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APRESENTACAO

Farmacia e Biomedicina integram o time das ciéncias da saude que constituem
nas areas que estudam sobre a vida, a saude e a doenca. No qual focam na manutencéo
e na melhoria da saude para o individuo, grupos especificos e comunidades.

A obra “Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes” consiste de uma série de livro
(E-book) de publicagao da Atena Editora, em seus 28 capitulos de artigos cientificos
do volume I, a qual abordam tematicas atualizadas de diferentes ambitos que vao
desde relatos de casos até a analise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre
outros.

Sendo assim, almejamos que este livio possa contribuir com informagdes
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da area de farmacia e
biomedicina, oportunizando a ampliagdo dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Leticia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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CAPITULO 25

UTILIZACAO DE NEUROPROTETORES FAVORECE
A SOBREVIDA DOS MOTONEURONIOS DA MEDULA
ESPINAL NA ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA
(ELA) — UMA REVISAO SISTEMATICA E METANALISE

Thais Costa Porto Marinho
Centro Universitario IBMR, Rio de Janeiro, RJ

Angélica Dutra de Oliveira
Centro Universitario IBMR, Rio de Janeiro, RJ

RESUMO: A Esclerose Lateral Amiotréfica
(ELA) € uma doenca neurodegenerativa fatal
caracterizada pelo acometimento do neurénio
motor superior e inferior, tronco encefalico
e medula espinal, causando
muscular progressiva e atrofia. E uma doenca
multifatorial, caracterizada pela mutacéo
na enzima Cu/Zn superdxido dismutase-1
(SOD1). As causas mais provaveis para
surgimento e desenvolvimento da doenca se
implicam na excitotoxicidade do glutamato,
no entanto, estratégias neuroprotetoras e
neurorregenerativas, surgiram como uma
forma de tratamento promissora na tentativa
de reducdo da progressao da degeneracao
neural. O delineamento metodoldgico seguiu o
modelo PRISMA. Foram utilizadas as bases de
dados: PUBMED, Lilacs, Scielo, Science Direct
e Bireme, sem filtro de data inicial até julho de
2018. Para quantificar os efeitos do tratamento
foi utilizado o tamanho do efeito (g), corrigido
pelo viés (g de Hedge) com IC de 95%. As
metanalises foram aplicadas usando o modelo
de efeito fixo a partir da heterogeneidade
dos tamanhos de efeito. Os neuroprotetores

fraqueza
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utilizados por Tollosa (2011), Crossio (2012)
(2012)
concentracdo do glutamato, diminuindo o

e Lee apresentaram reducdo na
processo inflamatoério e reduzindo os niveis de
agentes oxidantes. Nesse contexto, foi avaliado
os niveis de THA, NF-KB e TNF para avaliar
a possivel neuroprotecdo. A mensuragao do
THA demonstrou efeito -5,67. Em relagdo ao %
NF-KB, 0 mesmo mostrou um efeito 119,19 (p<
0,0001). Por ultimo, a avaliacdo dos niveis de
TNF apresentou um efeito 176,78 (p< 0,0001).
A analise estatistica dos dados demonstrou
que houve reducdo nos niveis extracelulares
de TNF e na ativacdo NF-KB, sugerindo que
a utilizacdo dos neuroprotetores minimizou
a morte neuronal. Sendo assim, sugere-se
que a utilizacdo de neuroprotetores na ELA
promove maior sobrevida dos motoneurdnios
da medula espinal, possibilitando a redugéo do
processo inflamatério e da neurodegeneragao.
No entanto, esses neuroprotetores agem em
diferentes vias, assim a utilizacdo de dois ou
mais neuroprotetores em conjunto poderia
repercutir em resultados diferentes.

PALAVRAS-CHAVES: Esclerose  Lateral
Amiotrofica, ELA, Doenca do neurdnio Motor,
Neuroinflamacéo, Excitotoxicidade.

ABSTRACT: Amyotrophic Lateral Sclerosis
(ALS) is a fatal neurodegenerative disease
characterized by the death of upper and lower
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motor neurons, brainstem and spinal cord, causing a progressive muscle weakness and
atrophy. Its cause is multifactorial characterized by to a mutation in the Cu/Zn-superoxide
dismutase gene (SOD1). The most likely causes for the onset and development of the
disease imply excitotoxicity in the presence of glutamate, however, the neuroprotective
and neurodegenerative strategies emerged as a promising form of treatment in an
attempt to reduce the progression of neural degeneration. The methodological lineation
was performed according to the declaration of the PRISMA, based on articles searched
in the databases: Pubmed, Lilacs, Scielo, Science Direct and Bireme. The search was
limited to English language publications, having no filter from the initial date until July
2018. To quantify the effects of the treatment, the effect size (g), corrected for bias (g
of Hedge) with 95% CI was used. The Meta-analyzes were used using the fixed effect
model of the heterogeneity of effect sizes. The neuroprotectors were used by Tollosa
(2011), Crossio (2012) and Lee (2012), in reducing glutamate, decreasing the action
process and levels of oxidizing agents. In this context, levels of THA, NF-KB and TNF
have been published to assess neuroprotection. A THA measurement showed an effect
-5,67. Regarding %NF-KB, it had a 119.19 (p <0.0001) effect. Finally, an evaluation
of TNF levels showed an effect 176,78 (p <0.0001). A statistical analysis of the data
was restricted in the extracellular domains of TNF and NF-KB, suggesting that the use
of neuroprotectors minimized neuronal death. Therefore, they suggest that the use of
neuroprotectors in ALS promotes a greater survival of the spinal cord motoneurons,
allowing a reduction of the process of combat to neurodegeneration. However,
neuroprotectors act in different ways, as the use of two or more neuroprotectors
together could have repercussions on different results.

KEYWORDS: Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS, Motoneurons diseases,
Neuroinflammation, Excitotoxicity.

11 INTRODUGCAO

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa fatal
caracterizada pelo acometimento dos neurdnios motores superiores (NMS) e inferiores
(NMI), tronco encefalico e medula espinal, sendo de rapida progressao [1,14,15].

A idade média do aparecimento da doenca ocorre entre 50 e 65 anos, além de
possuir um tempo curto de sobrevida, cerca de 3-5 anos. Aproximadamente 5 - 8% dos
casos de ELA sao familiares, e cerca de 20% ocorre devido a uma mutacado no gene
da superdxido dismutase Cobre/Zinco (SOD1) [12,18].

Possui perfil multifatorial e de etiologia desconhecida, com variedade genética
e fatores ambientais. As causas mais provaveis para o desenvolvimento da doenca
implicam a excitotoxicidade na presenca do glutamato, estresse oxidativo, alteracéao
na fungdo mitocondrial e neuroinflamacéo [15].

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central
(SNC), possuindo grande importancia na cognigcéo, transporte rapido no impulso
nervoso, memoria, movimentacao, sensacéo, além de ser crucial para a plasticidade
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singptica. Os neurdnios do SNC possuem dois tipos de receptores de glutamato: os
ionotropicos e 0 metabotropicos. Os ionotropicos séo divididos em trés grupos: N-metil-
D-aspartato (NMDA), amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato e Kainato (AMPA/
KA) e os metabotropicos sdo do grupo mGluR, que podem ser mGluR1, mGIuR3 e
mGIluR5 [4,19,20].

A definicao de ionotropico se da devido a ativacao desses receptores através de
ions, ou seja, 0 aumento da concentracao de ions especificos modulara positivamente
a ativacao dos receptores MNDA e AMPA/ KA através do Ca*?e Na*respectivamente.
Ambos se agregam no mesmo complexo proteico transmembranar, dessa forma, a
neurotransmissao mediada pelos receptores iGLURs sao rapidas. [19,20].

No entanto, a ativacdo dos receptores metabotrdpico ocorre por meio de uma
proteina G que ao ser fosforilada desencadeara uma cascata de reacées intracelulares,
possibilitando a ativagdo de canais iénicos localizados na superficie da membrana
plasmatica do neurbnio pds sinapticos, sendo considerada uma neurotransmisséao
mais lenta [19,20].

Segundo Ruggiero e col (2011), os receptores NMDA ficam localizados na
membrana pos sinaptica das sinapses excitatorias e possuem maior permeabilidade
ao Ca*? do que os receptores AMPA e KA. Essa maior permeabilidade ao Ca*?*faz com
gue ele contribua diretamente com mecanismos neurotoxicos.

Na familia dos receptores L-Glu o mais estudado € o NMDA. Em estudos prévios,
receptores L-Glu estéo envolvidos no mecanismo de excitotoxicidade e degeneracéo
neural e isto foi reforcado quando utilizaram injecdo de NMDA intravitrea como um
modelo de lesao in Vivo, estimulando a degeneracdo de células da retina de ratos.
Sendo assim, 0 aumento da concentragcdo do glutamato pode exercer em algumas
situacbes efeitos neurotdxicos que podem induzir a degeneracdo neural. Segundo
Sungyoub e col (2012), a excitotoxicidade causada pelo aumento dos niveis do
glutamato tem se mostrado significativamente importante para a degeneracdo dos
neurdnios motores nesta patologia [13,16,17,19,23,25].

Esta hipotese é sustentada pelo aumento da concentracdo de glutamato
encontrado no fluido cérebro espinal em pacientes com ELA [7]. Isso ocorre devido a
uma diminuicdo da recaptacao do glutamato pelas células da Glia e por transportadores
préprios (GLT-1) presentes nas células neuronais pré-sinapticas e da medula espinal.
A ineficiéncia na recaptacao resulta em uma excessiva concentracdo de glutamato
na fenda sinaptica, ocasionando uma hiperestimulacao dos receptores de glutamato.
Promovendo a elevacéo nos niveis de Na* e Ca?*, podendo promover morte neuronal
(Figura 1) [7,25].
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Figura 1: llustragéo da transmissao glutamatérgica e ativagéo dos receptores NMDA, AMPA/
KA e mGIuR através dos ions Na*?e Ca*2. Apos o estimulo excitatorio, as células da glia e
transportadores proprios do neurdnio pré-sinaptico realizam a recaptacao do glutamato.

Dessa forma, a morte neuronal ocasionada pela excitotoxicidade promove um
quadro neuroinflamatoério. Em contrapartida, as células da Glia quando lesadas, liberam
citocinas pro-inflamatorias, dentre elas interleucina seis (IL-6), interleucina 183 (IL-18,)
fator de necrose tumoral (TNF), interferon gama (IFN-y), Ciclooxigenase 2 (COX2),
prostaglandina (PGE2) e espécie reativa de oxigénio (ROS) [1,5,11,15,18,25].

A sintese desses mediadores pré-inflamatérios e outros mecanismos de
sinalizagao celular presentes na ELA induz a ativagédo do NF-KB. O NF-KB é um fator
de transcricdo nuclear que pode ser ativado através de estresse oxidativo e aumento
dos niveis de Ca*? intracelular, além de estar envolvido na resposta imune inata e
adaptativa [4]. Quando esse fator ndo esta ativado ele se encontra no citoplasma
ligado a uma proteina inibitéria IKB. Esse complexo IKB impede a translocacéo do NF-
KB para o nucleo aonde este sera fosforilado e ativado [5,7].

Inumeros fatores levam a fosforilagdo do IKB, o que é importante para a
sua degradacdo. Dessa forma, depois de fosforilada IKB recebe a adicdo de uma
ubiquitina, sendo enderecada para a degradacgao via proteassoma e resultando na
ativacao do NF-KB. No entanto, para controlar essa ativagao, o NF-KB possui um
inibidor fisiolégico o IKBa. O IKBa se juntara a p50 impedindo que ela esteja livre e se
associe ao NF-KB e consequentemente, translocada para o nucleo [5,7].

Estudos recentes apresentam diversos neuroprotetores, dentre eles o Cape, Bay -
11-7082, Receptor antagonista AMPA/KA [CNQX], Grelina, Antocianina, GFAP-IkBaAA
e GFAP-IkBaAA/SOD1G93A. Estes possuem mecanismos de acédo diferenciados na
contencao daneurodegeneracao e nadiminuicdo do processoinflamatério. Alguns agem
inibindo a ativacdo do NF-KB, na ativacdo microglial e consequentemente, promove
a diminuicao da liberacdo de mediadores pro-inflamatérios. Outros, competirdao pelo
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mesmo sitio de ligagdo do glutamato, reduzindo o estresse oxidativo e ROS [1,10,15,
21].

Neste trabalho abordamos a acdo dos neuroprotetores interferindo na
excitotoxicidade promovida pelo glutamato e correlacionando com um melhor
prognéstico da ELA. Desta forma, analisamos a efetividade dos neuroprotetores na
contencdo da degeneracado neuronal e a sua possivel eficacia no aumento da sobrevida
dos neurénios motores.

2| METODOLOGIA

A revisdo sistematica foi desenvolvida de acordo com a declara¢do do PRISMA,
com base em artigos pesquisados nos bancos de dados do Pubmed, Lilacs, Scielo,
Science Direct e Bireme. As buscas foram realizadas na lingua inglesa, sem filtro
para data inicial e até julho de 2018. As palavras chaves utilizadas para a realizacéo
da pesquisa foram ELA, Esclerose Lateral amiotréfica, doenca do sistema imune,
desordem imune e neuroinflamacao.

ApOs a elaboracéo das palavras chaves, a busca nas bases de dados apresentou
um total de 1.297 artigos, onde ap06s a analise dos titulos e resumos foram selecionados
100 artigos para a leitura dos artigos integra. ApOs a aplicacéo dos critérios de inclusao,
6 artigos que contemplaram os critérios de elegibilidade, conforme demonstrado na
figura 2.

Dados utilizados na anélise estatistica foram passados para o software Stata
Intercooled 9.2. Os dados foram combinados, e realizamos metanalise com modelo
de efeitos fixos. Para quantificar os efeitos do tratamento foi utilizado o tamanho do
efeito (g), corrigido pelo viés (g de Hedge), com intervalo de confianca (IC) de 95%.
Foram realizados testes de heterogeneidade e viés de publicacdo ap6s analise, e 0s
valores de p <0,0001 e p < 0,05 foram considerados indicativos de heterogeneidade
dos tamanhos de efeito.
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A Metanalise foi realizada para cada indicador presente nos estudos, respeitando

as avaliagdes e de acordo com a disponibilidade de indicadores, visto a existéncia
de lacunas em determinados indicadores. Das analises metanaliticas realizadas

verificam-se todos os valores de P com significancia estatistica (Tabela 1).

Neste estudo, foram observados efeitos dos neuroprotetores na contencao

da neurodegenderacdo no grupo controle e experimental, e a correlagdo com a

porcentagem do numero de neurdnios motores da medula espinal de ratos.

. Paciente Controle Efeito
Indicador Estudos — — M 95%-IC p-valor
Média | +DP | Média | +DP | Geral
Tolosa, 2011 11,6 0,95 13 1,1 -5,67 | [-2,16; -0,64]
THA <0,0001
Lee, 2012 6,65 | 0,515 | 15,76 | 1,25 [-9,79; -8,43]
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[243,57;

Tolosa, 2011 | 376,3 | 31,55 | 1105 | 28,39 | 119,19
% NF-KB 288,03] <0,0001
Crosio, 2012 | 1058 | 6.7 | 358 | 9.2 [57.12; 82,88]
Tolosa, 2011 | 1108.,6 | 139,15| 200 |14345|176,78| [803:91:
1.013,29]
TNE 61 <0,0001
Lee, 2012 | 1652 | 41,05 | 17.8 | 575 168,55

Tabela 1: Andlise descritiva de cada indicador presente nos estudos.

Na auséncia de neuroprotecdo, observamos uma redugcdo do numero de
neurénios motores da medula espinal. O grafico 1 mostra o tamanho de efeito dos
estudos do Tolosa e col e Lee e col, onde comparamos o tamanho de efeito dos grupos
com a presenca de um indutor da degeneragcao threohydroxyaspartate (THA) e na
auséncia de neuroprotecédo. O THA é um inibidor da recaptagao de glutamato, ou seja,
ele inibe o transportador de glutamato induzindo um quadro de excitotoxicidade [15].

A partir da analise do gréafico 1, observamos um efeito geral de — 5,67 indicando
que o grupo com auséncia de neuroprotecdo e com a utilizacdo do THA foi favorecido,
ou seja, na auséncia de neuroprotecdo e com a inducéo da degeneracéo observa-se
uma reducéo do numero de motoneurénios na medula espinal.

Tollosa, 2011 ——

Lee, 2012 HlH

_1.40 [-2.16, -0.64]

-9.11 [-9.79, -8.43]

Efeito -

567 [6.17, -5.16]
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Gréfico 1: Forest Plot com Numero de Neurdnio Motor. Analisando o efeito da redugéo do
Numero de Neur6nio motor da medula espinal, foi observado um efeito negativo -5,67 indicando
uma diferenca significante entre pacientes e controles.

No entanto, na presenca de neuroprotecdo, observamos uma reducao da
ativacado de NF-KB o que promove uma diminui¢do da ativagéo astrocitaria e reducéo
da liberagéo de glutamato. Com a diminuic&o da concentra¢do de glutamato na fenda
sinaptica, modulara negativamente os seus receptores localizados nos neurénios
motores, reduzindo o influxo de Ca*?e Na*, minimizando o efeito da hiperestimulacéo
e da sua excitotoxicidade (figura 2).

No gréfico 2, apresentamos o tamanho de efeito do estudo do Tollosa e col e
Crosio e col, observamos o tamanho de efeito dos grupos com auséncia e presenca
de neuroprotecédo. A partir dessa analise, demonstramos um efeito geral de 119,19,
indicando que o grupo com a presenca de neuroprotecao foi favorecido em relagéo ao
grupo com auséncia de neuroprotecao.
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Gréfico 2: Forest Plot para a porcentagem de NF-KB. Analisando os efeito de cada estudo, o
efeito geral foi igual a 119,19 indicando uma diferenca significante entre pacientes e controles.

Além da reducéo da ativacdo de NF-KB, observamos também uma redu¢éo dos

niveis extracelulares de TNF. Essa reducéo promove uma diminuicéo da ativacao de

NF-KB, o que ira refletir na reducéo da ativacao astrocitaria, na liberacao de glutamato

e consequentemente, uma diminuic&o da ativagcdo microglial (figura 3).

Neuroprotetores
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]

T 1Glutamato | ——— T [1Ca+2
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== L1 TAtivagao NF-KB
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/\Microglial |

Neuroprotetores \
+
—— I Microglia

~ Morte l

Figura 3: Inibicdo da ativacdo do NF-KB, ativacao Microglial e hiperestimulacdo dos receptores
de glutamato na presenca de neuroprotecéo (Tolosa e col, 2011; Lee e col, 2012; Crosio e col,

2012).

O grafico 3, mostra uma reducdo dos niveis extracelulares de TNF, onde

analisamos os estudos do Tollosa e col e Lee e col e comparamos o tamanho de

efeito entre os grupo. A partir dessa analise, observamos um efeito geral de 176,78

indicando que o grupo com a presenca de neuroprotecao foi favorecido em relacéo ao

grupo com auséncia de neuroprotecao.
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Grafico 3: Forest Plot do indicador de TNF. Analisando os efeitos de cada estudo e o efeito
geral foi de 176,78 indicando uma diferenca significante entre pacientes e controles.

Dessa forma, podemos concluir, a partir dos dados acima, que na presenca de
neuroprotecao o processo degenerativo € atenuado devido a reducao de fatores proé-
inflamatoérios que induzem o aumento da concentracdo de glutamato e favorecem
o0 quadro neuroinflamatério. Assim, por meio de estratégias neuroprotetoras e
neurorregenerativas € possivel promover uma sobrevida aos motoneurénios da
medula espinal nessa patologia.

4 | DISCUSSAO

O conhecimento sobre a patogénese da ELA tem sido obtido, na maioria das
vezes, a partir de modelos animais com a forma familiar, e este conhecimento tem
permitido desenvolver modelos celulares in vitro para a forma esporadica e estudar as
propriedades de sobrevivéncia destas células, sua interacdo com outros tipos celulares
e a suscetibilidade em condicbes ambientais, que s&o alguns dos fatores envolvidos
na patogénese da doenca [2,9].

As doencas neurodegenerativas agudas e crbnicas possuem a caracteristica
comum de perda de neurbnios por mecanismos originados pela sobreativacdo dos
receptores de glutamato, o qual ocorre por uma excessiva excita¢ao sinaptica mediada
por este aminoéacido, ao que chamamaos excitotocicidade. Por esse motivo, é importante
sabermos 0s mecanismos de receptacao do glutamato por neurénios ou células gliais,
determinando o tempo que o neurotransmissor estara disponivel na sinapse [6, 8].

A expresséo alterada dos transportadores de glutamato na ELA é talvez um dos
melhores exemplos estudados ligando neuropatologia a disfun¢cédo do transportador
glutamatérgico. Em uma série de estudos descobriu-se um aumento nos niveis de
glutamato no liquido cefalorraquidiano, uma diminuicéo na atividade de transporte, e
niveis diminuidos de receptores recaptadores de glutamato em pacientes com ELA,
em comparagdo com um controle ou populacdo de referéncia com individuos que
morreram de doencas nao neuroldgicas [22].

Varias hip6teses foram cogitadas sobre a geracao possivel desta doenca as mais
citadas sao: excitotoxicidade mediada por receptores AMPA, e toxicidade causada por
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ganho de fungdo de SOD1 mutado, o que eleva a geracéo de espécies reativas de
oxigénio [6].

Para muitas doengas do sistema nervoso associadas com expressao alterada
do transportador de glutamato, a atividade (e em alguns casos os niveis de proteina)
foi medida em tecidos periféricos, evidenciando que muitos destes transportadores
Na* dependente ndo s&o exclusivos do sistema nervoso. Na verdade, a atividade do
transporte Na* dependente é mais baixa em plaquetas de pacientes com ELA e os
niveis de glutamato no plasma sé&o mais elevados [22].

Em nosso estudo, Tolosa e Lee, demonstram que a utilizacdo de THA promoveu
a inibicdo da recaptacéo do glutamato pelas células da glia e por transportadores
proprios presentes nas células neuronais pré-sinapticas e da medula espinal. Essa
inibicdo resulta em uma excessiva concentracdo de glutamato na fenda sinaptica,
ocasionando uma hiperestimulagcéo de seus receptores promovendo um aumento do
influxo de Na*e Ca**levando a morte neuronal.

No entanto, quando utilizado a neuroprotecdo, a andlise estatistica dos dados
demonstrou que houve redugéo nos niveis extracelulares de TNF e na ativagcao NF-KB,
sugerindo que a utilizacado dos neuroprotetores reduziu ativacao microglial, astrocitaria
€ minimizou o impacto neuronal.

Devido a importancia da excitotoxicidade glutamatérgica como fator importante
no desenvolvimento da ELA e a inexisténcia de farmacos eficientes para o tratamento,
considera-se fundamental o estudo de drogas que possam reverter esta toxicidade,
através da modulacédo da transmissdo de glutamato. Aléem disso, lesdo causada
por estresse oxidativo parece ser fator patogénico comum nas diversas doencas
neurologicas [24].

Sendo assim, sugere-se que a utilizacdo dos neuroprotetores na ELA teria um
papel importante em promover uma maior sobrevida dos motoneurénios da medula
espinal, possibilitando a reducdo do processo inflamatério, do estresse oxidativo
e da neurodegeneracdo. No entanto, esses neuroprotetores possuem diferentes
mecanismos de acao, assim a utilizacdo de dois ou mais neuroprotetores em conjunto
poderia repercutir em resultados diferentes na contencédo da neurodegeneracao.
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