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RESUMO

A esclerose lateral amiotréfica (ELA) esporadica é uma doenga neuro-
degenerativa que acomete o neurénio motor. Sua etiologia ainda ndo
foi totalmente esclarecida e é considerada multifatorial. O objetivo
desse trabalho é fazer uma revisdo narrativa sobre os mecanismos
fisiopatolégicos da ELA esporadica, com foco no papel da neuroin-
flamagao, além de descrever estudos envolvendo a pesquisa de bio-
marcadores de diagnéstico e progndstico. O processo de neuroin-
flamagdo na ELA é considerado secundario as alterac8es que levam
a morte neuronal, podendo influenciar na taxa de progressdo da
doenca. Existem diversos estudos sobre o perfil dos fatores inflama-
térios na ELA, por vezes com resultados contraditérios, reforcando a
dificuldade de analise desses fatores num organismo dinamico. Ain-
da assim, no contexto da ELA, o estudo de possiveis biomarcadores
diagndsticos e/ou prognosticos é valido e de grande interesse, pois
permitiria um avango nos ensaios clinicos que buscam novos trata-
mentos, bem como na condugdo e planejamento de cada caso.

Palavras-chave: Esclerose Lateral Amiotréfica; Inflamagdo; Biomar-
cador.

ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease
that affects the motor neuron. Its etiology has not been fully clarified
and is considered multifactorial. The aim of this sudy is to perform a
narrative review on the pathophysiological mechanisms of sporadic
ALS, focusing on the role of neuroinflammation. It will also discuss
studies investigating diagnostic and prognostic biomarkers. Neuroin-
flammation in ALS is considered to be a secondary event, triggered
by neuronal death, and it may influence disease progression. There
are several studies on inflammatory factors in ALS, some with contra-
dictory findings, reinforcing the difficulty of assessing these factors
in a dynamic organism. Even so, in ALS context, the study of possible
diagnostic and/or prognostic biomarkers is valid and of great inte-
rest. This may allow the advance of clinical trials that investigate new
treatments, as well as the management of individual cases.
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INTRODUGAO

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) caracteri-
za-se por quadro progressivo de degeneragao do neuroénio
motor e, consequentemente, paresia gradual da muscula-
tura estriada esquelética com incapacidade funcional se-
cundéria e sobrevida média de 3-5 anos. De acordo com
os aspectos genéticos, a ELA pode ser classificada em: 1)
familiar, isto €, com causa genética definida (5 -0% dos ca-
s0s); e ii) esporadica, quando ndo ha evidéncia de padrio
de heranga familiar (90-95% dos casos)'.

O processo fisiopatologico envolvido na ELA es-
poradica ¢ multifatorial e ainda nao foi totalmente eluci-
dado. Evidéncias sugerem varios mecanismos envolvidos,
sendo os principais: excitotoxicidade mediada pelo gluta-
mato, mutagdo de diversos genes como SODI, TARDBP/
TDP-43 e FUS, expansdes repetidas de hexanucleotideos
(GGGGCC) do gene CYorf72, anormalidades de fatores
neurotréficos, neuroinflamagao, desarranjo dos neurofila-
mentos e disfungdo mitocondrial, entre outros?.

Neste artigo abordaremos o papel da neuroinfla-
macdo na ELA, além de descrever estudos envolvendo a

pesquisa de biomarcadores de diagndstico e prognostico.

METODOS

Foi realizada uma revisao ndo sistematica na base
de dados PubMed/MEDLINE. Os termos utilizados na
pesquisa foram ‘“amyotrophic lateral sclerosis” em asso-
ciagdo com “inflammation”, “IL-2”, “IL-4”, “IL-6”, “IL-
87, “IL-10”, “IL-177, “MCP-17, “IP-10”, “RANTES”,
“MIG”, “TNF”, “sTNFR” “IFN-y”, “biomarker”. A sele-
¢do dos artigos ocorreu a critério dos autores, sendo prio-
rizados trabalhos originais da ultima década realizados em

humanos.

NEUF:’OINFLAMAQ/Z\O NA ELA

Sinais de inflamagdo e ativacdo do sistema imu-
ne ja foram evidenciados no sangue, liquor e em estudos
post-mortem de pacientes com ELA®. O processo de infla-
macao do sistema nervoso central (SNC) na ELA, também
chamada de neuroinflamacao, ¢ provavelmente secundario
as alteragdes que levam a morte neuronal, possivelmente
influenciando na taxa de progressdo da doenca e ndo no
mecanismo inicial>?.

As células da glia, em especial as microglias e as-
trocitos, sdo células ndo neuronais que promovem suporte

e protecdo aos neurdnios, garantindo assim a homeostase
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do meio®. A micréglia atua como uma das primeiras linhas
de defesa do sistema nervoso central, sendo considerada
um componente do sistema imune inato®. A microglia é
sensivel as mudancas patologicas encontradas na ELA,
por exemplo, anormalidades no enovelamento e agrega-
¢do de proteinas e aumento de adenosina trifosfato (ATP)
liberada de neurdnios motores degenerados, modificando
assim a sua estrutura e func¢éo ap6s detecta-las®’. Estudos
utilizando tomografia por emissdo de positrons (PET) e
marcadores microgliais (ex.: (18)F-DPA-714) possibilitam
a avaliag@o da ativagdo microglial in vivo. Nesse sentido,
pacientes recém-diagnosticados com ELA apresentaram
aumento da ativagdo microglial na area motora primaria,
area motora suplementar e lobo temporal em comparagao
com controles®. A ativagao microglial inicial leva a libera-
¢do de mediadores inflamatorios, que por sua vez, favore-
cem a disfun¢do da barreira hematoencefalica (BHE) e a
entrada de leucocitos da periferia para o SNC”.

Em estudo post-mortem foi verificado aumento da
proteina quimiotatica de mondcito-1 (MCP-1) no liquor e
nas células da glia de pacientes com ELA em compara-
¢do com controles'’. A liberagdo de MCP-1 pela microglia
promove a infiltragdo de monocitos através da BHE. Es-
ses monocitos adquirem fenotipo pré-inflamatorio e con-
tribuem para a morte do neur6nio motor’. Nao apenas os
monocitos provenientes do sistema imune periférico, mas
também os linfocitos podem contribuir para a progressao
do processo neurodegenerativo observado na ELA. Os lin-
focitos T podem se diferenciar em subtipos de T auxiliares
(Th) 1, Th2, Th17 e T reguladoras (Treg), determinados
pelo perfil de citocinas produzidas no meio extracelular
791 Estudos indicam que os subtipos Th1 e Th17 promo-
vem um estado de inflamacgao cronica, contribuindo para o
processo de neurodegeneragdo. J& os subtipos Th2 e Treg
reduzem a ativacdo microglial e promovem um ambiente
neuroprotetor, reduzindo assim a progressdo da doenga’”.
Estudos que corroboram esta hipotese encontraram nos pa-
cientes com ELA correlagdo negativa entre a concentragao
de linfocitos Treg e a taxa de progressdo da ELA!>13. En-
tretanto, sugere-se que esse ambiente neuroprotetor ocorra
somente nas fases iniciais da doenca”'2.

Além de microglia e células imunes periféricas in-
filtradas no SNC, os astrocitos também desempenham pa-
pel fundamental no processo neuroinflamatdrio associado
aneurodegeneracdo. Postula-se que a liberacdo de fatores
neurotréficos e a recaptacdo do glutamato pelos astréci-

tos atuem como neuroprotetores na fase inicial da ELA. A
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liberagdo do fator de transformagdo do crescimento-beta
(TGF-B) por astrécitos também auxilia na supressdo da
ativagdo microglial. Entretanto, a medida que a doenca
progride, os fatores pro-inflamatorios liberados no meio
promovem a ativagdo astrocitaria, levando a redugdo da
liberagdao de fatores neurotréficos, hiporegulagcdo (down-
-regulation) dos transportadores de glutamato (GLT1/
EAAT?2) e liberagdo de fatores neurotoxicos e citocinas®’

Importante lembrar que a degeneragdo neuronal
na ELA ndo ocorre somente no corpo do neurdnio motor,
mas também na periferia, em seu axonio. A degeneracdo
axonal promove o recrutamento de macréfagos para o sitio
da lesdo ja detectado em estudos com modelos animais.
Entretanto, ndo se sabe ao certo o papel do macréfago na
progressdo da doenga, ja que alguns estudos demonstra-
ram efeitos neuroprotetores’.

A ativagdo imune leva a libera¢ao de diversas ci-
tocinas anti e pro-inflamatdrias no SNC e na periferia. Nao
se sabe ao certo o papel de cada citocina na fisiopatologia
da ELA e se elas teriam uma acao individual ou em siner-

gismo?.

Disfuncao da barreira hematoencefalica (BHE)
na ELA

Ha evidéncias de disfuncdo da BHE e reducdo
do numero de pericitos (célula mesenquimal que auxilia
no suporte dos vasos sanguineos) em pacientes com ELA
quando comparados a controles. Além disso, foi descrita
uma correlagdo negativa (r=-0,75; p<0,01) entre o nime-
ro de pericitos ¢ a magnitude da disfungdo da BHE'". O
aumento nos niveis de albumina, imunoglobulina (Ig)G e
proteina do Complemento C3 no liquor de pacientes com
ELA em comparag@o aos controles corrobora a hipotese de
que ha disfun¢ao da BHE!>"!'". Estudos utilizando modelos
animais de ELA também demonstraram ruptura da BHE
nos estagios iniciais e avangados da doenga'®.A correla-
¢do positiva entre niveis de neurofilamentos no sangue ¢
no liquor de pacientes com ELA também corrobora esse
dado".

Como ja descrito anteriormente, a ativacdo mi-
croglial resulta em liberagdo de mediadores inflamatorios,
que por sua vez, favorecem a disfungdo da BHE na ELA®.
Essa disfungéo ja foi evidenciada em outros trabalhos'*!%1°
e sua importancia estd em permitir estudos com dosagem
de fatores inflamatorios na periferia, como no soro/plasma,
que possam refletir o que ocorre no SNC. A partir destes

estudos, poderdo ser identificados biomarcadores ou até
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medicamentos que possam ser dosados e administrados na
periferia, sendo, portanto, menos invasivos para os pacien-
tes.

A figura 1 mostra de forma simplificada como

ocorre o processo de neuroinflamagao na ELA.
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Figura 1 — Mecanismos envolvidos na neuroinflamagao na ELA

Perfil de citocinas séricas e liqudricas na ELA

Os resultados dos estudos transversais envolvendo
a analise de fatores inflamatdrios no liquor e/ou sangue
de pacientes com ELA encontram-se resumidos na tabela
1102030 Poucos sdo os estudos que avaliaram o perfil de
citocinas na ELA de forma longitudinal. Um deles ava-
liou 13 pacientes com ELA e 7 controles higidos por meio
de duas coletas de sangue com intervalo de 6 meses. Nao
foram feitas analises de pareamento entre os grupos em
relacdo a idade e sexo. Na primeira avaliacdao (A1) houve
aumento significativo do nivel de IL-6 nos pacientes em
comparacao com controles (p<0,05). Na segunda avalia-
¢do (A2), o nivel de IL-6 foi semelhante entre os grupos,
porém significativamente menor (p<0,01) ao comparar
os pacientes na A2 com Al. Ainda na A2, houve redugao
significativa de IL-2 (p<0,05) e aumento significativo de
IL-8 (p<0,01) nos pacientes comparados com controles. A
analise de TNF, IL-4 ¢ IL-10 nao evidenciou diferengas
significativas entre os grupos?’.

Um estudo recente avaliou a concentragdo sérica
de fatores inflamatorios de 95 pacientes com ELA e 88
controles (nao pareados em relagdo a idade e sexo). Além
disso, no mesmo estudo, foi realizada uma avaliagdo lon-
gitudinal de 59 pacientes com seis coletas realizadas a

cada 2-4 meses, com o0 maximo de 2 anos de seguimento.
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Foi encontrado um aumento significativo nos niveis de
TNF, IL-2, IL-8, IL-4 ¢ IL-10 e redugao significativa nos
niveis de IFN-y em pacientes com ELA comparados com
controles. Apés analise multivariada, mantiveram-se os
aumentos significativos nos niveis de IL-6, TNF e IL-4,
e a reducgdo significativa nos niveis de IFN-y em pacien-
tes comparados aos controles. Houve correlagdo negativa
entre a pontuagdo na escala funcional e a concentragido
de IL-6 e TNF. Niveis elevados de IL-2 foram preditores
de baixa sobrevida. Na analise longitudinal das citocinas
(N=59), somente a IL-6 apresentou aumento significativo
na comparacao entre a primeira e a sexta coleta. Nao foram
encontradas associacdes entre as citocinas € a progressao
da doenga durante o estudo longitudinal®®.

De forma geral, os estudos demonstraram aumen-
tos nos niveis das citocinas analisadas. No entanto, resulta-
dos controversos foram encontrados, reforcando a comple-
xidade da analise desses fatores em humanos, ja que diver-
sas variaveis, por vezes dificeis de serem excluidas, pode-
riam influenciar o resultado final. Entretanto, dos trabalhos
analisados, encontramos certa concordancia de resultados
em relacdo aos niveis de IL-8, IP-10, IL-6 e IL-17. Con-
sideramos que esses fatores, se analisados em conjunto,
podem ser considerados como possiveis biomarcadores,
entretanto estudos longitudinais e envolvendo tamanhos
amostrais maiores devem ser realizados para validar essa
possibilidade.

A comprovacao do papel da inflamag2o na fisiopa-
tologia da ELA possibilitaria o desenvolvimento de medi-
camentos que atuem na reducao da progressdo da doenga.
De fato, diversos ensaios clinicos com agentes anti-infla-
matorios e imunossupressores ja foram realizados ou estdo
em andamento, infelizmente ainda sem eficacia comprova-
da. Dentre esses medicamentos podemos citar a ciclospo-

rina, minociclina, celecoxibe e glatiramer?!.
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Tabela 1 — Estudos envolvendo mediadores inflamatérios no liquor e/ou sangue
de pacientes com ELA

FATOR  MATERIAL RESULTADO REFERENCIA
Liquor Aumentado* 10
Liquor Aumentado* 20
Sangue Sem diferenca*
Sem associacdo com idade de inicio ou
duragdo da doenga
Liquor 21
Sangue Aumentado*
MCP-1 Aumentado*
Liquor 22
Sangue Sem diferenca*
Sem diferenca*
Liquor 23
Preditor de maior sobrevida
Liquor 24
Aumentado™*
Correlacdo negativa com escala funcional
Liquor Aumentado** 25
Sangue Aumentado**
RANTES Sem correlagdo com duragéo da doenca
Sangue Preditor de menor sobrevida 23
Liquor Preditor de menor sobrevida 23
Liquor Correlagéo negativa com escala funcional 26
IL-8
Liquor Aumentado** 24
Sangue Aumentado® 27
Sangue Correlag&o positiva com a duragéo da 23
doenca
IP-10 Liquor
Aumentado™* 24
Correlag&o positiva com a duragéo da
doenca
Liquor Aumentado* 26
IL-2 Sangue Reduzido® 27
Sangue Preditor de baixa sobrevida 28
Liquor Sem diferenga™ 24
IL-4 Sangue Sem diferenga* 27
Sangue Aumentado* 28
Liquor Aumentado* 26
IL-6 Sangue Aumentado* 27
Sangue Aumentado* 28
Aumentado no estudo longitudinal
IL-10 Sangue Preditor de maior sobrevida 23
Sangue Sem diferenca* 27
Liquor Aumentado* 26
IL-17
Liquor Aumentado** 24
25
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Sangue Aumentado* 29
Correlagao positiva com a duragéo da
doencga
Liquor
TNF Aumentado™* 24
Sangue
Sem diferenca® 27
Sangue
Aumentado* 28
STNFR Sangue Aumentado* 30
Sem correlagdo com duracao ou gravidade
da doenca
Sangue Aumentado® 29
Correlagao positiva com a duragéo da
doenca
IFN-y Liquor
Aumentado™* 24
Sangue
Reduzido* 28

*Na comparagdo entre pacientes com ELA e controles ** Na comparagéo
entre pacientes com ELA e controles com outras doengas neurologicas néo-
inflamatorias (DNNI)

MEDIADORES INFLAMATORIOS COMO
BIOMARCADORES NA ELA

No contexto da ELA, a defini¢do de um biomarca-
dor diagndstico e/ou progndstico permitiria um avango nos
ensaios clinicos, bem como na condugdo e planejamento
de cada caso. Diversos biomarcadores no liquor, sangue,
urina e saliva ja foram ou estdo sendo testados. Dentre eles
podemos citar aminoacidos, citocinas, quimiocinas, fato-
res de crescimento, metabodlitos e neurofilamentos'®?.

Os neurofilamentos sdo filamentos intermediarios
que compdem a maior parte do citoesqueleto neuronal e
sdo divididos em relagdo ao seu peso molecular em cadeia
leve, intermediaria e pesada®. Uma revisdo sistematica se-
guida por meta-analise concluiu que os neurofilamentos de
cadeia leve e pesada no liquor, apesar de ndo serem especi-
ficos da doenga, sdo potenciais biomarcadores de progres-
sdao da ELA, visto que se correlacionaram negativamente
com a duragdo da doenga*’. Em relagdo aos demais pos-
siveis biomarcadores da ELA, considera-se, atualmente,
que os neurofilamentos estdo em estagio mais avangado
de estudos, com sensibilidade variando de 77-97,3% e es-
pecificidade entre 71-95%, podendo ser dosados no liquor
ou no sangue'’.

As citocinas e quimiocinas, ja descritas anterior-
mente, também sdo consideradas potenciais biomarcado-
res na ELA. Entretanto, os diversos estudos nessa area nao
mostraram resultados concordantes, sugerindo que a infla-
magao na ELA possa ser regulada de forma independente

por outros fatores ainda ndo totalmente compreendidos,
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como comorbidades clinicas, nivel de atividade motora,
uso de medicamentos e drogas®.

A excitotoxicidade mediada pelo glutamato ¢ con-
siderada um dos mecanismos fisiopatologicos da ELA. O
riluzol, que ¢ uma medicacdo antiglutamatérgica, foi libe-
rada para o uso em pacientes em 1995 apos estudo que
demonstrou aumento da sobrevida em relagdo ao place-
bo*3. Por esse motivo, a concentragdo sérica e liquorica de
glutamato também foi avaliada nos pacientes. No liquor,
alguns estudos demonstraram aumento, porém, outros,
ndo evidenciaram diferenca significativa ao comparar
pacientes com ELA e controles'’. Resultados controversos
também foram encontrados ao avaliar a concentragdo de
glutamato no sangue em resposta ao tratamento de 6 meses
com riluzol®.

Dos estudos envolvendo analise de metabolitos na
urina, podemos destacar o aumento do nivel de receptor de
neurotrofina p75 ao comparar pacientes com ELA e con-
troles e sua correlacdo com o declinio na escala funcio-
nal®. Achados semelhantes foram encontrados ao avaliar
os niveis de 8-hydroxil-2’-deoxiguanosina, um marcador
de dano do DNA secundario ao estresse oxidativo'®. Am-
bos os metabolitos sdo potenciais biomarcadores de prog-
néstico na ELA, com a vantagem de serem dosados na
urina.

Existem poucos estudos envolvendo analise de
metabolitos na saliva. Dentre eles podemos citar a analise
do nivel de cortisol 30 minutos apods acordar, que se mos-
trou significativamente menor nos pacientes em relagao
aos controles. Essa reducdo apresentou correlagdo signifi-
cativa com piora da funcionalidade ¢ com a gravidade de
sintomas depressivos®.

Alguns biomarcadores em potencial ja estdo sen-
do utilizados em ensaios clinicos, como IL-6, IL-10, TNF,
neurofilamentos, entre outros. Alguns sdo dosados sozi-
nhos e outros em associagdo com o objetivo de aumentar
a sensibilidade e/ou especificidade. Um desses exemplos
¢ a analise liquorica da combinagdo de IL-10, IL-6, fa-
tor estimulador de colonias de granuldcitos e macrofagos
(GM-CSF), IL-2 e IL-15 que apresentou sensibilidade de
87,5% e especificidade de 91,2% para diferenciar pacien-
tes com ELA de controles com outras doengas'®.

Atualmente, os estudos longitudinais estdo rece-
bendo maior atengdo com o objetivo de determinar se ha
mudanga nos niveis dos biomarcadores ao longo da pro-

gressdo doencga.
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CONCLUSAO

A ELA ¢ uma doenca neurodegenerativa incapa-

citante e incuravel, que apresenta etiologia multifatorial.

A inflamag@o esta implicada na sua fisiopatologia, influen-

ciando na taxa de progressao da doenca. Os estudos em

humanos sdo complexos e susceptiveis a variaveis de di-

ficil

exclusdo. Apesar dessas dificuldades, a defini¢do do

papel da neuroinflamagdo na ELA ¢ importante, pois pode

permitir a descoberta de biomarcadores e de novos alvos

terapéuticos.
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