (ELISA-Imunoensaio enzimatico quantitativo em
sanduiche) de acordo com as instrucdes do fabricante. 728

Neste teste de ELISA, os padrdes, controlos de qualidade e amostras sao incubados
em pocos de microplaca pré-revestidos com anticorpo policlonal anti-célula humana.
Apds 60 minutos de incubacéo e lavagem, o anticorpo policlonal anti proteina humana
CC-16, marcado com biotina é adicionado e incubado com a proteina CC-16
capturada durante 60 minutos.

Apds outra lavagem, adiciona-se conjugado de estreptavidina-peroxidase
(streptavidin-horseradish peroxidase). Apés 60 minutos de incubacao e o ultimo passo
de lavagem, o restante conjugado vai reagir com a solucéo de substracto (TMB). A
reaccao é parada por adicdo de solugcdo acida e mede-se a absorvancia do produto
amarelo resultante. A absorvancia é proporcional a concentracéo da proteina CC-16
presente na amostra. Uma curva padréo é construida com os valores de absorvancia
de concentragcbes de padrbes. As concentracdes de amostras desconhecidas séo
determinadas usando esta curva padréo.

Cada amostra foi executada em duplicado e a concentracdo média da proteina foi

calculada. A concentragéo de CC-16 presente em cada amostra foi determinada por
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comparagcdo com uma curva padréo preparada com concentracbes conhecidas da

proteina.
Quantificacéo plasméatica da IL-6

Para determinacdo dos niveis plasmaticos da IL-6, o sangue total foi colhido para
tubos de vacuo com heparina de litio e imediatamente centrifugados a 3500 RPM,
durante 10 minutos. O plasma foi separado para tubos de congelacéo apropriados e
imediatamente congelado a -80°C até a analise. As concentracdes plasmaticas de IL-
6 foram quantificadas no plasma por tecnologia Multiplex®.

As concentracdes de IL-6 no plasma humano foram medidas usando o ensaio Bioplex

Pro Chemokine (Biorad Bio-Rad® Bio-Plex Pro™) realizado de acordo com as
instrugbes do fabricante usando um sistema Bio-Plex 200 e o software Bio-Plex
Manager 5 (todos da Bio-Rad). Para a medicdo dos niveis plasmaticos de IL-6, a
medicdo da IL-6 foi realizada em duplicado para cada amostra e a concentracdo média
foi calculada. A concentracdo de IL-6 foi obtida pela interpolacdo da intensidade da
fluorescéncia na curva padrdo de 7 pontos obtida usando a proteina recombinante

fornecida no kit e calculada usando o software Bio-Plex Manager 5.
Quantificacéo plasméatica da Creatinina

O doseamento da creatinina foi efectuado pelo método colorimétrico de Jaffé. Para a
quantificacdo da creatinina, a reaccao de Jaffé, ocorre entre a creatinina e o ido picrato
gue se forma em meio alcalino, originando um composto corado-vermelho alaranjado,
que é posteriormente quantificado por espectrofotometria num comprimento de onda
de 485- 520nm.648.649.729,730 Qg valores da creatinina foram registados em mg/dL. Nos
homens, o intervalo de referéncia para a creatinina é entre 0,6-1,2 mg/dL; nas

mulheres é entre 0,5-0, 9 mg/dL."3!
Quantificagdo plasmaéatica do fibrinogénio y’

Para determinacdo dos niveis plasmaticos do fibrinogénio y, o sangue total foi colhido
para tubos de vacuo com KsEDTA e imediatamente centrifugados 3000 RPM durante
10 minutos. O plasma foi separado para tubos de congelacdo apropriados e
imediatamente congelado a -80°C até a analise. As concentracdes plasmaticas do
fibrinogénio y” foram quantificadas no plasma por metodologia de ELISA.

A quantificagcdo da concentracdo de fibrinogénio y* foi efectuada em amostras de

plasma humano. Usou-se um método ELISA quantitativo semi-automético que
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consiste num imunoensaio em sanduiche (Gamma Coeur Test Kit, Gamma
Therapeutics, Inc., Portland, Oregon). O fibrinogénio y* presente na amostra liga-se a
um anticorpo monoclonal especifico para essa proteina que foi revestido na placa de
96 pocos. A andlise de cada amostra foi efectuada em duplicado. Apés a incubacéao,
as moléculas de fibrinogénio y'ndo ligadas, tais como o fibrinogénio yAyA e outros
componentes do plasma sédo removidos por lavagem sequencial. Posteriormente foi
adicionado anticorpo secundario policlonal marcado com peroxidase (Horse radish
peroxidase (HRP)) que se liga ao fibrinogénio y* capturado, formando um complexo
“capture antibody/analyte/detection antibody” sandwich. O anticorpo de deteccdo em
excesso € removido por varias lavagens sequenciais e é adicionado um substracto
para o detector marcado com HRP originar um produto corado. De seguida é
adicionada uma solucdo STOP a cada poco, de modo a parar a reaccdo. A
absorvancia do produto final de cor amarela € lida num espectrofotdmetro a um
comprimento de onda de 450 nm. A média, das leituras de cada poco, lido em
duplicado, foi calculada para cada amostra (dadores saudaveis e pacientes com ELA)
e os resultados dos padrées foram confirmados.36:41.732 Qito solugdes de fibrinogénio
Y", com concentracdes aumentadas de fibrinogénio foram usadas como calibradores
numa curva de calibracéo padréo.’3?

O valor de referéncia para o fibrinogénio y* € inferior a 30 mg/dL. Concentracfes de
fibrinogénio y” superiores a este valor sdo associados a possivel aumento do risco de

eventos cardiovasculares no individuo.
3.2.4. Andlise Estatistica

CC-16

A distribuicdo normal dos dados foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk. As
comparacoes foram feitas com o teste do Chi-quadrado para dados categéricos e com
t-Student ndo-emparelhado para medidas continuas. O coeficiente de correlacdo de
Pearson foi aplicado para testar a correlacédo entre os dados. Curvas de Kaplan-Meier
foram realizadas para avaliar o valor progndstico do nivel de CC-16 na sobrevida. Um
valor de p < 0,05 foi considerado significativo. Para comparac¢des multiplas foi aplicada
a correcao de Bonferroni (p<0,05/n).
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IL-6

Os resultados da IL-6 foram transformados logaritmicamente para obter uma
distribuicdo normal de forma a aplicar o teste t de Student ndo-emparelhado, para
comparacao. A correlacdo de Spearman foi aplicada para testar as correlacdes. Um
valor de p<0,05 foi aceite como significativo. Curvas de Kaplan-Meier foram realizadas
para avaliar o valor prognostico do nivel anormal de IL-6 na sobrevida. Um valor de
p<0,05 foi considerado significativo. Para comparacées multiplas foi aplicada a

correccao de Bonferroni (p<0,05/n).

Creatinina

Para o estudo das variaveis dependentes e independentes e para a relacao entre elas,
foi efectuada a analise de regressao multipla, para um nivel de significancia de a=0,05.
Para comparacdes multiplas foi aplicada a correccdo de Bonferroni (p<0,05/n).
Comparou-se a evolugdo das vérias variaveis dependentes, longitudinalmente, entre
um grupo de doentes com valores de creatinina superiores a mediana versus um
grupo de doentes com valores inferiores a mediana, recorrendo a técnica de Median-
Split.

O estudo da interacgao género-creatinina foi efectuado através de testes F com base
nos coeficientes obtidos nas varias regressées multiplas, tendo-se codificado o sexo
masculino como “0” e o sexo feminino como “1”.

Por ultimo, o estudo da mortalidade, tendo como base a influéncia das varias variaveis
independentes (preditoras de sobrevida), entre as quais a creatinina, foi efectuado
através da regressao de risco proporcional de Cox. Recorrendo a técnica de Median-
Split, comparou-se a sobrevivéncia de um grupo de doentes com valores de creatinina
superiores a mediana versus um grupo de doentes com valores inferiores a mediana.
Um ponto de corte de 60 meses apés o diagnostico foi estabelecido para o estudo da
mortalidade.

Fibrinogénio Gamma (y")

Os grupos foram comparados com o t de Student ndo-emparelhado. Foi efectuada
analise com regressdao multipla, para estudo das co-variaveis que determinam as
diferencas entre grupos. O valor do fibrinogénio y° como preditor da mortalidade foi
investigado através da regresséo de risco proporcional de Cox. Foi considerado um

nivel de significancia de a=0,05.
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As andlises estatisticas foram realizadas nos programas SPSS Statistics, MATLAB
R2015A® e GraphPad Prism 5.03.

3.3. CARACTERIZACAO BIOFISICA, MORFOLOGICA
E ANALISE HEMORREOLOGICA DOS ERITROCITOS
NA ELA

3.3.1. Objectivos

Foi objectivo deste estudo, através de estudos de nanoindentacdo em AFM,
caracterizar as alteracdes morfolégicas e as propriedades elasticas dos eritrocitos,
nos doentes com ELA, em comparagéo com controlos saudaveis. A avaliacdo por AFM
das alteragcdes morfolégicas das células incluiu a medi¢cdo de parametros como o
didmetro, a altura, a é&rea, o volume, a elasticidade (modulo de Young), a
deformabilidade, o alongamento e a rugosidade da membrana dos eritrécitos.
Adicionalmente, foi investigado o potencial Zeta na superficie da membrana dos
eritrécitos. De forma a interpretar diferencas, foi igualmente realizado o estudo do
hemograma nas populacdes. Os dados foram registados, nomeadamente:
hemoglobina, hematocrito, RDW (Red cell distribution), MCV (mean corpuscular
volume), razdo do namero total de neutréfilos/linfocitos e plaquetas.

Este estudo foi realizado em colaboracdo com a Unidade de Investigacdo de

Biomembranas e Nanomedicina liderada pelo Professor Doutor Nuno Santos.
3.3.2. Populacéo

Nas analises de AFM, foram incluidos 23 pacientes consecutivos com ELA seguidos
no nosso centro. No mesmo periodo e usando a mesma metodologia, estudamos 17

controlos saudaveis, emparelhados para sexo e idade.

A amostra de pacientes de ELA foi constituida por 13 homens (56,52%) e 10 mulheres
(43,48 %), com idade média de 65,78 (SD=9,86) e a duracao média de doenca 37,87
meses (SD=56,27).

A populacdo de controlos foi constituida por 8 homens (47,06%) e 9 mulheres
(52,94%) com idade média de 44,48 (SD=13,59).

Os critérios de incluséo e exclusdo foram semelhantes aos utilizados nas analises
anteriores. As avaliagfes clinicas e respiratérias dos doentes foram ja descritas no

item anterior.
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3.3.3. Metodologia

Hemograma

O hemograma foi quantificado usando sangue total colhido em tubos contendo
K3sEDTA. A andlise foi efectuada num analisador hematologico (PocH-100iV -
Analisador Hematologico, Sysmex Europe GmbH, Hamburgo, Alemanha). O
hemograma permite a contagem de cada um dos elementos das células sanguineas
humanas e compara estes resultados com intervalos de referéncia para cada

parametro.6’t
Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Um microscopio de for¢ca atdbmica NanoWizard Il (JPK Instruments, Berlim, Alemanha)
montado no topo de um microscoépio optico invertido Axiovert 200 (Carl Zeiss, Jena,
Alemanha) foi usado para experiéncias de imagem e espectroscopia de forca durante
este trabalho.

Em paralelo com estudos de AFM foi efectuada a analise do potencial zeta da

superficie da membrana eritrocitaria.
a) Scan de Imagens de Células Sanguineas Humanas por AFM

A cabeca do AFM é equipada com um scanner piezoeléctrico linearizado com alcance
em z de 15 um e um laser de luz infravermelha. A imagem dos eritrdcitos foi realizada,
em ar, em modo contacto intermitente. Para tal, uma gota de sangue total foi
depositada numa lamina de vidro e efectuado um esfregaco de sangue que foi seco
ao ar. Pontas de silicio oxidadas e finas com um raio de ponta de ~ 6 nm, frequéncia
de ressonancia de cerca de 60 kHz e constante de mola de 3 N/m foram usadas para
efectuar as imagens de eritrocitos. Parametros de imagem foram ajustados para
minimizar a forga aplicada no varrimento da topografia das células. A velocidade de
varrimento foi optimizada para 0,3 Hz e os pontos de aquisicdo foram 512 x 512. Os
dados de imagem foram analisados com o software JPK Image Processing v.5.1.8
(JPK Instruments, Berlin, Germany). O diametro, a area, a altura e o volume de cada
célula foram quantificados utilizando o software SPIP v.6.6.0 (Image Metrology,
Hgrsholm, Dinamarca). A rugosidade dos eritrocitos também foi analisada pelo
software Gwyddion v.2.45 (Czech Metrology Institute, Republica Tcheca).558.699.733
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b) Espectroscopia de For¢ca baseada em AFM

Para as experiéncias de AFM, os eritrécitos foram isolados do plasma sanguineo. Em
seguida, as células foram suspensas no hematdcrito final a 0,1% com tampéo de
glicose-citrato salino (BSGC) (KH2PO4 1,6 mM, NazHPO4 8,6 mM, NaCl 0,12 M, citrato
de sodio 13,6 mM e glicose 11,1 mM) pH 7,3 com CaClz (1 mM). Posteriormente, a
solucgéo foi colocada numa lamina de vidro revestida com poli-L-lisina e permitiu que
os eritrécitos aderissem firmemente, por 30 minutos.699.792705 As células que néo
aderiram a lamina de vidro foram removidas por lavagens sequenciais com tampao
BSGC.

c) Nanoindentacédo — Determinacéao da Elasticidade dos Eritrocitos

Para experiéncias de indentacao de eritrocitos, foram utilizadas pontas de nitreto de
silicio ndo funcionalizadas OMCL TR-400 (Olympus, Japdo). Utilizaram-se o0s
cantilevers triangulares mais macios, com um raio de ponta de ~ 15 nm e uma
frequéncia de ressonancia de 11 kHz. As constantes de mola elastica das pontas
foram calibradas pelo método de ruido térmico com valor nominal de 0,02 N/ m. Para
cada contacto entre a célula e o cantilever, a distancia entre o cantilever e a célula foi
ajustada para manter uma forca méxima aplicada de 300 pN para eritrécitos de
pacientes com ELA antes da retraccéo. A elasticidade celular foi medida num ponto
de cada eritrécito (5 curvas forca-distancia por célula). A colheita de dados para cada
ciclo de forca-distancia foi realizada em 1,5 Hz, com um intervalo de deslocamento
em z de 4 um. Curvas de forga foram efectuadas no centro da célula. Os dados obtidos
das experiéncias de nanoindentacdo (curvas de forca) foram analisados para
obtencdo do médulo de Young (E), utilizando o software JPK Image Processing
v.5.1.8, pela aplicagdo do modelo Hertziano. Os resultados dos histogramas do
mddulo de Young foram construidos para cada condicao experimental estudada. O
tamanho ideal da classe do histograma foi escolhido para se obter o melhor ajuste ao
pico do modelo gaussiano. Os valores maximos dos picos gaussianos representam
diferentes estatisticas do médulo de Young das células. A profundidade de penetracao
da ponta AFM nos eritrocitos também foi avaliada. Este parametro foi analisado pela
posicdo do movimento maximo do sensor piezoelétrico no eixo z, que corresponde a
coordenada do eixo z quando o sensor atinge uma for¢a de indentacédo de 300 pN
para eritrocitos de pacientes com ELA, subtraindo-se o eixo z na posi¢do do sensor

guando a ponta inicia o contacto com a superficie do eritrocito. 658705734
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Parametros Hemorreoldgicos
a) Agregacao Eritrocitaria
Preparacao / medicao de amostras

A suspensao de células sanguineas foi preparada com diferentes concentragdes de
fibrinogénio (frac¢éo |, tipo I, plasma humano, Sigma, ref. F-3879) (0O, 20, 40, 60, 80
mg / dL) em NaCl 0,9% que foram adicionadas a 500 pL de sangue humano. O sangue
foi colhido em tubo com anticoagulante de heparina. As suspensdes foram incubadas
por um periodo de 30 minutos, a temperatura ambiente. A agregacao dos eritrécitos
foi medida num agregémetro Myrenne (modelo MA-1, Myrenne GmbH, Roetgen,
Alemanha). O sistema mede a transmissdo de luz infravermelha através de uma
suspensao de eritrécitos entre uma placa transparente e um cone, em estase durante
5 s e 10 s apGs a dispersdo das amostras de sangue ou rotacdo na tensdo de
cisalhamento de 600 s1.658.735

b) Deformabilidade Eritrocitaria

Preparacao / medicdo de amostras

A deformabilidade eritrocitaria € expressa como o indice de alongamento (El), em
percentagem, e foi determinada para diferentes valores de tenséo de cisalhamento
(0,30; 0,60; 1,20; 3,00; 12,00; 30,00 e 60,00Pa) usando o difractometro a laser
Rheodyn SSD da Myrenne (Roetgen, Alemanha). 736

Estes valores mimetizam os valores de tensao de cisalhamento nos vasos sanguineos

em condicdes fisiologicas.

Este equipamento determina a deformabilidade simulando as tensbes de
cisalhamento exercidas pela corrente sanguinea e pela parede vascular nos
eritrocitos. Para esse efeito, suspenderam-se 30 ul de sangue em 2 mL de Dextran
(um meio viscoso) e injectaram-se no dispositivo, para serem colocados entre um
disco Optico rotativo e um disco estacionario, responsaveis por submeter os eritrécitos
a tensdes de cisalhamento precisas, forcando-os a deformar-se aos elipsoides. O grau
de deformabilidade é avaliado por um feixe de laser que passa através da suspensao
e é apresentado num computador. Quanto maior é o indice de balan¢o, maior é o grau

de deformabilidade.”3’




Esta técnica simula o fluxo de fluido e as condi¢des da parede do vaso, em que um
feixe de laser € projectado através de uma suspensao de eritrgcitos diluida e o padréo
de difraccao resultante analisado para determinar a forma do eritrocito e, portanto, um
indice de deformacdo, também conhecido como indice de alongamento. A

deformabilidade dos eritrécitos é avaliada de forma semi-quantitativa.®%®

Para as medidas de deformabilidade dos eritrocitos, o sangue total humano foi colhido
para tubos com heparina e suspenso com tampéo Dextran 40.000 em solucao
isoténica de NaCl (baixa viscosidade), em concentracédo final da suspensao de 1,5%

(v/v).658
c) Viscosidade Total Sanguinea

Preparacao / medicdo de amostras

A viscosidade do sangue total foi avaliada num viscosimetro digital Brookfield
(Brookfield, EUA). Para tal foi utilizado sangue total colhido em tubo com heparina,
submetido a baixas (22,5 s*) e altas (225 s™) taxas de cisalhamento, tanto para um
hematdcrito nativo e apds correccédo do hematdécrito de 45% e a 37°C. A viscosidade
de um liquido depende da sua temperatura. A do sangue € geralmente medida a uma
temperatura constante num viscosimetro rotacional, miliPascal.segundo (mPa.s). O
sangue no sistema circulatério humano € afectado por elevadas variagdes na taxa de
cisalhamento e as medidas de viscosidade podem ser variaveis de 6,0 a 8,0 mPa.s
em baixa taxa de cisalhamento e de 4,4 a 5,2 mPas em alta taxa de

cisalhamento.558.705
Potencial Zeta da Superficie da Membrana dos Eritrécitos
Preparacao / medicdo de amostras

O sangue humano foi colhido para um tubo com KsEDTA e os eritrécitos foram
isolados.®®® O tampdo BSGC com CaClz, a pH 7,3, foi filtrado usando um filtro de
seringa com tamanho de poro de 0,45 um (Whatman, Florham Park, NJ) para remover
particulas de tamanho maior, o que influenciaria as medi¢des da dispersdo da luz. A
suspensao de eritrécitos foi ajustada para 0,035% de hematdcrito em tampao BSGC
com CaClz (pH 7,3), na auséncia ou na presenca de diferentes concentracdes de

fibrinogénio (variantes humanas sollveis de 0,0-2,0 mg / mL).738
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A analise do potencial zeta foi realizada conforme descrito por Carvalho et al.
(2011).7% As medicdes foram conduzidas num equipamento de potencial zeta Malvern
Zetasizer Nano ZS (Malvern, Reino Unido), equipado com um laser He-Ne (A = 632,8
nm). O potencial zeta da superficie da membrana dos eritrocitos foi determinado, a
25°C, a partir da média de 15 medidas, com 60 corridas cada, com potencial aplicado
de 30V, na auséncia e presenca de diferentes concentrag6es de fibrinogénio humano

solvel (0,4 2,0 mg / mL). 653706
3.3.4. Analise Estatistica

Caracterizacao Biofisica e Hemorreoldgica dos Eritrécitos na Esclerose Lateral

Amiotréfica

Para cada parametro, neste estudo exploratério, os doentes de ELA foram
comparados com o grupo controlo de individuos saudaveis, pelo teste t-student ndo
emparelhado. Um valor de p<0,05 foi considerado significativo. Para comparacfes

multiplas foi aplicada a correccao de Bonferroni (p<0,05/n)

As andlises estatisticas foram realizadas nos programas SPSS Statistics 22®,
MATLAB R2015A® e GraphPad Prism 5.03.
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RESULTADOS E DISCUSSAOQO DE
RESULTADOS

“The only true wisdom is in knowing you know nothing.”

Socrates
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4.1. IDENTIFICACAO DE NOVOS BIOMARCADORES DE
DISFUNCAO RESPIRATORIA NA ELA

4.1.1. Resultados e Discussao de Resultados da Quantificacdo da
CC-16

Seguidamente estdo descritos os resultados da quantificagcdo da CC-16 em amostras
de plasma de pacientes de ELA e controlos.

Os resultados estao resumidos na Tabela 11.

Tabela 11| Resumo dos resultados da quantificagéo da CC-16 no plasma de pacientes
com ELA e no grupo controlo

Média Inicio:

Duracao média
Idades Género Medular ¢

da doenga
(meses)

Média ALSFRS-R
(variagdo)

(anos) (H/M) Bulbar
Respiratorio

Pacientes ELA 60,1 +11,4 61/16/4 27,0£43,4 38,718,8
45/36
n=81 (28-83) (M/B/R) (4-335) (11-46)
Controlos >3.7
- 30 +7.7 17/13 - - -
- (28-65)
Média Média FVC Média Média proteina CC-16
R-subscore % predito PhrenAmpl (mV) (ng/mL)
(variagdo) (variagdo) (variagdo) (variagdo)
Paci
aCE'f:tes 11,29+1,1 84,6+24,2 0,540,22 10,56+6,84
sl (6-12) (21-137) (0,13-1,19) (2,9-37,63)*
Control
ontrofos - ; 8,34+3,10 (3,41-17,18)*
n=30

Abreviaturas da tabela: ELA| Esclerose Lateral Amiotréfica; HHHomens; M|Mulheres; ALSFRS-
R| Escala de classificagdo funcional da esclerose lateral amiotréfica revista; FVC| Capacidade
Vital Forcada; * p=0,02.
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Valores da proteina CC-16 nos Controlos e Pacientes com ELA
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Figura 24| Gréfico dos resultados. Distribuicdo dos valores plasmaticos de CC-16
apos quantificacdo, por ELISA, de pacientes com ELA e de controlos.

O histograma dos resultados nas populacées estudadas indicou uma distribuicdo
normal, confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk (p>0,05). Nos controlos, a
concentragdo média de CC-16 nas amostras de plasma foi de 8,34 ng/mL (SD = 3,10,
intervalo 3,41-17,18). O limite superior do normal foi definido como 16,09 ng/mL
(média +2,5 SD). Na populacédo de pacientes com ELA, o valor médio de concentragéo
de CC-16 foi de 10,56 ng/mL (SD=6,84, intervalo de 2,9-37,63), significativamente
maior do que os valores de grupo controlo (p=0,02) (Figuras 24 e 25). Quatorze
pacientes com ELA (17%) tinham uma concentracdo de CC-16 acima do valor limite

superior definido.
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Figura 25| Boxplot dos dados de CC-16 obtidos para controlos e pacientes de ELA e
respectivos valores minimos e maximos (média 2,5 SD).

Os niveis de CC-16 nao se correlacionaram com a idade ( r=0,21; p=0,07), duracéo
da doenca (r=0,05; p=0,6), ALSFRS-R (r=0,09; p=0,5), taxa de progressao da doenca
medida pelo declinio de ALSFRS-R/més (r=0,19; p=0,4), score-R (respiratorio)
(r =0,12; p=0,3), FVC (r=0,19; p = 0,8) e PhrenAmpl (amplitude de pico a pico das
respostas motoras diafragmaticas por estimulacéo do nervo frénico, r = 0,06; p = 0,6).
A duracdo média da doenca foi semelhante no grupo de pacientes com valores
elevados de CC-16 (média de 26 meses) e o0 grupo de pacientes com valor hormais
de CC-16 (média de 27 meses). Nao houve diferenca nos niveis de CC-16 entre
pacientes com inicio medular e bulbar (p=0,16). No periodo de 6 meses apés a
inclusdo no estudo, 7 dos 14 pacientes (50%) com nivel de CC-16 anormal
necessitaram de ventilacdo ndo-invasiva em comparacdo com 12 dos restantes 67
(17,9%), uma diferenca significativa pelo método de Kaplan-Meier (p = 0,01) (Figura
26).
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Figura 26| Gréafico de Kaplan-Meier demonstra que niveis elevados de CC-16 sdo um
indicador prognostico de exigéncia de ventilacdo ndo-invasiva nos 6 meses seguintes
(p =0,01).

Neste periodo, em cada grupo morreram 2 pacientes, 0 que representa um risco 5

vezes maior nos pacientes com niveis elevados de CC-16.

Analisdmos as curvas de sobrevida durante o periodo de 30 meses apds a colheita
de sangue. Neste periodo, 45 pacientes morreram. Em 28 (62%) destes, a morte
ocorreu por broncopneumonia e/ou pneumonia por aspiracdo. Onze das 45 mortes
ocorreram nos 14 pacientes com niveis elevados de CC-16 (79%). No grupo de 67
pacientes com valores de CC-16 normais, morreram 34 (51%) (p =0,001, teste Qui-
guadrado). Nas curvas de sobrevida de Kaplan-Meier, ndo houve uma diferenca
significativa (p=0,07) indicando uma tendéncia para elevadas concentragoes de CC-

16 como um marcador de mau prognostico para a sobrevida (Figura 27).
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Figura 27|Curvas de sobrevida de acordo com a concentragéo de CC-16.
Concentracdes mais elevadas tendem a estar associadas a um mau prognadstico (p =
0,07).

A proteina CC-16 € uma pneumoproteina, é quantificavel no plasma do sangue
venoso e tem sido proposta a sua utilizacdo como biomarcador para a disfungéo
pulmonar. O nivel plasmatico ndo é influenciado pela idade, género ou indice de
massa corporal.631.632.739.740 No nosso estudo, os niveis de CC-16 no grupo controlo
foram semelhantes aos valores referidos por outros grupos em individuos nao
fumadores saudaveis.631632739.740 Qs niveis plasmaticos de CC-16 foram
significativamente maiores nos pacientes com ELA, mas ndo encontramos correlagéo
com género, idade, regido de inicio, duracéo, capacidade funcional, taxa de declinio
funcional, sintomas respiratorios, FVC e estudos electrofisiologicos da funcdo do
diafragma. No entanto, o subgrupo de pacientes de ELA com niveis anormais de CC-
16 progrediu mais rapidamente, com maior probabilidade de necessitar de ventilagao
nao-invasiva no periodo subsequente de 6 meses, com maior risco de mortalidade
nesse mesmo periodo. Durante um acompanhamento mais longo, o niumero de 6ébitos
foi suficiente para investigar o risco de sobrevivéncia com as estatisticas de Kaplan-

Meir. Utilizando esse método, houve uma forte tendéncia, mas nao significativa,
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sugerindo que um nivel aumentado de CC-16 pode ser um factor de mau progndstico

para a sobrevida na ELA.

Os niveis de CC-16 no sangue de individuos saudaveis aumentam nas condi¢cdes
inflamatérias pulmonares,®31632740 pem como na fase activa da fibrose pulmonar

associada a esclerose sistémica.*69

A neuroinflamacéo é um factor critico na patogénese na ELA e muitos biomarcadores
inflamatérios foram reconhecidos nesta doencga.462532552.741 Em particular, a IL-6
encontra-se aumentada nos estadios tardios da doenca.’#! Ha evidéncias de que uma
resposta inflamatdria sistémica pode ser associada a inflamacdo no SNC em
processos neurodegenerativos, possivelmente acelerando a progressdo da
doenca.”#? Em estudos epidemioldgicos, a insuficiéncia respiratéria é a principal causa
de morte na ELA.>® No entanto, o evento desencadeante mais comum para
insuficiéncia respiratdria na doenca € a infecgéo pulmonar.’?®743 Em comparacgdo com
pacientes com outras doencgas neuromusculares que podem sobreviver com baixa
funcdo ventilatéria,’**74> pacientes com ELA morrem frequentemente com volumes
pulmonares voluntarios razoaveis, sugerindo que o aumento da exigéncia metabdlica
de uma condic¢éao inflamatéria concomitante pode descompensar a funcao respiratoria.
A explicacdo mais provavel para 0s nossos resultados € que o disturbio respiratério
relacionado com a insuficiéncia respiratdria iminente causou maior libertacdo de CC-
16 no plasma. Este marcador de insuficiéncia respiratéria ndo esta relacionado com a
forca muscular respiratoria conforme detectado por testes respiratdrios convencionais.
A inflamacéo intersticial pulmonar devido a microaspiracao ou a pouca ventilacdo em
algumas areas pulmonares é uma causa de deterioracdo clinica na ELA'? e,
possivelmente, os niveis de CC-16 reflectem esse processo.’#® Este teste pode,
portanto, ter potencial utilidade como biomarcador de insuficiéncia ventilatéria

iminente na ELA.

4.1.2. Resultados e Discussao de Resultados da Quantificagcao da
IL-6

Os resultados estao resumidos na Tabela 12.

Nos individuos controlo, ndo houve diferenca nos niveis de IL-6 entre os géneros (p =
0,8). No entanto, houve uma correlacéo positiva entre a idade e os niveis de IL-6 (r =
0,45; p=0,003); 30% do aumento nos niveis de IL-6 nos controlos saudaveis foi

dependente do aumento da idade. Nos pacientes com ELA, houve uma tendéncia para
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0 aumento dos niveis de IL-6 em comparacdo com controlos saudaveis, mas sem

significancia estatistica (Tabelal2; Figura 28).

Tabela 12| Analise descritiva dos valores da IL-6 plasmatica para as diferentes
variaveis nos diferentes subtipos da amostra.

Média Média Média
.. Média Forma de Média
Niveis . . valor da
Duragao inicio ALSFRS- i :
IL-6 predito  Phrenic
(pg/mL) doencga (bulbar vs ampl
SD medular
(D) e : (D)
Pacientes 27,5
deI ELA >3 1,43 60.5 meses 17/65 39,2 854 0,53
12,94 ’ 9,9 7,7 22,9 0,22
negz) | (1299 09 | 439 77) | (229 | (022
C
ontrolos 2,23 142 57,7 ) ) ) ) )
(n=43) (1,61) (8,9)
p value 0,1 0,9 0,22 - - - - -
80— *3736
70—
60
50—
[t~}
= 40+
30_ '27
'28
20
N &
o111
0- % __
ELA Controlos

Figura 28| Comparacéo entre os niveis de IL-6 em controlos e pacientes com ELA.
Observa-se uma tendéncia nao significativa para maiores valores na populagéo de ELA.

Nos pacientes com ELA, ndo houve diferenca entre os valores de IL-6 no inicio bulbar
(17 individuos, média de 2,90 pg/mL; SD=1,79) versus valores nos pacientes com
inicio medular (65 individuos, média 2,13 pg/mL; SD=10,87) p= 0,33 (Tabela 12).

Nos pacientes com ELA, os niveis plasmaticos de IL-6 ndo se correlacionaram com a

duracéo da doenca (p=0,78) nem com a escala funcional ALSFRS-R (p=0,09), mas
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correlacionaram-se negativamente com a FVC (r=0,35; p=0,04) e com o Phrenic Ampl
(r=0,33; p=0,006) e positivamente com a idade (r=0,4; p <0,001). Recorrendo a um
modelo de regressdo multipla, incluindo as variaveis género, idade, duracdo da
doenca, forma bulbar vs medular, ALSFRS-R, percentagem do valor predito do FVC
e do valor médio da amplitude da resposta motora do nervo frénico, embora os dois
altimos tivessem associacao significativa com o0s niveis séricos da IL-6, apenas o
parametro neurofisiolégico revelou ser factor preditor independente (p = 0,026)
(Figura 29).
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Figura 29|Correlacao entre o Phrenic Ampl e os niveis de IL-6.

Os valores de IL-6 foram log-transformados para normalizar os dados para analise de
regressao.

Nesta populacdo de ELA, o tempo de implementacdo do NIV foi registado em 77 dos
82 pacientes incluidos, sendo incerto nos 5 restantes. Dentro do intervalo de 6 meses,
apos a colheita de sangue, 33 pacientes necessitaram de NIV, mas 44 néo receberam
essa indicagdo meédica. O valor médio plasmatico de IL-6 foi de 8,93 pg/mL (SD =
2,17) no primeiro grupo e 2,17 pg/mL (SD=1,58) no ultimo grupo (p=0,001),
respectivamente. No grupo de 16 pacientes com valor de IL-6 acima do 3° interquartil

(4,45pg/mL), o tempo para NIV foi inferior a 2 meses apos a colheita da amostra em
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9 pacientes e incerto em outros 2 pacientes; no restante o intervalo de tempo variou
entre 4 meses (em 2) e 9 meses.

Véarios biomarcadores inflamatorios aumentaram em pacientes com ELA, em
particular as citocinas. Tal suporta 0 conceito de que as citocinas pré-inflamatérias
desempenham um papel na patogénese ou progressdo da ELA. 747 Uma meta-andlise
recente demonstrou que os niveis de factor de necrose tumoral a (TNF-a), TNF 1, IL-
6, interleucina-1p, IL-8 e factor de crescimento do endotélio vascular (VEGF) estavam
significativamente aumentados em pacientes com ELA quando comparados com
controlos.>3° Foram identificados na ELA, através de estudos histolégicos, niveis
anormais de células inflamatérias e astrécitos activados e microglia de amostras da
medula espinhal e tronco cerebral na ELA.53¥ De facto, estudos de imagem PET
revelaram uma activacéo microglial em pacientes com ELA. 748

No entanto, a inflamacao pode ter um papel neuroprotector através do envolvimento
do sistema imunitario T-regulatério (Treg)/Th2, conduzindo a respostas
neuroprotectoras anti-inflamatérias que blogueiam mediadores pré-inflamatérios
nocivos.’#%7%0 A taxa de progresséo na ELA parece ser modulada pela actividade Treg
enddgena.’®1’52 Niveis elevados de citocinas podem favorecer a progressdo da
doenca ou a neuroproteccdo, dependendo de uma interacgcdo complexa entre as
células imunitarias e os seus mediadores. Em patrticular, a IL-6 € uma citocina bi-
funcional, actuando como um mediador pré-inflamatério™3 e uma miocina anti-
inflamatéria.”> Tem sido sugerido que o aumento da libertacdo de IL-6 poderia
representar uma reaccao neuroprotectora contra o dano excitotéxico, como observado
num modelo animal experimental com ELA.”> A IL-6 tem uma ac¢do complexa no
metabolismo celular. Promove captacéo de glicose e oxidacéo de acidos gordos 7°° e
0 aumento da libertac&o de IL-6 pode induzir desequilibrio hipermetabdlico, como esta
associado a ELA.%® O metabolismo da IL-6 é de interesse actual como um factor na
ELA. Esta citocina foi recentemente proposta como alvo terapéutico, conduzindo a um
estudo multicéntrico, aleatorizado, double-blind, controlado por placebo, de 16
semanas, avaliando a seguranca e tolerabilidade do Tocilizumab em individuos com
ELA, um estudo que foi concluido em julho de 2018.7” Encontramos um aumento no
nivel plasmatico de IL-6 em funcdo da idade, um resultado em concordancia com
Ershler, "8 mas esse resultado ndo é universal.”® Como h& uma variacdo diurna nos
niveis de IL-6, 750 todas as nossas amostras de sangue foram colhidas pela manh3,

mas nao estd claro se essa precaucdo foi considerada por todos 0s outros
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investigadores. Os niveis de IL-6 nos nossos pacientes com ELA foram
marcadamente variaveis (Tabela 12) e o valor médio ndo alcancou significancia
estatistica no nosso estudo, como igualmente demonstrado numa meta-analise de Hu
et al (2017).5%° Um outro factor provavelmente relacionado é a hipoxémia e a
inflamag&o pulmonar associada. Nos nossos pacientes, houve uma correlagdo com
Phrenic Ampl, sugerindo que esse resultado era importante. No entanto, ndo temos
estudos de saturacdo de oxigénio de 24 horas para resolver definitivamente esse
problema. Em resumo, o significado dos niveis elevados de IL-6 nha ELA € actualmente
incerto.

Concluimos que a IL-6 deve ser explorada como um marcador de insuficiéncia

respiratoria na ELA.

4.1.3. Resultados e Discussao de Resultados do Estudo da
Creatinina
A amostra integrou 233 pacientes com ELA, dos quais 131 do género masculino

(56,2%), 156 com inicio medular (66,9%), 62 (26,6%) com inicio bulbar e os restantes

com inicio axial, respiratorio ou difuso. (Tabela 13)

Tabela 13|Caracteristicas demograficas dos doentes da amostra, relativamente ao
género, fendtipo e presenca de deméncia fronto-temporal (FTD).

Numero de pacientes

Amostra n=233
%

Masculino 131 56,22
Género

Feminino 102 43,77

Medular 156 66,95

Bulbar 62 26,61
Fenétipo

Outro: Respiratodrio, axial ou

15 6,44

difuso

Presencga de FTD - 19 18,65

Da analise descritiva das variaveis, podemos observar que na populacado, a idade
média do diagndstico foi de 62,8 anos (SD= 12,2) e a duracdo média da doenca na
consulta inicial de 18,65 meses (SD= 21,32). (Tabela 14)
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Tabela 14| Analise descritiva das variaveis: idade de diagndstico (anos) e duragéo da
doenca na consulta inicial (meses).

Amostra

Média Desvio Padrao Mediana Valor Minimo Valor Maximo

EYEX]
Idade de
Diagnéstico 62,82 12,23 63,93 15,40 89,60

(Anos)

Duragdo da
doenga na

8,65 21,33 13,07 0,13 180,80
consulta inicial

(Meses)

As tabelas 15 e 16, incluem os valores das avalia¢cdes efectuadas aquando da primeira
consulta, o valor médio da creatinina plasmética, na nossa populacao foi 0,78 mg/dL
(SD=0,28), sendo 0,85 mg/dL (SD=0,19) nos homens e de 0,69 mg/dL (SD=0,21) nas

mulheres. Cerca de 43% dos pacientes apresentavam um valor de FVC inferior a 80%.
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Tabela 15| Analise descritiva das varias avaliacfes na primeira consulta, t1.

Avaliacoes
na primeira Desvio Valor Valor

. Mediana , . g
consulta, t1 padrao Minimo Maximo

(n=233)
Creatinina
plasmatica 0,78 0,28 0,76 0,15 1,7
(mg/dL)
IMC (Kg/m?) 24,85 3,67 24,52 15,06 38,82
1.2 %FVC (%) 81,85 23,41 86 16 139
1.2 ALSFRS-R
Score Global 42,90 6,66 45 15 51
(0-48)
1.2 ALSFR-R
subscore

.. 11,24 1,35 12 5 12
Respiratorio

(0-12)

Legenda da tabela: Creatinina plasmatica (mg/dL); indice de massa corporal (IMC, Kg/m?);
Percentagem da capacidade vital forcada obtida em relacdo ao valor predito (%FVC);
Pontuagdo da Escala Funcional da ELA Revista (ALSFRS-R global score) e subscore
respiratorio (ALSFR-R respiratory subscore).

Os valores foram semelhantes nos doentes com inicio medular e bulbar,
respectivamente, 0,79 mg/dL (SD=0,2) e de 0,78 mg/dL (SD=0,21).

Valores inferiores ao intervalo de referéncia foram identificados em 34 doentes
(14,6%). Observou-se que 13 pacientes deste sub-grupo (38%) apresentavam um

FVC inferior a 80% do previsto.
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Tabela 16| Andlise descritiva das vérias variaveis, na primeira consulta (t1), de
pacientes com valores de creatinina inferiores ao limite inferior determinado pelo
laboratario.

Avaliacoes
na primeira Desvio Valor Valor
Mediana
consulta, t1 padrao Minimo Maximo
n=34
Creatinina
plasmatica 0,55 0,12 0,60 0,15 0,78
(mg/dL)
IMC (Kg/m?) 24,71 2,98 24,40 20,11 30,87
1.2 %FVC (%) 85,05 21 90,31 28,00 127,30
1.2 ALSFRS-R
Score Global 44 5,97 45,50 22,00 51,00
(0-48)
1.2 ALSFR-R
subscore

R 11,24 1,46 12,00 6,00 12,00
Respiratorio

(0-12)

Legenda da tabela: Creatinina plasmatica (mg/dL); indice de massa corporal (IMC, Kg/m?);
Percentagem da capacidade vital forcada obtida em relacdo ao valor predito (%FVC);
pontuagdo da Escala Funcional ELA Revista (ALSFRS-R global score) e subpontuacdo
respiratdria (ALSFR-R respiratory subscore).

No momento da andlise dos dados, apenas 38,6% dos doentes estavam a ser
seguidos, 54,1% (n=126) tinham morrido e 7,3% (n=17) deixaram de comparecer na

consulta.

Na tabela 17, esta representada a influéncia das variaveis independentes sobre as
variaveis dependentes, na primeira consulta, tl, expresso sob a forma de um
coeficiente de regressao.

O valor da creatinina na primeira consulta foi preditivo do valor inicial de ALSFRS-R
(p=0,014), mas ndo foi possivel estabelecer uma relacdo independente entre a
creatinina e 0 ALSFRS-Rresp. (p>0,6) e 0 FVC (p>0,1). A interaccéo entre o valor de
creatinina e o score ALSFRS-R néo foi influenciado pelo género. Adicionalmente
observdmos que a idade foi factor preditivo negativo do ALSFRS-R (p<0,001),
ALSFRS-RRresp (p=0,012) e FVC (p=0,002) e a duracéo doenca do ALSFRS-R global
(p=0,018). O inicio bulbar foi preditivo do valor inicial de FVC (p=0,002). N&o foi
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possivel estabelecer uma relacdo entre as restantes variaveis independentes com o
ALSFRS-R, ALSFRS-Rresp € FVC.
Tabela 17| A tabela representa a influéncia das variaveis independentes sobre as

variaveis dependentes, na primeira consulta, tl, expresso sob a forma de um
coeficiente de regressao.

VARIAVEIS INDEPENDENTES

° S
7] ‘8 g o
o § -g E g -E Ig
c€ 8 £ ¢ 2 2 2
© O 0 0 v
8B & 5 £ & ¢ = =
T 35 a s © & 2 )
ALSFRS-R g 330%%  .0,181* 0,011 0036 -0111 0,001 0019 0,186*
N hs2
v B
Bl  ALSFRS-
S 4 Reess -0,345*  -0,129  -0,009 -0,06 -0,026 0050 0,029 0017
= :
< = St
Ll
Q o,
%FVC -0,348*  -0,129  0,095* -006 -0,026 0049 0,029 0,167
n-152

Legenda da tabela: Coeficientes positivos (negativos, respectivamente) indicam que valores
elevados das variaveis independentes estdo associados a valores elevados (diminuidos,
respectivamente) das variaveis dependentes. (n) representa o nimero de doentes analisados
em cada regressdo. Os * indicam o nivel de significAncia dos coeficientes, com * e ** a
representarem p-values inferiores a 0,05 e 0,001, respectivamente. Os coeficientes que
sobrevivem a corregdo de Bonferroni estdo representados a bold.

indice de massa corporal (IMC); Deméncia fronto-temporal (FTD); Creatinina (Cr);
Percentagem da capacidade vital forcada obtida em relacdo ao valor predito (%FVC);
Pontuag&o na Escala Funcional ELA Revista (ALSFRS-R global score) e subscore respiratorio
(ALSFR-Resp Subscore).

Na tabela 18, esta representada a influéncia das varidveis independentes sobre as
variaveis dependentes, até uma terceira avaliacdo longitudinal, expresso sob a forma
de um coeficiente de regressao.

Efectuando uma andlise longitudinal, que compreende uma primeira avaliacdo na
admisséo e duas avaliacdes subsequentes, no decurso da doencga, o valor inicial da
creatinina foi preditor do declinio do ALSFRS-R (p<0,001). No entanto, nao foi possivel
estabelecer o valor preditor da creatinina inicial para o declinio do subscore ALSFR-
Rresp (p>0,09) e para o FVC (p>0,5). A idade foi preditora do declinio do ALSFRS-R
(p<0,001) e do FVC (p<0,001), mas sem influéncia no ALSFRS-Rresp (p=0,02, ndo

sobrevive a correcdo de Bonferroni). O inicio ndo-bulbar foi preditor do declinio do
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FVC (p<0,001) e esta associado a um declinio mais lento do ALSFRS-Rresp (p<0,001),
mas sem impacto no ALSFRS-R (p=0,7). N&ao foi possivel estabelecer uma relacéo
entres as restantes variaveis independentes com o declinio do ALSFRS-R, ALSFRS-
Rresp € do FVC.

Tabela 18| Avaliagcéo longitudinal da influéncia das variaveis independentes sobre as
variaveis dependentes, até uma terceira avaliagdo, no decurso da doenca, expresso
sob a forma de um coeficiente de regressao.
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Legenda da tabela: Coeficientes positivos (negativos, respectivamente) indicam que valores
elevados das variaveis independentes, estdo associados a valores elevados (diminuidos,
respectivamente) das variaveis dependentes. (n) representa o nimero de doentes analisados
em cada regressdo. Os * indicam o nivel de significAncia dos coeficientes, com *, **
representarem p-values inferiores a 0,05 e 0,001, respectivamente. Os coeficientes que
sobrevivem a correcdo de Bonferroni estdo representados a bold.

indice de massa corporal (IMC); Deméncia fronto-temporal (FTD); Creatinina (Cr);
Percentagem da capacidade vital forcada obtida em relacdo ao valor predito (%FVC);
Pontuagdo na Escala Funcional ELA Revista (ALSFRS-R global score) e subpontuacéo
respiratoria (ALSFR-Rresp subscore).

Ao efectuar a regressdo de risco proporcional de Cox, identificamos que apenas o
fenétipo bulbar (Hazard Ratio (HR) 1,56; p=0,029; intervalo de confianca (IC) 95%
[1,05;2,34]) e a idade do diagnostico (HR =16,41; p<0,0001; IC95% [3,8;70,78]) estao
associados a um aumento da mortalidade. Nesta analise, as outras variaveis

independentes, nomeadamente a creatinina, ndo se relacionam com a sobrevida.
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Na Tabela 19, esta representada a analise da mortalidade dos pacientes da amostra,
através da regressdo de Cox, tendo em conta a influéncia das varias co-variaveis

(preditoras de sobrevida).

Tabela 19| Representacdo da andlise da mortalidade dos pacientes da amostra,

através da regressédo de Cox, tendo em conta a influéncia das varias co-variaveis

(preditoras de sobrevida).

I 0,
HR C95,0%
Wald p-value
(ExpB) Min. Max.
Idade de
L. 2,80 14,07 <0,0001 16,406 3,80 70,78

Diagnostico

Duragao

sintomasatéao -2,10 2,69 0,101 0,122 0,01 1,51
» diagndstico
E Género -0,09 0,16 0,690 0,916 0,60 1,41
?t FTD -0,23 0,47 0,492 0,792 0,41 1,54
> Fenétipo
(@] 0,45 4,785 0,029 1,564 1,05 2,34
o Bulbar

Fenétipo nao

-0,45 1,293 0,255 0,636 0,29 1,39

bulbar

IMCadm -1,40 2,247 0,134 0,246 0,04 1,54

Cr -0,80 0,91 0,339 0,448 0,09 2,32

Legenda da tabela: Coeficientes de regressao (B) positivos indicam que valores elevados das
respectivas variaveis estdo associados a razfes de risco (Hazard Ratio, HR) elevados.
Preditores de sobrevida com HR>1 estdo associados a um pior prognéstico. Nivel de
significancia, a=0,05. Apenas o fenétipo bulbar e a idade de diagnéstico, estdo associados, a
uma reducéo da sobrevida dos pacientes. Deméncia fronto-temporal (FTD); indice de massa
corporal na admisséo (IMC adm); Creatinina (Cr) Hazard Ratio (HR); Intervalo de confianca
(IC).

No estudo da mortalidade, foram incluidos 135 pacientes (n=135). Os restantes
pacientes foram censurados, uma vez que o evento “morte” ndo ocorreu até ao ponto
de corte, ou cujo seguimento, em consulta, se perdeu. Recorrendo a técnica de
Median-Split, a sobrevida néo foi diferente entre os subgrupos com valor de creatinina
superior vs inferior & mediana (0,76mg/dL), (p=0,383). No ponto de corte (60 meses
apos o diagndstico), apenas 8% dos pacientes com valores de creatinina inferiores a

mediana e 10% dos pacientes com valores de creatinina superiores a mediana

permanecem vivos, (Figura 30). Ao fim de 29 meses e 31 meses apés o diagndstico,
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apenas metade dos pacientes estavam vivos, nos grupos com valores de creatinina

inferior e superior & mediana, respectivamente, (Figura 30).

Fungao de sobrevivéncia na média de covariaveis

0,87
i1 Creatinina < 0,76 mgfdL
Creatinina > 0,76 mgfdL

0,67

0.4

Sobrevivéncia Cumulativa

0,07

T T T T T T
20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

8_:
]
8

Tempo de sobrevida (meses)

Figura 30| Representacao gréafica da curva de sobrevida obtida pela regressdo Cox com base
na média das co-variaveis (preditoras de sobrevida).

Comparando grupos de pacientes com valores de creatinina na primeira consulta, superiores
e inferiores a mediana (0,76mg/dL), (p=0,383).

A amostra estudada no presente estudo tinha as caracteristicas demograficas
representativas do universo de pacientes com ELA.%7376.761 Na admissédo, 14,6%,
apenas, dos pacientes de ELA apresentaram valores de creatinina inferiores ao limite
inferior do intervalo de referéncia. Tais resultados podem ser explicados pelo facto de
grande parte dos pacientes ainda ndo apresentarem uma marcada atrofia muscular
generalizada. De acordo com a literatura, a creatinina sérica decai a um ritmo
constante e o declinio esta intimamente ligado a atrofia muscular.33504542 No entanto,
nao podemos excluir, neste grupo de pacientes, que varios farmacos podem ter
condicionado um aumento da creatinina sérica, tal como reportado, nomeadamente o
uso de anti-inflamatorios nado-esterdides, corticosterdides, salicilatos entre

outros.’62.763




Vérios estudos tém sido efectuados com a preocupacéo de compensar a variabilidade
gue possa existir na quantificagdo da creatinina, nomeadamente, utilizando a razao
creatinina/cistatina C como indicador do declinio muscular. Uma vez que a cistatina C
(inibidor das cisteinoproteases) é uma proteina de baixo peso molecular produzida por
todas as células, cuja concentracdo depende exclusivamente da taxa de filtracdo
glomerular, a razdo atenuaria a influéncia desta taxa por forma a obtermos um

indicador exclusivo da reserva muscular.”64.765

De acordo com 0s nossos resultados, e apds a respectiva analise estatistica, ndo foi
possivel estabelecer o valor da creatinina plasmatica, obtida na avaliacao inicial da
primeira consulta, como preditora da funcéo respiratoria (FVC), o nosso principal
objectivo, nem com a sobrevida. No entanto, confirmamos que a creatinina € um factor
preditivo independente da capacidade funcional e da sua progressdo, através da
escala funcional ALSFRS-R. O ALSFRS-R contém vérios elementos que avaliam de
forma subjectiva a ac¢éo de varios musculos esqueléticos (tais como a capacidade de
marcha, nos cuidados pessoais ou da mobilidade na cama). Desta forma, a atrofia
destes musculos, traduz-se qualitativamente numa menor pontuacao de avaliacado da
capacidade funcional e quantitativamente num menor valor de creatinina.*®* No nosso
estudo, foi confirmada a idade no diagnéstico como factor preditor do declinio da
capacidade funcional (ALSFRS-R) e da funcéo respiratéria (FVC), no momento da
primeira consulta e em termos de progressao clinica, tal como descrito na
literatura.”®*#17¢¢ Do mesmo modo, observamos, que no momento da primeira consulta,
o fendtipo bulbar se associou a uma menor % de FVC. Contrariamente ao
expectavel,’**#7% ndo foi possivel demostrar a influéncia do IMC na progresséo da

doenca.

Este estudo apresenta varias limitacdes, nhomeadamente, o reduzido numero de
doentes da amostra; alguns dados incompletos; a limitacdo a trés avaliacbes
longitudinais; a variabilidade entre laboratorios onde ocorreu a quantificacdo da
creatinina, a inexisténcia de um registo de factores que podiam ter sobrevalorizado os
valores de creatinina.

O FVC e o ALSFRS-R sao preditores de prognéstico validados e universalmente
utilizados para avaliacdo de pacientes de ELA, no entanto, apresentam varias
limitagcbes. O FVC tem uma sensibilidade diminuida quando avalia pacientes com um

envolvimento respiratério moderado ou quando apresentam um fenétipo bulbar. Os
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pacientes com fragueza muscular diafragmatica podem ter os FVC sobrevalorizados,
pela ndo realizacdo da espirometria na posicdo supina e pela accdo dos musculos
acessorios.>86.768 Relativamente ao ALSFRS-R, a sua avaliacdo pode ser subjectiva e
ndo é sensivel a pequenas alteraces da capacidade funcional.”®® Devido as
limitacdes dos factores de prognostico demograficos e clinicos, o desenvolvimento de
novos biomarcadores é fundamental para complementar os estudos de sobrevida na
ELA.214‘770’771

Os biomarcadores laboratoriais de prognéstico deverao ser validados quanto a sua
reprodutibilidade, especificidade e sensibilidade. Sdo promissores, uma vez que
podem ser informativos de uma forma facil, rapida e sem riscos para os pacientes.33377
A creatinina plasmatica destaca-se por ser um factor preditivo da progresséao funcional
da doenca, no entanto, sera necessario uma investigacdo mais intensa, de forma a
explorar o potencial papel preditor da funcao respiratéria numa populagdo mais ampla
de pacientes.3?

4.1.4. Resultados e Discussédo de Resultados da Quantificacédo do
Fibrinogénio Gamma (y’)

Foram incluidos propectivamente 69 pacientes consecutivos com ELA seguidos no
nosso centro. No mesmo periodo e usando a mesma metodologia, estudamos 82
individuos saudaveis como grupo controlo. A amostra de pacientes de ELA foi
constituida por 40 homens (57,97%) e 29 mulheres (42,03 %), com idade média 65,84
anos (SD=10,74) e duracdo média da doenca de 23,03 meses (SD=20,45). A
populacdo de controlos foi constituida por 46 homens (56,10%) e 36 mulheres
(43,90%) com idade média de 46,94 (SD=11,63).

O valor médio das idades foi significativamente diferente entre grupos p< 0,0001(entre
grupos). Os niveis de fibrinogénio y plasmatico foram significativamente mais
elevados no grupo de ELA (50,73 £ 2,968 mg/dL) do que no grupo dos controlos (38,66
+ 1,838 mg/dL), p=0.0006 (Figura 31). No grupo de doentes ndo foi observada
diferenca estatistica entre sexos, homens 49,26 mg/dL (SD= 4,308) e mulheres 52,74
mg/dL (SD=3,872), p = 0,5663.

Aplicando um modelo de regressao multipla com as co-variaveis sexo, forma de inicio
bulbar versus medular e idade, verificAmos que os niveis de fibrinogénio y’ plasmatico

no grupo de ELA néo é dependente daquelas variaveis.
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Figura 31| Gréafico comparativo entre grupos dos niveis plasmaticos do fibrinogénio vy'.
Os valores de fibrinogénio y’ nas amostras dos pacientes com ELA foram superiores aos dos
controlos, (n=69 e controlos n=82), ***p=0,0006.

O modelo de Cox, com ponto de corte nos 60 meses ap6s o diagnostico, com a
inclusédo das co-variaveis envolvidas como preditoras da sobrevida (forma de inicio da
doenca, sexo; idade, e presenca de deméncia) e com a inclusdo dos valores de
fibrinogénio y acima vs abaixo da mediana, mostrou que apenas a idade foi

determinante da sobrevida (p=0,033).

Aplicando um modelo de regressdo mdltipla e considerando a avaliacdo do score
funcional ALSFRS-R, quer o valor inicial como a sua progressao nas duas consultas
subsequentes, com intervalo de cerca de 3-4 meses entre consultas, o valor do
fibrinogénio y* ndo foi preditor da perda funcional total, ou respiratéria (avaliada pelo
subscore respiratério da escala), p=0,26. Neste modelo, incluindo a forma de inicio da
doenca, 0 sexo e a idade, apenas esta ultima foi determinante do declinio funcional
da escala ALSFRS-R global (p=0,049) e nenhuma co-variavel foi preditora do declinio

do subscore respiratorio.

Tal como realizado para o score funcional ALSFRS-R, estudamos através de modelo
de regressdo mudltipla, o fibrinogénio y como preditor do declinio de FVC. Este
marcador ndo foi preditor do declinio da fungéo respiratoria, avaliada pelo %FVC
(p=0,40).
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Estudos populacionais, demonstraram que o0s niveis de fibrinogénio total plasmatico,
sdo influenciados pela idade 772773 e valores elevados de fibrinogénio foram
reportados em mulheres na faixa etaria mais jovem e mais idosa, 0 mesmo foi
reportado para os homens.”’2 Por outro lado, os niveis de fibrinogénio y’ tendem a ser
mais elevados nas mulheres e a estar directamente correlacionados com o IMC,
resisténcia a insulina, glicémia e niveis de triglicéridos; mas inversamente
influenciados pela actividade fisica e colesterol HDL.#%77477> Mas no presente estudo
as variaveis género e idade nao foram factores que influenciaram os resultados na

populacao de doentes.

Os resultados indicam niveis mais elevados no plasma de fibrinogénio y' na populacao
de ELA, provavelmente em associacdo com 0 processo neuroinflamatorio, pois esta
molécula tem sido associada a um aumento de fendmenos tromboembodlicos e a
inflamacédo. As funcdes proé-inflamatérias da fibrina(io) e seus péptidos derivados,
estdo associados a sua capacidade de se ligar e activar uma ampla variedade de
células imunitérias, através de distintas interac¢des ligando-receptor. Estas funcdes
pro-inflamatoérias sdo um produto de sinalizagéo do fibrinogénio através de sitios de
ligacdo que ndo sao sobrepostos com aqueles envolvidos na cascata de coagulacao.
O receptor da integrina CD11b/CD18 (também denominado Mac-1, complemento de
receptor 3, ou aMB2) 776 € um exemplo representativo. Este receptor é expresso pelos
leucdcitos do sistema imunitario inato, principalmente nos mondocitos circulantes,
macrofagos especificos do tecido e sistema nervoso central (SNC), residentes na
microglia. Varios estudos identificaram multiplas regides da molécula de fibrinogénio
com afinidade de ligacdo a este receptor, como as regides do terminal C do
fibrinogénio B e cadeia y.”’® Este receptor de integrina, que tem um receptor para o
fibrinogénio, desencadeia um efeito pro-inflamatorio, activando uma cascata de
acontecimentos que passa pela activacado da microglia em doencas do SNC como a
esclerose multipla ou doenca de Alzheimer.”””.7’8 Niveis anormais de fibrinogénio y’
podem estar associados ao maior risco de eventos tromboticos descritos na ELA.

O nivel do fibrinogénio y’ nao foi preditor da sobrevida ou da perda funcional, pelo que
o significado do seu aumento plasmatico em doentes de ELA néo fica esclarecido.

Uma limitacdo deste estudo prende-se com o facto de néo ter sido quantificado o

fibrinogénio total em todas as amostras dos pacientes estudados. Seria importante
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calcular a raz@o entre os valores de fibrinogénio total e o fibrinogénio y’, de modo a
conseguir dissecar os resultados.

No futuro, o estudo de uma populacdo maior de doentes permitird aferir a relevancia
deste biomarcador na monitorizacdo do prognéstico e na funcéo respiratoria dos

doentes com ELA.

4.2. CARACTERIZACAO BIOFISICA, MORFOLOGICA E
HEMORREOLOGICA DOS ERITROCITOS NA ELA

Estudamos prospectivamente amostras de 23 pacientes consecutivos com ELA
seguidos no nosso centro. No mesmo periodo, e usando a mesma metodologia,
estudamos 17 controlos saudaveis. A amostra de pacientes com ELA foi constituida
por 13 homens (56,52%) e 10 mulheres (43,48 %), com idade média de 65,8 anos
(SD=9,86) e a duracdo média de doenca 38,3 meses (SD=58,7). A amostra de
controlos foi constituida por 8 homens e 9 mulheres, com idade média de 44,5 anos
(SD=13,59). Os dois grupos diferiram significativamente relativamente a idade
p<0,0001.

4.2.1. Microscopia de Forca Atomica (AFM) - Morfologia e

Propriedades da Membrana Eritrocitaria

Pela AFM dos eritrcitos de pacientes com ELA, foi possivel avaliar sua morfologia e
compara-la com o grupo controlo (Tabela 20, Figura 32). Na Figura 36, podem ser
visualizados exemplos de imagens de AFM obtidas de eritrécitos de pacientes com

ELA e de controlos.

a) Imagens de AFM de Controlos e Pacientes de ELA
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Figura 32| Propriedades morfolégicas dos eritrocitos, medidas por microscopia de
forca atbmica em pacientes de ELA e controlos.

Coluna A: Imagem da altura da AFM com escala de cores relativa (80 um x 80um). Coluna B:
a respectiva imagem do sinal de erro do Z scanner em AFM. Coluna C: exemplos da andlise
morfolégica dos eritrécitos feita usando o software especifico software SPIP™, (Image
Metrology, Inc.).
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Tabela 20| Propriedades morfoldgicas dos eritrocitos no grupo de doentes e no grupo
controlo.

Diametro (um)
Altura (um)
Volume (um?3)
Alongamento
Rugosidade da
membrana

€
(=
~
.m
=
O
=
(9]
o
S
=
S
(V]

Doentes 58,98+

8,64+ 0,001 0,63+0,002 31,61+0,215 0,14+0,002 4,65%0,296
ELA n=23 0,130
Controlos 60,32+

8,74+ 0,016 0,61+0,002 33,81+0,284 0,12+0,002 6,52+0,533
n=17 0,223

<0,0001 < 0,0001 <0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0.0023
p< Kk k kK 3k 3k kK 3k kK kk sk * %k

Foram analisadas por AFM, as seguintes propriedades morfoldgicas dos eritrcitos:
diametro, area, altura, volume, alongamento e rugosidade da membrana eritrocitaria.
A andlise morfoldgica foi efectuada por um software especifico (Image Metrology -
SPIP™- Scanning Probe Image Processor) baseado nas imagens de AFM.

Da anélise morfoldgica dos eritrécitos, por AFM, observdmos os seguintes resultados

na populacdo de ELA, comparativamente com o0 grupo controlo:

e menor area dos eritrocitos (58,98 + 0,130 ym? vs. 60,32 + 0,223 um?,
respectivamente, *** p <0,0001) (Figura 33 a).

e aumento da altura (0,63 £ 0,002 pm vs. 0,61 + 0,002 uym, respectivamente, ***
p <0,0001) (Figura 33 b).

e menor diametro (8,64 + 0,001um vs. 8,74 + 0,016um, respectivamente, *** p
<0,0001) (Figura 33 c).

e menor volume (31,61 + 0,215 ym3 vs. 33,81 + 0,284 uym?3, respectivamente, ***
p <0,0001) (Figura 33 d).

e mais alongados (0,14 + 0,002 vs. 0,12 *+ 0,002, respectivamente, p <0,0001)
(Figura 35)
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Figura 33|Propriedades morfologicas dos eritrocitos.

Caracterizagdo morfologica de eritrocitos, através da analise de diferentes parametros: area
(a), altura (b) diametro (c) e volume (d). Os valores sdo apresentados como boxplot com valor
médio e com valores maximos e minimos. Os valores estatisticos representados séao: (a, b, c,
d) *** p <0,0001.

Através da analise de imagens de AFM foi possivel avaliar a rugosidade da superficie
dos eritrocitos (Figura 34). A média de rugosidade da membrana de eritrcitos ((RQ)
Root mean square roughness (nm)) foi avaliada sendo definida pela média dos valores
absolutos da altura do perfil de superficie. Observou-se que a superficie da membrana
eritrocitaria dos pacientes com ELA é menos rugosa do que a superficie dos eritrocitos
do grupo controlo (5,593 + 0,1068 vs 7,767 + 0,1475, respectivamente, p <0,0001).
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Figura 34 | Rugosidade da superficie da membrana dos eritrocitos.

A rugosidade da superficie da membrana dos eritrocitos foi medida para o grupo controlo (n
=17) e em pacientes com ELA (n = 23).
Foi medida a rugosidade média (Rq) (Root mean square roughness (nm)) - Os valores séo

apresentados como boxplot com valor médio com valores maximos e minimos. O valor
estatistico representado: *** p< 0,0001. A rugosidade dos eritrdcitos foi efectuada com recurso
ao Software - Gwyddion software v.2.45 (Czech Metrology Institute, Czech Republic).
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Figura 35 |Estudo do alongamento dos eritrocitos.

Os eritrécitos dos pacientes com ELA apresentam uma forma mais alongada do que os
eritrécitos do grupo controlo. Os valores sdo apresentados como boxplot com valor médio com
valores maximos e minimos. O valor estatistico representado: *** p <0,0001.

b) Espectroscopia de For¢ca — Propriedades Elasticas

Paralelamente as técnicas aplicadas, foram realizadas medidas de espectroscopia de

forca em AFM, para analisar a elasticidade dos eritrocitos dos pacientes com ELA e
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dos eritrocitos do grupo controlo. Todos os dados da espectroscopia de for¢ca foram
analisados para determinar o médulo de Young (Figura 36 a) e b)) e a profundidade
de penetracdo no eritrocito (Figura 36 c)) para cada curva forca-distancia. Os
eritrocitos de pacientes com ELA sdo menos rigidos do que os eritrécitos do grupo
controlo (341,0 £ 21,58 Pa vs. 452,4 + 18,41 Pa, respectivamente, ***p=0,0003). A
profundidade de penetracdo (Figura 36 c)) foi analisada pela posicdo do movimento
maximo do sensor piezoelétrico no eixo z, que corresponde a coordenada do eixo z
guando o sensor atinge uma forca de indentacéo de 300 pN, subtraindo a posicdo do
eixo z do sensor quando a ponta entra em contacto com a superficie do eritrécito 0
nm. Os eritrocitos dos pacientes com ELA tém mais profundidade de penetracdo do
qgue os eritrocitos do grupo controlo, indicando que os eritrécitos dos pacientes com
ELA apresentam maior capacidade de se deformar do que os eritrocitos do grupo

controlo (903,2 + 6,758 nm vs. 874,1 + 7,068 nm, respectivamente, ** p = 0,0049).

a)

0.05 ~

0.04 +

X
©
2 0.03
L= .03 .
'T‘: Pacientes ELA ===
[+'4
o] ntrol
S 002l Controlos
[=
<«@Q
=
O
g
= 0014
0.00 B b P TN Bt i R

T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Moédulo de Young (Pa)




b)

10000 Fkk

1000

100

Médulo de Young (Pa)

10 T T
Controlos Pacientes de ELA

2000+
*k

15004 —_—

s N

5004

Profundidade de Penetragdao(nm)

0 L] 1
Controlos Pacientes de ELA

Figura 36| Estudo de elasticidade eritrocitaria medidos por AFM para o grupo controlo
(n =17) e pacientes com ELA (n = 23).

(a) Histograma da distribuicdo do médulo de Young, em Pa (b) Frequéncia relativa do médulo
do Young, relativamente aos pacientes de ELA e controlos A rigidez dos eritrocitos (mddulo
de Young (Pa) é representada por valores medianos em escala logaritmica, (***p <0,0001)
(c) Profundidade de penetracao (nm) da ponta do AFM nos eritrocitos, para uma forca aplicada
de 300 pN, (**p = 0,0049). Os valores (alineas a) e b)) sdo apresentados num boxplot, com
valor médio e com valores maximos e minimos.

4.2.2. Caracterizacao das Alteracdes nas Propriedades da Membrana

Eritrocitaria de Pacientes com ELA

Estudo do Potencial Zeta na superficie da membrana dos eritrocitos

O potencial Zeta da superficie da membrana dos eritrocitos foi igualmente avaliado,
(Figura 37) para analisar a variagdo das forgcas electrostaticas nos eritrocitos de
pacientes com ELA e controlos, na auséncia ou na presenca de diferentes

concentragdes de fibrinogénio. Sem a adi¢do de fibrinogénio, pode observar-se que
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os eritrécitos de pacientes com ELA tém uma carga superficial mais negativa que os
eritrocitos do grupo controlo (-11,96 + 0,07 mV vs. -12,1+ 0,04 mV, *p =0,0295,
respectivamente) (Figura 37 a). Quando o fibrinogénio (0,4 mg/mL) foi adicionado, a
carga de eritrécitos de pacientes com ELA alterou-se sendo menos negativa que no
controlo (-9,977 = 0,11 mV vs. -10,27+ 0,08 mV, *p=0,0430, respectivamente).
Aumentando a adicdo de fibrinogénio, 2 mg/mL, a carga dos eritrocitos tornou-se
ainda mais negativa em pacientes com ELA do que nos controlos, com diferencas
estatisticamente significativas entre elas (Figura 37) (-7,174 + 0,07 mV vs. -7,540%
0,55 mV, **p<0.0001, respectivamente). Numa concentracdo elevada de fibrinogénio,
as membranas dos eritrocitos podem estar saturadas de moléculas de fibrinogénio,
conduzindo a uma menor variacdo da carga da membrana celular com o0 aumento da

adicao de fibrinogénio.
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Figura 37| Medidas de potencial zeta em eritrocitos.

(a) Potencial zeta de eritrécitos de pacientes com ELA (n = 23) e grupo controlo (n =17), com
a adicdo de diferentes concentrac¢des de fibrinogénio (p<0.0001).

(b) As membranas dos eritrécitos dos pacientes com ELA s&o mais carregadas negativamente
sem a adicdo do fibrinogénio do que as membranas eritrocitarias dos eritrocitos do grupo
controlo (*p = 0,0295).

4.2.3. Estudo de Propriedades do Eritrécito no Sangue

4.2.3.1. Propriedades Hemorreoldgicas

O estudo da hemorreologia é importante uma vez que estuda a circulacdo sanguinea
num vaso, focando-se no comportamento dos eritrécitos e a sua interaccdo com outras

células sanguineas e as paredes dos vasos sanguineos.

Para o estudo das propriedades hemorreoldgicas, nomeadamente para o parametro
da deformabilidade (em diferentes valores de tenséo de cisalhamento, 0,6; 6 e 30 Pa)
estudamos propectivamente 96 pacientes com ELA seguidos no nosso centro. No
mesmo periodo e usando a mesma metodologia, estudamos 149 controlos saudaveis.
Na amostra de pacientes de ELA, a amostra foi constituida por 56 homens (57,72%)
e 40 mulheres (42,28%), com idade média de 62,25 (SD=10,48). A populacdo de
controlos foi constituida por 86 homens (57,72%) e 63 mulheres (42,28%), com idade
média de 45,93 anos (SD=11,56).

Os principais parametros avaliados, foram: deformabilidade eritrocitaria, agregacéo
eritrocitaria e viscosidade sanguinea. Para alguns parametros o valor de n foi variavel,

e sera referenciado em cada um dos parametros analisados.
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a) Adgregacdao Eritrocitaria

A agregacdo dos eritrécitos foi medida por um agregémetro pela transmissao da luz
infravermelha através de uma suspenséo de sangue total, em estase, ao fim de 10
segundos, com a adicédo de diferentes concentracdes de fibrinogénio (0,0, 40,0 e 80,0
mg/dL) (Figura 38). Pode observar-se que, sem adicdo de fibrinogénio, os eritrécitos
dos pacientes com ELA apresentam maior tendéncia para agregar do que nos
controlos (18,41 £+ 0,4550 vs. 16,50+£3213 respectivamente,*** p < 0,0005). Com a
adicao de fibrinogénio, houve um aumento da agregacéao eritrocitaria em ambos 0s
grupos, mas as diferencas entre os pacientes com ELA e os valores de controlo nao

foram estatisticamente significativos.
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Figura 38| Estudo de agregacao dos eritrocitos de amostras de pacientes de ELA
(n=86) e grupo controlo (N=149).
Eritrocitos de pacientes com ELA agregam mais sem adi¢&o de fibrinogénio do que no grupo
controlo, durante 10 s, (p <0,0005).

b) Deformabilidade Eritrocitaria

Os resultados estéo representados na Figura 39 e na tabela 21. Pode observar-se
gue, com baixa tensdo de cisalhamento (0,6 Pa), que representa vasos de maior
diametro, os eritrécitos dos doentes com ELA, sdo mais deformaveis (5,978 + 0,242 e
4,602 + 0,161, respectivamente, ***p < 0,0001). Valores mais elevados de tensdo de
cisalhamento (30 Pa), em vasos de menor diametro, promovem aumento da
deformabilidade dos eritrocitos. Em vasos de menor didmetro, os eritrécitos de
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pacientes com ELA tendem a ser mais deforméveis do que os eritrocitos do grupo
controlo. Sendo esta diferenga estatisticamente significativa.

Tabela 21| Analise descritiva da deformabilidade eritrocitaria.
Valores apresentados em média +SEM.

Deformabilidade (Pa) 0.6 (3 30
Controlos
4,602+ 0,1614 35,78+ 0,2923 44,67+ 0,4478
n=149
Pacientes de ELA
=87 5,978+ 0,2422 39,68+ 0,4155 49,82+ 0,6796
p value *%*Dp<(0,0001 *%*P<(0,0001 *%*P<(0,0001
*kx KKK
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Figura 39| Estudo de parametros hemorreoldgicos de pacientes de ELA (n=87) e
grupo controlo (n=149).

Os eritrécitos de pacientes com ELA (sdo mais deformaveis que os eritrécitos do grupo
controlo (***p <0,0001). Os valores de maior deformabilidade do eritrocito aqui apresentado,
estdo de acordo com os resultados obtidos da medicao da elasticidade do eritrocito por AFM.

c) Viscosidade Sanguinea

A viscosidade sanguinea foi medida para os pacientes de ELA e para o grupo controlo,
a taxas de cisalhamento baixas (22,5 s) e elevadas (225 s) tanto para o hematécrito

nativo, como corrigido a 45%.

Na viscosidade sanguinea nativa e na baixa taxa de cisalhamento, os pacientes com
ELA, tendem a ter maior viscosidade sanguinea do que no grupo controlo, com

significado estatistico (8,49 + 0,574 mPa.s vs. 7,508 + 0,181 mPa.s, respectivamente,

166




p=0,0504). Para a mesma taxa de cisalhamento com hematdcrito corrigido a 45% nao
existe diferenca (7,310 + 0,086 vs. 7,355 + 0,288, respectivamente, p=0,8533). Nas
condicbes de elevada taxa de cisalhamento, a viscosidade sanguinea € similar em
ambas as populacdes (4,696 + 0,212 mPa vs. 4,473+ 0,884 mPa, respectivamente,
p=0,31), o que persiste nas condi¢cdes com hematdcrito a 45% (4,51 + 0,05 mPa.s vs.

4,60 = 0,19 mPa.s, respectivamente).

A Figura 40 mostra os resultados para a viscosidade do sangue total medida em
amostras de pacientes com ELA e no grupo controlo, em baixas (22,5 s) e elevadas
(225 s) taxas de cisalhamento (shear rates), a 37°C, ambas para o hematécrito
nativo. A taxa de cisalhamento aplicada e o diametro dos vasos sao inversamente
proporcionais, mimetizando o processo fisiolégico. Um aumento da taxa de
cisalhamento, promove uma diminuicdo da viscosidade do sangue, estando esta

relacionada com vasos de menor diametro.

Tabela 22| Analise descritiva da viscosidade sanguinea, em amostras de pacientes

com ELA e controlos.

Low Shear rate High Shear rate Low Shear rate High Shear rate
Vi idad
iscosidade native native 45% (Ht) 45% (Ht)
S ,
anguinea Baixas taxas Elevadas taxas Baixas taxas Elevadas taxas
(mPa.s) cisalhamento cisalhamento cisalhamento cisalhamento
(22,5s) mPa.s (225 s') mPa.s (22,5 s!) mPa.s (225 s) mPa.s
Controlos 7,508 £ 0,181 4,473+ 0,884 7,355+ 0,288 4,518 + 0,049
Pacientesde ELA g 489 +0,5739 4,696 + 0,212 7,310 + 0,086 4,448 +0,1330
p value 0,0504 0,3164 0,8533 0,8167

A viscosidade do sangue total foi medida em amostras de pacientes com ELA e em amostras
de controlos, a viscosidade nativa e corrigida para um hematdcrito de 45% e em baixas (22,5
s?) e altas (225 s™) taxas de cisalhamento (shear rates). A amostra de pacientes de ELA para
a viscosidade nativa para taxas de cisalhamento baixas e elevadas para os pacientes de ELA
(n=14) e grupo controlo (n=81); Pacientes de ELA para o estudo da viscosidade sanguinea
para o hematdécrito corrigido a 45%, para taxas de cisalhamento baixas e elevadas para os
pacientes de ELA (n=13) e grupo controlo (n=78). Os valores sao apresentados como média
+ SEM. Ht| Hematdcrito.
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Figura 40| Estudo da viscosidade sanguinea em pacientes de ELA (n=14) e grupo

A viscosidade do sangue total foi medida em amostras de pacientes com ELA e de controlos
a taxas de cisalhamentos (shear rate) baixas (22,5 s) e elevadas (225 s?), para o hematdcrito
nativo, a 37°C. Néao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os dois
grupos. Além disso, tal como esperado, a uma baixa taxa de cisalhamento, o grupo de
pacientes com ELA e o grupo controlo, apresentaram maior viscosidade do que a uma elevada

taxa de cisalhamento.
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4.2.3.2. Propriedades Hematologicas

Neste estudo, analisaram-se os parametros de hemograma nos doentes e num grupo
de controlos saudaveis (Tabela 23). Estudamos prospectivamente amostras de 21
doentes seguidos no nosso centro. No mesmo periodo e usando a mesma
metodologia, estudadmos 80 controlos saudaveis. Na amostra de pacientes de ELA, a
amostra foi constituida por 12 homens (57,14%) e 9 mulheres (42,86 %), com idade
meédia de 66,9 (SD=8,85) e a duracdo média de doenca 38,28 meses (SD=58,71). Na
populacdo de controlos, foi constituida a amostra por 45 homens (56,25%) e 35
mulheres (43,75%) com idade média de 44,45 (SD=11,86). O valor entre grupos para
a idade p <0,0001.
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Tabela 23| Analise descritiva dos parametros hematolégicos determinados no hemograma.

Parametro

RBC (1076/ pl)

HGB (g/dL)

HCT (%)

MCV (fL)

MCH (pg)

MCHC (g/dL)

RDW SD (fL)

PLT (1073/ pl)

PDW (fL)

MPV (fL)

PLCR (%)

Pacientes de ELA

n=21

5,58+0,21

14,36+ 0,24

49,23 +1,74

88,37+ 0,95

30,70+ 0,35

34,74 £ 0,27

43,70+0,95

173,8+12,74

13,69+ 0,49

11,56 £ 0,25

40,26 +1,33

Grupo Controlo

n=80

5,31+0,08

15,67 +£0,26

45,36 £ 0,65

85,23 +£0,56

29,65 +0,25

34,67 £0,15

42,85+ 0,80

214,9+7,04

15,80+ 1,90

11,70+0,13

38,66 2,54

p value

0.1687

0,0004*

0.0141

0.0104

0.8271

0,0466

0.6029

0,008

0,5695

0,6291

0.5809




WBC (1073/ pl) 7,23+0,43 6,42 +0,19 0.0594
W-SCC (1043 pl) 1,91+0,11 2,010 £ 0,06 0,4273
W-SCR (1073/ pl) 27,29 +1,58 31,55 £ 0,68 0,0068

W- MCC (1073/ pl) 1,671 0,22 1,443 +0,08 0,2049
W-MCR (10°3/ ) 23,26 + 2,37 22,32 +0,937 0.6656
W-LCC (10A3/ ) 3,652 +0,351 2,968 + 0,13 0,0278
W-LCR (1073 ) 49,45 + 3,099 45,97 +1,13 0.2009
Razdo Neutrdfilos/Linfécitos 2,067 £ 0,267 1,538+ 0,067 0,0061
95,92 £ 8,39 111,7+4,11 0,0855

Razdo Plaquetas/Linfdcitos

Legenda da Tabela: Valor de p corrigido (Bonferroni) significativo para p<0,0004.*

Parametros avaliados : RBC| Numero de eritrocitos (1076/ul); HGB|Hemoglobina (g/dL); HCT|Hematdcrito (%); MCV| Volume globular médio (fL);
MCH| Hemoglobina globular média (pg); MCHC|Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; RDW SD|Amplitude de Distribuicdo dos
Eritrocitos medido como Desvio Padréo (fL); PLT| Plaquetas (1073/ pl); PDW | Amplitude de variacdo do tamanho das plaquetas (fL); MPV|Volume
plaquetério médio (fL); P-LCR| Percentagem de plaquetas grandes (com volume maior que 12 fL) (%)
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Estdo igualmente representados os valores do leucograma, nomeadamente:
WBC|Contagem de Globulos brancos ou leucécitos (1073/ ul); W-SCC|Valor absoluto de
linfocitos (1073/ pl); W-SCR| % de linfécitos no total de leucécitos (%); W-MCC| Valor
absoluto de mondcitos (1073/ ul); W-MCR| % Razao de mondcitos no total de leucécitos (%);
W-LCC| Numero absoluto de neutrdfilos (1073/ul); W-LCR| % de neutréfilos no numero total
de leucécitos (1073/ul); NLR|Razao do namero total de neutrdfilos /linfécitos; PLR|Razé&o do
namero total de plaquetas/linfgcitos.

A figura 41 representa a comparacdo entre os dois grupos para os diferentes
parametros:
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Figura 41| Estudo dos parametros eritrocitarios obtidos por hemograma, para o
grupo controlo (n = 80) e pacientes com ELA (n =21).

Boxplot com a distribuicdo dos diferentes parametros mais significativos estatisticamente.
a) hemoglobina; b) hematdcrito; c) Volume globular médio ; d) plaquetas; e) W-SCR; f) razédo
do numero total de neutrofilos/linfécitos.

O valor da hemoglobina nos doentes € menor quando comparada com 0s controlos
(14,36+0,24 €15,67+0,26, respectivamente,*p=0,0004). As restantes comparacdes

nao alcancam significado estatistico com a correc¢éo para multiplas comparacgdes.

4.2.4. DISCUSSAO DE RESULTADOS DA CARACTERIZACAO BIOFISICA,
MORFOLOGICA E HEMORREOLOGICA DOS ERITROCITOS NA ESCLEROSE
LATERAL AMIOTROFICA

4.2.4.1. Parametros Clinicos e Hemorreoldgicos Alterados na Doenca

O estudo do eritr6cito e as suas propriedades biofisicas, morfologicas,
hemorreoldgicas e elasticas nunca foram abordadas na ELA, até esta data.

Concentracdes aumentadas de fibrinogénio 7’° e agregacéo eritrocitaria’®® tém sido
considerados factores que aumentam significativamente o risco de doencgas cardio e
cerebrovasculares. Sabe-se que 0s eritrocitos tém um papel fundamental na ligacéo
de mediadores inflamatorios a receptores de superficie, aumentando a sua
agregacdo. Esse processo, juntamente com o fibrinogénio, tem implicacbes

patogénicas na formacédo de trombos, promovendo eventos trombéticos. 05734
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A agregacao eritrocitaria tornou-se uma questao de interesse crescente devido as
suas implicacdes ao nivel do possivel risco de eventos tromboticos vasculares. Em
condicbes inflamatodrias, ocorrem uma série de mudancas nas propriedades
biofisicas dos eritrocitos, com repercussdo na agregacdo, velocidade de
sedimentacdo e deformabilidade destas células. Intimamente associado estd o
aumento ou alteracdo do perfil de fibrina associado a hipercoagulabilidade
sanguinea. A literatura também sugere que a inflamac&o causa aumento dos niveis
séricos de ferritina.

Existe forte evidéncia de que a inflamacéo esta associada a ELA, provavelmente
mais relevante aquando da insuficiéncia respiratéria. Tal pode estar potencialmente
relacionado com o aumento do fibrinogénio e com o risco de tromboembolismo
venoso. 3940 A complexa interac¢do entre a insuficiéncia respiratéria, inflamacéo,
alteracbes do fibrinogénio e da membrana dos eritrécitos, com implicagbes na
perfusdo periférica, nunca foi explorada na ELA.

Para além das alteracfes na agregacdao eritrocitaria, foram observadas alteracdes
na deformabilidade e na morfologia dos eritrécitos na ELA.

Relativamente a deformabilidade dos eritrécitos, observamos uma maior
deformabilidade do que no grupo de controlo. Estes resultados, estdo de acordo com
0s obtidos na medicéo da elasticidade do eritrécito por AFM. Observamos diferencas
na elasticidade ou rigidez dos eritrocitos isolados (médulo de Young, ver resultados
de AFM), com diminuicdo da rigidez celular (ou aumento da elasticidade) nos
pacientes com ELA.

Os eritrécitos sao células bastante deformaveis, sendo que esta propriedade fisica
contribui fundamentalmente para auxiliar o fluxo sanguineo, em particular na
microcirculacao.

As propriedades e associacdes das proteinas esqueléticas da membrana, a relacao
entre a area superficial da membrana e o volume celular, a morfologia celular e a
viscosidade citoplasmatica, sao factores que modulam a deformabilidade dos
eritrocitos. Portanto, ndo é surpreendente que a deformabilidade dos eritrécitos seja
significativamente alterada por alteracbes nas condi¢des fisiopatologicas, ou vice -

versa.34

A deformabilidade eritrocitaria € um influente factor bio-hematolégico para a
viscosidade do sangue e a oxigenacao celular, dependente do processo inflamatorio

agudo ou crénico. 84782 Tem sido descritas alteracdes da deformabilidade da
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membrana eritrocitaria na doenca de Alzheimer,3* com implicagbes na

microcirculacéo cerebral. 34

4.2.4.2. Microscopia de forca atomica (AFM) — Morfologia e Propriedades

da Membrana

A partir dos resultados do AFM foi possivel avaliar as propriedades morfoldgicas e
elasticas dos eritrocitos e concluir que os eritrocitos dos pacientes com ELA tém
menor area, menor diametro e menor volume, quando comparados com 0s eritrocitos
do grupo controlo, embora tenham maior altura e sejam mais alongados. Pelas
imagens de AFM é possivel visualizar a tendéncia para uma diminuicdo da
concavidade nos eritrocitos. Relativamente, as propriedades da membrana, os
eritrocitos dos pacientes com ELA apresentam menor rugosidade da membrana.
Estes resultados suportam que, na ELA, ocorrem alteracdes na membrana dos
eritrocitos,’® provavelmente por modificacdes nas proteinas estruturais.’83.784

A deformabilidade esta directamente ligada as propriedades da membrana dos
eritrécitos, incluindo rigidez e elasticidade.34722.785.786

A deformabilidade do eritrécito esta também associada a rugosidade da membrana.
Quando a célula perde rugosidade, o eritrécito torna-se mais rigido.”®” Uma das
técnicas importantes usadas para avaliar a rigidez da membrana € o mdédulo de
Young. Pelo Médulo de Young, observamos que os eritrécitos na ELA tém menor
rigidez e maior profundidade de penetracdo. Tal facto, pode ser devido a mudancas
nos componentes do citoesqueleto, como as bandas 2.1 (ankyrin) e 4.1, que séao as
proteinas que proporcionam alteracées na rigidez da membrana eritrocitaria.”®* Uma
alteracdo na composicéo lipidica (fosfolipidos, glicolipidos) e perda de assimetria
entre os folhetos interno e externo da bicamada lipidica também estd associada a
senescéncia dos eritrocitos. O estudo das alteracdes lipidicas e de proteinas
membranares nos eritrocitos dos doentes com ELA sera alvo de estudo em futuras
experiéncias no nosso laboratorio.

Alteracdes na morfologia dos eritrocitos ja foram descritas na doenca de Alzheimer
e na diabetes, atribuidas principalmente as alteracdes nas proteinas membrana/
citoesqueleto envolvidas na regulacdo da forma, estabilidade e elasticidade dos

eritrocitos. 34.788.789

Os nossos estudos sobre o potencial zeta na superficie da membrana dos eritrécitos

revelaram que a membrana dos eritrocitos tem alteracdes na carga potencial da
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superficie da membrana corroborando com os achados anteriores. Essas alteracdes
da carga eléctrica na membrana dos eritrocitos podem promover interaccfes entre
fibrinogénio e eritrocitos e entre eritrocitos e eritrocito, constituindo um factor de risco
para um evento tromboembdlico venoso e de hipoxia tecidual.

Os eritrécitos dos doentes com ELA tém uma carga eléctrica mais negativa a
superficie, o que podera indicar alteragBes ao nivel dos lipidos e/ou proteinas de
membranas, como a exposicdo de fosfatidilserina existente no processo de
envelhecimento eritrocitario ou o aumento da concentracdo de acidos sialicos na
membrana. A hipdtese que os eritrocitos em doentes de ELA estdo mais
envelhecidos sera alvo de estudo futuramente.

De forma a compreendermos melhor o significado das alteragcdes morfoldgicas e
hemorreoldgicas encontradas, efectuamos a comparacdo dos parametros do
hemograma entre pacientes com ELA e um grupo controlo. A hemoglobina revelou
valores ligeiramente mais baixos nos doentes, 0 que seria expectavel numa doenca
cronica, com implicacdes inflamatérias. As outras comparacfes nao foram
significativas para o valor de p corrigido, com uma tendéncia para maior valor de
hematdcrito e volume globular médio nos doentes, provavelmente devido a factores
nutricionais e de desidratacdo. No entanto, as diferencas encontradas quanto a
concentracdo de hemoglobina néo justificam os restantes resultados descritos que
indicam uma modificacdo da membrana eritrocitaria, com repercussées

hemorreoldgicas, morfolégicas e electrostaticas.

As nossas observacfes fornecem dados que sugerem que 0s eritrocitos sao actores
importantes na ELA, de acordo com estudos de outros grupos em outras doencas
neurodegenerativas e metabdlicas.3482 As alteracGes encontradas nos eritrécitos
podem derivar do processo inflamatério e perturbar a microcirculacdo, em particular
no sistema nervoso central, sendo que a hipéxia é um elemento favorecedor da
inflamacéo.3* No cérebro, a privacdo de oxigénio leva a libertacdo excessiva de

glutamato e a morte celular neuronal induzida pela activagdo do receptor NMDA. %3

Os nossos resultados sao importantes para futuramente se identificar um possivel

marcador molecular precoce de identificacdo da disfungéo respiratéria na ELA.
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4.3. DISCUSSAO GERAL E INTEGRADA

A ELA tem um curso progressivo caracterizado por agravamento da incapacidade e
morte, sendo o tempo de progressdo da doenca muito variavel entre os doentes.
Essa heterogeneidade torna dificil prever como a ELA progredira num determinado
individuo, de forma a avaliar de forma mais objectiva a eficacia de novos tratamentos
em ensaios clinicos.’%® O progndstico incerto da ELA é desconfortavel para os
pacientes e respectivas familias, que tém de lidar com um crescente nimero de
dificuldades, num periodo de tempo imprevisivel. Ser capaz de melhor discriminar a
progressao da ELA pode permitir que doentes e médicos tomem melhores decisdes
sobre medidas como a ventilagéo e o suporte nutricional.>8?

O conhecimento antecedente e o trabalho desenvolvido pelo nosso grupo na ELA,
originaram hipoteses inovadoras e pertinentes a serem testadas, muitas das quais
constituem o propésito desta Tese de Doutoramento. Os principais objectivos que
propusemos investigar foram (vd. “Objectivos do projecto” no Capitulo I): a) Estudar
um conjunto de biomarcadores respiratorios/Inflamacgéo (CC-16 e IL-6, creatinina e
fibrinogénio y plasméatico) quanto ao valor de progndstico do declinio da funcao
respiratéria, para além do declinio funcional e sobrevida, na ELA; b) Avaliar as
propriedades hemorreoldgicas, morfolégicas e biofisicas dos eritrocitos, de forma a
atingir dois objectivos essenciais: 1) Analisar a complexa interac¢éo entre a fungéo
respiratéria, a taxa de progressao da doenca e sobrevida na ELA; 2) Encontrar um

biomarcador molecular de disfuncéo respiratoria precoce nos doentes.

Os factores progndsticos conhecidos para ELA incluem a idade inicial da doenca,
fenotipo, tempo decorrido entre o0s primeiros sintomas até ao diagndstico,
incapacidade funcional inicial e a rapidez do seu declinio (ALSFRS-R), a capacidade
respiratoria inicial e a rapidez do seu declinio, a capacidade cognitiva e o indice de
massa corporal (IMC).”®° Muitos outros potenciais marcadores progndésticos tém sido
estudados na ELA, incluindo o tabagismo, acido Urico,”* a albumina, a creatinina,>*?
os lipidos no sangue,’®? a ferritina, a transferrina,’®® a creatina-fosfoquinase (CK),*3
as células T reguladoras %752 e o0s neurofilamentos.5?%.7°479% O estudo desses
marcadores de prognéstico tém, geralmente, conduzido a resultados

discordantes.”9
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Como referido anteriormente, a insuficiéncia respiratéria é a principal causa de morte
nestes doentes e apesar da extensa investigacao na procura de biomarcadores de
diagnéstico e prognostico na ELA, ainda néo foi identificado um marcador molecular
gue se destaque relativamente ao seu valor ao nivel de diagnéstico precoce e/ou
prognéstico da insuficiéncia respiratéria. A identificagdo de biomarcadores
moleculares da disfuncéo respiratdria precoce podera ter um impacto importante no
seguimento destes doentes, pela facilidade na aplicacdo de um método universal
gue permita informacé&o objectiva, independentemente do fenétipo do doente.

No capitulo anterior, foi incluida uma breve discussao dos resultados obtidos. Neste

capitulo, pretende-se uma discusséao integrada, visando as necessarias conclusoées.

Globalmente, os nossos resultados favorecem a presenca de um processo
inflamatério crénico na ELA%6%481 que parece intensificar-se aquando da insuficiéncia
respiratéria, tal como documentado pelos nossos resultados com CC-16 e IL-6. 588 A
quantificacdo do fibrinogénio y’ na nossa populacéo de ELA confirmou valores mais
elevados, ainda de acordo com o fenémeno neuroinflamatério,3%751.752 no entanto,
sem parecer indicar um significado em termos de progndstico da funcao respiratoria.
Na nossa populagdo a creatinina ndo foi preditora da sobrevida, contrariamente a
estudos anteriores.”>%’>2 Por outro lado, o valor da creatinina, aquando da primeira
consulta, foi preditor do valor da escala funcional, assim como da rapidez do seu
declinio. Por dltimo, este biomarcador ndo foi preditor da funcéo respiratoria na
avaliacao inicial, nem da progressiva perda da funcdo respiratoria no curso da
doenca. Provavelmente, a perda de massa muscular dos membros ndo tem uma
relacdo directa com a atrofia nem com a parésia dos muasculos respiratérios. Para
mais complicacdes inflamatorias do parénquima pulmonar ndo tém expressao nos
niveis de creatininémia, mas poderao té-la relativamente aos niveis de CC-16 e IL-

6, como foi observado nos nossos resultados.

A partir dos resultados do AFM, foi possivel avaliar as propriedades morfolégicas e
elasticas dos eritrocitos e concluir que os eritrocitos dos pacientes com ELA tém
menor area, menor diametro e menor volume, quando comparados com 0s eritrocitos
do grupo controlo, mas tém maior altura e sdo mais alongados, resultando numa
diminuicdo da concavidade eritrocitaria. Relativamente as propriedades elasticas da
membrana, os eritrocitos dos doentes tém menor rugosidade e rigidez, com maior

maior elasticidade. Os nossos estudos sobre o potencial zeta revelaram que a
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membrana dos eritrocitos € mais negativamente carregada. Todas estas alteracdes
indicam alterac6es do citoesqueleto da membrana dos eritrocitos, eventualmente por
alteracdes proteicas e/ou lipidicas.

Alteracbes da morfologia dos eritrocitos assim como das suas propriedades
reolégicas tém sido associadas a processos inflamatérios.”’ Estas alteracdes
favorecem fenémenos  tromboéticos36:662663.700.729 e podem  reduzir a
microcirculacéo,36:662,663,680,681.682  condicionando hipdxia tecidular. Por outro lado, a
hipéxia dos tecidos promove a inflamacdo’®® %’ estabelecendo um processo de
feedback positivo que favorece uma cascata de eventos que causam morte neuronal.
Observamos ainda maior agregacdo dos eritrocitos nos doentes com ELA,
suportando um risco acrescido de fendmenos tromboéticos, assim como de
hipoperfusédo periférica com risco de hipdxia tecidular. Nos doentes com ELA, os
valores do hemograma apenas diferem dos controlos no respeitante a uma ligeira
reducdo da hemoglobina, de acordo com o observado em doencas cronicas. Esta
diferenca ndo explica as marcadas diferencas encontradas quanto a hemorreologia
e morfologia dos eritrécitos.

Disfuncdo semelhante nos eritrocitos foi reportadas na doenca de Alzheimer,’® o
que tem sido associado a hipdéxia do sistema nervoso central com noxa neuronal.®*
No entanto, 0s nossos resultados ndo permitem aferir do papel destas alteracées na
progressao dos doentes com ELA, nem como as mesmas sao modificadas no curso
da doenca. Em particular, ndo foi estabelecido o seu valor como preditor da fungéo
respiratéria, no quadro do processo inflamatério subjacente. Os nossos resultados
sdo muito consistentes, evidenciando que os eritrocitos nos doentes com ELA tém
maior elasticidade, menor rigidez e maior deformabilidade, caracteristicas que
permitem especular que resultam de mecanismos adaptativos que favorecem a
oxigenacao periférica, em condi¢cdes adversas de hipoventilacdo. Estas alteracdes
nao estdo associadas a modificacdes da viscosidade, ainda em linha com a hip6tese

levantada.

De qualquer forma as nossas observacdes constituem um contributo original, que
permite explorar novas areas na fisiopatologia da ELA, assim como perspectivar

inovadoras abordagens terapéuticas, no futuro.
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Objectivo

Potencial

Biomarcador

Metodologia

Resultados e Discussao

Principais concluses

IDENTIFICACAO DE NOVOS BIOMARCADORES DE DISFUNGCAO

7

RESPIRATORIA NA ELA

Club Cell
Secretory
Protein (CC-16)

ELISA

Niveis de CC-16 aumentados em
pacientes de ELA vs controlos;

Niveis de CC-16 ndo se
correlacionaram com a idade, género,
regido inicial da doenca, duracdo da
doencga, ALSFRS-R giobal, ALSFRS-R
Respiratério, FVC € PhrenAmpl;

Os pacientes de ELA com niveis
aumentados de CC-16, o risco de NIV
aumentado nos 6 meses seguintes e
observou-se uma tendéncia para
aumento da mortalidade, nos 18
meses seguintes.

Nossos resultados evidenciam o aumento da
resposta inflamatdria pulmonar relacionada com
a disfungao respiratdria, com potencial valor
prognadstico;

Propomos que o aumento dos niveis de CC-16
possa ser um marcador da resposta inflamatdria
pulmonar, associada a insuficiéncia respiratéria
iminente.

Interleucina-6
(IL-6)

.......

......

& ’
" \0; : b‘;
\U b‘l'

Niveis de IL-6 correlacionaram-se +
com a idade;

Na ELA, titulos mais elevados de IL-6;
Nivel elevado de IL-6 na ELA é um
preditor independente do valor do
PhrenAmpl, independente da idade.

IL-6 é uma citocina inflamatdria multifuncional
gue esta aumentada na ELA;

Niveis de IL-6 foram influenciados
fisiologicamente pela idade, nos controlos e pela
disfungdo respiratdria na ELA,

A IL-6 devera ser explorada como marcador da
faléncia respiratéria na ELA.

Fibrinogénio
gamma’ (y’)

ELISA

Niveis aumentados de Fibrinogénio v’
em doentes de ELA vs controlos
Aumento dos niveis de Fibrinogénio y’
em doentes de ELA com preditor de
maior sobrevida;

Os niveis mais elevados podem resultar de uma
actividade inflamatéria persistente relacionada
com a patogénese da doenga e respectivas
complicagdes;

O fibrinogénio ¢y pode ter

uma acgao

neuroprotectora.




Fibrinogénio ¥ nao foi preditor da Requer mais investigacao
perda funcional total (ALSFRS-R giobai,
ALSFRS-R Respiratorio € FVC)

Creatinina (Cr)

QW o™ O .
feon e ) N

O valor da creatinina plasmatica, na primeira avaliacdo, nao foi preditor do declinio da

fungdo respiratéria (FVC), nem da sobrevida;

A creatinina foi um factor preditivo independente da capacidade funcional da doenca

(ALSFRS-R), no momento da avaliagdo.
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NA ELA

Potencial
Biomarcador

Imagem
Eritrocitos
Morfologia e
propriedades da
membrana (ELA
vs Controlos)

Metodologia

Microscopia de forca atémica
(AFM)

Resultados Principais

Doentes ELA:
Menor area

Maior altura

Menor diametro
Menor volume
Menor rugosidade
Maior alongamento
Menor concavidade

Propriedades
Elasticas do
eritrécito
(Médulo Young e
Profundidade de
Penetracgdo)

Microscopia de forca
atomica- Espectroscopia de
forca

— ;.
® - & - e

Doentes ELA:

Modulo Young: Eritrécitos menos
rigidos

Profundidade Penetracgdo: +
profundidade penetracdo ELA vs
controlos

Estudo do
potencial zeta na
superficie da
membrana dos
eritrécitos

Potencial Zeta- Eritrocitos

Pacientes com ELA a superficie dos
eritrécitos é mais carregada
negativamente vs controlos

Principais conclusdes

Esse conjunto de achados indica
uma estrutura anormal da
membrana eritrocitaria;

As anormalidades na morfologia
dos eritrécitos podem aumentar
o risco de trombose venosa e de
hipdxia tecidual na ELA;

No geral, nossos resultados sdo
a favor de um aumento da
resposta inflamatdria pulmonar;
A hipétese dos eritrdcitos
estarem mais envelhecidos nos
doentes de ELA, sera alvo de
estudos futuros.
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[adicgo de Fibrinogenio] (mg/dL)

Viscosidade do
sangue total

uinea,

ang

(mPa.s.)

Viscosidade Sal

Vénulas pés capilares artérias

R Tensdo de Cisalhamento

(s-1)

Parametros
hematolégicos

Os pacientes com ELA apresentam
maior viscosidade sanguinea (a
baixas e elevadas taxas de
cisalhamento) vs controlos

Hemograma

Hemograma: a concentragdo de
hemoglobina é inferior nos
pacientes de ELA vs controlos

183




CONCLUSOES GERAIS E
PERSPECTIVAS FUTURAS

“It always seems impossible until it’s done”

Nelson Mandela



CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS
FUTURAS

A ELA é uma doenca neurodegenerativa progressiva e fatal, que afecta
principalmente os neurdnios motores. Pacientes com ELA morrem principalmente de
insuficiéncia respiratéria. O diagnéstico ndo é imediato, requerendo experiéncia
clinica. Os ensaios clinicos tém sido pouco prometedores. Um tratamento eficaz é
urgente. A ELA tornou-se uma doenca bem identificada desde o final do século XIX,
mas sua patogénese ainda € pouco conhecida, apesar dos esforcos consideraveis

feitos nos ultimos anos.

O principal objectivo deste projecto consistiu na pesquisa de potenciais
biomarcadores moleculares preditores da funcéo respiratéria na ELA e a sua relacéo

com o processo neuroinflamatorio associado.

Na presente tese, indicamos novos potenciais biomarcadores, como a CC-16 e a IL-
6, com resultados muito interessantes a esclarecer no futuro. O fibrinogénio y’ € um
marcador inflamatorio, pro-trombético que esta aumentado nos doentes com ELA,
mas sem aparente relacdo com a funcao respiratoria, dados a serem reapreciados
futuramente. VerificAmos que a creatininémia que espelha a massa muscular nao é
preditora da insuficiéncia respiratoria, assim reforcando a importancia do processo
inflamatoério como associado a descompensacao das trocas gasosas, quer por
contribuir para a faléncia, quer por resultar da hipdxia ou dos processos infecciosos
gue séo originados pela menor clearance brénquica e consequente infeccao cronica.
Reportamos resultados inovadores acerca das propriedades biofisicas, morfologicas
e elasticas nos eritrécitos. Estes achados podem resultar de mecanismos
adaptativos a hipoventilacdo, ou de simples alteracbes na estrutura da parede
celular, cujo significado requer maior investigagcao. Tais resultados abrem caminho a
novas abordagens de modo a melhorar a nossa interpretacdo dos processos

associados a disfuncéo respiratoria na ELA.
As principais conclusdes obtidas nesta tese sao:

1) Identificacdo de possiveis marcadores moleculares de disfuncéo respiratoria
na ELA, com valor preditivo no progndéstico, bem como com potencial de

aplicacédo em futuros ensaios clinicos (CC-16, IL-6);



2) Necessidade de estudar de forma consistente o biomarcador inflamatério-
pro-trombatico, o fibrinogénio y’, na insuficiéncia respiratéria associada a ELA;

3) Provavel irrelevancia da creatinina como indicador da evolugéo respiratéria na
ELA;

4) ldentificacdo de alteragBes na elasticidade/rigidez dos eritrocitos e das suas
propriedades morfologicas, cujo eventual impacto na hipoxia periférica €

incerto.

Os resultados encontrados no ambito da tese, sdo muito promissores no contexto
dos objectivos especificos deste projecto. No entanto, uma parte destes resultados,
foram obtidos num pequeno grupo de doentes. Assim, é essencial ampliar a
populacao estudada e investigar de forma sistematica um conjunto mais amplo de
parametros, em particular quanto a funcdo respiratéria, de forma longitudinal.
Somente desta forma podemos atingir plenamente os principais objectivos deste
projecto.

A nossa tese nado esclarece de forma satisfatoria a interaccdo entre a inflamacéo, a
insuficiéncia respiratoria e o comportamento dos marcadores investigados, em
particular relativamente aos eritrécitos e suas propriedades. Para dissecar estes
processos e estabelecer o seu significado nesta doenca, importa incluir uma
populacdo de controlo constituida por doentes com outras patologias

neurodegenerativas e/ou neuromusculares.

Futuramente, pretende-se igualmente estudar de forma mais exaustiva as
caracteristicas do eritrécito, nomeadamente as diferentes formas de hemoglobina e
transporte de oxigénio nas amostras; estudar o valor da presséo parcial de O2 para
a qual a hemoglobina esta saturada a 50% (P50) e a razao entre o glutatido oxidado
(GSSG)/glutatido reduzido (GSH); incluindo outros biomarcadores inflamatérios, o
perfil genético, os niveis plasmaticos de fibrinogénio y’ e fibrinogénio total. Deveréo
ser também investigadas as caracteristicas moleculares da membrana dos
eritrocitos, nomeadamente a quantificacdo da concentracdo de acido siélico, estudos

de lipidémica e do metabolismo do ferro.8%t

Este nosso modesto contributo e outros estudos, no futuro, poderao ser relevantes

na identificacdo de novos biomarcadores para diferentes estadios da insuficiéncia
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respiratoria na doenca da ELA (vd. Figura 42), de forma a propiciar um tratamento

médico mais atempado e adaptado a cada doente.

187




Microscopia de Forga
Atémica

b =

Razdo GSSG/GSH



Figura 42 | Resumo das prespectivas futuras e os principais estudos e metodologias propostas para aplicagéo futura.

Pretende-se continuar a utilizar as mesmas técnicas, como o AFM, para os estudos da morfologia e propriedades da membrana eritrocitaria;
Estudar as propriedades elasticas dos eritrécitos por Espectroscopia de for¢ca; Estudar a fluidez da membrana e potencial zeta na superficie da
membrana dos eritrdcitos, bem como a quantificacdo de 4cidos sidlicos; Adicionalmente, pretendemos estudar as propriedades hemorreologicas
do sangue, como a deformabilidade eritrocitaria, agregacéao eritrocitaria e a viscosidade do sangue total; quantificar a concentracéo plasmatica de
fibrinogénio total e fibrinogénio y’, bem como o estudo do eritrécito de forma a avaliar da capacidade de transporte de oxigénio nos eritrocitos de
pacientes com ELA, recorrendo a técnicas como o0 hemograma e estudar os diferentes tipos de hemoglobina, P50 e a razdo GSSG/GSH.
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1 | INTRODUCTION

Objectives: The club cell protein (CC-16) is a biomarker associated with respiratory
distress and pulmonary inflammation. We evaluated CC-16 as a candidate biomarker
for respiratory failure in amyotrophic lateral sclerosis (ALS).

Materials and Methods: We studied 81 ALS patients and 30 matched controls. We
used an ALS-related measure of functional capacity, and tested forced vital capacity
(FVC) and the amplitude of the diaphragmatic response by phrenic nerve stimulation
(PhrenAmpl). Plasma CC-16 levels were measured in venous blood. Kaplan-Meier sur-
vival curves were plotted to evaluate risk to non-invasive ventilation and death in pa-
tients with abnormal CC-16 levels.

Results: CC-16 levels were significantly raised in ALS patients (10.56 ng/mL + 6.84 vs
8.34 ng/mL + 3.10, P = .02), and in 17% of them, CC-16 level was above the upper
cutoff value (mean + 2.5SD). CC-16 levels did not correlate with age, onset region,
disease duration, functional status, FVC, and PhrenAmpl. In patients with increased
CC-16 level, the risk of non-invasive was greater in the following 6 months (P = .01)
and tended to have higher mortality in the following 30 months (P = .07).
Conclusions: We propose that increased CC-16 levels is a marker of lung inflamma-
tory response that associated with ventilatory insufficiency are related to impending
respiratory failure, not fully predicted by conventional respiratory tests. The latter are
limited by the moment of testing.

KEYWORDS
amyotrophic lateral sclerosis, biomarker, human club cell CC-16, respiratory function, respiratory
insufficiency

biomarker of airway epithelial integrity, being increased in acute pul-
monary infections, in the presence of accelerated lung function decline

Club cell secretory protein (CC-16) is a protein synthesized predom-
inantly in the lungs and measurable in serum. It is a member of the
secretoglobin family, secreted by a group of cells localized in tracheo-
bronchial epithelium, chiefly in the terminal bronchioles. CC-16 pro-
tein has a low molecular weight and consists of 2 polypeptide chains,
each with 70-77 amino acids.!”® Several studies have demonstrated
that it has immunomodulatory, anti-allergic, antichemotactic, and anti-

inflammatory properties.“'S Moreover, CC-16 protein is a sensitive

and in severe chronic obstructive pulmonary diseases.” However, it
tends to decrease during chronic respiratory illnesses, associated with
a reduction in club cells.”

In amyotrophic lateral sclerosis (ALS), although a number of re-
spiratory tests are sensitive in detecting ventilatory dysfunction and

therefore indicating prognosis,s’10 no molecular biomarker of respira-
tory failure has yet been identified. Such a biomarker would be partic-

ularly useful in clinical practice, as classic respiratory tests are limited

Acta Neurol Scand. 2018;137:233-237.
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10,11

by oro-facial weakness and consequent difficulty in cooperation, % P
as well as by their inevitable dependence on the moment of testing. - § 5
We present our studies of CC-16 as a biomarker of respiratory failure % ; g
in a large population of ALS patients. ;‘ g S’ gl
g £ 3 %
=5
2 | MATERIALS AND METHODS §< & g
sc S &
2.1 | Patients and normal subjects 2 &
~ -l
We studied 81 consecutive ALS patients observed in our center, E‘ 2
45 of whom were men and 36 were women, with a mean age of é %
60 years (SD = 11.4, range 28-83 years), and a mean disease duration E - g =
27 months (SD = 43.4, range 4-335 months). In this group, 61 patients § % § g
had spinal, 16 bulbar, and 4 respiratory-onset ALS. All these patients 2: o X
had probable or definite ALS according to the revised El Escorial crite- _ ;'\,\ >
ria,'? and the EMG findings were consistent with the Awaji criteria.’® 620 5 g
Patients with clinical evidence of dementia, incidental heart or lung § § ~ §
disorders, or signs of respiratory infection were excluded. Smokers E ?g § ‘g
were considered not eligible as this could influence results.* No in- 3 ? ﬁ é
cluded patient was on non-invasive ventilation or gastrostomized, but e © I “9_
all of them were taking riluzole. £ § %
Patients were clinically evaluated at the time of blood sampling, g ﬁj ‘g
using ALSFRS-R, respiratory subscore of ALSFRS-R (R subscore), o b ';
forced vital capacity (FVC), and compound muscle action potential § % § %
amplitude of the diaphragm after phrenic nerve transcutaneous elec- 2= - ! i
trical stimulation of the nerve (PhrenAmpl). These measurements were 5 a;Eu
correlated with laboratory findings. z E TE
In the same period and using the same methodology, we studied § % '%
30 age and sex-matched (P > .1) non-smoker healthy controls to de- ; 3 2 é
fine our own normative values. g 5 g ; ‘§
— S
g @ 7
2.2 | Tests and measurements . :é § g
Forced vital capacity was determined with patients in the sitting posi- § § g '.é
tion using a computer-based USB spirometer (Cosmed® Inc, Chicago, E .§ : %
IL, USA). The best of 3 satisfactory tests was used to define FVC. g % E : é
Predicted values (%) were used for the analyses. Y
The amplitude of the diaphragmatic muscle response to phrenic E > g
nerve stimulation (PhrenAmpl) was obtained by percutaneous bi- E > % % g
polar electrical stimulation of the phrenic nerves at the neck, using g % 'é S ';g
surface recording electrodes positioned over the surface mark- 03t % ! E,
ing of the diaphragm on each side.”** Phrenic nerve stimulation E T 3 ) t
was performed bilaterally, and the mean value of the amplitude of é g § E TEv
both sides (peak-to-peak and peak-to-baseline) was used in the s
analysis.” 14 ~ g g £
To determine plasma CC-16 levels, whole venous blood was col- g 8 g? é
lected into vacutainer tubes (lithium heparin tubes) and immediately E, é E TS
centrifuged. The plasma was collected and stored at -80°C until an- % g : : f‘;
alyzed. Human plasma CC-16 concentrations were measured using § § g g _‘é
the Human Clara Cell Protein enzyme-linked immunosorbent assay - ) g
(ELISA) kit, quantitative colorimetric sandwich ELISA kits (BioVendor, w j.:')' 5 ‘—é‘, ) g o
Modrice, Czech Republic) following the manufacturer’s instructions.* ; % ‘§ ; § ; ; ?
Plasma samples were diluted 25-fold with the dilution buffer supplied IS < g e
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CC-16 protein values in controls and ALS patients
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FIGURE 1 It represents single CC-16
level from controls and ALS patients, and 0
the mean value in each population

by the manufacturer. Each sample was run in duplicate, and the mean
concentration was calculated. CC-16 concentration was determined
by comparison with a standard curve prepared with known concentra-
tions of the protein.

2.3 | Statistics

The data distribution was tested by the Shapiro-Wilk test. Comparisons
were carried out with Chi-squared tests for categorical data and un-
paired t tests for continuous measurements. Pearson'’s correlation co-
efficient was applied to test correlation between data. Kaplan-Meier
plots were performed to evaluate prognostic value of abnormal CC-16
level.

2.4 | Ethics

All subjects gave written informed consent. The study conformed
to the standards defined in the latest revision of the Declaration of
Helsinki. The protocol was approved by the Local Ethics Committee.

3 | RESULTS

Table 1 summarizes the results. The histogram of results from con-
trols suggested a normal distribution, confirmed by the Shapiro-
Wilk test (P =.29). The mean CC-16 concentration was 8.34 ng/
mL (SD = 3.10, range 3.41-17.18). The upper limit of normal was set
as 16.09 ng/mL (mean + 2.5 SD). In the ALS population, the mean
CC-16 concentration value was 10.56 ng/mL (SD = 6.84, range
2.9-37.63), significantly higher than the control values (P =.02)
(Figure 1). Fourteen ALS patients (17%) had CC-16 level above the
defined upper limit value. CC-16 levels did not correlate with age
(r=.21, P=.07), disease duration (r = .05, P = .6), ALSFRS-R (r = .09,
P =.5), disease progression rate as measured by ALSFRS-R decline/
month (r=.19, P = 4), R (respiratory) subscore (r=.12, P =.3), FVC
(r=.19, P = .8), and PhrenAmpl (peak-to-peak amplitude and peak-
to-baseline amplitude, r=.06, P =.6). The mean disease duration
was similar in the group of patients with high CC-16 values (mean

e CC-16 mean values - controls e == = CC-16 mean values - ALS patients

0’. ..

.
. .
) o X oy

FJ .
10 "ecccccccscncdecbabiccnnybeaq X xXx
. ¢o°.° ! LU 9':,. 1#1““’( %
X

o
s aned™ W o0 o,
° L)

LIS .&xx X X

@ ALS patients X Controls

26 months) and the group of patients with normal CC-16 value (mean
27 months). There was no difference in the CC-16 levels between
spinal and bulbar-onset patients (P = .16).

In the 6-month period after inclusion in the study, 7 of the 14
patients (50%) with abnormal CC-16 level required non-invasive ven-
tilation as compared to 12 of the remaining 67 patients (17.9%), a
significant difference on Kaplan-Meier statistics (P = .01) (Figure 2). In
this period, 2 patients died in each group, which represents a 5-fold
greater risk of patients with high CC-16 levels. We analyzed survival
curves for the period 30 months after blood sampling. In this period, 45
patients died. In 28 (62%) of these, death followed bronchopneumonia
and/or aspiration pneumonia. Eleven of the 45 deaths occurred in the
14 patients with high CC-16 level (79%) and 34 (51%) in the group
of 67 patients with normal CC-16 level (P =.001, on Chi-square). On
Kaplan-Meier survival curves, there was a non-significant difference
(P =.07) indicating a trend for high CC-16 level as a poor prognostic
biomarker for survival (Figure 3).

o
c
[
£
L
3
o
= R,
> 0,6
z |
-
o
K3
v
o 041 CC-16 level
2
» ~Normal
=1 - "High
E 02~
o
0,0 T T T T I 1
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Time (mo)

FIGURE 2 Kaplan-Meier plot showing that high levels of CC-16
are a prognostic indicator of non-invasive ventilator requirement in
the following 6-month period (P = .01)
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FIGURE 3 Survival curves according to CC-16 level, high level
tends to be associated with a poor prognosis (P = .07)

4 | DISCUSSION
Plasma CC-16 is a lung-derived protein, measurable in plasma of ve-
nous blood, which has been proposed as a biomarker for pulmonary
dysfunction. Its plasma level is not influenced by age, gender, or body
mass index.5 47 |n our study, CC-16 levels in controls were similar
to the values reported by other groups in healthy non-smokers.5”*”
Plasma CC-16 levels were significantly higher in ALS patients, but
we found no correlation with gender, age, region of onset, disease
duration, ALS functional score, rate of functional decline, respiratory
symptoms, FVC, and electrophysiological studies of phrenic nerve-
diaphragm function. However, the subgroup of ALS patients with
abnormal levels of CC-16 showed more rapid progression, with an
increased probability of requiring non-invasive ventilation within
6 months and a higher mortality risk within this period of time. Over
a longer follow-up, the number of deaths was enough to investigate
the survival risk with Kaplan-Meir statistics. Using this method, there
was a strong, but non-significant, trend suggesting that a raised CC-16
level may be a poor prognostic factor for survival in ALS.

Blood CC-16 levels are increased in pulmonary inflammatory con-

ditions,®””

and also in the active phase of pulmonary fibrosis associ-
ated with systemic sclerosis.’® Neuroinflammation is a critical factor
in the pathogenesis of ALS, and many inflammatory biomarkers have
been recognized in this disease.’?? In particular, interleukin-6 was
found to be increased in the late stages of the disease.?? There is ev-
idence that a systemic inflammatory response can be associated with
central nervous system inflammation in neurodegenerative processes,
possibly accelerating disease course.?®

In epidemiologic studies, respiratory failure is the main cause of
death in ALS.2* However, the most common precipitant event for re-
spiratory failure in the disease is pulmonary infection.™>? In contrast
to patients with other neuromuscular disorders who can survive with

26,27

very poor ventilatory function, patients with ALS frequently die

with reasonable voluntary lung volumes, suggesting that the increased

metabolic demand of a concomitant inflammatory condition can de-
compensate respiratory function.

The most likely explanation for our findings is that respiratory dis-
tress related to impending respiratory failure caused higher plasma
CC-16 levels in our ALS patients. This marker for respiratory failure
is not related to respiratory muscle strength as detected by conven-
tional respiratory tests. Pulmonary interstitial inflammation due to

microaspiration or poor ventilation of some lung areas is a cause of

5'28

clinical deterioration in ALS,* and possibly, CC-16 levels reflect this

process.29 This test may therefore have potential utility as a biomarker
of impending ventilatory failure in ALS.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: 1L-6 is an inflammatory cytokine that is a possible factor in progression of the disease. We have
Amyotrophic lateral sclerosis investigated venous blood levels of IL-6 in controls and ALS patients in relation to clinical staging and respiratory
Biomarker function.

Interleukin-6

Methods: We studied 82 patients with ALS and 43 age and gender-matched healthy control subjects. Blood was
drawn at the same time of day in the mornings to avoid diurnal variation. IL-6 levels were estimated according to
a fixed protocol. Clinical measures included ALSFRS-R, vital capacity, and mean bilateral phrenic nerve CMAP
amplitude. A multi-regression data analysis was used in addition to conventional statistical methods.

Results: 1L-6 levels were positively correlated with increasing age in the control group. In ALS patients mean IL-6
levels were raised but the levels were markedly variable from case to case and did not reach significance (p 0.1).
In addition to age effects reduction in phrenic nerve CMAP amplitude was correlated with increased IL-6 levels
(p 0.026).

Conclusions: 1L-6 levels were physiologically influenced by aging in controls and by respiratory dysfunction in
ALS. There was marked variability in levels from case to case, which might be related to respiratory factors,

Respiratory function
Respiratory insufficiency

which cause pulmonary inflammation.

1. Introduction

Interleukin-6 (IL-6) is multifunctional cytokine involved in the
regulation of the immune response, inflammation, metabolism and
hematopoiesis, produced by immune and blood cells, endothelial cells,
and myocytes on contraction [1], which can cross the blood-brain
barrier [2] and has been extensively investigated in neurodegenerative
disorders.

A number of previous studies have reported increased serum and
CSF levels of IL-6 in patients with ALS, probably related to the well-
described role of inflammatory processes in motor neuron degeneration
[3-7]. Studies of skin biopsies in ALS patients have demonstrated
higher IL-6 immunoreactivity as compared with diseased control sub-
jects. IL-6 immunoreactivity was markedly positive in the epidermis
and dermal blood vessels, in particular in patient with longer disease
duration, showing correlation with serum levels [8]. However, ab-
normal levels were not consistently found, some authors reporting va-
lues similar to controls [9]. In a study of ALS patients tested over a
4year period, IL-6 plasma levels were strongly associated with C-re-
active protein levels [10]. Moreover, from the large set of neuro-

inflammatory markers investigated, it was the only marker undergoing
a late-stage upregulation [6]. There was no correlation between
ALSFRS-R change and IL-6 levels [6] although other investigators noted
higher levels of IL-6 at disease onset and decreased levels later [10].
Hypoxia is a factor that is possibly associated with greater IL-6 release
in ALS and other medical conditions [4], such as occurs in obstructive
sleep apnea [11]. Serum and CSF levels of IL-6 were found to correlate
with PaO2 in ALS [4]. This may be explained by the release of proin-
flammatory cytokines by hypoxia-induced microglia activation [12].

2. Material and methods
2.1. Patients and controls

We assayed IL-6 in plasma samples from 82 patients with ALS ob-
served in our center and in 43 gender and age-matched healthy con-
trols. Controls and patients older than 80 years were excluded. Patients
with other medical or neurological conditions, eg diabetes, peripheral
neuropathy and dementia were excluded. None required ventilator as-
sistance.
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Table 1
Results.
IL-6 levels (pg/ml)  M/F Mean age Mean disease duration ~ Region onset (bulbar Mean ALSFRS-R  Mean predicted FVC Mean phrenic
mean (SD) ratio (SD) (SD) and spinal) (SD) (SD) ampl (SD)
Controls (43) 2.23 (1.61) 1.42 57.7(89) - - = = =
ALS patients (82) 5.53 (12.94) 1.43 60.5(9.9)  27.5months (43.7) 17 bulbar 65 spinal ~ 39.2 (7.7) 85-4 (22.9) 0.53 (0.22)
P values 0.1 0.9 0.22 - - - - -

FVC - forced vital capacity; Phrenic ampl - mean value of bilateral phrenic nerve peak-to-peak amplitude of the motor response (normal =0.4 mV).

All these patients had probable or definite ALS according to the
revised El Escorial [13], and had neurophysiological changes according
to Awaji criteria [14]. The patients with ALS were evaluated clinically
(see below) at the same visit as the blood samples were taken.

2.2. Tests and measurements

To quantify the IL-6 plasma levels, whole venous blood was col-
lected in vacutainer tubes (lithium heparin tubes) and immediately
centrifuged. The plasma was collected and stored at —80°C until
analyzed. Human plasma I1-6 concentrations were measured using Bio-
plex Pro Chemokine assay (Biorad Bio-Rad® Bio-Plex Pro™) performed
according to the manufacturer's instructions using a Bio-Plex 200
system and the Bio-Plex Manager 5 software (all from Bio-Rad). For the
measurement of IL-6 plasma levels, whole venous blood was collected
into vacutainer tubes (lithium heparin tubes) and immediately cen-
trifuged. The plasma was collected and stored at —80 °C until analyzed.
Human plasma II-6 concentrations were measured using the Bio-Plex
Pro™ Human Chemokine assay performed according to the manufac-
turer's instructions. Measurement of IL-6 was performed in duplicate for
each sample and the mean concentration was calculated. The con-
centration of IL-6 was obtained by interpolating fluorescence intensity
to the 7-point standard curve generated using recombinant protein
supplied in the kit and calculated using the software Bio-Plex Manager
5i

a) Clinical evaluation

All the ALS patients were evaluated with the ALS functional rating
scale, revised (ALSFRS-R).

b) Respiratory function tests

For each patient respiratory function tests were performed using the
same technique and by the same technicians, always using nose clips for
nose occlusion. Forced Vital Capacity (FVC) was determined with pa-
tients in the sitting position, using a computer-based spirometer
(microQuark®, Cosmed®). The best of three satisfactory and consistent
expiratory maneouvres, each obtained after a maximal inspiratory ef-
fort, was used to determine the values of FVC. The predicted FVC% was
used for statistical analysis.

Phrenic nerve conduction was evaluated bilaterally with surface
recordings in all subjects. Motor responses were elicited by percuta-
neous electrical supramaximal stimulation in the neck, and recorded at
the homolateral costosternal angle (active electrode), with the re-
ference electrode at the costal margin 16 cm from the active electrode
[16].

We recorded the time of non-invasive ventilation adaption (NIV) in
the population of ALS patients, as decided by the team of specialists
involved in the respiratory care and independent from this study.

2.3. Statistical methods

Control and ALS patient data was compared using the Student t-test
or Chi square test for discrete variables. Since IL-6 levels were not
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normally distributed we performed a log transformation for compar-
isons, correlations (Pearson correlation coefficient) and multiple re-
gression analysis. A p value lower than 0.05 was considered significant.

2.4. Ethics

All subjects gave their written informed consent. The study con-
formed to the standards defined in the latest revision of the Declaration
of Helsinki. The protocol was approved by the Local Ethics Committee.

3. Results

The results are summarised in Table 1. In control subjects there was
no difference in IL-6 levels between genders (p 0.8). However, there
was a positive correlation between age and IL-6 levels (r = 0.45, p
0.003): 30% of the increase in IL-6 levels in the healthy controls was
dependent on increasing age. In the ALS patients there was a trend for
IL-6 levels to be increased compared with healthy controls, despite the
same age distribution in the two groups, but this did not reach statis-
tical significance (Table 1; Fig. 1). In the ALS patients, there was no
difference between bulbar-onset (17 subjects, mean 2.90 pg/ml, SD
1.79) vs spinal-onset patients (65 subjects, mean 2.13 pg/ml, SD 10.87,
p 0.33), the IL-6 level was not correlated with disease duration (p 0.78)
or ALSFRS-R (p 0.09), but it was negatively correlated with FVC
(r = 0.35, p 0.04), and with mean bilateral phrenic nerve evoked po-
tential amplitude (phrenic ampl) (r 0.33, p 0.006), and positively cor-
related with age (r = 0.4, p < 0.001). Using a multiple regression
model the only independent factor in addition to age was phrenic nerve
amplitude (p 0.026) (Fig. 2).

In this ALS population, the time of NIV initiation was recorded in 77
out the 82 patients included, it was uncertain in the remaining 5.
Within the time interval of 6 months after blood sampling, 33 patients
required NIV, but 44 did not receive this medical indication. The mean
IL-6 value was 8.93pg/ml (SD = 2.17) in the former group, and

80— X 3736
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20+
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ALS Controls

Fig. 1. Comparison between IL-6 levels in controls and ALS patients. We ob-
serve a non-significant trend for greater values in ALS population.
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Fig. 2. Correlation between mean bilateral phrenic nerve motor evoked po-
tential (CMAP) and IL-6 levels (the IL-6b values were log-transformed in order
to normalize the data for regression analysis). A significant correlation was
found.

2.17 pg/ml (SD = 1.58) in the latter group (p = 0.001). In the group 16
patients with IL-6 value above the 3rd interquartile (4.45 pg/ml), the
time to NIV was shorter than 2 months after sampling in 9 patients, and
uncertain in other 2 patients, in the remaining the time interval varied
between 4 months (in 2) and 9 months.

4. Discussion

Several inflammatory biomarkers have been found to be elevated in
ALS patients, in particular cytokines. This supports the concept that
proinflammatory cytokines have a role in the pathogenesis or pro-
gression of ALS [15]. A recent meta-analysis has shown that blood tu-
mour necrosis factor-a (TNF), TNF receptor 1, IL-6, interleukin-1f, IL-8
and vascular endothelial growth factor levels were significantly raised
in patients with ALS compared with control subjects [17]. Abnormal
numbers of inflammatory cells, and activated astrocytes and microglia
have been identified in histological studies of spinal cord and brainstem
in ALS [18]. Indeed, PET imaging studies revealed microglial activation
in patients with ALS [19].

However, inflammation can have a neuroprotective role through
involvement of T-regulatory (Treg)/Th2 immune system, leading to
anti-inflammatory neuroprotective responses that block noxious pro-
inflammatory mediators [20,21]. The progression rate in ALS seems to
be modulated by endogenous Treg activity [22,23]. Elevated cytokine
levels can favour either disease progression or neuroprotection de-
pending on a complex interplay between immune cells and their med-
iators. In particular, IL-6 is a bi-functional cytokine, both performing as
a pro-inflammatory mediator [24] and an anti-inflammatory myokine.
[25] It has been suggested that increased IL-6 release could represent a
neuroprotective reaction against excitotoxic damage [26], as observed
in an ALS animal model. [6] IL-6 has a complex action on cell meta-
bolism. It promotes glucose uptake and fatty acid oxidation [27] and
increased IL-6 release can induce hypermetabolic imbalance as is as-
sociated with ALS [28]. IL-6 metabolism is of current interest as a factor
in ALS. This cytokine has recently been proposed as a treatment target,
leading to a multicenter, randomized, double-blind, placebo-controlled
16-week study evaluating the safety and tolerability of tocilizumab in
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subjects with ALS, a study that was completed in July 2018 [29]. We
found an increased venous blood level of IL-6 with increasing age, a
finding in agreement with Ershler [30], but this finding is not universal
[31]. Since there is a diurnal variation in in IL-6 levels [32] all our
blood samples were taken in the morning, but it is not clear whether
this precaution was taken by all other investigators. The levels of IL-6 in
our ALS patients were markedly variable (Table 1), and the mean value
did not reach statistical significance in our study, as also shown in a
meta-analysis by Hu et al. [17]. A further likely related factor is hy-
poxaemia, and associated pulmonary inflammation. Hypoxemia has
been associated to higher IL-6 levels [4,11], probably consequent to
hypoxia-activated vascular cells IL-6 induction [33]. In our patients
there was a correlation with diaphragmatic CMAP amplitude, sug-
gesting this was important. It would be relevant to have 24 h oxygen
saturation studies at the time of blood sampling to definitively address
this issue. However, analysing time to NIV initiation as determined by
an independent medical team managing respiratory care, our results
indicate that higher IL-6 levels were associated with impeding re-
spiratory insufficiency.

In summary the significance of raised IL-6 levels in ALS is currently
uncertain. A similar difficulty in understanding potential markers due
to respiratory involvement in ALS has been noted, for example, in blood
protein CC-16 levels [34].

We conclude that IL-6 should be explored as a marker of respiratory
failure in ALS.
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Escala Funcional ALSFRS-R - The Amyotrophic Lateral Sclerosis
Functional Rating Scale (ALSFRS)

The Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rating Scale
(ALSFRS)

Measure Finding Points

Normal 4
Detectable speech disturbance 3

Speech Intelligible with repeating 2
Speech combined with nonvocal communications 1
Loss of useful speech 0
Normal 4
Slight but definite excess of saliva in mouth; may have 3
nighttime drooling

Salivation Moderately excessive saliva, may have minimal 5
drooling
Marked excess of saliva with some drooling 1
Marked drooling; requires constant tissue or 0
handkerchi
Normal 4
Early eating problems; occasional choking 3

Swallowing Dietary consistency changes 2
Needs supplemental tube feedings 1
Nothing by mouth (NPO); exclusively parenteral or 0
enteral feeding
Normal 4
Slow or sloppy; all words are legible 3

Handwriting Not all words are legible 2
Able to grasp pen but unable to write 1
Unable to grip pen 0
No gastrostomy/normal 4
No gastrostomy; somewhat slow and clumsy but no 3

Cutting food and | help required

handling utensils No gastrostomy; can cut most foods although clumsy 5
and slow; some help needed
No gastrostomy; food must be cut by someone but can 1
still feed slowly
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No gastrostomy; needs to be bed

With gastrostomy; normal

With gastrostomy; clumsy but able to perform with
manipulations independently

With gastrostomy; some help needed with closures and
fasteners

With gastrostomy; provides minimal assistance to
caregiver

With gastrostomy; unable to perform any aspect of
task

Dressing and

hygiene

Normal

S

Independent and complete self-care with effort or
decreased efficiency

w

Intermittent assistance or substitute methods

Needs attendant for self-care

Total dependence

Turning in bed
and adjusting bed

clothes

Normal

Somewhat slow and clumsy but no help needed

Can turn alone or adjust sheets but with great difficulty

Can initiate but not turn or adjust sheets alone

Helpless

Walking

Normal

Early ambulation difficulties

Walks with assistance

Nonambulatory functional movement only

No purposeful leg movement

Climbing stairs

Normal

Slow

Mild unsteadiness or fatigue

Needs assistance

Cannot do

Breathing

Normal

PO RLPIN W HPIO|IRLINWI PR OIRLPINW ~O|IFRL|N

Shortness of breath with minimal exertion (walking,
talking etc.)

Shortness of breath at rest

Intermittent (e.g. nocturnal) ventilatory assistance
required

Ventilator dependent
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Overview: The Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rating Scale (ALSFRS) is
an instrument for evaluating the functional status of patients with Amyotrophic Lateral

Sclerosis. It can be used to monitor functional change in a patient over time.

Measures: (1) speech (2) salivation (3) swallowing (4) handwriting (5) cutting food
and handling utensils (with or without gastrostomy) (6) dressing and hygiene (7)
turning in bed and adjusting bed clothes (8) walking (9) climbing stairs (10) breathing

ALSERS = SUM (points for all 10 measures)

Interpretation:

e Minimum score: O
e Maximum score: 40

e The higher the score the more function is retained.

Performance:
e It shows close agreement with objective measures of muscle strength and
pulmonary function.
e |t shows good construct validity and is sensitive to change in the patient’s
condition.

e |t shows test-retest reliability and is consistent.

References:

ALS CNTF Treatment Study (ACTS) Phase I-Il Study Group. The Amyotrophic Lateral
Sclerosis Functional Rating Scale. Assessment of activities of daily living in patients
with Amyotrophic Lateral Sclerosis. Arch Neurol. 1996; 53: 141-147.

Cedarbaum JM Stambler N. Performance of the Amyotrophic Lateral Sclerosis
Functional Rating Scale (ALSFRS) in multicenter clinical trials. J Neurological
Sciences. 1997; 152 (Suppl 1): S1 - S9

254




255




