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Terapéuticas na Lesdo Medular

RESUMO

BACKGROUND: A lesdo medular estd associada a disfuncdo motora/sensorial
significativa, cuja recuperacgdo é bastante restrita. Tal deve-se, sobretudo, a limitacdo da
regeneracdo axonal no SNC, para a qual contribui, preponderantemente, o ambiente
extrinseco inibitorio estabelecido ap6s lesdo. Varios factores inibidores foram
identificados, nomeadamente proteoglicanos condroitino-sulfatos e proteinas inibidoras
associadas a mielina.

OBJECTIVO: Neste trabalho retratam-se os principais alvos e abordagens terapéuticas
que tém sido explorados com vista a ultrapassar o ambiente inibidor e estimular a
regeneracao/plasticidade axonal, promovendo uma recuperagcdo mais significativa na
lesdo medular no adulto.

METODOS: Pesquisa e revisio da literatura utilizando as bases de dados MEDLINE e
ISI Web of Knowledge.

DISCUSSAO/CONCLUSAO: Das terapéuticas em estudo destacam-se ChABC,
anticorpos anti-Nogo-A, antagonistas NgR e inibidores Rho. A sua administracdo in
vivo em animais conduz a aumento da regeneracdo/plasticidade axonal, potenciando a
recuperacdo funcional; diferencas nos resultados foram observadas entre modelos de
hemicontusdo versus hemissec¢do. Destaca-se, também, o transplante de células da
mucosa olfactiva ou de células progenitoras de oligodendrdcitos como duas terapéuticas
de transplante promissoras. LimitacGes inerentes a cada terapéutica foram observadas. A
associacdo de diferentes terapéuticas tem-se mostrado, em geral, vantajosa. Alguns
estudos clinicos estdo ja a decorrer, sendo ainda necessaria maior evidéncia pré-

clinica/clinica para cada terapéutica.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Spinal cord injury leads to significant motor/sensorial dysfunction.
Recovery is quite limited, mostly due to the inability of CNS neurons to regenerate after
injury, to which majorly contributes the extrinsic inhibitory environment established
after lesion. Several inhibitory factors have been identified, such as chondroitin sulfate
proteoglycans and inhibitory myelin-associated proteins.

OBJECTIVE: This work features the main targets and therapeutic approaches that have
been explored in order to overcome the inhibitory environment and to stimulate axonal
regeneration and plasticity, leading to a more significant functional recovery in adult
spinal cord injury.

METHODS: Literature search and review, using MEDLINE and ISI Web of
Knowledge databases.

DISCUSSION/CONCLUSION: Therapies such as ChABC, anti-Nogo-A antibodies,
NgR antagonists and Rho inhibitors are currently being developed. It has been
demonstrated that their administration in vivo, in animals, increase axonal regeneration
and plasticity, enhancing functional recovery; differences between results in
hemicontusion versus hemisection models were observed. Transplantation of olfactory
ensheathing cells or oligodendrocites progenitors cells have been reported as two of the
most promising transplant therapeutics. Limitations concerning each approach were
notice. Combining different interventions appears to be, in general, advantageous.
Clinical trials are currently being performed. Additional pre-clinical and clinical data is

needed to each approach.
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PALAVRAS-CHAVE

Lesdo Medular; Plasticidade Neuronal, Regeneracdo nervosa;, Terapéuticas;

Procedimentos Cirurgicos.

Spinal Cord Injuries; Neuronal Plasticity; Nerve Regeneration; Therapeutics; Surgical

Procedures, Operative.
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INTRODUCAO

A lesdo medular atinge cerca de 4/100,000 novos individuos por ano (incidéncia
de 12,000 novos casos/ano nos EUA), sobretudo individuos do sexo masculino (4M:1F)
e com idades compreendidas entre os 17 e os 25 anos. Tendo como principais causas 0s
acidentes de viacdo, seguidos de quedas e episodios de violéncia, 50% das lesbes
ocorrem ao nivel cervical (sobretudo C5, seguido de C4, C6) e 50% em outras
localizages, sobretudo T12, L1. O quadro neurolégico decorrente mais frequente é a
tetraplegia incompleta (34.1%), sequido de paraplegia completa (23.0%), tetraplegia

completa (18.3%) e paraplegia incompleta (18.5%) [1-2].

Compreende-se, assim, que a lesdo medular esteja associada a elevada
morbilidade e a uma taxa de mortalidade que pode atingir os 4.5% no primeiro ano
(70.5% de causa respiratéria) [1]. Trata-se de uma condicdo caracterizada por défices
sensoriais e motores severos (e influenciados por diferentes caracteristicas da lesao,
individuais e do tratamento efectuado [3]), associada a varias complicacBes secundarias
e que tem impacto considerdvel nos gastos em cuidados de saude e na perda de

produtividade, com grande despesa para o Estado [1-2].

Actualmente, estdo disponiveis terapéuticas como a cirurgia e a reabilitacdo
fisica que, apesar de procurarem apurar as suas técnicas com vista a maximizar
resultados, conduzem a recuperacgdes limitadas das fun¢bes motora e sensorial. Destaca-
se, também, uma crescente preocupacdo na abordagem e gestdo destes doentes no
sentido de menorizar os danos secundarios a lesdo (neuroproteccdo), embora ndo haja

consenso geral quanto aos procedimentos e terapéuticas farmacoldgicas a utilizar [3].
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Faz-se uma breve referéncia a administracdo de metilprednisolona (que visa
reduzir a resposta inflamatéria desenvolvida nas primeiras horas apos lesdo). Embora 0s
National Acute Spinal Cord Injury Studies, NASCIS, Il e Ill tenham sugerido que a
administracdo de uma dose elevada de metilprednisolona deve ser tratamento standard
na lesdo medular aguda [4] (o que foi implementado na pratica clinica), varios estudos
posteriores questionaram estas conclusdes. Analisando os resultados apresentados no
NASCIS 1l e 1ll, desenvolvendo estudos independentes ou revisfes sisteméticas da
literatura, varios autores concluiram ndo haver evidéncia clara dos beneficios clinicos
que suporte que a sua administracdo de metilprednisolona deva ser préatica standard,
sugerindo que esta deve ser considerada apenas uma opg¢éo terapéutica, tendo presente
que a evidéncia dos seus efeitos laterais deletérios € mais consistente do que a evidéncia

do seu beneficio clinico [3, 5-8].

Pensa-se que a limitada recuperacdo observada na lesdo medular no adulto se
deve sobretudo a limitagdo na regeneracdo do SNC, limitagdo esta ndo sé intrinseca (ao
proprio SNC) mas também fortemente potenciada por um ambiente (extrinseco)
inibitério, perilesional, que se estabelece apds a lesdo e que inibe a regeneracdo e

plasticidade axonal [9-17].

Considera-se que para este ambiente inibidor contribuem de forma
preponderante: 1) a propria cicatriz glial formada apos a leséo, e que contem moléculas
inibitérias como os proteoglicanos condroitino-sulfatos (PGCS) [18-23]; 1) proteinas
inibidoras associadas a mielina, destacando-se o Nogo-A [24-25], a myelin-associated
glycoprotein (MAG) [26] e a oligodendrocyte-myelin glycoprotein (OMgp) [17, 26-28].

Outras proteinas associadas a mielina e factores como as semaforinas e receptores da

13
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familia Eph, envolvidos no guidance da regeneracgao/crescimento axonal, tém vindo a
ser estudados e considerados potenciais alvos terapéuticos co-adjuvantes da inibicdo da

acgéo dos elementos acima referidos [29-31].

Neste trabalho retratam-se os principais alvos e abordagens terapéuticas que tém
vindo a ser explorados no contexto de lesdo medular no adulto com vista a bloquear os
factores inibidores da regeneragdo e plasticidade axonal associados a cicatriz glial e a
mielina, promovendo assim maior recuperacao funcional. Abordam-se, também, e de
uma forma sumaéria, as perspectivas correntes no transplante de células/tecidos no ja

referido contexto, bem como a terapéutica cirurgica actualmente em uso.
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METODOS

Utilizando a MeSH Database, em 15/03/2010, ap6s a introducdo dos conceitos
principais deste trabalho obtiveram-se como palavras-chave cinco MeSh terms,
posteriormente organizados no seguinte algoritmo de procura: “Spinal Cord Injuries”
AND (“Neuronal Plasticity” OR “Nerve Regeneration”) AND (“Therapeutics” OR
“Surgical Procedures, Operative”).

Utilizando este algoritmo, foram obtidas 670 entradas na base de dados
MEDLINE (através do motor de busca PubMed) e 19 entradas na 1SS Web of
Knowledge. Destes titulos, 432 resumos foram lidos e 167 seleccionados com vista a
obtencgdo do artigo completo (o que ndo foi possivel em 6 Artigos). 14 referéncias dos
artigos em full-text seleccionados foram adicionadas & lista bibliografica, bem como o
Annual Report for the Model Spinal Cord Injury Care Systems elaborado pelo National

Spinal Cord Injury Statistical Center. No total, neste trabalho s&o citados 149 artigos.
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ABORDAGENS TERAPEUTICAS

|. BLOQUEIO DOS FACTORES INIBITORIOS

I. TERAPEUTICAS BLOQUEADORAS DO EFEITO INIBITORIO DA CICATRIZ

GLIAL

A formacéo da cicatriz glial perilesional [20-23] é um evento chave na resposta
do SNC a lesdo [18]. Dos seus componentes destacam-se 0s astrocitos reactivos,
produtores de varias moléculas inibitdrias, sendo as mais relevantes os PGCS [16, 32-
33], moléculas fundamentais para o axonal guidance apropriado durante o
desenvolvimento do SNC [34-37] e que estdo presentes (ainda que em niveis
reduzidos) no adulto nas redes perineurais que envolvem neuronios/sinapses maduros

[38-39].

a) INIBICAO DOS PGCS: CONDROITINASE ABC

Ap0s lesdo medular, varios tipos de PGCS (incluindo neurocano, brevicano e
versicano [40-41]) sofrem répida upregulation [28, 42-44]. Este aumento de expresséo
contribui para a contencdo da leséo e prevencao de invasédo bacteriana [18], mas € causa
major dé ja referida limitagdo da regeneracdo axonal [16, 23, 32, 45-49].

Considera-se que a actividade inibitoria dos PGCS reside nas suas cadeias de

glicosaminoglicanos (GAGSs), que podem ser removidas enzimaticamente pela
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condroitinase ABC (ChABC). Foi demonstrado em diversos estudos in vivo em animais
(a maioria em ratos Sprague-Dawley adultos fémeas (SDaf)) que a administracédo de
ChABC conduz a digestdo de PGCS contidos na cicatriz glial, promovendo, assim,
aumento da regeneracdo dos axonios lesionados. Ademais, observou-se a digestdo dos
PGCS tambeém contidos nas redes perineurais que limitam a plasticidade (que desta
forma é potenciada). Deste modo, € aumentada a possibilidade de recuperacdo funcional

[18, 23, 39, 46, 50-58].

Os resultados da administracdo de ChABC relativos ao aumento do numero de
axonios regenerados, seu comprimento, distancia relativa a lesdo e penetragdo desta,
bem como a quantificacdo do improvement funcional proporcionado, variam entre
autores e modelos lesionais utilizados [40-41, 46], verificando-se, também, a influéncia
de factores relativos ao proprio protocolo de administragdo de ChABC (vide infra).

Shields et al. investigaram os efeitos da administracdo de ChABC (produzidos
por duas doses diferentes) na laceracdo medular, utilizando como modelos ratos SDaf
com hemisseccdo medular dorsal. Foi avaliada a regeneracdo axonal sensitiva e
comparados os efeitos induzidos por dose elevada versus reduzida de ChABC.
Verificou, com resultados p<0.1, que, comparativamente ao grupo controlo (n&o tratado
com ChABC), o numero de axdnios regenerados na cicatriz era 2.1 vezes superior na
administracdo de ChABC em dose reduzida e 3.1 vezes superior na administracdo de
dose elevada, e que o comprimento dos axonios regenerados era 8.3 e 9.9 vezes superior
ao grupo controlo nos grupos com reduzida e elevada dose, respectivamente, apesar de
ndo se verificar o cruzamento completo da lesdo na maioria dos casos — as fibras

desenvolvidas atravessavam completamente a lesdo apenas em 2/8 e 3/9 casos, nos

17
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grupos de reduzida e elevada dose, respectivamente, ndo se tendo observado nenhum
caso no grupo controlo [40].

J& Iselda et al. procuraram estudar os efeitos da ChABC na hemicontusdo
(utilizando para tal os modelos de hemicontusdo desenvolvidos previamente por Young
et al. [41]) e comparé-los com modelos de hemisseccdo. Observou-se haver um aumento
significativo da regeneracdo axonal no grupo de hemissecgdo, mas reduzido no grupo de
hemicontusdo. Neste ultimo, observou-se que a degradacdo de GAGs ndo foi suficiente
para promover a regeneracdo de axonios corticoespinhais; no entanto, o aumento
sprouting axonal observado neste grupo foi mais significativo do que no grupo com

hemisseccéo [41].

A discrepancia dos resultados observados entre os dois modelos pode ser, em
parte, explicada pela mais elevada e persistente acumulacdo de PGCS no grupo de
hemicontusdo comparativamente ao de hemissec¢do. Outra possivel explicacdo pode
residir na diferente magnitude da resposta inflamatoria desencadeada em ambos os
mecanismos lesionais [52], bem mais exorbitante no mecanismo de contusédo do que
hemisseccdo [59] e, por isso, com um aumento mais acentuado das citocinas
inflamatorias que, embora apresentem vantajosos factores promotores de crescimento,

tém tambem efeitos deletérios [52, 60-61].

Factores relativos a administracdo de ChABC, como dose, via de administracéo,
esquema terapéutico ou temperatura tém vindo a ser estudados, ndo sO para
estabelecimento de protocolos mas também como factores influenciadores dos

resultados, ao limitarem potencialmente o efeito da ChABC in vivo [62].
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Com vista a uma maior compreensdo fisiopatoldgica e a ajustes na administracdo
da ChABC, varios autores procuraram explanar a evolucdo da upregulation dos PGCS
no tempo e no espago perilesional. Embora ndo se verifique consenso geral entre 0s
estudos, estimou-se por métodos imunocitoquimicos que, em ratos SDaf com
hemissec¢do medular, PGCS como neurocano, versicano e brevicano se encontram com
expressdo aumentada sobretudo nos 1-2 mm perilesionais [41]) e atingem o seu pico
cerca de 18 dias apds a lesdo, com subsequente reducdo gradual dos valores até niveis
normais por volta do 32° a 49° dias [41, 43].

No entanto, outros tipos de PGCS, como o fosfacano, apresentam uma janela de
upregulation mais alargada no tempo [41]. A variacdo dos niveis de PGCS depende,
também, do mecanismo lesional e severidade da lesdo, sendo mais alargada nas lesdes
severas [18], na hemicontusdo e contusdo medular, em que os niveis de PGCS se
mantém quase maximos durante 7 e 8 semanas, respectivamente [41, 43], dado haver

maior extensao de regido glial [41].

A maioria dos estudos iniciais preconizou a administragdo da ChABC em
infusdo continua ou em administracdo em bdlus, repetida em dias alternados [46, 51],
dado o turnover lento da matriz extracelular [18]. Mais recentemente, Lin et al.
demonstraram que a administracdo Unica de ChABC em ratos SDaf com lesdes
unilaterais no tracto nigroestriado, proximo da lesdo (e imediatamente ap6s a mesma),
pode prevenir quase completamente o aumento da concentracdo de GAGs pos-lesional,
conduzindo a regeneracao axonal (traduzida pelo nimero de axonios que atravessava o
local da lesdo, detectado por método imunocitoquimico) semelhante ao que se obteve
com um protocolo de 4 administracdes durante 10 dias, desenvolvido pelos autores num

estudo anterior [51] - grupo tratado com ChABC: 2123 axénios ao 28° dia; grupo
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controlo ndo tratado: <100 axonios) [18]. Ademais, observou-se in vivo (em ratos SDaf)
que a ChABC permanece activa durante varios dias [18, 41] (pelo menos 10 dias [18]),
admitindo-se que uma Unica administracdo de ChABC é suficiente para remover in vivo
0s PGCS inibitorios durante 7 a 10 dias [18] ou até mesmo 3 semanas. Temos, assim, a
administracdo de ChABC como uma terapéutica simples e facilmente associdvel ao
nivel pratico a outras terapéuticas [18, 41], verificando-se ainda que a administracdo
Unica esta associada a menor cavitagdo e melhor cicatrizacdo das extremidades da lesdo

[18, 63].

Apesar dos resultados positivos, a diminuicdo dos niveis de PGCS, o nimero de
axonios regenerado (e seu comprimento) e consequente ganho funcional decorrentes da
administracdo de ChABC ficaram aquém do que se esperava e desejava [40, 62].
Procurou-se, entdo, identificar os factores limitantes, o que abriu novas perspectivas de
tratamento e de associacdo de terapéuticas. Para além do mecanismo lesional (e
decorrentes caracteristicas da cicatriz glial, manifestacdo temporal da upregulation dos
PGCS e resposta inflamatoria), factores como a termossensibilidade da ChABC [64],
localizagdo dos PGCS nos tecidos e interac¢do dos diferentes tipos de PGCS com o
SNC parecem influenciar os resultados da actuacdo da ChABC, sendo necessaria criar
métodos vidveis para a sua ac¢do ser maximizada [62].

Por um lado, a ChABC administrada pode ndo conseguir actuar sobre todos 0s
PGCS. Estudos in vitro sugeriram que a ChABC provavelmente ndo penetrava nas
células, digerindo apenas o material extracelular — Li et al. verificaram que cerca de
50% dos GAGs sdo degradados (sugerindo que estes correspondem a GAGs
extracelulares), correspondendo os restantes sobretudo a GAGs intracelulares (embora

alguns possam estar contidos na matriz das redes perineurais [65]) e, por isso, ndo
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sujeitos a accdo da ChABC [18]. Esta teoria permite justificar ndo se ter verificado
reducdo dos niveis de ligaces condroitino-sulfato—GAGs um dia apds administracdo
de ChABC (comparativamente ao grupo controlo), sugerindo haver um aumento da
producdo de PGCS (a nivel intracelular) que s6 & medida que sdo secretados é que se
tornam acessiveis a accdo da ChABC [18].

Por outro lado, observou-se que nem todos os PGCS séo digeridos in vivo apos
administracdo de ChABC, variando a percentagem da sua digestio mediante as
diferentes core protein que 0s constituem e sua respectiva forma de interacgdo com o
SNC [18]. Por exemplo, no estudo j& anteriormente referido de Lin et al., verificou-se a
digestdo de GAGs, nomeadamente de hialurano (tal como outros autores haviam ja
constatado [38]), e a reducdo quase total do neurocano numa éarea de 1,5 mm no
perimetro do local de injeccdo [18]. Sabendo-se que o neurocano no SNC se liga ao
hialurano [66-67]), este estudo reforca que a interaccdo do neurocano no SNC passa
pela sua ligacdo ao hialurano) [18].

Também o timing da sua administragdo é factor influenciador. Tendo em vista a
regeneracdo axonal, Li et al. sugerem que a ChABC deve ser administrada 0 mais
precocemente possivel, de forma a evitar a barreira fisica completa da cicatriz glial e a
atrofia dos neurénios axotomizados na experiéncia. Dado o processo de formacdo da
cicatriz glial na contusdo e nas lesdes severas ser moroso, mais do que uma
administracdo deve ser considerada. Ja nas lesdes cronicas, uma vez que a producdo de
novos PGCS € menor do que na lesdo sub-aguda, prevé-se que o efeito de uma unica

dose de ChABC persista durante um tempo mais prolongado [18].

Para além da regeneragdo axonal, varios estudos utilizando diferentes modelos

de leséo em ratos SDaf observaram que a administragcdo de ChABC (quer por via tecal
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[68], quer através de microinjeccdo rostral ou caudalmente & lesdo [52]) promove um
aumento significativo do sprouting axonal ndo sé das fibras lesionadas mas também de
fibras intactas, particularmente de fibras serotoninérgicas [52, 68]. Tom et al. observou,
ainda, que este aumento € mais evidente nos modelos com contusdo medular do que
com hemisseccdo, provavelmente por apresentarem maior numero de fibras disponiveis
para sprouting axonal com a administracdo de ChABC [52].

Ora com este aumento do sprouting axonal e, consequentemente, da plasticidade
[52, 69-70], pressupunham-se ganhos efectivos na recuperacao [56]. No entanto, Tom et
al. ndo observaram haver relagéo directa entre 0 aumento do sprouting axonal caudal e
rostralmente a lesdo (no estudo a ChABC foi administrada ndo no local da lesdo mas
sim a jusante e a montante deste) e a recuperacdo funcional — ndo se observou diferenca
significativa nos testes de avaliacdo da funcdo motora entre os grupos tratados com
ChABC (quer modelos de hemissecgéo, quer de hemicontuséo) e o grupo controlo [52].
Tal gerou surpresa, dado se pressupor que 0s inputs descendentes serotoninérgicos estao
envolvidos na locomogdo [71] e que o seu aumento estaria relacionado com a
recuperacdo [72]. Uma possivel explicagdo reside no facto de a administracdo da
ChABC neste estudo ser rostral/caudal a lesdo e poder haver ainda PGCS intactos no
local da leséo [52] que limitam a plasticidade. Contudo, esta razdo ndo explica a
diferenca entre o sprouting e a regeneracédo induzidos e observados no local da lesdo.
Uma outra explicacdo reside na possibilidade de o sprouting axonal observado
rostral/caudalmente a lesdo poder néo ter sido capaz de estabelecer sinapses funcionais,
ao contrario da regeneracdo observada (e que conduziu a ganhos na recuperagédo
funcional), o que explicaria esta assimetria, sugerindo a existéncia de factores
envolvidos na formacdo de sinapses funcionais que potencialmente influenciam, de

forma mais determinante, o sprouting axonal do que o processo de regeneracédo [52].
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Supde-se, uma vez que as redes perineurais digeridas levam varios meses a
serem reconstituidas ap6s degradacdo pela ChABC, que os beneficios do tratamento
com ChABC no que se refere ao aumento da plasticidade sejam bastante prolongados
no tempo [73].

Huang et al. sugerem que as limita¢gBes a uma maior recuperagdo funcional apds
tratamento com ChABC podem-se dever a auséncia de uma bainha de mielina a
envolver os axonios regenerados. Nesse sentido, e tendo em conta que estudos prévios
sugerem que o transplante quer de células da mucosa olfactiva (CMO) quer de células
Schwann podem promover remielinizacdo em torno dos axénios regenerados e guiar o
sprouting de axonios através da lesdo [74], Huang et al. desenvolveu um estudo
envolvendo o transplante de CMO e concomitante administragdo de ChABC. A fungéo
motora de quatro grupos foi estimada de acordo com a escala de Basso Beattie
Bresnaham (BBB), um sistema standardizado de pontuagdo da funcdo locomotora no
rato utilizado para quantificar/avaliar o outcome [75]. Observou-se que o grupo ao qual
foi administrada ChABC isolada e o grupo apenas com transplante de CMO nao
atingiram pontuacdes tdo elevadas como o grupo em que ambas as terapéuticas foram
instituidas, e que este Gltimo grupo desenvolveu padrdes de movimento muito
aproximados aos observados no grupo de ratos ndo lesionados [62].

Outros estudos foram desenvolvidos associando outras terapéuticas a
administracdo de ChABC, observando-se, no ambito geral, resultados mais vantajosos
nos grupos de associacao de terapéuticas do que os na administracdo isolada de ChABC

[55].
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ii. TERAPEUTICAS ANTI-PROTEINAS INIBIDORAS ASSOCIADAS A MIELINA

Pela sua actividade inibitoria da regeneracao axonal no SNC e pelo papel que
desempenham na regulacdo do sprouting e da plasticidade axonal [76], as proteinas
inibidoras associadas a mielina tém sido alvo de diversas tentativas de inibicao.

Vaérias proteinas inibidoras foram identificadas, destacando-se 0 Nogo-A, MAG
e OMgp. O Nogo-A — responsavel major por esta actividade inibitéria [11, 14, 25] — é
codificado no gene Nogo, que também codifica as isoformas B e C (com expressdes
tecidulares diferentes das do Nogo-A e que ndo contribuem de forma téo relevante para
a inibicdo axonal). As trés isoformas partilham a expressao comum de um peptideo de
66 aminoacidos (Nogo-66) importante para a sua accao inibitéria [11, 14, 77], tendo
sido, entretanto, identificados outros dominios relevantes para esta actividade [11, 77-
78].

Apos lesdo medular verifica-se um aumento da expressao de Nogo-A nas areas
perilesionais, mantendo-se a correlagcdo anatomica da distribuicdo de Nogo-A e do seu
receptor [79]. No que refere ao papel desempenhado in vivo pela MAG e da OMgp na
regeneracdo axonal, carece-se ainda de cabal conhecimento [77, 80], supondo-se, no

entanto, que ndo desempenham um papel inibidor t&o relevante como o Nogo-A [29].

a) ANTICORPOS ANTI-NOGO-A

Schawb et al. desenvolveram o anticorpo IN-1 anti-Nogo-A, capaz de neutralizar
in vitro a actividade inibit6ria associada ao Nogo-A [14, 24-25, 81-83]. Posteriormente,

novas versdes de anticorpos anti-Nogo-A (mais estaveis e dirigidos a diferentes
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sequéncias peptideas) foram desenvolvidas, bem como diferentes formas de
administracdo. Destaca-se a implantacdo de hibridomas secretores de anticorpos [84], a
administracdo de fragmentos recombinantes parcialmente humanizados (que permitiu
maior controlo da producdo e secrecdo de anticorpos) [85], com administracdo
intratecal, intraventricular ou subdural [86].

Estudos experimentais demonstraram que a sua administragdo in vivo, em ratos
Lewis, conduz a: 1) aumento da regeneracdo e sprouting neuronal [84-85, 87]; II)
estimulagdo da plasticidade, quer estruturalmente ao nivel sindptico, quer no
estabelecimento de vias vicariantes, utilizando tractos descendentes ja existentes ou
criando novas conexdes [9, 79, 84-85] — verificou-se grande especificidade e
funcionalidade dos circuitos formados, sem haver evidéncia de conexdes erroneas [88];
I11) incremento da recuperagé@o funcional (traduzida por pontuagdes mais elevadas na
escala de BBB [84-85, 89-90]. N&o se verificaram, no entanto, alteragdes na percepcéo
da dor [84] ou na sensibilidade a estimulos mecanicos [89] — sugerindo que o sprouting
ao nivel das fibras aferentes ndo ocorre ou que as conexdes estabelecidas ndo sdo as

apropriadas [84].

Com a identificacdo de trés principais dominios especificos do Nogo-A
responsaveis, através de mecanismos diferentes, pela sua actividade inibitéria [11, 77-
78], novos antagonistas mais especificos foram criados. Destaca-se |) o ja referido
dominio Nogo-66, identificado por Grand Pré et al. [11], expresso na superficie dos
oligodendraocitos [11, 14], e que é forte indutor de growth cone collapse no ganglio
dorsal raquidiano, sendo também capaz de inibir, ainda que com menor poténcia, 0
neurite outgrowth [11, 77-78]; 1) o dominio Nogo-A-specific region e os seus 181

aminoacidos centrais, expresso nos neuronios e fibroblastos, responsavel sobretudo pela
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inibicdo do neurite outgrowth, tendo também um efeito inibidor do growth cone
collapse, ainda que mais reduzido [77]; 1l1) a regido N-terminal, envolvida na inibigéo
do spreading de fibroblastos mas com um efeito neuronal inibitorio minor [77] — deste
modo Oertle et al. sugere que o dominio Nogo-66 estd envolvido sobretudo no axonal
guidance, enquanto que a Nogo-A-specific region pode estar envolvida sobretudo na
limitacdo da plasticidade e regeneracdo [77], o que tem implicagdes nos resultados
obtidos aquando administracdo de anticorpos com diferentes alvos. Outras regides
distintas do Nogo-A podem contribuir para a sua actividade inibidora, ndo se

verificando, no entanto, um papel preponderante nesta mediacéo [91].

Weinmann et al. procuraram esclarecer o mecanismo de actuagao dos anticorpos
anti-Nogo-A, desenvolvendo para tal um estudo que preconiza a administracdo
ventricular ou subdural de trés tipos de anticorpos dirigidos a Nogo-A-specific region
em ratos Lewis machos e em macacos Macaca fascicularis, com lesdo medular. Em
ambas as formas de administracdo, verificou-se uma boa distribuicdo dos anticorpos na
circulacdo cefalorraquidiana e boa penetracdo em todo o SNC, observando-se retengédo
preferencial nas células que expressam Nogo-A (oligodendrdcitos e subtipos de
neuronios [77, 79, 86, 92]). Intracelularmente, localizavam-se em estruturas vacuolares
e lisossomais, ligando-se ao seu antigénio Nogo-A ao nivel da superficie celular,
conduzindo a internalizacdo e degradacdo do complexo anticorpo-antigénio. Desta
modo, os anticorpos administrados promoveram downregulation dos niveis de Nogo-A
no SNC (provavelmente por afectar a sua sintese ou pela depleccdo das suas reservas
intracelulares), levando a reducdo dos niveis de Nogo-A enddgeno total e da sua
disponibilidade para interaccdo com o seu receptor por forma a desencadear 0s seus

efeitos inibitorios [86].
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Com o objectivo de transpor esta terapéutica para primatas, varios estudos com
macacos foram desenvolvidos. Destaca-se, o estudo de Buchli e Schwab em macacos
Macaca fascicularis ou Macaca mulatta. Doze macacos foram inicialmente treinados
durante 2 meses para desempenhar tarefas dextras, tendo sido realizada posterior sub-
hemiseccdo medular cervical em todos os elementos. Imediatamente desde a leséo, um
anticorpo anti-Nogo-A foi administrado a 6 macacos, intratecalmente, proximo da les&o,
durante 4 semanas, atraves de uma bomba osmética; um anticorpo inactivo de controlo
foi administrado aos restantes macacos. A Figura 1 retrata os resultados obtidos na
avaliacdo da recuperacéo da funcionalidade dextra dos animais [88] (figura reproduzida

e adaptada de [88]).
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Figura 1: Recuperacdo da funcdo manual dextra, promovida pelo anticorpo anti-Nogo-
A, em primatas, com hemisseccdo medular. A) Desempenho manual dextro —
recuperacdo bem sucedida de alimentos projectados, avaliada em sessdes diarias, de 2
macacos: tratado com anticorpo anti-Nogo-A (vermelho) e tratado com anticorpo
controlo (azul). Apos a queda da pontuacéo aquando da lesdo, no controlo observamos
recuperacdo de cerca de 30-40% , enquanto que no animal tratado com anticorpo anti-
Nogo-A se observa recuperacdo de 100% da performance dextra pré-lesional. B)
Relacdo entre a extensédo da lesdo medular e o grau de recuperacdo funcional em 9
macacos. A extensdo da lesdo expressa refere-se a percentagem da substéncia branca
lesada no funiculo dordolateral (componente major do tracto corticoespinhal (CS)) e no
tracto rubrospinal (RS) da hemi-medula. Uma recuperacdo de 100% significa que a
pontuagdo pos-lesional atingiu os valores pré-lesionais. Nos macacos tratados com o
anticorpo controlo (circulos azuis), a recuperacdo funcional relaciona-se inversamente
com a extensdo da leséo (r= - 0.82); em contraste, todos os animais tratados com
anticorpo anti-Nogo-A (quadrados vermelhos) atingiram uma recuperagdo de 90-100%.

Figura reproduzida e adaptada de [88].

Os animais tratados com anticorpo anti-Nogo-A demonstravam capacidade de
agarrar alimentos com um movimento de garra preciso, bem como desenvolver outras
tarefas como exercer forca ou apanhar objectos em movimento. Um marcador
neuroanatomico anterégrado (biotinylated dextran amine, BDA) foi injectado no cortex
motor primario contralateral a lesdo cervical, para estudar o tracto corticoespinhal,
fibras regeneradas/sprouting axonal. Observou-se que poucas fibras regeneradas

atravessavam completamente a lesdo e que o sprouting axonal desenvolvido se
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correlacionava com o nivel de recuperacdo da fungdo, sugerindo que este sprouting do

tracto corticoespinhal contribui para a recuperacao das fungdes manuais dextras [88].

Estes resultados e o facto de nenhum dos animais ter manifestado sinais de dor
cronica ou alteragcBes gerais no seu comportamento, sugerindo seguranga desta
terapéutica, abriu as portas para a aplicacdo do anticorpo anti-Nogo-A em humanos

[88].

Actualmente, a Novartis Pharma, em colaboragdo com o Spinal Cord Injury
Centre da Universidade de Zurique e outros centros europeus e americanos
especializados, iniciou ja o primeiro clinical trial com a administracdo de um anticorpo
monoclonal recombinante anti-proteina humana Nogo-A da classe 1gG 4/K, para o
tratamento da lesdo medular numa populagdo com lesdo ha menos de 10 dias, estando a
primeira e a segunda fase concluidas, a seguranga e efectividade do farmaco foram

comprovadas e aprovados em Janeiro de 2009 pela agéncia europeia [93].

A associacdo de anticorpos anti-Nogo-A com reabilitacdo especifica (treadmill
training) em ratos SDaf foi avaliada por Maier et al., em que observou maior
recuperacdo funcional nos grupos em que cada uma das duas terapéuticas foi
implementada isoladamente, comparativamente ao grupo no qual ambas as terapéuticas
foram instituidas. Estes resultados ndo eram os empiricamente esperados, uma vez que
as terapéuticas sdo sinergistas. No entanto, esta mesma sinergia podera explicar estes
resultados, se considerarmos haver competicdo entre as duas terapéuticas pelos mesmos
mecanismos. Este estudo levanta questBes inerentes a associacdo de terapéuticas,

mostrando ser necessario obter maior evidéncia experimental nesta area [94].
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b) TERAPEUTICAS ANTI-NGR

A identificacdo do receptor através do qual o dominio Nogo-66 exerce esta sua
actividade inibitoria — Nogo-66 receptor (NgR) [78] — tornaram o NgR num potencial
alvo terapéutico, sobretudo ap6s a demonstracdo de que o NgR &, igualmente, o receptor
funcional da MAG [95-96] e da OMgp [26]. Observou-se, alids, que a afinidade das trés
proteinas para o seu receptor é elevada [26] e similar entre si, verificando-se competicao
entre as trés proteinas pela ligacdo ao seu receptor, ainda que interajam com locais
diferentes — 0 que sugere uma certa redundancia na actividade inibitoria das proteinas
da mielina [26, 95]. Trata-se de um receptor constituido por dois dominios, um ao qual
se ligam as proteinas da mielina [10, 26, 92, 96] e outro essencial para a transducéo de
sinal [10].

Este receptor mostra, também, ter alguma afinidade para si mesmo [96]. Na
administracdo de versGes recombinantes sollveis verificou-se a sua ligacdo com o
Nogo-A (e também com MAG [95] e OMgp [26]), diminuindo os niveis de Nogo-A
disponiveis para interac¢cdo com o NgR enddgeno, observando-se também a interaccéo e
até mesmo ligacdo da versdo NgR recombinante com o NgR enddgeno (diferentes
estudos desenvolveram diferentes versdes recombinates sollUveis com diferentes
afinidades para o Nogo-A, MAG e NgR) — tudo isto resultou na reversdo parcial da

accao inibitéria do Nogo-A, MAG e OMgp [10, 96-98].

Com o objectivo de bloquear a interaccdo Nogo-66—NgR, GrandPré et al.
desenvolveram o peptideo antagonista NgR (NEP1-40) (fragmento sollvel de NgR
antagonista selectivo e competitivo do NgR) que, quer por administragéo intratecal quer

sistémica mostrou in vivo (em ratos SDaf) atenuar o feito inibitério do dominio Nogo-
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66 no growth cone collapse e outgrowth neuronal, promovendo regeneracdo axonal e
recuperacdo funcional [99] — ndo se verificou, no entanto, reducdo da inibicdo do
outgrowth neuronal induzido pela MAG. [96] Num estudo similar, Li et al. verificaram
0 crescimento extenso de axdnios corticoespinhais, sprouting de fibras serotoninérgicas,
upregulation da proteina de crescimento axonal SPRRIA (small proline-rich repeat
protein 1A) e re-estabelecimento de sinapses, verificando também néo haver limitagdo
do grau de sprouting axonal ou da recuperacdo funcional quando a administracdo de
NEP1-40 foi atrasada para o sétimo dia pds-lesdio — 0 que sugere persisténcia da
capacidade regenerativa do tracto corticoespinhal [100]. Observou-se, também, que a
administragdo sistémica de NEP1-40 nos ratos apds a lesdo conduziu a resultados
sobreponiveis aos obtidos com administracéo intratecal, sugerindo haver uma quebra na
barreira hematoencefalica (BHE) ap6s o trauma, proporcionando uma janela terapéutica
em que é possivel administrar agentes que, em circunstancias de ndo-lesdo, nao teriam
acesso a0 SNC [100], o que vem reforcar a teoria de que a BHE pode estar

comprometida durante semanas a meses na area do trauma medular [101].

Outros blogueadores do NgR como anticorpos monoclonais foram
desenvolvidos, bem como inibicdo transgénica do NgR com um fragmento
funcionalmente bloqueador do NgR (NgR310) [102].

A redundancia da actuacdo e efeitos das proteinas envolvidas pode explicar facto
de a inibicdo conseguida com estes agentes ser sempre parcial. Outras subunidades dos
receptores Nogo foram entretanto identificadas, julgando-se que todos partilham a
mesma via de sinalizacdo ou que, alternativamente, utilizam vias diferentes mas que tém
em comum alguns elementos, nomeadamente o p75 e Rho. Outros subtipos de NgR

foram identificados — NgR2 e NgR3 - que, apesar de estruturalmente serem
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semelhantes ao NgR, apresentam uma afinidade muito reduzida para os ligandos do

NgR [13].

c) INIBICAO DAS VIAS DE SINALIZAGAO DO NGR

No que se refere a interaccdo do NgR com as proteinas da mielina, varios
ligandos e co-receptores foram identificados, abrindo-se uma nova janela de intervencao
terapéutica. A via de sinalizacdo do NgR encontra-se descrita na figura 2 (figura

reproduzida e adaptada de [13]).
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Figura 2: Via de sinalizacdo do NgR na inibicdo da regeneracdo axonal. Apds interaccdo
do NgR com o Nogo-A, MAG e OMgp, o NgR vai recrutar moléculas co-receptoras,
uma vez que, sendo uma proteina ancorada na membrana plasmética pelo glicosil-
fosfatidil-inositol (GPI), ndo é capaz de efectuar directamente a transducédo de sinal. A
activacdo destes co-receptores — dos quais se destaca o receptor de neurotrofinas p75 —
vai, por sua vez, activar a via Rho e, consequentemente, 0 ROCK (cinase associada ao
Rho), que véo intervir na modulacdo do citoesqueleto e, deste modo, inibir o outgrowth
neuronal. Quando o dominio amino(N)-terminal do Nogo A se encontra no espaco
extracelular (e ndo no citoplasma) pode-se ligar a outras proteinas neuronais (ainda nao
identificadas), que também conduzem & mesma inibicéo. Destaca-se, ainda, a existéncia
de uma outra via, independente, que envolve a activacdo de CAMP/PKA (proteina cinase
A) e que também conduz a inibicdo, carecendo, ainda, de maior compreensdo. Os
receptores NgR2 e NgR3 apresentam reduzida ligacéo aos ligandos mielinicos do NgR.

Figura reproduzida e adaptada de [13].

O bloqueio do receptor de neurotrofinas p75 foi tentado em vérios estudos, ndo
se dispondo, ainda, de uma terapéutica antagonista satisfatoria. E ainda necessario
esclarecer quais os outros papéis desempenhados pelo Rho quando estimulado por
outras moléculas, bem como explorar como poderdo estes ser diferencialmente
regulados por um agente terapéutico [13]. Salienta-se o seu papel regulador no ciclo de
sobrevivéncia/morte celular, dado mediar a morte da célula quando induzida, sobretudo,
pelo pro-nerve growth factor (Pro-NGF)) [103-104]. Por outro lado, desempenha um
papel fundamental na mielinizacdo e migracdo das células de Schwann, durante o

desenvolvimento e na regeneracdo [105], bem como na activacdo do factor neural NF-
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kB que promove a sobrevivéncia de varios tipos de células, incluindo neurénios [104],
pelo que a inibicdo deste seu papel ndo € desejavel. Através do Rho, o p75 regula o
crescimento axonal (quer durante o desenvolvimento, quer na lesdo) e € capaz de
interferir na transmisséo sinaptica ao estimular a secre¢do do neurotransmissor inibitorio
acetilcolina (quando estimulado pelo brain-derived neurotrophic factor, BDNF) [104].
Zhou et al. sugerem que a lesdo nervosa afecta diferencialmente a expressao do p75 nos
tecidos, considerando que a lesdo actua como um trigger de upregulation nas células de
Schwann mas ndo na glia central. Sugerem, ainda, que apesar de ao nivel neuronal o
p75 mediar a actividade inibitoria das proteinas associadas a mielina, ao nivel da glia
poderd desempenhar um papel positivo na regeneracdo, possivelmente por estabelecer
gradientes quimioatractivos de neurotrofinas ou por antagonizar competitivamente a
interaccdo do Nogo-A com o NgR (quer por contacto célula-a-célula, quer por regular a
proteolise intramembranar) [106].

Trata-se, assim, de um receptor capaz de induzir tanto a sobrevivéncia como a

morte celular, cuja regulacdo carece ainda de cabal conhecimento [107].

Por sua vez, o p75 interage com o Rho (da familia das GTAases) [108] que
regula a polimerizagdo da actina — quando esta activo promove a rigidez da actina do
citoesqueleto neuronal, inibindo assim o alongamento axonal [109].

Diversos estudos observaram, in vitro ou em ratinhos, que a proteina C3
transferase (C3), produzida pelo Clostridium botulinum, é capaz de inactivar
especificamente o Rho (por ribosilacdo ADP do seu dominio efector [110]), sem afectar

outras GTPases [111].
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Vaérias versdes modificadas de C3 foram criadas para ultrapassar algumas
dificuldades inerentes as propriedades desta proteina que dificultavam a sua aplicacao in
vivo, destacando-se uma forma capaz de atravessar membranas (BA-210) desenvolvida

por McKerracher [111].

Salienta-se, também, a inibicdo de um dos efectores do Rho — 0 ROCK - pelo
Y27632 (Fasudil), que inibe a actividade cinase do ROCK por competir com o ATP
pela sua ligagéo [115].

Dergham et al. comparou ambas as terapéuticas (C3 versus Y27632),
observando (em concordancia com outros autores) que quer a inactivacdo do Rho quer
da cinase ROCK conduzem a um aumento da regeneracdo axonal nos substratos
inibidores e ganhos na funcdo motora [112-114] em modelos de ratinhos BALB-c
fémeas com hemisseccdo medular, verificando que o C3 é mais eficaz [112]. Os
resultados que traduzem a recuperagdo motora estdo descritos na Figura 3 (figura

reproduzida e adaptada de [112]).
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Figura 3: Andlise da recuperacdo motora promovida por C3 e Y27632 em ratinhos
BALB-c fémeas com over-hemisseccdo T7 dorsal. 4 grupos foram constituidos: grupo
tratado com C3 (circulos pretos), grupo tratado com Y27632 (tridngulos pretos), grupo
de controlo tratado com fibrina (circulos cinzentos) e grupo nao tratado (circulos ndo
preenchidos). Os resultados foram quantificados através do BBB open-field locomotor
test [116], utilizando uma escala de BBB modificada (a escala original de BBB, com 21
pontos, foi alterada para uma escala de 17 pontos) que preconizava as seguintes
pontuacbes: (0) sem movimentos observaveis dos membros posteriores (MP); (1)
movimento discreto de 1 ou 2 articulacGes; (2) movimento extenso de uma articulacao
e/ou movimento discreto de uma terceira articulacdo; (3) movimento extenso de 2
articulaces; (4) movimento discreto das 3 articulagdes dos MP; (5) movimento discreto
de 2 articulagcbes e movimento extenso de uma terceira articulacdo; (6) movimento
extenso de 2 articulagbes e movimento discreto de uma terceira articulagéo; (7)
movimento extenso das 3 articulagdes, caminhar com pouco ou nenhum suporte de
peso; (8) movimento extenso das 3 articulagGes, caminhar com suporte de peso; (9)
caminhar dorsal frequente ou consistente, com suporte de peso; (10) caminhar plantar
frequente, com suporte de peso; (11) caminhar plantar consistente, com suporte de peso,
sem coordenagéo; (12) caminhar plantar consistente, com consistente suporte de peso e
ocasional coordenacdo dos membros anteriores (MA) com os MP; (13) caminhar plantar
consistente, com consistente suporte de peso e frequente coordenagdo MA-MP; (14)
caminhar plantar consistente, com consistente suporte de peso, consistente coordenagédo
MA-MP; posicao predominante das patas durante a locomocéao é em rotacao interna ou
externa, ou coordenagdo MA-MP consistente com andar posterior ocasional; (15)
caminhar plantar consistente, com consistente suporte de peso, consistente coordenagéo

MA-MP; posicdo predominante das patas durante a locomocdo € paralela ao corpo;
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frequente a consistente encurvamento das extremidades, instabilidade do tronco; (16)
caminhar plantar consistente, com consistente suporte de peso, consistente coordenagéo
MA-MP; posi¢do predominante das patas durante a locomocdo € paralela ao corpo,
extremidades estendidas, alguma instabilidade do tronco; (17) caminhar plantar
consistente, com consistente suporte de peso, consistente coordenacdo MA-MP; posicéo
predominante das patas durante a locomogdo é paralela ao corpo, extremidades
estendidas e estabilidade consistente na locomocgdo. Os resultados entre os grupos foram
analisados pelo teste U Mann-Whitney as 24h, 1 semana, 2 semanas e 1 més ap0s lesao,
sendo os valores de p semelhantes em todas as ocasifes temporais: grupo tratado com
C3 versus fibrina, p<0.001; grupo tratado com Y27632 versus fibrina, p<0.05; grupo
tratado com C3 versus Y27632, ndo significativo; grupo tratado com fibrina versus nao
tratado, ndo significativo. De referir que os ratinhos tratados quer com C3 quer com
Y27632 apresentaram marcada recuperacdo motora em 24h (sugerindo que outros
mecanismos que ndo a regeneracdo de longa distancia estejam envolvidos nas fases
iniciais da recuperacdo, nomeadamente o sprouting e plasticidade axonal, e
neuroproteccdo [117]). A regeneracdo devera desempenhar um papel mais fundamental

em fases n&o-iniciais. Figura reproduzida e adaptada de [112].

Importa referir que, para além do seu papel nas vias de sinalizacdo do NgR, o
Rho esta envolvido na regulacdo da morte celular [104, 112], tendo sido demonstrado
em ratos Long-Evans adultos fémeas e ratinhos BALB-c fémeas que a sua inactivagdo
leva a reducdo do numero de células apoptoticas [117].

De ressalvar ainda o facto de tanto o Rho como o ROCK serem expressos

ubiquitariamente (ao contrario da selectividade neuronal do NgR), pelo que a sua
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manipulacdo terapéutica pode conduzir a varios eventos fisioldgicos para além dos

referidos, potencialmente limitando a sua aplicagédo [13].

Actualmente, clinical trials estdo a ser desenvolvidos pela Alseres
Pharmaceuticals, Inc, utilizando o inibidor Rho recombinante Cethrin® [19, 118],
tendo ja demonstrado em estudos de Fase I/lla envolvendo 37 participantes, com lesao
medular cervical ou toracica, que a sua administracdo tOpica apds cirurgia de

descompressdo medular é segura [118].

A associacdo desta terapéutica com o transplante de células tem vindo a ser
explorada. Destaca-se o estudo desenvolvido por Furuya et al., que preconizava a
administracdo de fasudil nas primeiras horas ap6s contusdo ao nivel de T10 em ratos
SDaf, bem como transplante de células estromais da medula 6ssea 14 dias apos a lesao.
Neste estudo observou-se que, ao nivel motor, 8-9 semanas apds a lesdo, embora
nenhuma das terapéuticas isoladas tenha gerado ganho funcional significativo, a
associacdo de ambas conduziu a uma recuperagdo locomotora estatisticamente melhor
do que o observado no grupo controlo ndo tratado (acessado pela escala de BBB), o que
foi corroborado por estudo ao nivel histolégico e imunoistoquimico. Ao nivel sensorial

ndo se observaram diferengas significativas [119].

38



Terapéuticas na Lesdo Medular

Il. TRANSPLANTE DE TECIDOS/CELULAS

Estratégias de transplante celular tém sido desenvolvidas, com o objectivo de
ultrapassar as limitac6es intrinsecas a regeneracdo do SNC [19, 120] e, assim, substituir
neuronios lesados, induzir regeneracdo/plasticidade e estimular a reparacdo,
nomeadamente ao substituir células de suporte como os oligodendrécitos que conduzem
a remielinizacdo [120]. As celulas transplantadas podem, ainda, promover proteccao das
células enddgenas quanto a lesdo secundaria, através da producdo de moléculas troficas
promotoras de proteccdo celular e plasticidade [120].

Diferentes tipos de células/tecidos foram estudados com vista ao transplante.
Embora a maioria das abordagens ndo apresentem evidéncia clara e forte nos estudos
experimentais, varios tipos de transplante foram ja aplicados em humanos, havendo
alguns estudos clinicos. No entanto, o reduzido nimero de participantes que, em geral,
compde as amostras dos estudos, bem como outros enviesamentos inerentes, limitam a
evidéncia produzida. Destacam-se algumas terapéuticas, mais amplamente presentes na

literatura e com resultados positivos.

Um dos tecidos utilizados sdo os nervos periféricos autdlogos, que séo
enxertados nos locais de lesdo e 14 mantidos por fibrin glue contendo acidic fibroblast
growth factor (aFGF) [19], ndo havendo, no entanto, concordancia nos resultados de
varios estudos pré-clinicos. A administracdo simultanea de neurotrofinas [121], aFGF
[122] ou de ChABC [50] levou a uma potenciagédo dos resultados observados neste tipo
de transplante in vivo [50, 121-122], tendo-se observado um aumento da regeneracao e
do outgrowth axonal, que levou a recuperacdo funcional considerdvel [50]. Um case

report de um Unico paciente com lesdo medular incompleta cronica mostrou haver
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melhoria das fun¢Ges motoras e sensitivas, apds enxerto de nervo sural autélogo [123].
No entanto, um estudo semelhante desenvolvido no Brasil envolvendo 5 pacientes ndo

verificou 0s mesmos improvements [124].

Uma terapéutica celular possivel consiste no transplante de macréfagos
autdlogos. Os resultados experimentais ndo sdo concordantes quanto aos ganhos
funcionais [19], havendo mesmo um estudo (que envolve a activacdo dos macrofagos
através de uma substancia pro-inflamatéria) em que se observou dano axonal e
desmielinizacdo [19]. Apesar da fraca evidéncia dos estudos pré-clinicos, estudos

clinicos estdo a ser desenvolvidos [19, 125].

A utilizacdo de células estaminais foi, também, investigada. Destaca-se o
transplante de células estaminais adultas hematopoiéticas e estromais da medula,
facilmente obtidas a partir do doente, evitando questbes imunoldgicas e éticas [19], e
que se mostraram, in vivo, promotoras de uma recuperacao funcional mais significativa
[126-127]. Embora a questdo da diferenciacdo destas células em neurdnios e células
gliais ndo esteja ainda totalmente esclarecida, estudos clinicos foram j& desenvolvidos
no Brasil e na Republica Checa, em que se verificou, grosso modo, aumentos discretos

dos ganhos funcionais, de diferentes graus, em quase metade dos participantes [19].

O transplante de células de Schwann tem sido extensamente estudado em varios
modelos experimentais, considerando-se ser capaz de promover regeneracdo axonal e
mielinizagdo dos axdnios regenerados [128-129]. A seguranca deste procedimento em
humanos foi reportada por Saberi et al., apds um ano de seguimento de individuos com

lesdo medular cronica em quem foi efectuado transplante destas células [130].
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No entanto, uma limitacdo foi observada na aplicacdo das células de Schwann:
Xu et al. verificaram ndo haver regeneracdo axonal para além do local de transplante
[125]. Assim, a associacdo de terapéuticas que visem diminuir o ambiente inibitorio da
cicatriz glial perilesional surge como eventual potenciador do transplante destas células.
Novos estudos que optimizem esta terapéutica sdo necessarios para que seja testada em

humanos [125].

Uma estratégia que se tem destacado pelos seus resultados positivos tem sido o
transplante de células da mucosa olfactiva — as células gliais olfactivas (olfactory
ensheating glia) [125]. Evidéncia pré-clinica demonstrou que a sua cultura e posterior
transplante no rato induz regeneragdo axonal e traduz-se em ganho funcional [131-134].
Fouad et al. associou, a esta terapéutica, o transplante de células Schwann e a
administracdo de ChABC, reportando melhoria na locomogdo e na prevencdo da
disfuncéo vesical [125, 135].

Estudos clinicos tém vindo a ser desenvolvidos, destacando-se o estudo de Lima
et al., desenvolvido em Portugal. Nesse estudo, as células da mucosa olfactiva autéloga
nédo foram isoladas, tendo sido enxertado tecido nasal directamente em 7 pacientes com
lesdo medular cronica, tendo-se verificado um aumento dos ASIA (American Spinal
Injury Association) scores motores em todos os participantes (dois deles passaram
mesmo de ASIA A para ASIA C), tendo-se observado em todos, excepto um

participante, melhoria do ASIA score sensorial [124, 136].

Uma outra terapéutica que parece promissora € o transplante de células
progenitoras de oligodendrocitos (CPO), capazes de induzir maior remielinizacdo dos

que as formas maduras da sua linhagem (até por, ao contrario destas, ndo exibirem
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dominios extracelulares de Nogo-A ou MAG) [125, 137]. Keirstead et al. produziram
CPO a partir de células estaminais embrionarias humanas e, apos o seu transplante em
ratos adultos com contusdo medular, verificaram a sua redistribuicdo numa éarea
perilesional e diferenciagdo em oligodendrécitos, observando posterior aumento da
remielinizacdo e ganho substancial locomotor [138]. Estas CPO derivadas de células
estaminais humanas embrionérias foram j& aprovadas pela FDA para utilizagdo em

estudos clinicos [125].
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[11. TERAPEUTICA CIRURGICA

Vérios estudos sustentam que a intervengdo cirurgica estd indicada para
descompressdao medular apés lesdo, bem como para realinhamento e estabilizacdo da
coluna em casos especificos [139].

Alguns autores levantaram a hipotese de poder haver beneficios na fixagédo
espinhal apo6s trauma medular, no entanto, dada a escassez de estudos controlados e
randomizados ndo ha estudos suficientes para verificar evidéncia nos beneficios ou
desvantagens deste procedimento [140].

Associada a descompressdo medular, Xu et al. retratam ainda um outro beneficio
da intervencdo cirdrgica, sugerindo que a descompressdao medular desempenha um
papel na reducdo da apoptose celular secundaria a lesdo medular [141]. Ora
considerando que a apoptose secundaria a lesdo contribui para dano neuronal e perda
funcional apds lesdo [142-144], e que estudos experimentais desenvolvidos por Weda et
al, entre outros, verificaram que a diminuicdo da apoptose de células neuronais
desempenha um papel importante na diminui¢cdo do dano neuronal e perda funcional,
bem como na recuperacao neuroldgica ap6s lesdo incompleta [145-147], ao diminuir a
apoptose celular secundéria a cirurgia de descompressdo medular apresenta aqui uma
vantagem adicional [141].

Apesar do consenso geral quanto ao beneficio da cirurgia, no que se refere ao
timing ideal em que este procedimento deve ocorrer ndo se verifica consenso claro entre
0s autores [139, 148]. Com o objectivo de esclarecer qual a influéncia que o “timing” da
descompressao cirurgica medular desempenha no outcome dos doentes apds lesdo
medular traumatica, bem como qual a janela temporal ideal para a cirurgia, varios

estudos foram desenvolvidos. Destaca-se a revisao sistematica levada a cabo por Furlan
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et al., em que foram considerados 19 estudos experimentais e 22 estudos clinicos que,
na sua maioria, comparavam grupos com diferentes timings de descompressdo cirurgica
[139]. De salientar as dificuldades e limitacGes inerentes & comparagéo entre 0s estudos,
uma vez que os modelos experimentais usados diferem entre si, bem como o tamanho
da amostra, quase sempre reduzida [139].

Furlan et al. concluiram haver evidéncia que sustente que a intervencédo antes das
24h é segura e que pode melhorar o outcome clinico e neuroldgico dos doentes, bem
como diminuir os custos financeiros associados a hospitalizacdo e a complicacdes
secundarias pés-traumaticas. A precocidade da intervengdo ndo altera a mortalidade.
Ademais, os estudos pré-clinicos e clinicos sugerem que o outcome dos doentes podera
ser potencialmente optimizado se se proceder a descompressdo cirdrgica e estabilizacéo
medular entre as 8h e as 24h. Assim, pela comparacdo entre os estudos analisados
através do método modificado de Delphi (Reid, 1993), um painel de dez especialistas
recomenda neste estudo que, pelos beneficios inerentes precocidade da descompressao
cirtrgica, apesar do timing ideal para descompressdo cirurgica ndo ser ainda evidente,
este procedimento deve ser considerado em todos os doentes com lesdo medular
traumatica e realizar-se entre as 8h e as 24h ap6s o evento traumatico, sempre que seja
possivel [139]. Resultados do Treatment for Acute Spinal Cord Injury Study (STASCIS)

referidos em Fehlings et al. também apontam nesse sentido (antes das 24h) [149].
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Di1scussAO/CONCLUSAO

Novas terapéuticas tém vindo a ser desenvolvidas com vista a bloquear o efeito
inibidor dos PGCS e das proteinas inibidoras associadas a mielina Nogo-A, MAG,
OMgp. Destacam-se a ChABC, anticorpos anti-Nogo-A; antagonistas NgR e
blogueadores do Rho/ROCK. Estudos in vivo em animais demonstram que cada uma
destas abordagens conduz a um aumento da regeneragdo, sprouting e plasticidade
axonal, proporcionando maiores ganhos na recuperacao das fungdes motora e sensitiva.

Diferencas nos resultados dos estudos foram observadas quando se comparam
modelos lesionais diferentes (sobretudo hemisec¢do versus (hemi)contusdo), o que
reflecte diferentes caracteristicas inerentes e préprias de cada mecanismo — destacam-se
as diferentes caracteristicas observadas na cicatriz glial, cujos diferentes PGCS
apresentam expressao quantitativa, temporal e espacial diferem entre ambos os modelos.
O esclarecimento desta desigualdade pode permitir ajustes nos desenhos dos estudos,
proporcionando adequacdo da terapéutica a fisiopatologia da lesdo e, assim, maximizar
resultados.

No entanto, apesar de os resultados obtidos serem positivos, o improvement
proporcionado por estas terapéuticas estd, ainda, longe de ser completo e o ideal. Varios
factores limitantes da actuacdo de cada agente terapéutico foram identificados. Séo,
assim, necessarios estudos que procurem esclarecer quais o0s protocolos de
administracdo que maximizam o potencial benéfico de cada terapéutica, adequado ao
tipo de lesdo. Para tal, novas revisdes sistematicas dos diferentes estudos desenvolvidos
em cada tipo de terapéutica poderdo ser relevantes, dada a escassez de artigos do

género. Compreende-se, no entanto, que a variedade de modelos, protocolos e tamanhos
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das amostras utilizadas nos estudos possa dificultar a elagdo de conclusdes com
evidéncia substancial.

Ressalvam-se as limitagcOes inerentes aos estudos citados no trabalho. Por
exemplo, o facto de os modelos utilizados para a laceracdo reproduzirem apenas uma
hemisecgdo, ndo sendo levado em conta factores como hemorragia intramedular,
contusdo ou possivel pressdo extrinseca contra a medula [40]. Ademais, grande parte
dos estudos contempla apenas a hemiseccdo, que ndo corresponde, no homem, nem a
lesdo mais frequente nem & mais severa. Assim, dado que em humanos os casos mais
severos envolvem geralmente componente de contusdo [41], é fundamental que mais
estudos comparem os resultados das terapéuticas em ambos 0s modelos, antes de se
extrapolar para a sua eficacia em humanos [41].

Outros outcomes decorrentes destas terapéuticas, como por exemplo,
recuperacdo do controlo vesical, ndo foram abordados neste trabalho, embora tenham
vindo a ser alvo de investigacéo e deva ser tido em consideracao pela sua influéncia na
qualidade de vida dos doentes.

Estudos que esclarecam mais profundamente as limitagdes ao ganho funcional,
em particular os factores influenciadores do estabelecimento de novas sinapses
funcionais, bem como de modeladores do guidance axonal, sdo necessarios, por forma a
que se potencialize as consequéncias no ganho de funcdo decorrente do aumento do

sprouting axonal j& observado.

Com vista a ultrapassar as limitacdes individuais de cada terapéutica e aumentar
a recuperacdo funcional final, diferentes associagfes de terapéuticas tém vindo a ser
exploradas. Estas associacOes, por exemplo de terapéuticas inibidoras do efeito da

mielina como a ChABC com terapéuticas de transplante de CMO ou células de
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Schwann, tém-se mostrado, em geral, bastante promissoras, com ganhos mais
significativos na recuperagdo funcional do que o observado aquando das terapéuticas
isoladas. Estas associa¢fes podem assumir particular relevancia no ambito da contuséo
medular, dado haver maior componente glial inibitério comparativamente a
hemisseccdo e, possivelmente, factores influenciadores proprios, mais dificilmente
ultrapassados com um sé tipo de actuacdo terapéutica.

No que se refere particularmente as terapéuticas de transplante, a variedade de
fontes tecidulares/celulares que tem vindo a ser explorado é vastissima. No entanto,
falta ainda evidéncia pré-clinica que compare os diferentes procedimentos e fontes de
tecido/células. Ao nivel clinico, os dados que temos reportam-se a estudos com
amostras muito pequenas, verificando-se auséncia de consensos entre 0s autores.

Estudos clinicos das diferentes abordagens terapéuticas (quando isoladas) estdo a

ser desenvolvidos, esperando-se resultados nos proximos anos.

Muito ha ainda para explorar neste campo, nomeadamente ao nivel da
sistematizacdo e comparacdo de resultados, maximizacdo de cada terapéutica, bem
como possivel combinacdo de agentes. Mais estudos sdo necessarios para apurar quais
os melhores esquemas de associacdo para os diferentes tipos de lesdo, destacando-se
estudos que demonstram que a aplicacdo de terapéuticas sinergistas nem sempre resulta
num ganho acrescido, podendo sim limitar a recuperacdo, dada a possivel competicdo
pelos mesmos mecanismos fisiopatoldgicos, ndo permitindo a expressdao plena da
potencialidade de cada terapéutica e do possivel efeito potenciador que a sua

administracdo conjunta poderia apresentar.
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No futuro, uma possivel abordagem terapéutica dos doentes com lesdo medular
podera passar pela implementacédo, ap0s cirurgia precoce, de uma associacdo de agentes
inibidores do ambiente inibitério (ChABC, antagonistas do Nogo-A e Rho), a
estratégias de engenharia dos tecidos/células que permitam o seu transplante por forma
a estabelecermos novas “pontes” na lesdo e a potenciar os efeitos dos antagonistas
anteriormente referidos. Provavelmente associando, ainda, estratégias de reabilitacdo
especificas e desenhadas para cada esquema terapéutico. A associacdo de modeladores

do crescimento axonal e do guidance axonal devem, também, ser consideradas.
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