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RESUMO

Mello AA. Analise eletrofisioldgica em doentes com esclerose lateral amiotréfica que
receberam duas infusdes de células-tronco mesenquimais no liquor. [tese]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2023.

Ensaio clinico fase 1/2 analisou a evolucdo de parametros eletrofisiolgicos em 28
sujeitos com esclerose lateral amiotréfica (ELA) em periodos definidos antes e apos
duas infusdes intratecais de células-tronco mesenquimais (CTM). Os objetivos
incluiram a anélise da pertinéncia metodoldgica dos registros eletrofisioldégicos no
acompanhamento da evolugdo da doenca e de possiveis efeitos da terapia celular. O
indice nimero de unidades motoras (MUNIX) foi correlacionado com os dados da
escala revisada da graduacdo funcional da ELA (ALSFRS-R) e da dinamometria
manual (DM). A avaliacdo comparativa dos registros pré e pos-infusdo das CTM
utilizou o slope desses dados. Os resultados do estudo foram separados em analise
global e individual. A analise global utilizou a média dos slopes e a anélise individual
usou o valor dos slopes de cada doente. Os dados do periodo pré-infusdo foram
comparados com aqueles do periodo p6s-infusdo nos momentos 90, 180 e 210 dias ap6s
a primeira infusdo de CTM em ambas as analises. A andlise global dos resultados
indicou o inicio do processo de reinervacdo no masculo tibial anterior apenas no
periodo po6s-infusdo por meio dos registros obtidos do indice do tamanho de unidades
motoras (MUSIX), p < 0,05. A analise individual identificou doentes responsivos e nao
responsivos, sendo que trés deles apresentaram resposta estatistica, p < 0,05, em pelo
menos dois parametros eletrofisiologicos do mesmo musculo e em dois ou mais
momentos consecutivos. Os estudos das correlacdes de Pearson realizados entre a
média do valor do MUNIX e a média do valor da ALSFRS-R e da DM apresentaram
correlagéo linear positiva e estatisticamente significativa no conjunto das 10 visitas, p <
0,05. As correlagbes entre os registros do MUNIX nos musculos estudados e da
ALSFRS-R individualizados por visita ndo mostram resultados estatisticamente
significativos. Por outro lado, as correlagdes entre os registros do MUNIX e da DM
individualizados por visita mostraram ser lineares positivas em todas, exceto em uma
visita, e resultados com significancia estatistica foram identificados. Conclui-se que a
metodologia adotada foi adequada ao seguimento dos doentes com ELA. Registros
eletrofisiologicos foram capazes de identificar possiveis efeitos das infusdes das CTM.

Palavras-chave: Esclerose lateral amiotrofica. Ceélulas-tronco mesenquimais. Terapia
celular. Biomarcadores. Neurofisiologia. Eletromiografia. Dinamometria manual.



ABSTRACT

Mello AA. Electrophysiological analysis of patients with amyotrophic lateral sclerosis
who received two infusions of mesenchymal stem cells into the cerebrospinal fluid.
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Phase 1/2 clinical trial analyzed the evolution of electrophysiological parameters in 28
subjects with amyotrophic lateral sclerosis (ALS) in defined periods before and after
two intrathecal infusions of mesenchymal stem cells (MSCs). The objectives included
analyzing the relevance of electrophysiological records in monitoring the evolution of
the disease and possible effects of cell therapy. The motor unit number index (MUNIX)
was correlated with data from the revised ALS functional grading scale (ALSFRS-R)
and manual dynamometry (MD). The comparative evaluation of pre- and post-infusion
MSCs records used the slope of these data. The study results were separated into global
and individual analysis. The global analysis used the average of the slopes and the
individual analysis used the slope value of each patient. Data from the pre-infusion
period were compared with data from the post-infusion period at 90, 180 and 210 days
after the first MSCs infusion in both analyses. The global analysis of the data indicated
the beginning of the reinnervation process in the tibialis anterior muscle only in the
post-infusion period through the records obtained from the motor unit size index
(MUSIX), p < 0.05. The individual analysis identified responsive and non-responsive
patients, with three patients showing a statistical response, p < 0.05, in at least two
electrophysiological parameters of the same muscle and at two or more consecutive
moments. Pearson correlation studies carried out between the mean MUNIX value and
the mean ALSFRS-R and MD values showed a positive and statistically significant
linear correlation in the set of ten visits, p < 0.05. The correlations between the MUNIX
records and the ALSFRS-R individualized per visit do not show statistically significant
results. On the other hand, the correlations between MUNIX and MD records
individualized by visit proved to be positive linear in all but one visit and results with
statistical significance were identified. It is concluded that the methodology adopted
was appropriate for monitoring patients with ALS. Electrophysiological recordings
were able to identify possible effects of MSCs infusions.

Descriptors: Amyotrophic lateral sclerosis. Mesenchymal stem cells. Cell therapy.
Biomarkers. Neurophysiology. Electromyography. Manual dynamometry.
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1. INTRODUCAO

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) é a forma mais comum de doenca do
neurdnio motor e acomete os neurénios motores superiores (NMS) e 0s neurdnios
motores inferiores (NMI). A insuficiéncia respiratoria é geralmente a causa da morte
dos doentes com ELA apds cerca de trés a quatro anos do inicio dos sintomas (van Es et
al., 2017).

Disfuncdes genéticas e processos fisiopatoldgicos variados contribuem para o
desenvolvimento da ELA, e o entendimento dessa heterogeneidade é necessario para o
surgimento de tratamentos eficazes para a doenca (van Es et al., 2017). Nenhum
tratamento atualmente é capaz de interromper ou reverter a progressao da doenca
(Petrou et al., 2016).

Nesse cenario, instituicbes médicas de pesquisa deflagram ensaios clinicos com
células-tronco em doentes com a ELA, examinando possiveis efeitos na sobrevida ou na

qualidade de vida dos doentes.

Células-tronco sdo consideradas para fins terapéuticos em doengas
neurodegenerativas como a ELA, doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer e atrofia
de multiplos sistemas, seja com o0 objetivo de substituir células perdidas ou de melhorar
a sobrevivéncia de células restantes (Baloh et al., 2018). As abordagens atuais na ELA
buscam prolongar a sobrevivéncia e a fun¢do neuronal por meio de efeitos paracrinos
ou da producdo de células da glia, devido aos desafios que envolveriam a reconstrucao
completa de circuitos neuronais motores em doentes adultos (Mazzini et al., 2012,
Petrou et al., 2016; Baloh et al., 2018).

Estudos que visam verificar a seguranca e a viabilidade dos tipos de transplante
celulares na ELA foram concluidos recentemente ou ainda estdo em andamento.
Ensaios clinicos atuais mostraram que as células-tronco mesenquimais (CTM)
autologas podem ser injetadas com seguranca por via intratecal. Os efeitos das CTM no
tratamento da ELA ainda carecem de comprovacéo (Baloh et al., 2018; Goutman et al.,
2019).

Nesse contexto, a identificacdo de biomarcadores ganhou destaque no
desenvolvimento de ensaios clinicos ou terapias para a ELA (Benatar et al., 2016). O

uso de biomarcadores confiaveis na ELA pode melhorar a estratificacdo de doentes,



aumentar o poder estatistico e fornecer desfechos quantitativos de forma a elevar a
eficacia dos ensaios clinicos (Chio e Traynor, 2015).

Métodos eletrofisioldégicos podem ser utilizados no seguimento clinico de
progressdo e na avaliacdo dos efeitos terapéuticos na ELA (Benatar et al., 2016).
Biomarcadores neurofisioldgicos possibilitam o diagnéstico precoce e, portanto, a
instituicdo de estratégias de gerenciamento e recrutamento para ensaios terapéuticos, ao
fornecerem medidas objetivas de disfuncdo dos NMS e NMI na ELA. Além disso, 0s
biomarcadores neurofisiolégicos podem servir como métodos ndo invasivos de
avaliacdo em ensaios clinicos terapéuticos e fornecer pistas sobre os mecanismos das
doencas que podem levar a descoberta de novos alvos terapéuticos (Vucic e Rutkove,
2018).

Alguns candidatos a biomarcadores eletrofisiolégicos na ELA incluem o
potencial de acdo muscular composto (PAMC), o indice neurofisiologico (IN), o indice
do numero de unidades motoras (MUNIX) e o indice do tamanho de unidades motoras
(MUSIX).

Este estudo é pioneiro na realizacdo dos registros eletrofisiologicos seriados do
PAMC, IN, MUNIX E MUSIX no seguimento evolutivo de doentes com ELA
submetidos a infusdo de duas doses intratecais de CTM autélogas derivadas da medula
Ossea. A literatura é escassa a respeito desse tema.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Estudar registros eletrofisioldgicos sequencialmente obtidos nos doentes com

ELA submetidos a infusdo de duas doses intratecais de CTM.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a pertinéncia metodoldgica dos registros eletrofisiolégicos no
seguimento dos doentes com ELA submetidos a infusdo de duas doses intratecais de
CTM.

2. ldentificar possiveis efeitos das CTM nos doentes com ELA por meio de
registros eletrofisiologicos realizados em sete visitas apds a primeira injecdo de CTM,

comparados com 0s registros de trés visitas anteriores as injecoes.

3. Correlacionar o resultado dos registros eletrofisiolégicos do MUNIX com os
dados obtidos na escala revisada da graduacdo funcional da ELA (ALSFRS-R) e na

dinamometria manual.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1  Aspectos gerais da esclerose lateral amiotrofica

A ELA ¢ a doenca mais frequente do neurbnio motor e, caracteristicamente,
acomete os NMS e NMI. A descricdo original da doenca é atribuida ao neurologista
francés Jean-Martin Charcot em 1869 (Rowland, 2001). A ELA € conhecida também
pelo eponimo doenga de Lou Gehrig em referéncia ao nome do jogador norte-

americano de beisebol que foi afetado por esta doenca.

A perda dos NMI, os quais se estendem dos nacleos motores do tronco cerebral
e do corno anterior da medula espinhal aos musculos esqueléticos, leva a fraqueza
muscular, atrofia, cdimbras e fasciculagcdes. J& o comprometimento dos NMS, cujo
corpo celular se encontra na camada 5 do cdrtex cerebral motor e seus axénios formam
os tratos corticoespinhal e corticobulbar, leva a espasticidade, hiperreflexia, fraqueza e
surgimento de reflexos patolégicos. As consequéncias da afeccdo dos NMI sdo as

principais responsaveis pela mortalidade nesta doenca (Oskarsson et al., 2018).

Dados de imagem e neuropatoldgicos indicam o envolvimento ndo motor na
ELA em estudos recentes (Hardiman et al., 2017). A associacdo da doenca com
distdrbios cognitivos, deméncia, anormalidades sensitivas e autondmicas sugere que a
ELA ndo esteja restrita ao territorio motor (Cellura, 2011). O reconhecimento do
envolvimento ndo motor na ELA permite, de fato, cuidados clinicos mais acurados e
fornece conhecimentos novos a respeito da patogénese da doenca (Oskarsson et al.,
2018).

3.2  Epidemiologia

A taxa de incidéncia da ELA na Europa e na Ameérica do Norte varia entre 1,5 e
2,7 por 100.000 pessoas/ano, enquanto a taxa de prevaléncia varia entre 2,7 e 7,4 por
100.000 pessoas/ano (Worms, 2001; Logroscino et al., 2010; Jordan et al., 2015; Mehta
et al., 2018). A doenca é mais frequente em homens do que em mulheres, na propor¢ao
de 1,3 a 1,5:1, e fica proxima de 1:1 na faixa etaria acima dos 70 anos. A incidéncia da
ELA aumenta com a faixa etaria e atinge o pico aos 74 anos, a partir do qual passa a

diminuir (Mehta et al., 2018). Revisdo sistematica importante mostrou pico de



incidéncia do inicio da ELA entre 60 e 75 anos na maioria dos estudos (Chio et al.,
2013). Estudos de base populacional mostram a meédia de sobrevida do doente com
ELA em torno de dois a trés anos ap6s o inicio dos sintomas, sendo a faléncia
respiratoria a principal causa de morte (Oskarsson et al., 2018). Adicionalmente,
estudos também mostram que a taxa de progressao da doenca é mais rapida nos doentes
com idade de inicio mais avancada, na forma bulbar da ELA, nos casos com
comprometimento cognitivo e naqueles com certos genotipos especificos (Al-Chalabi e
Hardiman, 2013).

A ELA ¢ classificada em formas esporadica (ELAe) e familiar (ELAF), nesta
ultima sendo mais frequente o padrdo de heranca autossdbmico dominante. A forma
familiar representa de 5 a 10% de todos os casos da doenca (Byrne et al., 2011). A
expansdo repetida do hexanucleotideo G4C2 no gene C9orf72 é a causa genética mais
comum de ELAT e representa cerca de 30 a 40% desses casos. Esta mesma alteracdo
génica também € causa de deméncia frontotemporal (DFT) (DeJesus-Hernandez et al.,
2011; Renton et al., 2011). As mutacbes nos genes C9orf72, superdxido dismutase 1
(SOD1) e RNA-binding protein Fused in sarcoma (FUS) representam mais de 50% dos
casos de ELAf. Cerca de outros 30 genes ja foram identificados como possiveis
causadores da doenca, aumentando o seu risco de desenvolvimento ou acelerando sua

progressdo (Oskarsson et al., 2018).

Os Unicos fatores de risco ja estabelecidos para o desenvolvimento da ELA sdo a
idade e historia familiar. Tabagismo, propensdo ou atividade atlética, servico militar,
traumatismo craniano, campos eletromagnéticos, produtos quimicos agricolas,
exposicéo ao chumbo e outros metais pesados carecem de comprovacéo cientifica como

possiveis fatores de risco para ELA (Oskarsson et al., 2015).

3.3  Caracteristicas patologicas

O achado patologico principal na ELA é a morte de neurdnios motores no cortex
motor, no tronco encefalico e na medula espinhal. A degeneracdo dos axonios
corticoespinhais causa afilamento e cicatrizacdo dos aspectos laterais da medula
espinhal. A morte dos neurénios motores do tronco encefalico e da medula espinhal
torna as raizes ventrais mais finas e acarreta a amiotrofia dos masculos da lingua, da

orofaringe e dos membros (Brown e Al-Chalabi, 2017).



A degeneracdo dos neurdnios motores € acompanhada de processos
neuroinflamatdrios, com proliferacdo de células da astréglia, micrdglia e
oligodendroglia (Philips e Rothstein, 2014; Kang et al., 2013). Caracteristica comum
nos casos da ELA familiar e esporadica € a agregacao de proteinas citoplasmaticas, com
destaque, mas ndo exclusivamente, nos neurénios motores. Isso é exemplificado pela
TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43), que em muitos casos de ELA é clivada,
hiperfosforilada e acumulada no citoplasma das células (Neumann et al., 2006).
Agregados de ubiquitina 2 também sdo comuns (Deng et al., 2011), assim como 0s
depdsitos intracitoplasméaticos do tipo selvagem de SOD1 (Bosco el al., 2010a).
Depositos de proteinas que mostram evidéncias de ubiquitinacdo e filamentos de TDP-
43 ubiquitinados sdo proeminentes nos neurdnios motores tanto na fase pregressa
guanto na fase terminal de atrofia do corpo celular. Descri¢es patoldgicas subsidiadas
pela alta diversidade da doenca ressaltam que determinados agregados sdo detectados
em subtipos especificos da ELA, por exemplo, a presenca de agregados de dipeptideos e
de depositos de RNA intranucleares na ELA causada pela mutacdo do gene C9orf72
(Brown e Al-Chalabi, 2017).

Ressaltam-se ainda as observacgdes da reducéo da densidade das fibras sensoriais
mielinizadas na ELA em aproximadamente 30% nos nervos periféricos, apesar do

envolvimento sensorial ndo ser clinicamente evidente na doenca (Bradley et al., 1983).

3.4  Patogénese

Informac®es a respeito das caracteristicas neuropatolédgicas e mutacfes genéticas
associadas a ELA contribuiram para o conhecimento de sua patogénese (Oskarsson et
al., 2018).

O estudo da patogénese da ELA deve incluir suas formas familiares e
esporédicas, bem como considerar sua diversidade fenotipica. A presuncdo geral é que a
doenca reflita a interacdo adversa entre fatores genéticos e ambientais. Viséo alternativa
postula que todos os casos de ELA sdo consequéncia principalmente de fatores
genéticos complexos (Brown e Al-Chalabi, 2017). Perspectivas sugerem que a
patogénese da ELA envolva processo de vérias etapas (Al-Chalabi et al., 2014).

A ELATf e a ELAe apresentam semelhancas nas suas caracteristicas patologicas e

clinicas que sugerem convergéncia de eventos celulares e moleculares que culminam
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com a degeneracdo dos neurénios motores (Brown e Al-Chalabi, 2017). Visao atual dos
genes envolvidos na ELA é que eles se agrupam em trés categorias, isto €, envolvem a
homeostase proteica, a homeostase e o trafego de RNA e a dinamica citoesquelética
(Peters et al., 2015).

Os genes que influenciam a homeostase proteica formam a primeira categoria. O
achado patolégico mais investigado na ELA é o acumulo de proteinas agregadas e
defeitos correspondentes nas vias celulares para degradacdo proteica. A proteina SOD1
mutante induz agregados de proteinas que sdo potencialmente toxicos para 0s neurénios
motores (Andersen, 2006). Genes que codificam proteinas adaptadoras envolvidas na
manutencdo e degradacao proteica também estdo implicados na ELA, por exemplo, a
valosin-containing protein (VCP), proteins optineurin (OPTN), TANK-binding kinase 1
(TBK1) e sequestosome 1 (SQSTM1/p62) (Brown e Al-Chalabi, 2017).

Os genes que influenciam a homeostase e trafego de RNA formam a categoria
que se expande mais rapidamente e codificam proteinas que interagem com 0 RNA. A
primeira proteina a ser descoberta foi a TDP-43 (Neumann et al., 2006), cuja
localizacdo incorreta no citosol, clivagem, fosforilagdo e ubiquitinacdo foram
inicialmente evidenciadas na ELAe e na DFT. No entanto, observou-se que mutac6es
no gene TARDBP, que codifica a proteina TDP-43, podem também causar ELAf
(Sreedharan et al., 2008). O gene FUS codifica outra proteina de ligagdo ao RNA
chamada fused in sarcoma, homdloga a TDP-43, que na forma mutante também causa
ELA (Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009). A razdo dos genes mutantes que
codificam proteinas de ligacdo ao RNA causarem ELA ndo esta clara. Essas proteinas
tém multiplas funcGes no splicing de genes, na vigilancia do material transcrito apds o
splicing, na geracdo de microRNA e em processos bioldgicos axonais. A maioria dessas
proteinas possui dominios de baixa complexidade que permitem liga¢fes ndo seletivas
ao RNA e a outras proteinas. As mutacOes relacionadas a ELA aumentam a propenséo
dessas ligacdes, levando a automontagem das proteinas e a formacéo de agregados (Kim
et al., 2013). Essa autoagregacéo é facilitada em granulos de estresse, que sdo estruturas
ndo ligadas a membrana, formados sob estresse celular e que contém complexos de
RNA parados na fase de traducdo (Bosco et al., 2010b; Li el al., 2013). A
automontagem de proteinas mutantes de ligacdo ao RNA pode induzir conformacdes
toxicas e autopropagadoras que disseminam doenga dentro e entre as células de maneira

analoga a das proteinas prionicas (Brown e Al-Chalabi, 2017).
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O gene mutado mais comumente na ELA é o C9orf72 (DeJesus-Hernandez et
al., 2011; Renton et al., 2011). A proteina do gene C9orf72 tem papel no trafego e na
autofagia das membranas nucleares e endossémicas. Um trecho ndo codificador de seis
nucleotideos é repetido até aproximadamente 30 vezes em pessoas normais. Expansoes
desse segmento para centenas ou milhares de repeticdes causam ELAf e DTF, além de
também poderem levar a ELAe. Varios mecanismos podem contribuir para a
neurotoxicidade da expansdo de hexanucleotideos. O material transcrito do gene
danificado é depositado no nucleo celular, formando focos de RNA que sequestram
proteinas nucleares. Parte do RNA expandido escapa para o citoplasma, onde gera cinco
repeticGes de dipeptideos potencialmente toxicas. Estudos recentes mostraram também
defeito no transporte através da membrana nuclear em células com expansdes do gene
C9orf72 (Freibaum et al., 2015; Zhang et al., 2015). Além disso, a expansao pode levar
a expressao reduzida dos niveis de proteina do gene C9orf72, causando doenca por
mecanismo de perda de funcédo (Ciura et al., 2013).

Trés genes relacionados ao desenvolvimento da ELA codificam proteinas
importantes na manutencdo das dindmicas normais do citoesqueleto. Dimeros do gene
TUBAJA sdo componentes de microtibulos cuja integridade é essencial para a estrutura
axonal. O gene DCTN1 é implicado no transporte axonal retrogrado e o gene PFN1
participa da conversdo de actina globular em filamentosa e em extensdo nervosa. Niveis
mais baixos de expressdo do gene modificador EPHA4 correlacionam-se com maior
sobrevida na ELA, talvez por permitir extensdo axonal mais exuberante (Brown e Al-
Chalabi, 2017).

Anormalidades celulares diversas surgem como resultado da atuacdo de cada
categoria, incluindo a deposigéo de proteinas intranucleares e citosdlicas, agregados de
RNA, distarbios dos mecanismos de degradacdo de proteinas, disfuncdo mitocondrial,
estresse do reticulo endoplasmatico, trafego nucleocitoplasméatico defeituoso,
excitabilidade neuronal e transporte axonal alterados. Esses eventos, na maioria dos
casos, ativam e recrutam células ndo neuronais como astrdcitos, microglia e
oligodendroglia, que exercem influéncias positivas e negativas na viabilidade do
neurdnio motor. Essas anormalidades podem afetar de forma mais ou menos seletiva o
corpo celular, dendritos, axonios e jungdes neuromusculares (Brown e Al-Chalabi,
2017).
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Figura 1 — Os trés principais processos patogénicos na ELA

As vias que relacionam as proteinas implicadas, em vermelho, e as estruturas e moléculas
celulares-chave, em cinza, sdo mostradas. Eventos disfuncionais resultante estdo apontados pelas setas
em preto. O painel A mostra homeostase proteica alterada na ELA. Muitos genes da ELA codificam
proteinas adaptadoras que sdo criticas na degradacdo de proteinas e agem no nivel do reticulo
endoplasmatico, isto €, degradacdo proteica associada ao reticulo endoplasmético e através de vias
proteossdmicas e autofagicas. As proteinas de ligagdo ao RNA podem se automontar para formar
agregados. O painel B mostra mecanismos da doenca relacionados ao gene C9orf72. A toxicidade da
expansdo de repeticBes de hexanucleotideos no gene C9orf72 produz: deposicdo de RNA intranuclear,
que resulta em perturbagdes no splicing de genes e sequestro de proteinas de ligacdo ao RNA,; tradugdo
de polipeptideos do DNA expandido, que leva a repeticdo de dipeptideos toxicos; distrbios do transporte
nlcleo-citoplasmatico; e niveis reduzidos da proteina C9orf72 (haploinsuficiéncia). O painel C mostra
alteracBes da dindmica citoesquelética neuronal na ELA. Genes que codificam as proteinas dinactin
subunit 1 (gene DCTNL1) e a tubulin alpha-4A chain (gene TUBA4A) sdo essenciais na manutengdo da
estrutura do axbnio do nervo motor, e mutaces nesses genes perturbam tanto a integridade quanto o
transporte axonal. A proteina profilin 1 (gene PFN1) é essencial para a montagem de axénios
filamentosos e para a formacdo de cones de crescimento axonais distais. MutagcGes no PFN1 e o aumento
da expressdo da proteina EPH receptor A4 (gene EPHA4) diminuem a expansdo do crescimento do
axonio distal.
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3.5  Quadro clinico

A perda dos neurdnios motores resulta nos principais sinais e sintomas clinicos
da ELA. A doenga é comumente classificada levando-se em consideracéo o seu local de
inicio. A manifestacdo clinica inicial da ELA pode ocorrer nas regides craniana,
cervical, toracica ou lombossacral e se apresentar como sinais e sintomas do
acometimento dos NMS e ou NMI. A ELA de inicio espinhal representa cerca de 75%
dos casos e caracteristicamente se inicia na musculatura inervada por neurdnios
espinhais, levando a fraqueza tanto proximal quanto distal nos membros superiores e ou
inferiores (Worms, 2001). A ELA de inicio bulbar representa em torno de 25% dos
casos, e 0s sintomas iniciais podem afetar a fala, a mastigacao e a degluticdo (Chio et
al., 2013).

Os principais sintomas relacionados ao acometimento dos NMS incluem
lentiddo de movimentos, incoordenacdo motora, espasticidade, hiperreflexia, fraqueza,
disartria e disfagia (Oliveira e Pereira, 2009). Outro sintoma frequente envolve o afeto
pseudobulbar, caracterizado por riso, choro ou bocejo inapropriados (Tortelli et al.,
2016). A afeccdo dos NMI resulta principalmente em fraqueza, atrofia, fasciculagoes,
cdibras musculares, disartria, disfagia, dificuldade em sustentar a cabeca e em manter
postura ereta e dispneia progressiva por fraqueza da musculatura diafragmatica e

intercostal (Oliveira e Pereira, 2009).

Os principais sintomas ndo motores relacionados a ELA compreendem

alteracOes cognitivas, sensoriais, dor e disfungdo autondémica.

O comprometimento cognitivo pode preceder ou suceder o acometimento dos
NMS e NMI em doentes com ELA e é geralmente relacionado & disfuncdo executiva
frontotemporal (Ringholz et al., 2005; Phukan et al., 2007). Aproximadamente 15% dos
doentes com ELA atendem aos critérios de DFT (Ringholz et al., 2005).

Cerca de um terco dos doentes com ELA relatam sintomas sensoriais e
apresentam amplitudes reduzidas de resposta sensitiva do nervo sural. Evidéncias de
alteracdes patoldgicas foram encontradas em 91% dos doentes submetidos a bidpsia do
nervo sural. Os achados eletrofisiologicos e patoldgicos indicam padréo de perda axonal
que afeta predominantemente fibras mielinizadas de grande calibre (Hammad et al.,
2007).
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O sintoma de dor ¢é relatado pela maioria dos doente com ELA. Ocorre em todos
0s estagios da doenca e pode ser sintoma inicial que precede a disfun¢cdo motora (Chio
et al., 2017). Dor nociceptiva na ELA pode surgir de mobilidade reduzida, cdibras
musculares, espasticidade muscular e condi¢cdes comorbidas (Handy et al., 2011; Chio
et al., 2017). Além disso, doentes com ELA podem apresentar dor com caracteristicas
neuropéticas como parestesia, alodinia, hiperalgesia. Revisao sistematica publicada em
2017 constatou que a prevaléncia de dor variou de 15 a 85% nesses doentes (Chio et al.,
2017).

Os sintomas autondmicos ocorrem em cerca de 29% dos doentes com ELA e sdo
mais evidentes quando os NMS estdo predominantemente envolvidos. Disfungéo

urinaria ou gastrointestinal e intolerdncia ortostatica sdo comuns (Piccione et al., 2015).

A variabilidade do predominio do acometimento dos NMS ou NMI ressalta o
espectro clinico das doencas do neurdnio motor. A esclerose lateral primaria
compromete de forma isolada os NMS. A atrofia muscular progressiva acomete
somente os NMI (Donaghy, 1999). A paralisia bulbar progressiva envolve a
degeneracdo dos NMS e dos NMI restrita ao segmento bulbar. A flail arm syndrome
caracteriza-se por fraqueza progressiva de predominio na musculatura proximal dos
membros superiores (Couratier et al., 2000). A flail leg syndrome caracteriza-se por
fraqueza progressiva da musculatura distal dos membros inferiores (Wijesekera et al.,
2009). A flail arm syndrome e a flail leg syndrome apresentam sobrevida melhor que as
demais variantes da ELA (Wijesekera et al., 2009).

3.6  Diagnostico

Os critérios diagnosticos da ELA fundamentam-se em achados clinicos e
estudos eletrofisiologicos estabelecidos com base na presenga e topografia do
envolvimento dos NMS e NMI. Os critérios de El Escorial da Federacdo Mundial de
Neurologia foram desenvolvidos em 1994, inicialmente, para uso em pesquisas clinicas
(Brooks, 1994) e revisados em 2000 (Brooks et al., 2000). Os critérios de Awaji da
Federacdo Internacional de Neurofisiologia Clinica foram propostos em 2008 com o
objetivo de aumentar a sensibilidade de deteccdo da doenca (de Carvalho et al., 2008).
Embora sejam semelhantes, estes ultimos incorporaram dados neurofisioldgicos no

estabelecimento da presenca de sinais de acometimento dos NMI e permitiram que a
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presenca de fasciculagdes na eletromiografia de agulha fosse usada como evidéncia de
desnervacdo ativa em musculos com sinais de alteracfes neurogénicas. Costa et al.
(2012) confirmaram que a incorporacdo dessas mudancas aos critérios de Awaji
melhoraram a sensibilidade e ndo reduziram a especificidade do diagnéstico da ELA.
Os novos critérios diagnosticos de Gold Cost da Federacdo Internacional de
Neurofisiologia Clinica simplificaram o diagnéstico da ELA. Eles incluem:
comprometimento motor progressivo documentado por historia ou avaliagdo clinica
repetida, precedido por funcdo motora normal; presenca de disfun¢do do neurdnio
motor superior e inferior em pelo menos uma regido do corpo ou disfuncdo do neurdnio
motor inferior em pelo menos duas regides; por fim, investigacdes que excluam outros
processos de doenca (Shefner et al., 2020). Esses critérios apresentam sensibilidade
diagnostica similar aos critérios de EI Escorial e Awaji (Hannaford et al., 2021). Sua
precisdo diagndstica manteve-se independentemente da duragdo, do local de inicio da
doenca e do estado funcional do paciente (Vucic et al., 2021). Os critérios de Gold
Coast apresentaram maior sensibilidade e especificidade em fenotipos atipicos da ELA
em comparacdo aos outros dois critérios (Hannaford et al., 2021). No entanto, 0s
critérios de El Escorial revisado ainda sdo os mais utilizados nos estudos clinicos.
Segundo os critérios de EI Escorial revisados (Brooks et al., 2000), o
diagndstico da ELA requer: presenca de evidéncia de degeneracdo dos neurdnios
motores inferiores por exame clinico, eletrofisiol6gico ou neuropatoldgico; evidéncia de
degeneracdo dos neurdnios motores superiores pelo exame clinico; e progressdo dos
sintomas ou sinais dentro de uma regido ou para outras regides, conforme determinado
pela historia ou pelo exame clinico. Além disso, exige a auséncia de evidéncias
eletrofisiologicas e patologicas de outras doengas que possam explicar os sinais de
degeneracdo dos NMS e NMI e a auséncia de evidéncias de neuroimagem de outros

processos relativos aos aspectos clinicos e eletrofisiologicos observados.

O diagnostico clinico da ELA, sem confirmacdo patologica, pode ser
categorizado em niveis de certeza pela avaliacdo clinica isolada, dependendo da
presenca de sinais de acometimento dos NMS e NMI juntos, na mesma regido
anatdmica topografica no tronco encefalico ou na medula espinhal cervical, toracica ou

lombossacral, e sdo definidos como:
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- ELA clinicamente definida: apresenta sinais clinicos de acometimento dos
NMS e NMI em trés regides espinhais ou sinais de comprometimento dos NMS e NMI

na regido bulbar e em pelo menos mais duas regides espinhais.

- ELA clinicamente provavel: apresenta sinais clinicos de acometimento dos
NMS e NMI em pelo menos duas regides com algum comprometimento dos NMS
necessariamente rostral aos sinais dos NMI.

- ELA clinicamente provavel com suporte laboratorial: apresenta sinais clinicos
de acometimento dos NMS e NMI em apenas uma regido, ou sinais clinicos de
comprometimento apenas dos NMS em uma regido e sinais de comprometimento dos
NMI definidos pela eletroneuromiografia (ENMG) presentes em pelo menos duas
regides e com exames de neuroimagem e clinico-laboratoriais que excluam outras

causas.

- ELA clinicamente possivel: apresenta sinais clinicos de acometimento dos
NMS e NMI juntos em apenas uma regido, ou sinais clinicos de comprometimento
apenas dos NMS em duas ou mais regides ou sinais de comprometimento dos NMI
rostralmente aos sinais de NMS, e o diagnostico de ELA clinicamente provavel com
suporte laboratorial ndo pode ser provado por evidéncias em bases clinicas em conjunto
com eletrodiagndsticos, neurofisiolégicos, neuroimagem ou estudos laboratoriais
clinicos. Outros diagnésticos devem ter sido excluidos para aceitar o diagnostico de
ELA clinicamente possivel.

3.7 Tratamento

Os tratamentos atuais para ELA néo trazem melhora clinica significativa aos
doentes. O riluzol foi aprovado em 1995 para o tratamento da ELA pela agéncia Food
and Drug Administration (FDA). A droga inibe a liberagdo de glutamato. Geralmente é
bem tolerada, mas estudos clinicos mostraram beneficio de sobrevida de
aproximadamente trés meses dos doentes (Bensimon et al., 1994; Lacomblez et al.,
1996). A droga edaravone foi aprovada em 2017 pelo FDA para uso na ELA. Possui via
de administragdo intravenosa e age como depurador de radicais livres, reduzindo o
estresse oxidativo. O edaravone foi capaz de diminuir a deterioragdo funcional em

subgrupo de doentes com ELA, como demonstrada pela reducdo no declinio da escala
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ALS Functional Rating Scale-Revised (ALSFRS-R) em 33% durante o periodo de seis
meses do estudo e, também, pela reducdo no declinio da escala ALS Assessment
Questionnaire (ALSAQ-40) (Writing Group, 2017).

Estudo multicéntrico, randomizado e duplo-cego incluiu 137 participantes com
diagnostico de ELA definida e inicio dos sintomas a menos de 18 meses. O objetivo foi
verificar a eficacia e seguranca do uso do fenilbutirato de sodio e taurursodiol no
tratamento desses pacientes. Os doentes foram aleatoriamente designados na proporcao
de 2:1 para receber fenilbutirato de sédio-taurursodiol ou placebo. O grupo que utilizou
o fenilbutirato de sédio-taurursodiol apresentou declinio funcional mais lento do que o
grupo placebo, conforme medido pela pontuagdo da ALSFRS-R durante o periodo de
24 semanas. Os resultados secundarios ndo foram significativamente diferentes entre 0s
dois grupos. Ensaios clinicos com maior tempo de seguimento e ndmero de
participantes sdo necessarios para avaliar a eficicia e seguranca do fenilbutirato de
sodio-taurursodiol em doentes com ELA (Paganoni et al., 2020).

Terapias de suporte como a nutricdo enteral via sonda ou ostomia, prevencao de
aspiracdo por meio do controle de secre¢des salivares e do uso de dispositivos para
ajudar a tosse, fornecimento de suporte ventilatério geralmente com pressao positiva de
duas vias nas vias aéreas sao de fato os pilares do tratamento dos doentes com ELA,
visto os beneficios clinicos discretos das terapias medicamentosas para a doenca
(Brown e Al-Chalabi, 2017).

3.8 Células-tronco e a ELA

Os beneficios em potencial dos tratamentos com células-tronco sdo exaltados em
doengas humanas (Giordano et al., 2007). As CTM, em especial, sdo largamente
estudadas inclusive em doengas neurodegenerativas (Abdallah e Kassem, 2008; Kim e
de Vellis, 2009; Mazzini et al., 2012; Kim et al., 2013).

As CTM parecem ser o tipo de célula-tronco mais adequado disponivel para
terapia celular na ELA, pois a sua manipulagdo ex vivo € pequena, ndo recebem vetores
virais e ndo estdo atreladas a formacdo de teratomas, por serem células derivadas do
individuo adulto (Lindvall et al., 2012). As CTM derivadas de células estromais da

medula dssea foram capazes de aumentar a sobrevida de roedores modelos da ELA
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(Forostyak et al., 2011), e 0s mecanismos experimentais propostos para as agdes destas
células sdo multiplos (Boucherie et al., 2009).

Os enxertos de células-tronco podem interagir com o tecido em degeneracéo e
responder de modo especifico, suprindo eventos e necessidades locais por meio de
mecanismos celulares e moleculares. Destaca-se a capacidade de as células enxertadas
modularem os processos inflamatorios, citotoxicos, citoprotetivos e degenerativos, além
dos mecanismos de reparo e cicatrizacdo (Deans e Moseley, 2000; O'Connor e Boulis,
2012).
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Figura 2 - Mecanismos potenciais da eficacia de células-tronco mesenquimais na

neurodegeneragao

As CTM transplantadas podem fornecer respostas terapéuticas gracas a efeitos paracrinos e
contatos célula a célula com células neurais residentes. A capacidade das CTM de secretar citocinas,
fatores de crescimento e exossomos pode potencialmente induzir e apoiar processos de regeneracéo,
incluindo angiogénese, sinaptogénese, remieliniza¢do axonal e neurogénese. Devido as suas propriedades
imunomoduladoras, as CTM podem atenuar as respostas inflamatorias no sistema nervoso central
inibindo maturacéo e migracao de células dendriticas, supressao da ativagdo e proliferagdo de linfécitos e
redugdo da gliose. Além disso, as CTM possuem propriedades antiapoptéticas e podem limitar a
excitotoxicidade, modulando as fungdes dos astrdcitos.

A ciéncia ainda devera percorrer longo caminho até que se torne possivel a
neurossubstituicdo de neurdnios doentes ou mortos pelas terapias com células-tronco,
particularmente no caso das caracteristicas especificas da perda neuronal na ELA
(Faravelli et al., 2014; Silani et al., 2010). Neurbénios motores podem ser facilmente
diferenciados a partir das CTM in vitro, no entanto, a terapia celular com as CTM esta

Skew of M1 toxic microglia
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longe de impactar a reposigéo celular. Artificios experimentais sdo capazes de aumentar
o potencial beneficio da reposicdo neuronal pela terapia com as CTM na ELA (Haidet-
Phillips et al., 2011), contudo a recolocacdo de neurdnios motores que restabelecam a
inervacdo de alvos distantes, como € o caso dos musculos estriados esqueléticos, ainda
permeia 0 campo tedrico. Além de suas fibras terem que vencer as barreiras da
regeneracao no sistema nervoso central (Lindvall et al., 2012), os ax6nios dos NMI em
regeneracdo teriam o desafio adicional de sair do sistema nervoso central e chegar até a
periferia (Boucherie et al., 2009; Forostyak et al., 2011).

Os efeitos das CTM nos mecanismos da ELA discutidos anteriormente podem
sofrer influéncia do compartimento anatdmico utilizado na administracdo das células.
Estudos pré-clinicos utilizaram o parénquima cerebral e da medula espinhal, o espaco
intratecal, o tecido muscular e o sistema venoso como vias de administracdo das células,
cada um deles desenhado para o objetivo do estudo em questéo (Lewis e Suzuki, 2014).
A translacdo desses experimentos a préatica clinica, entretanto, esbarra em diversas
questdes clinicas, metodoldgicas e éticas.

As CTM sdo extraidas por puncdo 0Ossea juntamente com as células-tronco
hematopoiéticas. As CTM podem ser isoladas e enriquecidas em laboratério, quando o
centro de estudo tem as facilidades necessarias para o seu processamento. A maioria dos
ensaios clinicos em andamento com células-tronco na ELA utiliza as CTM derivadas da
medula dssea. Os enxertos clinicos das CTM no parénquima espinhal trazem
preocupac0es relacionadas ao dano potencial as areas ndo comprometidas com a doenca
ou ao aumento de lesdes ja estabelecidas (Karussis et al., 2010; Mazzini et al. 2012; Koh
et al., 2012; Prabhakar et al., 2012).

Ensaios clinicos fase 1/2 exploram a segurancga e os indicativos de eficacia das
CTM autdlogas em certas doengas (Kan et al., 2007; Kebriaei e Robinson, 2011;
Gnecchi et al., 2012). Pode se concluir desses estudos que a administracdo intratecal das
CTM ¢, no geral, segura e bem-tolerada. A eficacia do tratamento com as CTM na ELA
ainda necessita ser demonstrada, mesmo porque os estudos realizados até o momento
ndo foram apropriadamente desenhados para esse fim (Baloh et al., 2018).

Tratamento com células-tronco surge como candidato promissor para a ELA,
pois a seletividade da morte dos neurénios motores esta vinculada a mecanismos

diversos e multifatoriais, tornando dificil a identificacdo de alvos terapéuticos
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especificos para a doenca (Cleveland e Rothstein, 2001; Kim et al., 2013; Thomsen et
al., 2014; Alves et al., 2015).

3.9 Biomarcadores e a ELA

Em 1998, os grupos de trabalho dos Institutos Nacionais de Defini¢cdo de
Biomarcadores de Saude dos EUA definiram biomarcador como “uma caracteristica
que é objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos biol6gicos
normais, processos patogénicos, ou respostas farmacol6gicas a uma intervencdo
terapéutica” (Strimbu e Tavel, 2010).

Biomarcadores clinicos sdo mais faceis e baratos que a medicdo direta do
desfecho clinico final e sdo medidos em periodo de tempo mais curto. Eles podem ser
usados na triagem, no diagnostico, na caracterizacdo e no monitoramento de doencas,
como indicadores prognosticos, para desenvolver intervencfes terapéuticas
individualizadas, para prever e tratar reacfes adversas a medicamentos, para identificar
tipos de células e para estudos farmacodinamicos e de resposta a dose. Conhecer a
relacdo fisiopatoldgica entre o biomarcador e o desfecho clinico relevante é necessario
para o entendimento do seu valor. Bons biomarcadores devem ser mensuraveis com
pouca ou nenhuma variabilidade, devem ter adequada relacdo sinal-ruido e mudar
rapida e confiavelmente em resposta a alteracdes na condicdo estudada ou na terapia
instituida (Aronson e Ferner, 2017).

Biomarcadores na ELA sdo objeto de pesquisas e discussao nos Ultimos vinte
anos. Biomarcadores sensiveis e especificos ttm o potencial de ajudar clinicos e
pesquisadores a entender melhor a doenga, aprimorar o desenho de ensaios clinicos,
desenvolver novas terapias e melhorar os resultados dos doentes. Poucos biomarcadores
validados foram fornecidos até o momento, apesar de diversas pesquisas nessa area
(Verber et al., 2019).

Candidatos a biomarcadores na ELA podem ser categorizados segundo sua
funcdo diagnostica, prognostica e preditiva, farmacodindmica e de monitoramento da
progressdo de doenca. Doentes com ELA podem apresentar, inicialmente, sinais e
sintomas sutis, e, em média, ha intervalo de tempo de 12 meses entre o inicio dos
sintomas e o diagnostico da doenca (Mitchell et al., 2010). Biomarcadores diagnosticos

poderdo ajudar no diagnostico precoce da ELA e, dessa forma, permitir o inicio do
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tratamento e a inclusdo de doentes em ensaios clinicos quando os sinais e sintomas da
doenca ainda forem discretos e localizados. Biomarcadores prognosticos poderdo ser
uteis na estratificacdo de doentes ao distinguir subgrupos e melhorar o delineamento de
estudos. Os preditivos representam a chance de prever resposta a determinado
tratamento em vez do curso natural prognéstico da doenca; e os farmacodinamicos
mudam de maneira confidvel em resposta ao tratamento e garantem a averiguacdo do
efeito desejado de determinado medicamento experimental. Isso poderia identificar e
interromper intervencdes terapéuticas ineficazes em estagio inicial. Da mesma forma,
0s marcadores de progressdo da doenca representam medidas seriadas que mudam
conforme a doenca piora na auséncia de tratamento. Estes poderiam fornecer outra
medida objetiva e abordagem de economia de tempo para ensaios clinicos
randomizados (Verber et al., 2019).

Os principais candidatos a biomarcadores na ELA podem ser produtos
bioguimicos obtidos a partir do liquor (LCR), sangue ou urina, provenientes de imagem

do sistema nervoso central, periférico ou masculo e neurofisioldgicos.

3.9.1 Biomarcadores bioquimicos

Os principais candidatos a biomarcadores bioquimicos no LCR, sangue ou urina
na ELA sdo as proteinas do neurofilamento, niveis de SOD1 no LCR, dominio
extracelular do receptor de neurotrofina p75 (p75ECD) na urina e dosagem de dipeptide

repeat proteins (DPR) no LCR na ELA com mutacdo no gene C9orf72.

3.9.1.1 Proteinas do neurofilamento

Os biomarcadores mais promissores do LCR identificados até 0 momento sdo as
proteinas do neurofilamento, um componente do citoesqueleto de neurbnios que se
acumula e pode ser dosado apds dano axonal e degeneracdo neuronal (Rosengren et al.,
1996; Brettschneider et al., 2006). Elas consistem em trés subunidades, as duas de
interesse s&o o0s neurofilamentos de cadeia pesada fosforilados (pNfH) e os
neurofilamentos de cadeia leve (NfL). Evidéncias cientificas indicam os niveis de
neurofilamentos como elemento diagnostico (Li et al., 2016; Steinacker et al., 2016;

Oeckl et al., 2016). Ambas as subunidades foram validadas em estudo multicéntrico
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como biomarcadores diagnosticos (Oeckl et al., 2016). A pNfH sozinha foi validada
como biomarcador diagnostico em outro estudo (Lehnert et al., 2014).

Utilidades adicionais desses marcadores ainda precisam ser validadas, embora
estudos fornecam evidéncias nesse sentido (Verber et al., 2019). Estudo longitudinal
comparando doentes com ELA e controles saudaveis encontraram niveis mais altos de
NfL no LCR dos primeiros, e niveis mais altos foram associados a pior progndstico
(Gaiani et al., 2017).

Lu et al. (2015) mostraram que os niveis de NfL no soro e no LCR sao
altamente correlacionados. Esse dado é util, pois as coletas de amostras seriadas de
sangue séo mais facilmente obtidas do que amostras seriadas de LCR. Nesse estudo, o
NfL foi bastante estavel ao longo do tempo, particularmente aquele derivado do sangue,
e pode ser ferramenta potencial para o monitoramento farmacodindmico. Além disso,
forneceu suporte adicional ao NfL do LCR como marcador progndstico para
estratificacdo de doentes, mostrou que o0s niveis sanguineos de NfL foram
significativamente maiores nos doentes com ELA do que em controles saudaveis e que
o alto nivel inicial de NfL foi forte preditor independente de sobrevida.

Em resumo, o pNfH e NfL sdo validados como marcadores diagndsticos e
apresentam potencial progndstico e de monitoramento farmacodindmico no LCR. O
NfL no sangue apresenta potencial diagnoéstico, prognostico e de monitoramento

farmacodinamico.

3.9.1.2 Niveis de SOD1 no LCR

A SOD1 tem papel antioxidante na conversao de radicais livres de superdxido
em oxigénio e peréxido de hidrogénio em individuos saudaveis. Mutagdes no gene
SOD1 estdo implicadas em casos de ELAe e ELAT por meio de ganho toxico de fungédo
(Rothstein, 2009). A SOD1 dobrada incorretamente pode ser medida no LCR, e essa
mensuracdo tem potencial de biomarcador farmacodindmico, pois seus niveis sdo

estaveis em doentes individuais ao longo do tempo (Verber et al., 2019).
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3.9.1.3 Dominio extracelular do receptor de neurotrofina p75 (p75ECD) na urina

O receptor de neurotrofina p75 (p75NTR) é um dos dois receptores de
neurotrofinas, uma familia de fatores de crescimento que estimulam as células
neuronais a sobreviver e se diferenciar. Em humanos e roedores, sua expressdo €
aumentada nos neurénios motores durante a vida embrionaria, mas declina apds o
nascimento. No entanto, sdo reexpressados apos lesdo nervosa (Benatar et al., 2016).
Niveis elevados do p75ECD foram encontrados na urina dos doentes com ELA, e seu
aumento longitudinal ocorre com a progressdo da doenca. O p75ECD urinério mostra-
se promissor como biomarcador na ELA, com aplicagdo prognostica, farmacodinamica

e na progressao da doenca (Shepheard et al., 2017).

3.9.1.4 Dosagem de DPR no LCR na ELA com mutagdo no gene C9orf72

A ELA causada pela mutacdo no gene C9orf72 cursa com a expansao da
repeticdo de hexanucleotideos, levando ao acimulo de focos de RNA associados ao
sequestro de proteinas ligadoras de RNA, e resulta na traducdo pelo mecanismo repeat-
associated non-ATG (RAN), formando dipeptideos CORAN (DPR). Esses DPRs sdo
mensuraveis no LCR (Verber et al., 2019). Estudo transversal mostrou que um deles, o
poly(GP), é detectavel no LCR de doentes com ELA e DFT portadores de mutacdo no
gene C9orf72, mas ndo em doentes controle, e que esses niveis aumentados ocorrem em
doentes na fase pré-clinica (Lehmer et al., 2017). Estudo de seguimento longitudinal
mostrou que os niveis de DPR sdo estaveis ao longo do tempo, o que indica seu uso

como biomarcador farmacodinamico (Gendron et al., 2017).

3.9.2 Biomarcadores de imagem

Os principais candidatos a biomarcadores de imagem na ELA sdo a ressonancia
magnética (RM) ou tomografia computadorizada (TC) do sistema nervoso central, bem

como a ressonancia magnética de nervo periférico e musculo.
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3.9.2.1 Imagem de RM ou TC do sistema nervoso central

A ressonancia magnética € candidata a biomarcador, pois ndo € invasiva, é
relativamente barata e ndo envolve radiacdo ionizante. A natureza multimodal da RM
presta-se ao estudo de alteracfes anatbmicas e processos patoldgicos in vivo (Verber et
al., 2019).

O papel atual da RM estrutural convencional na pratica clinica é principalmente
para a exclusdo de diagnosticos diferenciais da ELA como parte da rotina do processo
diagndstico (Filippi et al., 2010). Entretanto, atrofia cortical focal foi demonstrada no
giro pré-central, bem como em outras areas motoras e ndo motoras (Grosskreutz et al.,
2006). A reducdo da area de superficie da medula espinhal cervical demonstrou
correlagdo com medidas clinicas de incapacidade, como na pontuacdo da ALSFRS-R
(de Albuquerque et al., 2017), e a diminuig&o do volume da medula espinhal cervical ao
longo de trés meses foi preditivo de disfuncdo respiratoria no ano seguinte (Grolez et
al., 2018). A atrofia cervical, portanto, pode ter potencial como biomarcador preditivo e
de progressao.

O meétodo de aquisicdo de imagens por Diffusion Tensor Imaging (DTI) explora
a diferenca na direcionalidade local da difusdo das moléculas de agua para acessar a
arquitetura tecidual e é especialmente utilizado para o estudo da substancia branca dos
tratos cerebrais (Verber et al., 2019). As alteracGes longitudinais do DTI no giro pré-
central e no trato corticoespinhal foram correlacionadas com a duracdo da doenca e com
0s escores da ALSFRS-R (Keil et al., 2012). Isso sugere que poderia ser considerado
potencial biomarcador de progressdo da doenca. Deve-se notar, no entanto, que as
alteracOes longitudinais nos pardmetros do DTI s&o sutis e podem ndo se traduzir em
mais eficiéncia nos projetos de ensaios clinicos em comparacdo com as medidas
clinicas atualmente disponiveis, como a ALSFRS-R. O DTI pode, todavia, ter beneficio
adicional se combinado com outras medidas clinicas e de imagem (Benatar et al., 2016).

A tomografia por emissdo de pdsitrons com fluorodeoxiglucose (PET-FDG) é
técnica de imagem que estima o consumo ou metabolismo de energia no cérebro.
Pagani et al. (2014) mostraram que as alteracGes na distribuicdo de FDG nos doentes
com ELA em comparacdo aos controles apresentam padrdo de hipometabolismo no
cortex frontal e occipital e hipermetabolismo no mesencéfalo. Este ultimo parece ser

relativamente especifico para ELA e pode ser potencialmente valioso na investigacdo
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diagnéstica dessa doenca. Além disso, o hipometabolismo grave nas regibes
frontotemporais foi preditor independente de menor sobrevida em doentes com ELA
(van Laere et al., 2014). O PET-FDG, portanto, pode ser potencial biomarcador
prognostico na ELA.

A neuroinflamacdo € considerada contribuinte importante para a cascata
fisiopatoldgica na ELA. Nesse contexto, a avaliagdo da microglia ativada in vivo por
tomografia por emissdo de pdsitrons pode ser potencialmente usada como biomarcador
de resposta terapéutica nessa doenca (Verber et al., 2019). A ativacdo microglial pode
ser investigada com o uso de radiomarcadores que tém como alvo a 18 kDa proteina
translocadora (TSPO). A TSPO ¢ expressa especificamente pela microglia e pelos
astrécitos ativados. Estudos demonstraram ativacdo microglial aumentada no cortex
motor primario, pré-motor, pré-frontal, temporal, talamo e tronco cerebral em doentes
com ELA (Turner et al., 2004; Zircher et al., 2015). O grau de ligagdo no giro pre-
central correlacionou-se negativamente com o estado funcional e positivamente com 0s

sinais de acometimento dos NMS (Zircher et al., 2015).

3.9.2.2 Ressonancia magnética de nervo periférico e musculo

O estudo do nervo periférico por RM utilizando o método DTI é realizado na
ELA e se mostra promissor (Verber et al., 2019). Simon et al. (2017) demonstraram que
a fracdo de anisotropia do nervo tibial e fibular reduziu com a progressdo da doenca e se
correlacionou com a escala ALSFRS-R, o que indica seu potencial como biomarcador
de progressao de doenca.

A degeneracdo das celulas do corno anterior da medula na ELA leva a mudancas
de sinal e atrofia nos masculos e nervos que podem ser avaliadas com ressonancia
magnética e, potencialmente, serem utilizadas como marcadores de progressdo da
doenca. Jenkins et al. (2018), em avaliacdo longitudinal de corpo inteiro por RM,
mostraram alteragdes semiquantitativas na sequéncia T2 em multiplas regides do corpo
de doentes com ELA em comparacdo aos controles. Nesse estudo, o sinal T2 mais alto
foi associado a maior incapacidade geral, fraqueza clinica e menor MUNIX em
musculos individuais. O sinal T2 relativo no masculo tibial anterior bilateral aumentou

ao longo de quatro meses em doentes com ELA.
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3.9.3 Biomarcadores eletrofisioldgicos

Enguanto o exame de eletroneuromiografia é primordial no diagndéstico da ELA,
métodos eletrofisiologicos podem ser utilizados no seguimento clinico da progresséo da
doenca e na andlise do desfecho em ensaios clinicos (Benatar et al., 2016). Segundo
Benatar et al. (2016), os candidatos a biomarcadores eletrofisiologicos para ELA sdo o
PAMC, IN, estimativa do nimero de unidades motoras (MUNE), compound muscle
action potential (CMAP) scan MUNE (MScan), MUNIX, miografia por impedancia

elétrica (MIE), excitabilidade axonal e estimulacdo magnética transcraniana (EMT).

3.9.3.1 Potencial de agdo muscular composto (PAMC)

O PAMC é obtido com a estimulacdo supramaxima de determinado nervo
enguanto se registra a despolarizacao das fibras musculares por ele inervadas por meio
de eletrodo de superficie sobre o musculo de interesse. Reducdo na amplitude do
PAMC geralmente corresponde a perda do axdnio motor e € comumente observada na
ELA no momento do diagndstico. Seu uso potencial como marcador de progressdo da
ELA ndo foi ainda explorado. No entanto, estudos recentes com foco em outros
biomarcadores eletrofisiologicos mostram declinio do PAMC ao longo do tempo nos
nervos medianos e ulnares na maioria dos doentes com ELA (Benatar et al., 2016). O
desafio de usar o PAMC como biomarcador de progressdo da ELA e de efeito de
medicamentos € sua reprodutibilidade nos individuos. Lewelt et al. (2010) mostraram
gue a amplitude e a area maxima dos nervos ulnares sdo medidas de resultado viavel,
validas e confidveis para uso em ensaios clinicos multicéntricos pediatricos na atrofia
muscular espinhal. Neuwirth et al. (2011), contudo, atribuiram principalmente a
variabilidade nas medidas do PAMC do mdsculo abdutor curto do polegar o baixo
coeficiente de correlagdo intraclasse do MUNIX deste masculo. O PAMC pode ser
utilizado de maneira mais eficaz como marcador primario da progressao da doenca ao
se tentar maximizar seu valor e ser consistente com a colocacao do eletrodo e a posicéo
do membro. Estudos adicionais focados especificamente no PAMC como biomarcador
devem ser realizados (Benatar et al., 2016).
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3.9.3.2 indice neurofisioldgico (IN)

O IN ¢é formado a partir de trés medidas neurofisioldgicas padronizadas, o
PAMC, o tempo de laténcia distal (TLD) e a persisténcia da onda F. O seu calculo ¢
realizado por meio da seguinte férmula no nervo ulnar: (amplitude do PAMC / TLD) x
persisténcia da onda F. Representa aspectos dos efeitos da desnervagéo e reinervagéo,
da degeneracdo da parte terminal dos axénios motores e da excitabilidade das células do
corno anterior (Swash e de Carvalho, 2004). O conceito basico por tras do IN é que,
com a progressédo da doenga, ocorre reducdo da amplitude do PAMC, prolongamento do
TLD e reducdo da persisténcia da onda F, o que resulta em reducdo do IN (Vucic e
Rutkove, 2018).

Cheah et al. (2011) concluiram que o IN foi responsivo em curto periodo de
tempo a progressdo da ELA, com isso, sugerem que utiliza-lo como resultado final
primario em ensaios clinicos fase 2 pode ser Gtil para encurtar o tempo total de estudos.
Além disso, o declinio desse indice ocorreu mais rapidamente hum mesmo periodo de
tempo quando comparado a medidas clinicas convencionais de progressao de doenca,
como a ALSFRS-R. Outro estudo, que seguiu 28 doentes com ELA de forma
longitudinal e realizou avaliacdo imediatamente apds o diagnostico e seis meses depois,
mostrou que o IN e o MUNE foram os biomarcadores pesquisados que mais mudaram
ao longo desse periodo. O IN apresentou taxa de declinio de 41,9% ao final de seis
meses, a qual foi maior do que na ALSFRS-R, na capacidade vital forcada e na
amplitude do PAMC, com declinio de 18,4%, 15,4% e 25,5% respectivamente (de
Carvalho e Swash, 2010). Escorcio-Bezerra et al. (2018) mostraram que o IN foi mais
sensivel do que as medidas clinicas na deteccdo da perda de NMI em membros pré-

sintomaticos de doentes com ELA lentamente progressiva.

3.9.3.3 Estimativa do nimero de unidades motoras (MUNE)

O MUNE visa fornecer medida quantitativa e reprodutivel do ndmero de
unidades motoras funcionais. O principio basico em todas as variacdes desta técnica &,
primeiramente, mensurar a amplitude do potencial de acdo muscular composto gerado
por todo musculo e, em segundo lugar, obter a amplitude média dos potenciais de acéo

muscular gerados por uma unica unidade motora. Dessa forma, o nimero de unidades
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motoras dentro do musculo pode ser determinado pela divisdo do primeiro pelo segundo
(McComas et al., 1971).

Diferentes métodos de MUNE adotam técnicas distintas para mensurar a
amplitude média dos potenciais de unidade motora unica (Verber et al., 2019). No
MUNE incremental, a intensidade do estimulo sobre o nervo € aumentada
gradualmente, e o tamanho dos degraus em amplitude com elevacGes sucessivas em
estimulacdo é medido. O tamanho médio das etapas é calculado e entdo dividido pelo
PAMC para obter o MUNE (Benatar et al., 2016). Essa técnica apresenta como
obstaculo o fendbmeno da alternéncia, no qual estimulos de mesma intensidade podem
ativar diferentes axénios motores com limiares de estimulacdo semelhantes e resultar
em alteracGes ndo representativas da amplitude dos potenciais de unidade motora Unica
(Gooch et al., 2014).

O método de estimulacdo de mdaltiplos pontos e adaptacfes posteriores tenta
contornar o fendmeno da alternancia gragas ao estimulo em niveis muito baixos em
diferentes pontos ao longo do comprimento do nervo, com o esforco de obter e
mensurar a amplitude de série de potenciais de unidade motora Unica. Para se obter o
MUNE neste caso, o PAMC ¢ dividido pelo tamanho médio de 10 potenciais de
unidade motora Unica (Benatar et al., 2016).

Ja 0 MUNE incremental multiponto combina métodos das duas técnicas citadas
anteriormente. Contém vantagens préaticas em relacdo aos demais métodos por ser mais
simples, de execucdo relativamente rapida e bem-tolerada, pois ndo sdo realizados
varios estimulos supramaximos e nao requer equipamento especializado (Shefner et al.,
2011).

O MUNE possui grande valor clinico na avaliacdo da perda progressiva do
axdnio motor, apesar da falta de método perfeito para sua realizagdo (Shefner, 2001).
Os trés métodos de MUNE supracitados foram relatados como ferramentas confiaveis e
sensiveis, pois se correlacionam e superam métodos clinicos funcionais na
demonstracdo de progressdo da doenca (Mitsumoto et al., 2007; de Carvalho e Swash,
2010). O MUNE é conceitualmente atraente, no entanto, a sua utilizacéo é desafiadora,

pois requer treinamento e tomada de decisdes em tempo real (Benatar et al., 2016).
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3.9.3.4 Compound muscle action potential (CMAP) scan MUNE (MScan)

O compound muscle action potential (CMAP) scan MUNE (MScan) é um
método eletrofisiologico ndo invasivo para estimar o nimero de unidades motoras
funcionais do musculo (Jacobsen et al., 2018). A técnica compara a varredura obtida do
masculo de interesse com modelos previamente concebidos para estimar o numero de
unidades motoras presentes (Visser e Blok, 2009). O MScan avalia todas as unidades
motoras do musculo e evita o viés inerente a todos os métodos de MUNE, os quais sdo
baseados na extrapolacdo de pequena amostra de unidades motoras. O método foi
testado quanto a reprodutibilidade e ao tempo de registro em 22 pacientes com ELA e
20 controles saudaveis. O MScan mostrou excelente reprodutibilidade intra e inter-
examinador, com valor do coeficiente de correlacdo intraclasse > 0,98 e coeficiente de
variacdo médio de 12,3 £ 1,6%. O tempo médio de registro foi em torno de seis
minutos. Conclui-se que o MScan € rapido, reprodutivel e pode ser util no diagnostico e

monitoramento da progressao de doencas neuromusculares (Jacobsen et al., 2018).

3.9.3.5 Indice do nimero de unidades motoras (MUNIX)

O MUNIX utiliza modelo matemético para acessar 0 nuimero de unidades
motoras, o qual é baseado no potencial de a¢do muscular composto e no padrédo de
interferéncia de superficie (PIS). O procedimento compreende trés passos.
Primeiramente, é obtido o PAMC do musculo a ser examinado, e sua fase negativa é
usada para o calculo de sua amplitude, area e poténcia. Em segundo lugar, os PIS séo
gravados ap6s o doente ser instruido a realizar e manter contragdo muscular isométrica
de intensidades progressivamente maiores. A area e a poténcia dos PIS sdo calculadas.
No passo final, utilizando a area e a poténcia do PAMC e dos PIS obtidas, € calculada a
contagem de unidades motoras em condigdes ideais (CUMCI). Gréafico contrapondo a
CUMCI e a area dos PIS é construido e regressdo de poténcia entre essas medidas €
realizada. Utilizando os pardmetros dessa regressdao, 0 MUNIX ¢é calculado como o
valor do CUMCI quando a area do PIS é 20 mV/ms. O MUSIX é calculado dividindo a
amplitude do PAMC pelo MUNIX (Nandedkar et al., 2004; Nandedkar et al., 2010).

O MUNIX supre limitagdes do MUNE, pois sua realizagdo é rapida, com

duracdo inferior a cinco minutos por muasculo e fécil de fazer em musculos proximais e
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distais, desde que seja possivel obter o PAMC supramaximo desses musculos
(Neuwirth et al., 2011). Além disso, a técnica apresenta vantagem singular de exigir
menos treinamento e préatica (Vucic e Rutkove, 2018).

O MUNIX e o MUNE levam vantagem em relacdo ao PAMC, pois sdo
teoricamente capazes de capturar a progressao da doenca cedo durante o seu curso,
quando o tamanho do PAMC ainda permanece relativamente estavel devido ao processo
de reinervacao (Felice, 1997).

No entanto, a técnica ndo pode ser realizada de forma confiavel em doentes com
limitacGes graves na ativacdo muscular voluntaria e em modelos animais (Vucic e
Rutkove, 2018). Ademais, a amplitude do PAMC deve ser controlada para otimizar a
confiabilidade do método (Neuwirth et al., 2011).

Estudos com MUNIX sdo realizados no seguimento de doente com ELA.
Neuwirth et al. (2015) concluiram que o MUNIX é biomarcador eletrofisiologico
confidvel para rastrear a perda de NMI na ELA. Além disso, a técnica do MUNIX
exibiu sensibilidade comparavel a diferentes técnicas de MUNE na deteccdo de perda
do NMI (Boekestein et al., 2012; Benmouna et al., 2018).

O MUNIX foi capaz de detectar perda de neurénios motores em musculos pré-
sintométicos em doente com ELA, fato que o torna bom candidato a biomarcador para
progressdo da doenca (Neuwirth et al., 2017). Escorcio-Bezerra et al. (2018) mostraram
gue o MUNIX médio e o IN foram mais sensiveis do que as medidas clinicas na
deteccdo da perda de NMI em membros pré-sintomaticos de doentes com ELA
lentamente progressiva e sugerem que esses dois biomarcadores eletrofisioldgicos

devem ser incluidos em estudos de fases iniciais como medidas de desfecho.

3.9.3.6 indice do tamanho de unidades motoras (MUSIX)

O célculo do MUNIX fornece também o MUSIX, que € derivado da divisdo da
amplitude do potencial de acdo muscular composto pelo valor MUNIX (Nandedkar et
al., 2004, 2010). O MUSIX pode detalhar o processo de reinervagdo em distdrbios
neuromusculares gracas a determinacdo do tamanho das unidades motoras e, com isso,
trazer informacdes a respeito do curso natural de tais condigcdes e da resposta a novos
tratamentos (Alix et al., 2019).
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3.9.3.7 Miografia por impedancia elétrica (MIE)

A técnica da MIE é ndo invasiva, indolor e quantitativa para avaliagdo do
musculo. Utiliza corrente elétrica de alta frequéncia e baixa intensidade aplicada por
dois eletrodos posicionados sobre o musculo. As tensdes superficiais resultantes séo
medidas por segundo par de eletrodos, a partir dos quais as propriedades condutoras e
capacitivas do tecido subjacente sdo obtidas. Essa técnica ndo depende da atividade
elétrica inerente ao tecido, mas de como este afeta a corrente aplicada. Assim, ela é
sensivel a alteracdes estruturais e composicionais do musculo dos doentes com ELA,
incluindo a atrofia das fibras musculares e a presenca de aumento de gordura
intramuscular (Vucic e Rutkove, 2018).

Estudos demonstraram que a MIE possui alta sensibilidade a progressédo da
doenca, assim como alta confiabilidade (Rutkove et al., 2007; Rutkove et al., 2012).

A técnica é de facil execucdo e requer treinamento minimo. Pode ser aplicada a
maioria dos musculos superficiais, incluindo os musculos proximais, truncais e até
bulbares (Benatar et al., 2016).

3.9.3.8 Excitabilidade axonal

As técnicas de medicdo da excitabilidade axonal permitem avaliacdo néo
invasiva in vivo das propriedades biofisicas dos axdnios periféricos (Verber et al.,
2019). Empregar métodos de rastreamento de limiar permite acessar de forma sensivel
as alteragBes no potencial da membrana causadas pela ativacdo de canais idnicos e
bombas de ions eletrogénicos (Bostock et al., 1998).

Estudos de rastreamento de limiar revelaram alteracdes indicativas de disfuncao
generalizada na conducdo axonal dos canais idnicos em doentes com ELA, incluindo
aumento persistente da condutancia do sodio associado a reducdo das correntes rapidas
e lentas de potassio. Tais alteragdes predisporiam os ax6nios desses doentes a geracao
de fasciculaces e cdibras (Vucic e Kiernan, 2006).

O aumento persistente da condutancia do soédio € preditor independente de
menor sobrevida em doentes com ELA. A hiperexcitabilidade da membrana esta

possivelmente associada a morte neuronal motora, e a modulacdo de correntes
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excessivas de sodio pode ser nova opg¢do terapéutica para esses doentes (Kanai et al.,
2012).

3.9.3.9 Estimulacdo magnética transcraniana (EMT)

A técnica de EMT ¢ ferramenta neurofisioldgica ndo invasiva e relativamente
indolor para avaliar a funcdo dos NMS em humanos. Utiliza campo magnético pulsado
direcionado a pequena area cortical e induz a despolarizacdo neuronal na regido para
gerar potencial de acdo (Vucic e Rutkove, 2018).

A EMT evoluiu para ser importante ferramenta de diagnostico na ELA,
fornecendo avaliacdo objetiva da disfuncdo dos NMS. A técnica de rastreamento de
limiar da EMT identificou a hiperexcitabilidade cortical como biomarcador diagnéstico
sensivel e especifico da ELA em estégio inicial da doenca, com a reducdo do intervalo
curto de inibicdo intracortical diferenciando de maneira confidvel a ELA de outras
desordens similares (Menon et al., 2015). Além disso, dois estudos mostraram a
presenca de hiperexcitabilidade cortical em doentes com fenoétipos atipicos da ELA, o
flail arm e o flail leg, o que possibilitou o diagnéstico definitivo em estégio inicial da
doenca (Vucic e Kiernan, 2007; Menon et al., 2016). A capacidade da EMT em
monitorar a progressdo da doenga exibe evidéncias preliminares e conclusdes
conflitantes, além de sua aplicacdo ser limitada em ensaios terapéuticos na ELA (Verber
etal., 2019).

3.10 Auvaliagdes clinicas no seguimento de doentes com ELA

3.10.1 Escala revisada da graduacéo funcional da ELA (ALSFRS-R)

A ALSFRS-R é escala de classificagdo de uso corriqueiro na ELA. Sua
aplicacdo demora cerca de 10 minutos e € utilizada para determinar a capacidade e
independéncia dos doentes com ELA em 12 atividades funcionais ranqueadas de 0 a 4 e
relevantes na doenga. A validacdo original da escala em doentes com ELA foi
estabelecida por meio da verificacdo de que as mudancas na graduacdo da ALSFRS-R
correlacionaram-se com as alteracGes na forga muscular ao longo do tempo, conforme

medido pelo teste de forca neuromuscular quantitativo, bem como com as mensuracgoes
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da qualidade de vida e sobrevida prevista (Cedarbaum et al., 1999; Greenberg e Walsh,
2005a; Greenberg e Walsh, 2005b). A escala foi validada na lingua portuguesa e
utilizada largamente no Brasil. A ALSFRS-R demonstra valor ao ser capaz de seguir a
progressdo da doenca, apresentar confiabilidade inter e intra-avaliadores, além da sua

aplicacdo facil (Kaufmann et al., 2007).

3.10.2 Capacidade vital forcada (CVF)

Os individuos com ELA apresentam restri¢cdes pulmonares caracterizadas pela
reducdo da capacidade vital e do volume corrente ao terem os musculos ventilatérios
comprometidos, levando a consequente insuficiéncia respiratdria cronica (Kelly et al.,
1991). A CVF ¢ parte da bateria de testes utilizados na avaliacdo da fraqueza do
masculo diafragma e no monitoramento da progresséo da ELA por meio da
espirometria, procedimento empregado na avaliagdo do comprometimento respiratorio
de doentes com ELA (Berry e Cudkowicz, 2011). A CVF pode ser medida de forma
rapida e eficaz no ambiente ambulatorial (Miller et al., 2009). Deve ser ressaltado que
h& métodos novos sendo desenvolvidos para a verificagdo da fungdo pulmonar (Berry e
Cudkowicz, 2011).

3.10.3 Dinamometria manual

A avaliacdo da forca muscular é importante em doentes portadores de doencas
neuroldgicas, musculares e esqueléticas (Stark et al., 2011). Stark et al. (2011) relatam
que avaliaces seriadas da forca muscular, a0 serem comparadas com a mensuracao
basal da forca em doentes, permitem a quantificacdo de eficacia de determinado
tratamento.

A dinamometria manual é uma das op¢des para mensurar objetivamente a forca
muscular (Stark et al., 2011). Foi descrita pela primeira vez por Lovett e Martin em
1916 (Bohannon, 2006). Stark et al. (2011) consideram-na instrumento confiavel na
avaliagdo da forca muscular em ambiente clinico quando comparada a dispositivos
isocinéticos. Os autores destacam o facil manuseio, a portabilidade, o baixo custo e o

tamanho compacto desse instrumento.
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Confiabilidade relativa alta e confiabilidade absoluta moderada foram
observadas em todos os grupamentos musculares estudados, exceto no tornozelo,
tornando o dinambémetro da forca da mao ferramenta potencial nas pesquisas em
populacdo idosa, desde que sejam utilizados protocolos e instru¢des padronizadas para
o0s doentes (Buckinx et al., 2017).

A dinamometria manual forneceu dados de forgca muscular com preciséo
semelhante a contracdo isométrica voluntaria maxima, esta que é ferramenta padréo de
avaliacdo da forca muscular em ensaios clinicos da ELA, especialmente na faixa de
forga até 20 kg. Considera-se a dinamometria manual alternativa pratica e disponivel a
contragdo isométrica voluntaria méxima no acompanhamento da disfuncdo motora de
doentes portadores de doencas neuromusculares em ensaios clinicos (Beck et al., 1999).
Shefner et al. (2016) concluiram que a avaliacdo quantitativa da forca usando a

dinamometria manual € medida confidvel e reprodutivel de declinio na ELA.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Sujeitos da pesquisa

Este subprojeto fez parte do protocolo de pesquisa aprovado pela CAPPesq
numero 2.825.756, que envolveu a infusdo de duas doses intratecais de CTM autdlogas
obtidas do aspirado da medula 6ssea do mesmo doente, no espaco subaracnoideo da
regido lombar da coluna vertebral.

Esse ensaio clinico ndo controlado foi realizado durante o periodo de
agosto/2016 a novembro/2018. O estudo obteve o registro NCT02917681 no

www.clinicaltrials.gov e incluiu 28 doentes com diagnostico clinico de ELA esporadica

e familiar segundo os critérios de EI Escorial (Brooks et al., 2000) para ELA provéavel
com suporte laboratorial, ELA provavel e ELA definida. O estudo foi aberto aos
doentes de todo o territorio nacional. Todos os participantes foram informados dos
detalhes da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo A). Os participantes foram acompanhados clinicamente pelos periodos de 20
semanas da triagem até primeira infusdo das CTM, de quatro semanas entre a primeira e

a segunda infusdo e de 28 semanas da segunda infusdo até a Gltima visita.

4.2 Critérios de inclusdo e exclusao

Os sujeitos elegiveis possuiam, na visita de triagem, idades que variavam entre
18 e 70 anos, capacidade vital forcada (CVF) ortostatica > 65% do previsto para a
idade, altura e sexo, < 24 meses do inicio dos sintomas da ELA, apresentavam a
ALSFRS-R > 30, estavam recebendo dose estavel de Riluzol por pelo menos 30 dias
antes do tratamento ou ndo faziam uso de Riluzol. Os doentes foram submetidos a
ENMG para o suporte diagnostico. Os doentes, a critério do neurologista, foram
submetidos ao exame de ressonancia nuclear magnética para o diagnéstico diferencial
guando necessario.
Os participantes em potencial foram excluidos quando eram incapazes de
permanecer deitados durante os procedimentos necessarios do estudo ou quando
apresentaram historia de doenca autoimune, mielodisplasia, doenca mieloproliferativa,

leucemia, linfoma, irradiacdo de corpo inteiro, fratura de quadril, escoliose grave ou
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ainda na eventualidade da incapacidade de tolerar procedimentos do estudo por
qualquer outro motivo. Todos os exames e procedimentos foram realizados no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP) e
custeados pelo projeto aprovado pelo Ministério da Saude e pelo CNPq, segundo o
processo #401922/2014-6.

4.3  As CMT, dose e administragdo

O procedimento de aspirado da medula éssea ocorreu em unidade hospitalar
especifica do HCFMUSP. O material coletado foi devidamente acondicionado segundo
as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e enviado ao Nucleo
de Tecnologia Celular da PUC-Parand, pertencente a Rede Nacional de Terapia Celular
do Ministério da Satde. As CTM autdlogas foram cultivadas e expandidas (Rebelatto et
al., 2008; Borgonovo et al., 2014), enviadas para 0 HCFMUSP e transplantadas no
mesmo doente por via intratecal na regido lombar da coluna vertebral nas doses de
1x108 CTM/Kg em cada uma das duas aplicacdes, estas separadas por intervalo de 30
dias. As infusdes foram realizadas em regime de internacdo hospitalar e feitas por

neurocirurgido capacitado para esse tipo de procedimento.
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Figura 3 — Fluxograma do percurso das CTM desde o aspirado da medula dssea até as infusdes
destas nos doentes com ELA do projeto
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4.4 Avaliac0es eletrofisioldgicas

Os doentes foram submetidos, na primeira visita, ao estudo
eletroneuromiogréfico de rotina nos quatro membros, para processo de confirmacao
diagndstica e classificacdo eletrofisiolégica da ELA. Essa avaliacdo foi composta do
estudo da conducdo nervosa motora, estudo da conducdo nervosa sensitiva, respostas
tardias e eletromiografia das regiGes craniana, cervical, toracica e lombossacral. O
PAMC dos musculos abdutor curto do polegar (ACP), primeiro interésseo dorsal da
mao (PIDM), abdutor do dedo minimo (ADM), o célculo do IN, e 0o MUNIX e MUSIX
dos musculos ACP, PIDM, ADM e tibial anterior (TA) também foram registrados nessa
primeira avaliacéo.

Apenas os procedimentos para obtencdo do PAMC dos musculos ACP, PIDM e
ADM, para o célculo do IN e para a aquisi¢do do MUNIX e MUSIX dos musculos
ACP, PIDM, ADM e TA foram realizados nas visitas subsequentes.

O equipamento de ENMG Viking Quest — eletrodiagnostic software (Natus,
EUA), versdo 20.1.13, foi utilizado na realizacdo do exame de rotina inicial e,
subsequentemente, nas avaliacdes relativas a obtencdo do PAMC dos musculos citados
e no calculo do IN. O programa de computador Synergy Research VV21-1 foi utilizado
na realizacdo do MUNIX e do MUSIX. Os eletrodos de captacdo utilizados foram os de
superficie Neuroline 71505 K/C (Ambu, Dinamarca). As avaliacdes foram realizadas
pelo mesmo examinador, titulado pela Sociedade Brasileira de Neurofisiologia Clinica
(SBNC).

Os doentes permaneceram em decUbito dorsal durante a realizacdo dos
procedimentos. O exame clinico de forca muscular foi realizado pelo examinador nos
musculos ACP, PIDM, ADM e TA bilateralmente. O lado que apresentou 0s musculos
com melhor desempenho na avaliagdo da forca muscular foi o escolhido para a tomada
dos registros eletrofisiologicos desde a primeira até a Gltima avaliacdo. O lado esquerdo
ficou padronizado nesse estudo como o de escolha, caso ndo houvesse diferenca de
forca muscular entre os musculos testados de ambos os lados. A temperatura cutanea
medida no dorso da méo foi mantida acima de 32°C e, no dorso do pé, acima de 30°C
durante todo o periodo dos registros, afericdo esta realizada com termémetro
infravermelho MT 350 (Minipa, Brasil). A temperatura das maos e ou dos pés foi
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elevada pelo uso de bolsas térmicas contendo agua quente e ou com dispositivo de jato
de ar quente quando necessario.

O PAMC do ACP foi obtido com o posicionamento do eletrodo ativo sobre a
regido tenar, do eletrodo referéncia sobre a base da falange proximal do primeiro dedo e
do eletrodo terra na palma da méo. O estimulo elétrico foi aplicado na regido anatémica
do nervo mediano no punho, entre o tenddo dos musculos flexor radial do carpo e

palmar longo, utilizando distancia fixa de 7 cm do eletrodo ativo.

B MEDIANO CTELA ) Record 00:46:56
> NRRee Dt Jlevet  00mAlIL02ms/[Singe
S Al sl s lspils s fai i ""‘"Sl@l 1 IIA = mlngmm
Recording Sie: Regio lenar
SimidsSte || o
A1 Puiho 3g 62 101] 30
—_— ‘.' Segment — A
*™ *[RegBo Enar-Puho 0 EESEE
T K L
b Amp 1210k -

Figura 4 — Imagem ilustrativa da técnica utilizada para a obtencdo do PAMC do ACP a
esquerda. O registro do PAMC deste mesmo musculo é mostrado a direita

O PAMC do ADM foi obtido com o posicionamento do eletrodo ativo sobre a
regido hipotenar, do eletrodo referéncia sobre a base da falange proximal do quinto
dedo e do eletrodo terra na palma da méo. O estimulo elétrico foi aplicado na regido
anatdmica do nervo ulnar no punho, adjacente ao tenddo do flexor ulnar do carpo,

utilizando distancia fixa de 7 cm do eletrodo ativo.
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0047:12

Figura 5 — Imagem ilustrativa da técnica utilizada para a obtencdo do PAMC do ADM a
esquerda. O registro do PAMC deste mesmo musculo é mostrado a direita

O PAMC do PIDM foi obtido com o posicionamento do eletrodo ativo sobre
este muasculo na regido lateral do dorso da méo, do eletrodo referéncia sobre a base da
falange proximal do primeiro dedo e do eletrodo terra na palma da mé&o. O estimulo
elétrico foi aplicado na regido anatdmica do nervo ulnar no punho, adjacente ao tenddo
do flexor ulnar do carpo, sem distancia fixa do eletrodo ativo.
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Figura 6 — Imagem ilustrativa da técnica utilizada para a obtengdo do PAMC do PIDM a
esquerda. O registro do PAMC deste mesmo musculo é mostrado a direita

be

O PAMC selecionado para cada musculo foi aquele com melhor amplitude,
menor rise time e sem deflex&o positiva inicial. Essas caracteristicas foram ativamente

buscadas por meio de ajustes no posicionamento do eletrodo ativo. A medida da
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amplitude dos PAMC foi realizada da base da onda ao pico da deflexdo negativa. Os
filtros utilizados para obtencdo do PAMC foram de 10 kHz para o de alta frequéncia e
de 2 Hz para o de baixa frequéncia. A estimulacao elétrica foi feita com pulso quadrado,
duracdo de 0,2 milissegundos (ms) e intensidade ajustavel de 0 a 100 miliamperes
(mA).

O IN foi calculado por meio da multiplicagéo do valor da amplitude do PAMC
do muasculo ADM pela persisténcia da onda F com captacdo nesse musculo. Esse
produto foi dividido pelo tempo de laténcia distal em milissegundos (de Carvalho e
Swash, 2000).

IN ADM = (PAMC (mV) x Persisténcia da onda F) / Laténcia distal motora (ms)

O PAMC do ADM foi obtido utilizando a técnica descrita acima. A persisténcia
da onda F foi calculada pela realizacdo da sequéncia de 20 estimulos supraméaximos,
disparados automaticamente na frequéncia de 0,7 Hz e duragdo de 0,2 ms. O valor da
persisténcia foi obtido pelo numero de tracados nos quais foi identificada onda F
dividida pelo numero de estimulos. A andlise dessas ondas foi realizada com ganho de
200 microvolts (uV) e varredura de 5 ms. Respostas de amplitudes menores que 40uV
foram desconsideradas. Respostas de mesma morfologia, duracdo, amplitude, laténcia e
gue apresentaram cinco ou mais repeti¢cées durante a sequéncia dos 20 estimulos foram
excluidas da andlise, pois foram consideradas ondas A ou repeaters. O tempo de
laténcia distal foi medido com ganho de 500uV e varredura de 2 ms. Os filtros
utilizados nessa analise foram de 10 kHz para o de alta frequéncia e de 2 Hz para o de

baixa frequéncia.
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Figura 7 — Registro da sequéncia de 20 estimulos supramaximos no nervo ulnar com captagéo no
musculo ADM com objetivo de calcular a persisténcia da onda F

O MUNIX foi realizado em sequéncia nos musculos ACP, ADM, PIDM e TA.
A utilizacdo do MUNIX médio resultou em aumento da preciséo e da sensibilidade da
técnica no acompanhamento da perda de unidades motoras em doentes com ELA
(Escorcio-Bezerra et al., 2017). Sendo assim, repetiu-se esse ciclo trés vezes e obteu-se
a mediana do valor do MUNIX e do MUSIX. O PAMC dos musculos ACP, ADM e
PIDM foi registrado utilizando as técnicas descritas acima. O PAMC do TA foi obtido
com o posicionamento do eletrodo ativo sobre este musculo na regido anterior da perna,
do eletrodo referéncia na regido anterior do tornozelo e do eletrodo terra na regido
anterior proximal da tibia. O estimulo elétrico foi aplicado na regido anatdmica do
nervo fibular na cabega da fibula, sem distancia fixa do eletrodo ativo.

A avaliacdo do padrdo de interferéncia de superficie (PIS) foi realizada apds a
obtencdo do PAMC de cada musculo citado, sem que houvesse nenhuma movimentagao
dos eletrodos de superficie. O doente realizou cinco niveis de contragdo muscular
isometrica contraria a resisténcia oferecida pelo examinador, com duragdo aproximada
de cinco segundos por nivel e intensidade crescente de forga, do minimo para o
maximo. Esse procedimento foi repetido duas vezes, totalizando 10 PIS. O examinador
contou com feedback acustico e visual provido pelo equipamento para auxiliar na
graduacdo dos niveis de forca muscular. Os filtros utilizados foram de 3 kHz para o de
alta frequéncia e de 3 Hz para o de baixa frequéncia. Musculos com PAMC menor do

que 500V foram excluidos da avalia¢do. Os critérios de aceitacdo do PIS foram indice
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de qualidade > 1,0, &rea do PIS > 20 mV/ms e ICMUC < 100. Tragados com
interferéncias e tremores foram rejeitados (Nandedkar et al., 2010). A duragdo de cada
PIS foi de 500 ms (Nandedkar el al., 2018).

Figura 8 — Imagem ilustrativa da técnica utilizada para obtencdo do PAMC do TA
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Figura 9 — Registro do PAMC do musculo ADM direito
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Figura 10 — Registro dos PIS no masculo ADM direito

Doente realizou cinco niveis de forca muscular com aumento progressivo da intensidade de
for¢a, do minimo (trago superior) para 0 maximo (traco inferior). Os PIS coletados mostram esfor¢o
gradual e areas progressivamente maiores.
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Figura 11 — Representacdo numérica dos valores obtidos dos PIS no muisculo ADM direito

Doente realizou cinco niveis de for¢ca muscular com aumento progressivo da intensidade de
for¢a, do minimo para o méaximo. Esse procedimento foi repetido duas vezes, totalizando 10 PIS. O
MUNIX calculado nesse caso foi de 139 e 0 MUSIX de 63.
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Figura 12 — Representacéo grafica dos valores obtidos a partir da coleta de 10 PIS no musculo
ADM direito

45  Escala revisada da graduacéo funcional da ELA (ALSFRS-R)

A escala ALSFRS-R foi aplicada nos doentes do estudo de acordo com o
cronograma apresentado na Tabela 1. Essa escala é composta por 12 itens, cujo objetivo
é graduar o desempenho dos sujeitos em atividades da vida diaria, como fala, salivacao,
degluticdo, escrita, manipulacdo de alimentos e utensilios, vestuario e higiene, virar na
cama e ajustar a roupa de cama, andar, subir escadas, dispneia, ortopneia e insuficiéncia
respiratoria. Cada item contém cinco respostas possiveis, com a pontuacdo variando de
0, quando o doente foi incapaz de realizar determinada tarefa, até 4, quando a realizacdo
da atividade pesquisada foi normal. A pontuacdo minima da escala é 0 e a maxima é 48
(Lee e McCambridge, 2018).

Ressalta-se que este é um projeto tematico que envolveu a participacdo
académica de diversos integrantes. Como tal, a aplicagdo da escala e sua apresentacdo
estdo na responsabilidade e séo de autoria principal de outros integrantes do grupo. Os
dados brutos da escala ndo sdo apresentados aqui, mas utilizados nas correlagdes

estatisticas de alguns parametros eletrofisioldgicos desta tese.
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4.6 Dinamometria manual

A dinamometria manual foi realizada com o doente sentado na cadeira com 0s
bracos desapoiados da superficie, ombros curvados de maneira neutra e os cotovelos
dobrados em angulo de 90 graus em relacdo ao braco. O doente foi instruido a segurar o
dinamobmetro, e ajustes de sua posi¢do foram realizados quando necessario. O individuo
foi solicitado a apertar o aparelho com toda forga, porém de forma gradual e sem
movimentar o punho. Trés registros intercaladamente em cada méo foram realizados,
isto é, trés na mdo direita e trés na mao esquerda. Os testes iniciaram-se sempre pela
mado direita.

A andlise das correlacbes entre os dados da dinamometria e do pardmetro
eletrofisioldgico do MUNIX nos musculos ACP, ADM e PIDM utilizou os registros
obtidos do mesmo lado.

Como dito anteriormente, por se tratar de projeto tematico envolvendo equipe
académica multidisciplinar, os dados brutos da dinamometria ndo sdo também
apresentados aqui, mas utilizados nas correlacBes estatisticas de alguns parametros

eletrofisiologicos desta tese.

4.7  Periodos de avaliacGes

Os sujeitos do estudo seguiram o cronograma identificado na Tabela 1 para a
realizacdo das visitas multidisciplinares, dos transplantes das CTM, dos registros
eletrofisiologicos e dos demais parametros avaliados no projeto.

Tabela 1 — Periodos das avaliagdes

Triagem Periodo pré- |Transplante| [Transplante Seguimentos (S)
Periodo do estudo ('Ig) transplante | de células de células Acom anhe?mento 6s-transplante
() (T1) (T2) P posTiransp

Visita (V) vi |v2|vs|va] vs 6| v7 |vs|ve|viovii|vizvisjvis
Procedimento T P1 P2 '\O/I 11 li 12 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
'”terv?:j‘?a‘l‘;‘ VIS 430 43047 #2430 t15  #15  +15 +15 £30 +30 +30 +30 +30
Neurofisiologia X X X X X X X X X X
ALSFRS-R X X X X X X X X X X X X
Dinamometria X X X X X X X X X X X X X

NOTA: O X se refere as visitas agendadas para a avaliacdo especifica.
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4.8 Analise estatistica

4.8.1 Dos registros eletrofisiologicos

Os desvios das curvas de decurso temporal dos pardmetros eletrofisiologicos
estudados no periodo pré-infusdo das CTM, que foi da triagem até o dia da primeira
infusdo, foram analisados em relacéo a aqueles no periodo pds-infusao, que foi a partir
da primeira infusdo até o final do estudo. Os procedimentos estatisticos incluiram
estatisticas descritivas classicas, usadas para varidveis quantitativas, como média ou

desvio-padréo, e para varidveis categoricas, como contagens e percentuais.

As comparacOes das variaveis quantitativas entre os grupos foram realizadas
explorando os efeitos do tempo, do momento das intervencdes, dos grupos identificados
e das interacOes, quando relevantes, e utilizaram o modelo de medidas repetidas por
meio da técnica de equacgBes de estimativas generalizadas (GEE), que determinou o
slope (), isto é, a inclinagdo da curva representativa desses dados. Os dados
categoricos foram comparados pelo teste de qui-quadrado de likehood ratio. Ajustes
para multiplicidade ndo foram feitos, devido a natureza exploratoéria do estudo. O nivel
de significancia adotado foi de p < 0,1 e p < 0,05. Os dados foram analisados com 0s
programas SPSS versdo 22.0, R versédo 3.6 e SigmaPlot versao 11.0.

As seguintes analises foram realizadas:

1. Anélise global. Verificou a avaliacdo da evolucdo temporal dos parametros
eletrofisiologicos estudados nos periodos pré-infusdo e pds-infusdo, sendo que este
ultimo foi divido em trés momentos distintos que séo 90, 180 e 210 dias apds a primeira
infusdo, correspondentes a 60, 150 e 180 dias ap0s a segunda infusdo. A analise foi feita
por meio do célculo da inclinagdo pelo GEE de slopes individuais que resultou para
cada doente no slope pré-infusdo e no slope pés-infusdo em cada um dos trés momentos
mencionados. Em seguida, foi calculada e comparada a média dos slopes pré-infuséo
com a média dos slopes pos-infusdo nos momentos 90, 180 e 210 dias apds a primeira
infusdo para cada parametro estudado. Os valores de p foram apresentados para cada

periodo analisado na Tabela 3.

2. Analise individual. Realizada para identificar doentes responsivos e néo

responsivos na evolucdo temporal de cada parametro eletrofisiologico estudado,
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comparando os slopes individuais de cada doente nos periodos pré-infusdo e pos-
infusdo, sendo que este ultimo foi divido em trés momentos distintos que sdo 90, 180 e
210 dias apds a primeira infusdo, correspondentes a 60, 150 e 180 dias apds a segunda

infusdo.

Os resultados das alteracdes acumuladas ao longo do tempo nos parametros
eletrofisioldgicos analisados permitiram a detecgdo de possiveis efeitos individuais das
infusbes das CTM, possibilitando a estratificacdo de doentes em responsivos e néo

responsivos, de acordo com trés abordagens, conforme descrito a seguir.

a. Estratificacdo exploratdéria com base em critérios numéricos. Os sujeitos
considerados responsivos foram aqueles em que os slopes dos parametros analisados
antes das CTM foram numérica e positivamente alterados pelos transplantes celulares,
independentemente do resultado estatistico. Os dados foram analisados segundo o
acumulado no periodo pré-infusdo e nos acumulados em 90, 180 e 210 dias apds as

infusdes das CTM, conforme demonstrado na Tabela 4.

b. Estratificacdo exploratoria com base em significancia estatistica (p < 0,1). Os
sujeitos considerados responsivos foram aqueles em que os slopes dos parametros
analisados pés-infusdo das CTM mostraram diferenca estatistica menor ou igual a 10%,
isto €, p<0,1, em relacdo ao periodo pré-infusdo. Desse modo, esta analise exploratdria
incluiu a identificacdo de sujeitos responsivos que tiveram os valores da inclinagdo da
curva de progressdo dos parametros da doenca amenizados apds os transplantes das
CTM. Os dados foram analisados segundo o acumulado no periodo pré-infusdo e nos
acumulados em 90, 180 e 210 dias apds as infusdes das CTM, como demonstrado na
Tabela 5.

c. Estratificacdo exploratdria com base em significancia estatistica (p < 0,05).
Neste caso, 0s sujeitos considerados responsivos foram aqueles em que os slopes dos
pardmetros analisados pds-infusdo das CTM mostraram diferenca estatistica menor ou
igual a 5%, isto €, p < 0,05, em relacdo ao periodo pré-infusdo. Desse modo, esta
analise exploratéria incluiu a identificacdo de sujeitos responsivos que tiveram 0S
valores da inclinacdo da curva de progressdo dos pardmetros da doenca melhorados
apos os transplantes das CTM. Os dados foram analisados segundo o acumulado no
periodo pré-infusdo e nos acumulados em 90, 180 e 210 dias apos as infusbes das CTM,

conforme demonstrado na Tabela 6.
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Para o célculo do p individual ser realizado, foi necessaria a presenca minima de
trés valores do paré@metro eletrofisiolégico em estudo no periodo pré-infusdo e pos-
infusdo, e o respectivo valor do dado estudado especificamente nos momentos 90, 180 e

210 dias pés-infusao.

Determinados doentes do estudo apresentaram-se responsivos nos parametros
eletrofisiolégicos do IN, MUNIX e PAMC, tanto na estratificacdo exploratoria com
base em critérios numéricos quanto naquela com base em significancia estatistica,
devido a irreal melhora ou estabilidade do slope em um ou mais momentos do periodo
pos-infusdo em comparacdo ao periodo pré-infusdo. Isso ocorreu devido ao chamado
efeito chdo, no qual muasculos consumidos pela doenca apresentaram registros
eletrofisioldgicos seriados persistentemente nulos ou reduzidos com valores inferiores a
30% em relacdo ao registro de base inicial. Tais resultados positivos de responsividade
desses doentes foram desconsiderados. A ocorréncia desse tipo de efeito ndo ficou
evidente durante o estudo em relacdo ao parametro do MUSIX e, nesse caso, nada foi
desconsiderado.

Os doentes considerados responsivos na andlise individual do MUSIX em
determinado momento do periodo pds-infusdo em relacdo ao periodo pré-infusdo foram
aqueles com o slope menos positivo ou igual na estratificacdo exploratéria com base em
critérios numéricos ou com slope menos positivo e p < 0,1 ou p < 0,05 na estratificacdo

exploratdria com base em significancia estatistica.

Para os demais parametros avaliados, diferentemente da analise do MUSIX, os
doentes responsivos foram aqueles em que, em determinado momento do periodo pds-
infusdo em relacdo ao periodo pré-infusdo, o slope foi menos negativo ou igual na
estratificacdo exploratoria com base em critérios numéricos ou com slope menos
negativo e p < 0,1 ou p < 0,05 na estratificacdo exploratdria com base em significancia

estatistica.

4.8.2 Das correlagdes de Pearson

A anélise da correlacdo de Pearson foi utilizada na verificacdo da correlagdo dos
dados eletrofisioldgicos do MUNIX nos musculos ACP, ADM e PIDM com os dados
obtidos na escala ALSFRS-R ou na dinamometria manual, apds a constatagdo da
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distribuicdo normal desses valores. Ressalta-se que os dados pareados do MUNIX e da

dinamometria foram obtidos na mesma mao.

Os dados coletados foram tabulados e analisados por meio do programa
GraphPad Prism v.8 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As correlacdes foram
avaliadas de duas formas. Em primeiro lugar, as médias dos valores dos parametros de
interesse foram correlacionadas a cada visita, para anélise deles a luz da evolugdo da
doenga. Em segundo lugar, os valores dos parametros de interesse obtidos de todos 0s
doentes foram correlacionados a cada visita. O valor de p < 0,05 foi considerado na

significancia estatistica.
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S. RESULTADOS




52

5. RESULTADOS

5.1  Descricdo da amostra

Vinte e oito doentes com ELA foram estudados. Destes, 11 eram do sexo
feminino, com média de idade de 52 + 11,3 anos e apresentavam evolucdo média de
doenca na primeira visita de 16,8 + 6,2 meses. Os demais registros relativos ao estado
de origem dos sujeitos, local de inicio da doenca e analises genéticas realizadas estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Descricdo da amostra

x Local de
Sujeitos Estado Género |dade na Evolugdo na inicio da Analise Genética
triagem (Anos) visita 1 (Meses) d
oenca
1 SC M 65 11 Ml Sem mutagéo
2 SP M 42 17 Ml Sem mutacéo
ATXN2 (28 CAG)
SOD1 Exon 5
3 SP F 51 8 MS (c.423T>A)
rs143100660
4 SP M 67 23 MS Sem mutagéo
5 SP M 54 23 Ml Expansdo G,C,
6 RN F 51 15 Bulbar Sem mutagéo
7 RJ F 61 24 MS Sem mutagéo
8 GO M 50 6 MS Sem mutagédo
9% RJ M 46 24 Ml Sem mutagéo
10 SP F 60 17 Bulbar ATXN2 (28 CAG)
11 CE F 58 12 Bulbar Sem mutagédo
12 RS M 44 22 Ml Sem mutagédo
13 BA M 5 19 MS Sem mutagéo
ATXN2 (33 CAG)
14 SP F 45 18 MS SNP (A/A)
15t SP M 67 24 Ml Sem mutagédo
16 SP M 42 6 Ml Sem mutagédo
17 PR M 59 6 MS Expansdo G,C,
18 GO M 35 24 MS Sem mutagéo
19 SP M 59 18 Ml Sem mutagédo
20 RJ F 52 24 MS Sem mutacéo
VAPB c.166 C>T
21 RJ F 45 14 Mi Rs74315431
22 SP F 66 24 Bulbar Sem mutacdo
23¢ RJ M 49 19 MS Sem mutagédo
24 SP F 33 20 Ml Sem mutacdo
25 SP M 65 11 Bulbar Sem mutacdo
26 SP F 23 17 Ml Sem mutacéo
27 SP M 67 15 Bulbar SNP (A/A)
28 Sp M 47 8 Ml SNP (A/A)
Média + DP 52+11,25 16,75 + 6,23

NOTA: Caracteristicas demograficas, tempo de evolucao, local de inicio da doenca apresentados
como média + desvio padrdo e analises genéticas. Santa Catarina (SC), Sdo Paulo (SP), Rio Grande do
Norte (RN), Rio de Janeiro (RJ), Ceara (CE), Rio Grande do Sul (RG), Bahia (BA), Parana (PR), Goias
(GO), masculino (M), feminino (F), membro superior (MS), membro inferior (MI). *doente 9 foi

excluido apo6s aspirado da medula 6ssea devido ao ndo crescimento das CTM, tdoente 15 teve 6bito por
motivos pertinentes a problemas respiratérios ndo relacionados ao tratamento celular e permaneceu no
estudo até o seguimento 3, ¢ doente 16 foi excluido do estudo por iniciar, a revelia do projeto, outra
terapia incompativel com a pesquisa e permaneceu no estudo até o seguimento 4, ¢ doente 23 nédo
compareceu na Ultima visita, seguimento 7, devido a entorse no pé.
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5.2  Analise global

A anélise global de cada parametro eletrofisiolégico estudado abrangeu o
calculo e a comparacdo da média dos slopes () do periodo pré-infusdo com a média
dos slopes () do periodo pds-infusdo nos momentos 90, 180 e 210 dias ap0s a primeira
infusdo das CTM. Os valores de p estdo apresentados para cada periodo analisado na
Tabela 3.

Nessa andlise, o pardmetro MUSIX do musculo TA apresentou significancia
estatistica, p < 0,05, ao se comparar o S pré-infusdo com o g pés-infusdo nos momentos
90, 180 e 210 dias.

Né&o foi encontrada diferenca estatistica na comparacao entre o 8 pré-infusdo e o

B po6s-infusdo nos demais parametros em nenhum dos trés momentos estudados.
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Tabela 3 — Andlise global dos dados eletrofisiologicos

R P pré-infuséo P pos-infuséo

Parametros Momentos n (Média + DP) (Média + DP) p
— ) 22 011005 0.14 £ 0.04 0.64
Neurmraies 180 23 -0.12 + 0.05 -0.10 + 0.02 0.65
g 210 23 -0.12 +0.05 -0.10  0.02 0.71
MUNIX 90 21 526 +1.85 673 +151 0.47
ACP 180 19 471 +1.96 -5.16 + 0.86 0.81
210 19 471 +1.96 -4.95 + 0.86 0.90
90 21 421 +2.04 402 +1.03 0.94
MAUDNI\}IX 180 20 450 +2.13 -3.64 +0.72 0.70
210 20 450 +2.13 1357 +0.59 0.68
90 20 -0.88 + 361 234+1.15 0.69
'\gllJ[')\'l\'/lX 180 16 -0.13 +4.43 -5.10 + 1.32 0.27
210 15 1.40 + 454 4.99 +1.31 0.44
90 21 1159 + 2.89 579 +1.39 0.12
MLTJQ'X 180 21 -1.60 + 2.89 413 +1.00 0.35
210 21 -1.60 + 2.89 -3.89 +0.94 0.40
MUSIX 90 21 11.33+7.74 210+ 3.86 0.37
e 180 19 11.61 + 8.54 719+ 4.62 0.43
210 19 11.61 + 8.54 7.31+3.86 0.46
MUSIX 90 21 16.19 + 10.22 -0.08 + 6.67 0.30
NS 180 20 16.90 + 10.71 1.50 + 3.98 0.25
210 20 16.90 + 10.71 0.51 +3.04 0.20
90 20 1.18 + 2.90 220 +2.72 0.46
'\é',:JDS':AX 180 16 -0.69 + 2.29 1.04+1.23 0.44
210 15 0.73 +1.95 1.64 +1.20 0.66
90 21 -1.29 + 0.89 0.58 + 0.39 0.05*
Mgi'x 180 21 -1.29 +0.89 0.79 + 0.48 0.02*
210 21 -1.29 + 0.89 0.74 +0.48 0.02*
90 26 0.26 +0.08 -0.36 + 0.06 0.21
Pﬁgﬂpc 180 25 -0.25 +0.08 -0.28 +0.04 0.67
210 24 -0.25 + 0.08 -0.27 +0.04 0.77
90 26 -0.23 +0.09 -0.23+0.05 0.98
F;f[;\”MC 180 25 -0.26 + 0.09 -0.21# 0.03 0.58
210 24 -0.26 + 0.09 022 +0.03 0.65
BAMC 90 26 -0.29+0.14 -0.33+0.08 0.82
Y 180 25 026 +0.15 -0.30 + 0.06 0.78
210 24 -0.26 + 0.15 -0.30 + 0.06 0.81

NOTA: Anélise da média e do desvio padrdo dos slopes () na evolugdo temporal dos
parametros eletrofisiologicos no periodo pré-infusdéo comparada com o periodo pos-infusdo nos
momentos 90, 180, 210 dias apés a primeira infusdo. Os valores de n apresentados na tabela equivalem ao
nuimero de doentes que efetivamente fizeram as avaliagdes, isto é, descontados aqueles que deixaram o
programa ou que nao realizaram o exame na data especifica por impossibilidade pontual. Os valores de p
estdo apresentados para cada periodo analisado. * p < 0,05.

5.3 Analise individual

A analise individual foi realizada com o objetivo de identificar doentes
responsivos e ndo responsivos na evolucéo temporal de cada parametro eletrofisiologico
estudado. Foram comparados os slopes () individuais no acumulado do periodo preé-
infusdo com os slopes (#) no acumulado do periodo pds-infusdo nos momentos 90, 180
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e 210 dias ap6s a primeira infusdo das CTM para cada pardmetro eletrofisiologico

avaliado.

Trés abordagens foram utilizadas na analise exploratoria desses dados. A
primeira foi a estratificacdo exploratoria com base em critérios huméricos, na qual o0s
sujeitos considerados responsivos foram aqueles em que os slopes dos parametros
analisados no periodo pés-infusdo das CTM nos momentos 90, 180 ou 210 dias foram
numerica e positivamente alterados pelas infusbes celulares, independentemente do

resultado estatistico, conforme mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Analise individual de estratificacdo exploratoria com base em
critérios numericos

. Quantidade de sujeitos (s) com slopes p6s-infusdo numeérica e
Parametros positivamente alterados em comparagéo aos slopes pré-infusdo
90 dias 180 dias 210 dias
Momentos

s | n | % s | n | % s | n | %
indice Neurofisiolégico 7 26 26,9 9 25 36 9 24 37,5
MUNIX ACP 10 21 47,6 7 19 36,8 7 19 36,8
MUNIX ADM 7 21 333 7 20 35,0 8 20 40,0
MUNIX PIDM 12 21 57,1 7 16 43,8 7 15 46,7
MUNIX TA 6 21 28,6 6 21 28,6 8 21 38,0
MUSIX ACP 7 21 33,3 7 19 36,8 6 19 31,5
MUSIX ADM 11 21 52,4 8 20 40 11 20 55,0
MUSIX PIDM 12 20 60,0 9 16 56,3 9 15 60,0
MUSIX TA 8 21 38,1 7 21 333 8 21 38,1
PAMC ACP 9 26 34,6 13 25 52,0 12 24 50,0
PAMC ADM 13 26 50,0 10 25 40,0 10 24 41,6
PAMC PIDM 14 26 53,8 10 25 40,0 10 24 41,6

NOTA: A tabela mostra o nimero de sujeitos responsivos (s) segundo o critério de estratificacdo
exploratéria com base em critérios numéricos. Foram responsivos por valores absolutos os sujeitos que
apresentaram slopes do periodo pds-infusdo das CTM numérica e positivamente alterados em
comparacdo aos slopes do periodo pré-infusdo em cada pardmetro eletrofisioldgico e momento avaliado.
Estdo demonstrados também o ndmero total dos sujeitos avaliados em cada pardmetro (n) e a
porcentagem de sujeitos responsivos. O nimero total de sujeitos em cada pardmetro avaliado pode ter
sido menor que a coorte (n = 27) em funcdo da impossibilidade do sujeito em realizar a avaliacdo devido
as suas condicdes clinicas.

A segunda abordagem foi a estratificacdo exploratoria com base em
significancia estatistica p < 0,1, na qual os sujeitos considerados responsivos foram
aqueles em que os slopes dos parametros analisados no periodo po6s-infusdo das CTM
nos momentos 90, 180 ou 210 dias foram numérica e positivamente alterados e
mostraram diferenca estatistica menor ou igual 10 % em relacdo aos slopes do periodo

pré-infusdo, p <0,1, como demonstrado na Tabela 5.
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Tabela 5 — Analise individual de estratificacdo exploratéria com base em
significancia estatistica p < 0,1

Quantidade de sujeitos (s) com slopes pés-infusdo numérica e
Parametros positivamente alterados em comparacéo aos slopes pré-infuséo
ep<0,1
Momentos 90 dias 180 dias 210 dias
s | n | % s | n | % s | n | %
indice Neurofisiolgico 1 23 43 0 23 0 0 23 0
MUNIX ACP 0 19 0 1 17 5,8 1 17 5,8
MUNIX ADM 0 18 0 2 17 11,7 2 17 117
MUNIX PIDM 4 18 22,2 4 14 28,6 4 14 28,6
MUNIX TA 1 18 5,6 1 19 5,3 2 19 105
MUSIX ACP 1 19 53 1 17 5,9 1 17 59
MUSIX ADM 0 18 0 1 17 5,9 2 17 118
MUSIX PIDM 3 18 16,7 2 14 14,3 2 14 14,3
MUSIX TA 0 18 0 2 19 10,5 2 19 105
PAMC ACP 1 24 4,2 1 24 4,2 2 24 8,3
PAMC ADM 2 25 80 4 25 16,0 4 24 16,6
PAMC PIDM 2 21 9,5 4 21 19,0 4 21 19,0

NOTA: A tabela mostra o0 nimero de sujeitos responsivos (s) segundo o critério de estratificacdo
exploratéria com base em significancia estatistica p < 0,1, na qual os sujeitos considerados responsivos
foram aqueles em que os slopes dos pardmetros analisados no periodo pés-infusdo das CTM foram
numerica e positivamente alterados e mostraram diferenca estatistica menor ou igual a 10% em relagéo
aos slopes do periodo pré-infusdo, p < 0,1. Estdo demonstrados também o nUmero total dos sujeitos
avaliados em cada parametro (n) e a porcentagem de sujeitos responsivos. O nimero total de sujeito em
cada pardmetro avaliado pode ter sido menor que a coorte (n = 27) em funcdo da impossibilidade do
sujeito em realizar a avaliagdo devido as suas condi¢des clinicas.

A terceira abordagem foi a estratificacdo exploratéria com base em significancia
estatistica p < 0,05, na qual 0s sujeitos considerados responsivos foram aqueles em que
os slopes dos parametros analisados no periodo pés-infusdo das CTM nos momentos
90, 180 ou 210 dias foram numeérica e positivamente alterados e mostraram diferenca
estatistica menor ou igual 5% em relacdo aos slopes do periodo pré-infusdo, p < 0,05,

conforme mostrado na Tabela 6.



57

Tabela 6 — Analise individual de estratificacdo exploratoria com base em
significancia estatistica p < 0,05

Quantidade de sujeitos (s) com slopes pés-infusdo numérica e
Parametros positivamente alterados em comparacéo aos slopes pré-infusdo

e p<0,05

Momentos 90 dias 180 dias 210 dias
s | n]w | s | n|®% s | n | %

indice Neurofisioldgico 0 23 0 0 23 0 0 23 0
MUNIX ACP 0 19 0 1 17 5,8 1 17 58
MUNIX ADM 0 18 0 1 17 5,8 2 17 11,7
MUNIX PIDM 2 18 111 4 14 28,6 4 14 28,6
MUNIX TA 1 18 5,6 0 19 0 0 19 0
MUSIX ACP 0 19 0 1 17 59 1 17 59
MUSIX ADM 0 18 0 0 17 0 1 17 59
MUSIX PIDM 1 18 56 2 14 143 1 14 7,1
MUSIX TA 0 18 0 1 19 5,3 0 19 0
PAMC ACP 0 24 0 0 24 0 1 24 4,1
PAMC ADM 2 25 8,0 4 25 16,0 4 24 16,6
PAMC PIDM 0 21 0 2 21 9,5 2 21 9,5

NOTA: A tabela mostra o nimero de sujeitos responsivos (s) segundo o critério de estratificacdo
exploratéria com base em significancia estatistica p < 0,05, na qual os sujeitos considerados responsivos
foram aqueles em que os slopes dos pardmetros analisados no periodo pés-infusdo das CTM foram
numérica e positivamente alterados e mostraram diferenca estatistica menor ou igual a 5% em relagéo aos
slopes do periodo pré-infusdo, p < 0,05. Estdo demonstrados também o nimero total dos sujeitos
avaliados em cada parametro (n) e a porcentagem de sujeitos responsivos. O nimero total de sujeito em
cada pardmetro avaliado pode ter sido menor que a coorte (n = 27) em funcdo da impossibilidade do
sujeito em realizar a avaliagdo devido as suas condi¢des clinicas.

Os dados mostram a existéncia de doentes responsivos e ndo responsivos pelos
critérios aplicados. Ao se identificar quem foram os doentes responsivos que
apresentaram o valor de p com significancia estatistica, p < 0,1 ou p < 0,05, alguns se
sobressairam em relacdo a outros na quantidade de pardmetros nos quais foram
responsivos. Houve doentes que foram responsivos em apenas um parametro, como o
doente 2, enquanto outros, como os doentes 7 e 11, foram responsivos em pelo menos 3
dos 12 parametros analisados. Os doentes 1, 4, 6, 8, 12, 15, 17, 18, 23 e 27 ndo
obtiveram responsividade estatisticamente significativa em nenhum dos parametros

estudados, conforme mostrado na Figura 13.
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Figura 13 — Representacdo dos doentes da coorte e indicagdo do nimero de pardmetros
eletrofisiologicos positivamente modificados de acordo com o nivel de significancia estatistica (p < 0,05
ou p <0,1) ao longo do estudo

Em laranja, a quantidade de parametros eletrofisioldgicos distribuidos por doente com p < 0,05.
Em azul, a quantidade de parametros eletrofisiol6gicos distribuidos por doente com p <0,1.

A analise dos sujeitos responsivos que apresentam o valor de p com
significancia estatistica, p < 0,1 ou p < 0,05, distribuidos por parametro eletrofisiologico
e momentos analisados, nota-se que a responsividade individual foi pontual, pois
nenhum doente foi responsivo em todos os pardmetros e momentos avaliados, conforme
mostrado na Tabela 7. Os doentes 7, 11 e 20, correspondentes a 10,7% da amostra,
destacaram-se ao apresentarem resposta estatisticamente significante, p < 0,05, em pelo
menos dois parametros eletrofisiolégicos do mesmo mdusculo e em dois ou mais

momentos consecutivos.

O conjunto dos dados da Figura 13 e Tabela 7 pode ser Util para identificar as
possiveis caracteristicas clinicas dos doentes com melhor resposta a terapia celular com
as CTM.
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Tabela 7 — Indicacéo dos sujeitos responsivos com valor de p com significancia

estatistica
Parametros p<o,1 p<0,05
90 dias 180 dias 210 dias 90 dias 180 dias 210 dias
Momentos
IN 24
MUNIX ADM 13,24 13,24 13 13,24
MUSIX ADM 5 5,13 5
PAMC ADM 2,7 3,7,10,26  3,7,10, 26 2,7 3,7,10,26  3,7,10, 26
MUNIX ACP 21 21 21 21
MUSIX ACP 11 11 11 11 11
PAMC ACP 10 24 10, 24 24
MUNIX PIDM 7,11,16,20 7,11,19,20 7,11,19,20 11,20 7,11,19,20 7,11,19,20
MUSIX PIDM 16, 20, 28 11, 20 11, 20 20 11, 20 11
PAMC PIDM 13, 26 7,10,14,25 7,10,14,25 7,14 7,10
MUNIX TA 11 7 7,11 11
MUSIX TA 11, 22 11, 22 22

NOTA: A tabela mostra quem séo 0s sujeitos responsivos que apresentam o valor de p com
significancia estatistica, p < 0,1 ou p < 0,05, distribuidos por pardmetro eletrofisiolgico estudado e
momentos analisados.

5.4  Analise da correlacdo de Pearson

A anélise da correlagdo de Pearson foi realizada entre os dados eletrofisioldgicos
do MUNIX nos musculos ACP, ADM e PIDM e os dados da escala ALSFRS-R, bem
como entre dados do MUNIX nesses mesmos musculos e os dados da dinamometria
manual. O MUNIX foi o parametro eletrofisiolégico estudado que melhor representou a
perda de unidades motoras, portanto foi o dado selecionado para a realizacdo das
correlagdes com os parametros clinicos da ALSFRS-R e da dinamometria manual, cujas

evolugdes sdo bem conhecidas na ELA.

5.4.1 Andlise da correlagdo de Pearson entre 0 MUNIX e ALSFRS-R

A andlise da correlacdo de Pearson foi realizada entre os dados eletrofisioldgicos
do MUNIX nos musculos ACP, ADM e PIDM e os dados da escala ALSFRS-R.

As figuras abaixo representam as médias dos valores do MUNIX nos musculos
ACP, ADM e PIDM correlacionadas com as médias dos valores da ALSFRS-R a cada
visita, para a avaliacdo deles a luz da evolugdo da doenca. Os dados indicam que esses

parametros apresentam correlagéo linear positiva com p < 0,05.



60

507

o

o 407 m%

4

7 P

-
307

< r=0,90

p = 0,0004
20 I T T I
20 40 60 80 100

MUNIX ACP

Figura 14 — Correlacdo de Pearson entre os pardmetros MUNIX no masculo ACP e a ALSFRS-
R

A figura é a reta representativa da correlacdo entre os dois parametros avaliados utilizando a
média de seus registros em cada uma das 10 visitas realizadas pelos doentes participantes do estudo. No
canto inferior direito esta representada a andlise estatistica desta correlagdo. Os dados indicam que os
pardmetros do MUNIX no musculo ACP e a ALSFRS-R apresentam correlacéo linear positiva com p <
0,05.
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Figura 15 — Correlacéo de Pearson entre os pardmetros MUNIX no masculo ADM e a ALSFRS-
R

A figura é a reta representativa da correlacéo entre os dois pardmetros avaliados utilizando a
média de seus registros em cada uma das 10 visitas realizadas pelos doentes participantes do estudo. No
canto inferior estd representada a analise estatistica desta correlagdo. Os dados indicam que o0s
parametros do MUNIX no misculo ADM e a ALSFRS-R apresentam correlagdo linear positiva com p <
0,05.
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Figura 16 — Correlagdo de Pearson entre os parametros MUNIX no musculo PIDM e a ALSFRS-
R

A figura é a reta representativa da correlacdo entre os dois parametros avaliados utilizando a
média de seus registros em cada uma das 10 visitas realizadas pelos doentes participantes do estudo. No
canto inferior estd representada a anélise estatistica desta correlacdo. Os dados indicam que os
pardmetros do MUNIX no muUsculo PIDM e a ALSFRS-R apresentam correlacéo linear positiva com p <
0,05.

A Tabela 8 mostra os resultados das correlagdes realizadas entre os valores do
MUNIX nos musculos ACP, ADM e PIDM e os valores da escala ALSFRS-R obtidos
dos doentes participantes do estudo e individualizados por visita. A correlacdo entre

esses dados nao foi estatisticamente significativa em nenhuma das 10 visitas avaliadas.

Tabela 8 — Analise da correlacdo de Pearson entre os parametros do MUNIX e da
ALSFRS-R

Correlagdes | Pearson | Vi | v2 [ va | va | vs5 | v6 | v7 | v8 | v | Vvio

MUNIX T 019 034 023 -014 030 017 -007 -013 -011 -0,004
ACP X n 2 25 25 17 24 21 20 19 19 19
ALSFRS-R p 039 008 025 058 014 045 076 058 065 098
MUNIX r 011 037 024 -007 038 008 022 004 -012 015
ADM X n 23 26 26 17 25 21 21 20 20 20
ALSFRS-R p 060 005 023 078 005 071 032 08 060 050
MUNIX r 005 011 014 -022 016 -001 001 012 -003 006
PIDM X n 21 24 24 16 22 20 19 18 16 15
ALSFRS-R p 082 060 048 040 045 093 095 063 08 080

NOTA: Dados da andlise da correlagdo de Pearson (r) realizada entre 0s registros
eletrofisiologicos do MUNIX nos musculos ACP, ADM e PIDM e os dados da escala ALSFRS-R. O
nimero (n) de doentes com ELA submetidos aos registros nas visitas (V) é apresentado, assim como o
valor estatistico (p) das anélises de cada visita. Ndo houve significancia estatistica entre os dados
correlacionados em nenhuma das 10 visitas avaliadas.
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5.4.2 Anélise da correlagdo de Pearson entre 0 MUNIX e a dinamometria manual

A anélise da correlagdo de Pearson foi realizada entre os dados eletrofisiologicos
do MUNIX nos musculos ACP, ADM e PIDM e os dados da dinamometria obtidos da

mao do mesmo lado.

As figuras a seguir representam as medias dos valores do MUNIX nos masculos
ACP, ADM e PIDM correlacionadas com as medias dos valores da dinamometria a
cada visita, para a avaliacdo deles a luz da evolucdo da doenca. Os dados indicam que

esses parametros apresentam correlacao linear positiva com p < 0,05.
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Figura 17 — Correlagdo de Pearson entre os pardmetros MUNIX no muisculo ACP e a
dinamometria manual

A figura é a reta representativa da correlacéo entre os dois pardmetros avaliados utilizando a
média de seus registros em cada uma das 10 visitas realizadas pelos doentes participantes do estudo. No
canto inferior estd representada a analise estatistica desta correlacdo. Os dados indicam que os
pardmetros do MUNIX no mdsculo ACP e a dinamometria manual, ambos obtidos do mesmo lado,
apresentam correlacdo linear positiva com p < 0,05.



63

DINAMOMETRIA

40 50 60 70 80
MUNIX ADM

Figura 18 — Correlagdo de Pearson entre os pardmetros MUNIX no muasculo ADM e a
dinamometria manual

A figura é a reta representativa da correlac@o entre os dois pardmetros avaliados utilizando a
média de seus registros em cada uma das 10 visitas realizadas pelos doentes participantes do estudo. No
canto inferior estd representada a analise estatistica desta correlacdo. Os dados indicam que o0s
parametros do MUNIX no misculo ADM e a dinamometria manual, ambos obtidos do mesmo lado,
apresentam correlacéo linear positiva com p < 0,05.
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Figura 19 — Correlagcdo de Pearson entre os pardmetros MUNIX no mdsculo PIDM e a
dinamometria manual

A figura é a reta representativa da correlacéo entre os dois pardmetros avaliados utilizando a
média de seus registros em cada uma das 10 visitas realizadas pelos doentes participantes do estudo. No
canto inferior estd representada a analise estatistica desta correlagdo. Os dados indicam que os
pardmetros do MUNIX no musculo PIDM e a dinamometria manual, ambos obtidos do mesmo lado,
apresentam correlacdo linear positiva com p < 0,05.

A Tabela 9 mostra os resultados das correlacdes realizadas entre os valores do
MUNIX nos musculos ACP, ADM e PIDM e os valores da dinamometria manual,
ambos obtidos da m&o do mesmo lado e individualizados por visita. Os dados indicam
correlagéo positiva e com valor de p estatisticamente significativo nas visitas V3, V4 e

V6 na correlacdo entre dinamometria e 0 MUNIX do musculo ACP; em todas as visitas
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na correlagdo entre dinamometria e 0 MUNIX do musculo ADM; e nas visitas V6 e V7

na correlacdo entre dinamometria e 0 MUNIX do musculo PIDM.

Tabela 9 — Analise da correlacdo de Pearson entre os parametros do MUNIX e a
dinamometria manual (DM)

Correlagées Pearson | Vi | V2 | v3 | v4a | v5 | v6 | v7 | v8 | V9 | VI0

T 040 038 048 048 034 045 021 011 031 035
MU)’\(”;N'?CP n 20 25 25 25 24 21 19 19 19 19
p 007 005 001* 001* 010 003* 037 062 019 013
: 050 053 039 039 045 053 059 053 058 053
MU’;‘('SI\’;}DM n 22 26 26 26 25 21 20 20 20 20
P 001* 0004* 004* 004* 002* 001* 0006* 001* 0006% 0,01*
r 0038 024 004 019 028 056 049 035 024 0726
MU’\)‘('EI\F;I'DM n 20 2 24 24 2 20 18 18 16 15
p 088 025 08 036 019 0009* 003* 014 036 033

NOTA: Dados da andlise da correlagdo de Pearson (r) realizada entre os registros
eletrofisiol6gicos do MUNIX nos masculos ACP, ADM e PIDM e os dados da dinamometria manual,
ambos obtidos da mdo do mesmo lado. O nimero (n) de doentes com ELA submetidos aos registros nas
visitas (V) é apresentado, assim como o valor estatistico (p) das analises de cada visita. * indica as visitas

com valor de p < 0,05.
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6. DISCUSSAO

Este ensaio clinico avaliou o seguimento de biomarcadores eletrofisiolégicos
como o IN, MUNIX, MUSIX e PAMC em doentes com ELA que foram submetidos a
duas infusdes de CTM no liquor. A literatura a respeito do uso dos variados tipos de
células-tronco em doentes com ELA que apresentam como desfecho o seguimento de

algum desses parametros eletrofisiologicos € escassa (Goutman et al., 2019).

A metodologia adotada para a aquisi¢do e analise dos dados eletrofisiol6gicos no
presente estudo foi capaz de acompanhar a evolucdo da doenca e de detectar possiveis
efeitos da atuacdo das CTM tanto do ponto de vista global da amostra quanto individual
entre 0s sujeitos da pesquisa. Estudos realizados a respeito desse tema utilizaram
metodologias diversas para a analise dos dados, como o estudo que comparou o declinio
da ALSFRS e da amplitude do PAMC no trimestre pré-infusdo com o trimestre pds-
infusdo de células-tronco (Zhang et al., 2009). Nefussy et al. (2010), de forma similar
ao presente estudo, utilizaram as alteracGes no slope dos parametros estudados para a
analise de seus dados. Os resultados dos achados eletrofisioldgicos relatados na
literatura comparando o periodo pré-infusdo e pés-infusdo de células-tronco foram
variaveis (Mazzini et al., 2010; Chen et al., 2012; Petrou et al., 2016). Manzzini et al.
(2010) ndo observaram modificacdo significativa no declinio de todos os aspectos
clinicos e medidas instrumentais, incluindo o MUNE e o IN, entre os periodos pré e
pos-tratamento, diferentemente de determinados resultados obtidos neste estudo. No
entanto, outras pesquisas relataram melhora de parametros neurofisiolégicos em
doentes com ELA apds infusdo de células-tronco (Chen et al., 2012; Petrou et al.,
2016). Vale ressaltar que essas possiveis discrepancias parciais relatadas nos resultados
dos estudos citados podem ser devidas as diferencas no tamanho amostral, tipo celular,

dose, via de administracdo, padrdo de seguimento e desfechos utilizados.

Trés obstaculos principais foram identificados durante a realizacdo deste
trabalho. Primeiramente, a dificuldade de ativagdo muscular voluntéria durante a
realizacdo da técnica do MUNIX devida ao comprometimento dos NMS. Doentes com
ELA cursando com importante disfuncdo dos NMS podem apresentar sinal do MUNIX
com picos isolados de alta amplitude devidos a presenca de unidades motoras

disparando lenta e irregularmente durante a tentativa de contragdo muscular em baixa
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intensidade. Sinais com essas caracteristicas reduzem o valor do MUNIX e devem ser
excluidos da analise (Nandedkar el al., 2018).

Em segundo lugar, o efeito chdo em musculos estudados nas avaliacBes. Os
musculos ACP, ADM, PIDM e TA do lado com melhor desempenho nos testes de forca
muscular foram escolhidos para a aquisicdo dos registros eletrofisioldgicos desde a
primeira até a ultima avaliagdo. Houve beneficio de estimar o nimero de unidades
motoras em multiplos musculos ao invés de usar a medida em apenas um musculo, pois
dessa forma o efeito chdo ndo ocorreu (Neuwirth et al., 2010). Além disso, a realizacéo
do MUNIX em mausculos atrofiados apresenta o risco do efeito chdo precoce, uma vez
que mudangas no conjunto de neurdnios motores ndo podem ser detectadas nessa
condigdo (Neuwirth et al., 2015). Neuwirth et al. (2015) indicam a selecdo de musculos
do lado clinicamente mais forte para a realizacdo do MUNIX a fim de evitar medicGes
em musculos consumidos. Mdsculos com PAMC menor que 0.5 mV foram excluidos
da avaliacdo pela técnica do MUNIX na presente pesquisa. Nandedkar el al. (2018) ndo
realiza o estudo do MUNIX em musculos com amplitudes do PAMC inferiores a 0.5
mV, visto seu valor depender da amplitude do PAMC do musculo estudado. A maxima
otimizacdo da amplitude do PAMC é condi¢do necessaria para a correta intepretacédo de

valores do MUNIX, quando estes estdo reduzidos (Nandedkar el al., 2018).

Em terceiro, a auséncia precoce ou presenca de fatores confundidores, como
ondas A e/ou repeaters, durante obtencdo da persisténcia da onda F no musculo ADM
para o calculo do IN. Ondas de amplitudes menores que 40uV foram desconsideradas e
respostas de mesma morfologia, duracdo, amplitude, laténcia e que apresentaram cinco
ou mais repeti¢des durante a sequéncia dos 20 estimulos foram consideradas ondas A
ou repeaters e excluidas da analise neste estudo. O IN pode atingir efeito chdo e
assumir valor zero devido a auséncia completa de ondas F antes do desejado. Isso
ocorre caso a persisténcia da onda F basal seja baixa, entre 10 e 40%, e a depender da
taxa de progressdo da doenca. Tal situacdo pode impedir o acompanhamento do doente
por periodo de tempo suficiente. O estudo de ambas as méos e a sele¢do daquela com o

maior valor inicial do IN pode evitar a ocorréncia desse cenario (Cheah et al., 2011).

Os resultados desta pesquisa foram divididos em analise global e individual. A
interpretacdo desses resultados considerou as relagbes do MUNIX, MUSIX, PAMC e

IN no decurso temporal da doenca. Boekestein et al. (2012) ressaltaram que os valores
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de MUNIX e MUSIX, juntamente com a amplitude do PAMC, mostraram-se

informativos sobre o processo fisiopatologico subjacente.

A analise global dos dados indica que houve reducdo progressiva do nimero de
unidades motoras em todos os musculos estudados, tanto no periodo pré-infusdo quanto
no periodo pos-infusdo, comprovada pelo slope predominantemente negativo do
MUNIX em ambos os periodos. A queda observada do MUNIX em doentes com ELA
esta de acordo com a literatura (Neuwirth et al., 2010; Boekestein et al., 2012; Escorcio-
Bezerra et al., 2018).

Neste estudo também se verificou processo de reinervacdo compensatdria tanto
no periodo pré-infusdo quanto no periodo pos-infusdo nos musculos ACP, ADM e
PIDM e no periodo pos-infusdo no muasculo TA, comprovada pelo slope
predominantemente positivo do MUSIX nesses musculos e periodos. Estudo prévio
mostrou aumento médio em mais de 50% do MUSIX nos doentes com ELA apds
acompanhamento de oito meses, dado indicativo de reinervagdo compensatdria
(Boekestein et al., 2012).

Outro achado desta pesquisa foi perda progressiva de unidades motoras nos
musculos ACP, ADM e PIDM apenas parcialmente compensada pelo processo de
reinervacdo, comprovada pelo slope predominantemente negativo dos PAMC desses
masculos ao longo do periodo pré-infusdo e pos-infusdo. Boekestein et al. (2012)
encontraram declinio relativo menor que 30% na amplitude do PAMC, queda entre 41 e
67% do MUNIX e incremento entre 39 e 145% do MUSIX em quatro doentes com
ELA. Os autores interpretaram que ocorreu adequado mecanismo compensatério de

reinervacgdo colateral que preveniu deterioracdo clinica rapida nesses quatro doentes.

Por fim, neste trabalho, o IN também apresentou slope negativo, indicando
progressao da doenca ao longo do periodo estudado. Estudos pregressos relataram o IN
ser parametro sensivel em avaliar a progressao de doentes com ELA (de Carvalho et al.,
2005; Cheah et al., 2011).

O MUSIX do musculo TA mostrou que o processo de reinervagao se iniciou
apenas no periodo pos-infusdo, dado com significancia estatistica, p < 0,05, para 0s
momentos 90, 180 e 210 dias apds a primeira infusdo das CTM. Vale ressaltar que o
slope do MUNIX do TA nesse periodo pés-infusdo apresentou piora, portanto, o inicio

do processo de reinervagdo observado ndo foi acompanhado de reducdo da perda de
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unidades motoras. N&o se encontrou dados na literatura que indiquem a ac&o das células
tronco no inicio do processo de reinervagdo no musculo TA. MUSIX é método rapido e
ndo invasivo para acessar reinervacdo (Alix et al., 2019). Dados da literatura descrevem
relacdo inversa entre 0 MUNIX e MUSIX em condi¢fes como a ELA (Nandedkar et al.,
2010; Escorcio-Bezerra el al., 2016), assim como observado no presente estudo. Petrou
et al. (2016) consideraram que a melhora no declinio do PAMC no periodo pos-
transplante das CTM secretoras de fatores neurotréficos, especialmente no musculo
biceps braquial do lado que recebeu a via de infusdo intramuscular, deveu-se a efeitos
neurotréficos localizados no sitio do transplante celular. Os autores ndo citam

especificamente a reinervagdo como possivel contribuidor dessa melhora.

A anélise de sujeitos respondedores deve ser incluida segundo as diretrizes
atualizadas para o desenvolvimento de ensaios clinicos na ELA, pois tem o potencial de
demonstrar efeitos benéficos de determinado tratamento em subgrupo de pacientes com
mesmo fenotipo (van den Berg et al., 2019). A analise individual dos dados desse
estudo mostrou responsividade pontual identificada em determinados sujeitos, no
entanto, outros doentes ndo apresentaram nenhuma resposta a terapia celular do ponto

de vista eletrofisioldgico.

Os achados eletrofisioldgicos estatisticamente significativos dos sujeitos
respondedores do presente estudo foram correlacionados com o0s objetivos de
compreender o0s processos fisiopatologicos subjacentes (Boekestein et al., 2012),
fortalecer o significado das respostas individuais e identificar os sujeitos com melhor
resposta a terapia celular. Dessa forma, destacaram-se trés doentes (10,7% da amostra),
0S quais apresentaram resposta estatisticamente significante, p < 0,05, em pelo menos
dois parametros eletrofisiologicos do mesmo musculo e em dois ou mais momentos

consecutivos.

O doente 7 apresentou reducdo da perda de unidades motoras no masculo PIDM
nos momentos 180 e 210 dias do periodo pés-infusdo das CTM, quando comparados
com o periodo pré-infusdo, p < 0,05 para o MUNIX e PAMC. Esses achados ndo foram
acompanhados de alteragdes significativas no processo de reinervagdo aferido pelo
MUSIX.

O doente 11 apresentou reducao da perda de unidades motoras acompanhada de

reducdo do processo do reinervacao secundario no muasculo PIDM nos momentos 180 e
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210 dias do periodo pos-infusdo das CTM, quando comparados com o periodo pré-
infusdo, p < 0,05 para 0o MUNIX e MUSIX do PIDM. Nao houve alteragao significativa

no PAMC deste mesmo musculo.

O doente 20 apresentou reducdo da perda de unidades motoras acompanhada de
reducdo do processo do reinervagdo secundario no musculo PIDM nos momentos 90 e
180 dias do periodo pos-infusdo das CTM, quando comparados com o periodo pré-
infusdo, p < 0,05 para 0o MUNIX e MUSIX do PIDM. Como nota, 0 momento 210 dias
do periodo pos-infusdo das CTM também se mostrou significativo para esses dados
quando considerado o p < 0,1. Ndo houve alteragdo significativa no PAMC deste

musculo.

A avaliagdo de respostas individuais a terapia celular em doentes com ELA esta
descrita na literatura. Estudos identificaram doentes pontuais que apresentaram, no
periodo pos-transplante de células-tronco, tendéncia a desaceleracdo da deteriorizacédo
da CVF e da escala MRC (Mazzini et al., 2010), lentificacdo da progresséo da doenga e
aumento de sobrevida (Mazzini et al., 2012), bem como estabilizacdo dos valores da
ALSFRS (Oh et al., 2015) e descricdo de alguma melhora clinica subjetiva temporéaria
(Staff et al., 2016).

Os trés doentes deste estudo com melhor resposta a terapia celular sob o ponto
de vista dos parametros eletrofisiol6gicos avaliados apresentavam idade entre 52 e 61
anos e nao configuravam entre 0s mais jovens participantes da pesquisa. Os trés eram
do sexo feminino, dois apresentavam ELA de inicio apendicular no membro superior e
um com ELA de inicio bulbar. Os valores da escala ALSFRS e da CVF inicial desses
doentes ndo se destacavam entre os mais elevados ou reduzidos. Nenhum deles era
portador de mutagdes genéticas relacionadas a ELA. N&o ha dados a respeito do
predominio do acometimento dos NMS ou NMI nesses doentes. A literatura aponta 0s
fatores idade de inicio mais precoce e predominancia do acometimento dos NMI como
conhecidamente associados a progressdo mais lenta da doenca (Chio et al., 2009;
Wijesekera e Leigh, 2009). A selecdo dos doentes com ELA a ser submetidos a terapia
celular, considerando a localizacdo, gravidade e forma clinica da doenca, representa

questdo-chave a ser respondida (Mazzini et al., 2010).

Os resultados das avaliagdes eletrofisioldgicas realizadas neste estudo sugerem

possiveis efeitos globais e individuais da atuacdo das CTM. Evidéncias atuais indicam
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que a terapia com células-tronco pode ter efeito positivo transitorio na progressao da
ELA, exceto na funcdo pulmonar (Morata-Tarifa et al., 2021).

A analise da correlacdo de Pearson realizada neste estudo entre a média do valor
do MUNIX nos musculos ACP, ADM e PIDM e a média do valor da ALSFRS-R e da
dinamometria manual a cada visita apresentou correlagdo linear positiva e
estatisticamente significativa (figuras 14, 15, 16, 17, 18 e 19). Os valores numéricos
desses dados foram reduzidos ao longo do tempo do estudo, indicando declinio do
nimero de unidades motoras nos musculos examinados associado a piora da funcéo
clinica global e a reducdo da forca da méo. Esses dados estdo em acordo com literatura
(Gawel e Kuzma-Kozakiewicz, 2016). Em estudo de Gawel e Kuzma-Kozakiewicz
(2016), MUNIX refletiu a disfuncdo motora e a progressdo da doenca. A ALSFRS-R é
medida de desfecho primario mais comumente usada em ensaios clinicos de doentes
com ELA, porque avalia a funcdo global, é de facil aplicacdo e se correlaciona com a
sobrevida dos doentes (Pinto e de Carvalho, 2017). No entanto, os diferentes métodos
de MUNE sdo mais sensiveis do que a ALSFRS-R no monitoramento da progressao da
ELA (van Dijk et al., 2010; Boekestein et al., 2012; Neuwirth et al., 2015). Os métodos
de MUNE obtiveram melhor sensibilidade em detectar a progressdo da doenca em
comparacao a outras medidas clinicas e eletrofisioldgicas, como a amplitude do PAMC,
a forca de preensdo, o grau de fraqueza medida pela MRC e a capacidade vital forcada
(Felice, 1995; de Carvalho e Swash, 2009).

Vale ressaltar, que declinio do MUNIX médio e do IN foram detectados em
masculos clinicamente ndo afetados e com estabilidade dos subescores da escala
ALSFRS-R e das medidas da dinamometria manual (Escorcio-Bezerra et al., 2018).
Mudangas nos valores do MUNE podem ser vistas antes da reducédo da forga e da atrofia
clinicamente detectaveis (Ahn et al., 2010; Neuwirth et al., 2017).

Nesta pesquisa, a analise da correlagdo de Pearson realizada entre os valores do
MUNIX nos musculos ACP, ADM e PIDM e os valores da escala ALSFRS-R e da
dinamometria manual individualizados por visita mostrou resultados mais robustos na
relacdo entre 0 MUNIX e a dinamometria. Os registros do MUNIX nos musculos
analisados, quando correlacionados com os dados da ALSFRS-R, ndo obtiveram
resultado estatisticamente significante em nenhuma das 10 visitas. No entanto, na

maioria delas, houve relacdo linear positiva entre as variaveis.
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A anélise entre os valores do MUNIX nos musculos ACP, ADM e PIDM e o0s
valores da dinamometria manual mostrou correlacdo linear positiva em todas as visitas,
exceto na correlagdo com o MUNIX do musculo PIDM na visita 1. Além disso,
diferentemente do ocorrido nas correlagdes entre 0 MUNIX e a ALSFRS-R, resultados
estatisticamente significativos foram encontrados em diversas visitas nas correlagoes
entre a dinamometria e 0 MUNIX dos trés musculos analisados (Tabela 9). Tais
diferencas podem ser explicadas pelo fato da ALSFRS-R ser medida de disfuncéo
global, enquanto os testes eletrofisioldgicos representam disfuncéo localizada (Jacobsen

et al., 2018), assim como a dinamometria manual.

Gawel e Kuzma-Kozakiewicz (2016) encontraram correlagdo com significancia
estatistica, p < 0,05, entre os valores do MUNIX e MRC individuais nos musculos
abdutor curto do polegar, abdutor do dedo minimo, tibial anterior, extensor curto dos
dedos e abdutor do halux. Além disso, o MUNIX global se correlacionou com
significancia estatistica, p < 0,05, com a MRC global e com o quadro de disfuncdo
clinica medida pela escala ALSFRS-R. Testes eletrofisiologicos realizados por
Jacobsen et al. (2018) mostram correlacdo significativa entre a ALSFRS-R e o
MScanFit MUNE, contudo ndo foi encontrada correlacao significativa entre a ALSFRS-

R e MUNIX ou MUNE por estimula¢do em multiplos pontos.

Este trabalho faz parte do protocolo de pesquisa fase 1/2 cujo objetivo foi
acessar seguranca e indicios de eficacia da infusdo de duas doses de CTM intratecais
em doentes com ELA. Estudo futuro fase 3, com numero maior de doentes,
randomizado, duplo-cego, placebo-controlado, que inclua individuos com
caracteristicas clinicas mais homogéneas e com apropriado poder de suplantar a
variabilidade caracteristica da prépria doenca em estudo, podera trazer resultados mais
robustos (Sykova et al., 2017; Goutman et al., 2019).

E valido mencionar que os doentes com ELA formam grupo avido pelo
desenvolvimento de novas terapias para a doenca. O efeito placebo, combinado com
altas expectativas e circunstancias psicossociais diversas, que afetam a resposta do
sistema psiconeuroimunolégico, pode modificar o resultado de qualquer terapia em
doentes com ELA (Sykova et al., 2017).
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CONCLUSOES

O estudo dos registros eletrofisiologicos seriados em doentes com ELA que

receberam duas infusdes de células-tronco mesenquimais no liquor mostrou:

A metodologia adotada para aquisicéo e estudo dos dados eletrofisioldgicos foi

adequada a analise do seguimento dos doentes participantes da pesquisa.

Registros eletrofisioldgicos foram capazes de identificar possiveis efeitos das
infusdes das CTM nos sujeitos do estudo, tanto do ponto de vista global quanto

individual.

Os registros eletrofisiolégicos do MUNIX se correlacionaram com dados
clinicos obtidos por meio da ALSFRS-R e da dinamometria manual no decorrer
do estudo, especialmente quando comparados a média dos valores desses

parametros.

Registros eletrofisiologicos mostram-se instrumentos promissores para as
analises dos desfechos priméario ou secundario de futuros ensaios clinicos com
doentes portadores de ELA, especialmente naqueles de fase 3 com tamanho

amostral maior.
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8. ANEXOS




Anexo A. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N% ::ovnamnnmnsunninaatisang SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: .......... 7L T

ENDERECO
BAIRRO:! :uusanussmsisuvsnmisssssminssisssissii e asisio CIDADE

2 RESPONSAVEL LEGAL.........oooeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee e ee e e s ene e s s rae e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)
................................................................................... DOCUMENTO DE IDENTIDADE
..................................... SEXO: Mo Fo DATANASCIMENTO.: .../ ... ......
ENDEREQO ......................................................................................... N oo ARTO  wrevnuscnimens
BAIRRO: .. CIDADE: .
CEP: ot TELEFONE: DDD (............ ) ettt

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Estudo fase 1/2 da seguranca e eficacia de duas doses
intratecais de células-tronco mesenquimais autélogas (CTM), obtidas de células estromais da medula dssea,
em pacientes com Esclerose Lateral Amiotrofica.

PESQUISADOR: Prof. Dr. Gerson Chadi

CARGO/FUNCAO: Professor Titular INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° 53368
UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Neurologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO X

RISCOBAIXO o RISCO MAIOR o
4. DURAGCAO DA PESQUISA: 24 meses

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) € uma doenca neurodegenerativa que causa fraqueza e
paralisia dos musculos. A doenca pode comecar em qualquer musculo do brago, méo, perma, pé,
da fala, ou da respiracdo, mas evolui rapidamente para os outros musculos. A doenca n&o tem cura
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ou tratamento e o paciente morre entre 2 anos e meio e 5 anos por paralisia dos musculo
respiratorios e complicacdes associadas a esta paralisia. Como todos os tratamentos com drogas
testados até entédo ndo surtiram efeitos, os centros de pesquisa médica iniciam agora estudos com
células tronco. Este estudo visa a injecéo de 2 doses de células-tronco obtidas em laboratério a
partir do sangue coletado da medula 6ssea de pacientes diagnosticados com ELA que atenderem
os critérios de incluséo. As duas injecdes de células-tronco seréo feitas no liquor da sua coluna
vertebral na regido das costas acima das nadegas. Havera o intervalo de 1 més entre as duas
injecdes. O objetivo do estudo é a avaliacéo da seguranca do procedimento e dos efeitos benéficos
das células tronco na evolugéo da sua doenca.

Vocé, paciente portador da ELA, seré avaliado e se for selecionado para o estudo, sera
acompanhado no Ambulatério de Pesquisa em ELA do HC-FMUSP pelo periodo aproximado de 41
semanas, tempo que durara todo o estudo. Neste periodo vocé sempre recebera o agendamento
da proxima visita. No periodo, de selecdo (visita 1), vocé sera avaliado pelo neurologista para a
avaliacéo clinica geral do seu estado e a confirmac&o do diagnodstico de ELA pelo estadiamento da
sua doenca, e também para a realizacéo de eletrocardiograma e de provas de funcdo pulmonar.
Estes exames s&o simples e rapidos e seréo feitos no proprio ambulatério e vocé ndo sentira dor
ou desconforto. O eletrocardiograma registrara o funcionamento do seu coracdo e as provas de
funcdo pulmonar servirdo para a andlise das suas funcdes respiratorias apds vocé respirar no
interior de um tubo conectado a uma pequena maquina; também sera solicitado para vocé respirar
pelo nariz com forca, além de realizar algumas respiracdes forcadas para avaliacéo do seu pulméo
e musculos da respiracdo. N&o havera dor ou desconforto na realizacéo dos dois exames. Nesta
visita, sera coletada a sua urina, para exames de rotina e 10 ml de sangue de uma veia superficial
do seu braco, para exames de sangue de rotina, procedimentos estes que serdo feitos no
Laboratério Central do HCFMUSP. Vocé podera ter pequeno hematoma e sentir pequeno
desconforto (dor) no local da coleta do sangue, o que podera durar 1 ou dois dias e desaparecerao
sozinhos. No exame de urina, vocé sera orientado a coletar a sua urina num frasco, frasco este que
ja ficaréa no préprio Laboratério para exame laboratorial. Na visita 1, vocé também podera ser
submetido ao exame de eletroneuromiografia (ENMG), caso ndo tenha feito anteriormente e a
critério do neurologista que acompanharé vocé no estudo. O exame sera feito no Centro de ENMG
do HC-FMUSP por neurofisiologista clinico especializado. A ENMG é sempre necessaria para a
confirmacéo do diagnostico da ELA e consiste na introducéo de agulhas em diversos musculos do
seu corpo, uma por vez, e registro do funcionamento destes musculos. As agulhas serdo colocadas
em determinados musculos da palma da méo, braco, pé, perna, costas, e na lingua, dos dois lados
do corpo, e ficardo nestes musculos por alguns segundos para o registro. Dor sera sentida nestes
locais durante a introducdo das agulhas, tempo do registro e no dia do exame, que devera ir
desaparecendo nos proximos 2 ou 3 dias. Vocé seréa orientado a tomar medicacéo para dor, caso
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sinta desconforto maior. Pequeno sangramento poderd ocorrer apenas apds a retirada das
agulhas. A critério do neurologista, caso seja necessario, vocé sera submetido ao exame de
tomografia computadorizada de térax para a exclusdo de possiveis doencas que nédo permitirdo
vocé entrar no estudo.

Vocé sera submetido ao exame de Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) nesta e em outras
visitas para confirmar o diagnéstico e também para avaliar o efeito do seu tratamento. Vocé sera
levado & Diviséo de Radiologia onde vocé entrara numa maquina que coletara as imagens do seu
cérebro e medula espinal. A critério do neurologista, este exame podera ser realizado na visita
seguinte. O exame ndo causa dor e néo libera radiacéo em vocé. Vocé também né&o devera sentir
nenhum desconforto apos a realizacéo deste exame. Vocé também seré solicitado para apertar um
aparelho chamado dinamémetro e fazer forca como se fosse chutar ou puxar um aparelho para
avaliarmos a sua forca muscular. Esse procedimento ndo causa dor e é rapido. Vocé realizara o
exame de bioimpedancia, que € um procedimento né&o-invasivo, indolor, com duragéo de cinco
minutos. Esse exame servira para avaliar as alteracdes nos seus musculos e seréa realizado com a
colocacéo de eletrodos na superficie da sua pele em contato com alguns musculos. Os eletrodos
néo perfuram a pele e durante a realizagdo do exame vocé n&o levara choques nem sentira
qualquer desconforto devido ao exame. O exame sera realizado por um aparelho portatil, no
mesmo lugar onde seréo realizadas as consultas com os neurologistas.

Vocé tera consulta com uma psicologa, em que seréo realizadas perguntas para avaliacdo de sua
memoria, seu humor, estado psicolégico e sobre como esta lidando com a sua doenca. Vocé sera
solicitado a realizar algumas tarefas simples como desenhar, escrever ou lembrar algo que |he foi
falado. Os testes levaréo cerca de 30 minutos.

Se vocé for selecionado para o estudo, vocé serd chamado para a visita 2. Na visita 2, os
procedimentos feitos na visita 1, COM EXCECAO da ENMG, poderéo ser realizados novamente.
Se vocé for mulher, a vocé sera explicado que n&o podera engravidar durante todo o periodo do
estudo e devera concordar em utilizar dois métodos contraceptivos que serdo explicados e
indicados a vocé pelo clinico que lhe acompanhara. Na visita 3, os mesmos procedimentos feitos
na visita 2 seréo feitos novamente, sendo que o sangue coletado para o exame de sangue incluira
o teste laboratorial de gravidez, se vocé for do sexo feminino. Estando gravida, vocé saira
automaticamente do estudo. Na visita 4, vocé sera internado no HC-FMUSP, momento em que
vocé sera submetido a avaliacéo clinica geral e neurolégica e de vocé seré colhido sangue da veia
superficial do bracgo e urina, para exames laboratoriais, da mesma maneira como feito nas visitas 1,
2 e 3 mas agora vocé estara internado. Apos os exames, vocé sera levado ao Centro Cirurgico do
HC-FMUSP para a coleta da medula éssea, procedimento feito sob sedacéo e anestesia geral de
curta duracdo por especialista do HC-FMUSP especificamente contratado para a realizagéo do
procedimento. O procedimento consiste na aplicacdo do anestésico geral através de gés
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respiratorio e pela sua veia. Para realizacdo do procedimento, o anestesista colocara um tubo na
sua garganta para ajuda-lo a respirar. Esse tubo sera retirado ap6s o fim do procedimento. Em
seguida, na introducéo de uma agulha no osso do seu quadril dos dois lados e aspiracéo de 100 ml
de sangue daquele local. Vocé ndo sentira dor e ndo estara acordado durante o procedimento.
Apds o procedimento vocé sera acompanhado na sala de recuperacdo pés-anestésica até ser
liberado pelo anestesista. Em seguida, vocé sera levado ao leito de internacéo. Estando tudo bem,
vocé recebera alta hospitalar 24 horas ap6s o procedimento de aspiracéo da medula 6ssea. Vocé
podera ter dor e vermelhidéo local por 2 a 4 dias apdés o procedimento, entédo vocé recebera
analgésicos para utilizacdo em casa naquele periodo. Este sangue coletado da sua medula-6ssea
ira para o Laboratério na PUC do Parana para a producdo das suas células-tronco. Se as suas
células-tronco forem adequadas para o estudo, vocé sera chamado de volta ao Hospital das
Clinicas para o tratamento na visita 5. Se as células ndo mostrarem-se apropriadas para o estudo,
entdo vocé saira do estudo neste momento. Na visita 5, vocé sera internado novamente no HC-
FMUSP e o tratamento sera feito pela injecdo das suas proprias células-tronco, obtidas da sua
medula-6ssea, no liquor da sua coluna vertebral na regido das suas costas logo acima das
nadegas. Neste dia, vocé sera avaliado pelo neurologista, fara a prova de funcdo pulmonar,
bioimpedéncia e de vocé sera colhido 10 ml de sangue da sua veia superficial do brago e colhido
urina para exames laboratoriais. O procedimento da injecéo de células-tronco no liquor da sua
coluna vertebral (costas) € muito parecido com a raquianestesia e sera feito no interior do centro
cirurgico do HC-FMUSP. Vocé recebera uma anestesia local e, em seguida, uma agulha sera
introduzida na sua coluna vertebral (na regiéo lombar das suas costas), e por ali sera coletado 6 ml
do seu liquor, que sera submetido a exames. Apesar da anestesia local, vocé podera sentir algum
desconforto ou dor na introducédo da agulha. Em seguida, um tubo fino sera colocado no interior da
agulha para a inoculacéo das suas células-tronco naquele local. O procedimento de injecdo das
células-tronco é lento e demorara alguns minutos, momento em que vocé ficard deitado. Apos a
injecéo das células-tronco, vocé ficara internado por 48 horas no HCFMUSP sob os cuidados e
monitorizagdo por médicos neurologistas clinicos e enfermeiras especificamente designados para o
estudo, que fardo avaliagdes constantes em vocé. Tratamento semelhante em estudo similar foi
feito em 26 pacientes em Israel e mostrou auséncia de efeitos colaterais severos nos doentes ELA.
Vocé podera sentir dor nas costas e na cabeca, febre, dor nas pernas, tontura e nauseas que
deverdo regredir rapidamente durante o periodo de internacdo. Se houver dor ou desconforto ou
qualquer outro sinal e sintoma, vocé sera tratado. Ao término deste periodo, estando tudo bem com
VOcé, vocé receberé alta hospitalar. Na visita 6, vocé serd novamente submetido a coleta de
sangue da veia superficial do braco e a coleta de urina, no Laboratério Central do HC FMUSP para
os exames laboratoriais de rotina, e ao exame neurolégico no Ambulatério de Pesquisa em ELA do
HC-FMUSP. Nesta visita vocé sera levado até o Instituto de Radiologia e sera submetido ao exame
de RNM de cranio e medula cervical. Na visita 7, exatamente 30 dias apds o primeiro tratamento
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com as suas células-tronco, vocé sera novamente internado no HC-FMUSP e passaré pelos
mesmos procedimentos da visita 5 para receber o segundo tratamento com as suas células-tronco.
Na visita 8, vocé sera novamente submetido a coleta de sangue da veia superficial do braco e a
coleta de urina, no Laboratério Central do HC-FMUSP para os exames laboratoriais de rotina, e ao
exame de neurolégico no Ambulatério de Pesquisa em ELA do HC-FMUSP exatamente como foi
feito na sua visita 6. Nas visitas 9, 10, 11, 12, 13 e 14, separadas por intervalos de 30 dias, vocé
passara novamente pelos procedimentos feitos nas visitas.

Os dados obtidos de todos os pacientes seréo avaliados no término do estudo, quando saberemos
se houve beneficios da terapia com as células-tronco para os pacientes com ELA.

Vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
duvidas em qualquer etapa do estudo. O principal investigador é o Prof. Dr Gerson Chadi que pode
ser encontrado no endereco Av Dr Arnaldo 455, sala 219, 2°. Andar; Telefone(s) 3061-7460. Email:
gerchadi@usp.br. No mesmo telefone, vocé podera encontrar também outros médicos, os Drs.
Dagoberto Callegaro e Frederico Menucci Haidar de Jorge que participardo das avaliacbes clinicas
a serem feitas em vocé. Se vocé tiver alguma consideracéo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo (CEP-FMUSP). Rua Ovidio Pires de Campos 225, 5°. Andar. Prédio da
Administracdo. CEP:05403-001 Cerqueira César - Sao Paulo — SP. Tel: 2661-7585
Email:cappesq@hc.fm.usp.br.

E garantida a vocé, a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicdo.

Vocé sera protegido pelo sigilo da pesquisa. As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, e ndo sera divulgada a identificacédo de nenhum paciente.

A vocé sera garantido o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais do estudo,
quando os pesquisadores os tiverem.

Vocé néo tera despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

O pesquisador principal da pesquisa compromete-se a utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado e esclarecido a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo "Estudo da seguranca e eficacia de duas doses
intratecais de células-tronco mesenquimais autdlogas secretoras de fatores neurotréficos
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(MSCNTF), obtidas de células estromais da medula éssea, em pacientes com Esclerose Lateral

Amiotrofica”.

Eu discuti com o Prof. Dr. Gerson Chadi sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais séo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados,
seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participacéo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessério. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data [

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou
visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participacéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo B. Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

4 and USP - HOSPITAL DAS &
¥ CLINICAS DA FACULDADE DE £ @"Wo r Rl
bt MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Estudo fase 1/2 da seguranga e eficacia de duas doses intratecais de células-tronco
mesenquimais autologas (CTM), obtidas de células estromais da medula 6ssea, em
pacientes com Esclerose Lateral Amiotréfica

Pesquisador: Gerson Chadi

Area Tematica:

Versdo: 5

CAAE: 37772414.0.0000.0068

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Ministério da Saude

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.825.756

Apresentacado do Projeto:
Emenda relativa a submissao de 04 sub-projetos.

Objetivo da Pesquisa:
Tratam-se de 4 emendas, desdobrando a pesquisa em 4 projetos de pos graduagao: |- Titulo: Identificagdo

de possiveis biomarcadores no liquor de pacientes portadores de Esclerose Lateral Amiotréfica. Nivel:

doutorado. Aluno: Felipe Delatorre Busser. Orientador: Prof. Dr. Gerson Chadi - II- Titulo do Projeto: “Analise
protedmica por espectrometria de massa no liquor de pacientes portadores de Esclerose Lateral Amiotréfica
que receberam 2 infusdes de células-tronco mesenquimais”. Nivel: doutorado. Aluno: Felipe Alves Pereira.
Orientador: Prof. Dr. Gerson Chadi.

Co-orientador: Prof. Dr. Giuseppe Palmisano. - Ill - Titulo: “Analise eletrofisiolégica em pacientes com
Esclerose Lateral Amiotréfica que receberam

duas infusdes de células tronco mesenquimais no liquor”. Nivel: doutorado. Aluno: Alberto Andrade de
Mello. Orientador: Prof. Dr. Gerson Chadi - IV- Titulo do Projeto: “Avaliagao da presenga de fatores
neurotréficos nas células-tronco mensequimais

de pacientes com Esclerose Lateral Amiotrofica selecionados no protocolo clinico #NCT02917681. Nivel:

Mestrado. Aluna: Caroline Christina Guerino. Orientador: Prof. Dr. Gerson Chadi

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Sem alteragoes

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Continuagéo do Parecer: 2.825.756

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Os projetos sd@o compativeis e a proposta é valida

Consideragdes sobre os Termos de apresentagado obrigatoéria:

Néo sera necessario novo TCLE, pois os dados foram coletados com TCLE prévio

Recomendacodes:

Nao ha

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Nao ha pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgéo do projeto ou a nao publicagdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_119643 08/08/2018 Aceito
do Projeto 8 E4.pdf 13:06:08
Brochura Pesquisa | ProjetoFelipeDelatorre.pdf 08/08/2018 | Gerson Chadi Aceito
12:51:33

Brochura Pesquisa | ProjetoFelipeAlves.pdf 08/08/2018 | Gerson Chadi Aceito
12:51:24

Brochura Pesquisa | ProjetoCarolineGuerino.pdf 08/08/2018 | Gerson Chadi Aceito
12:51:16

Brochura Pesquisa | ProjetoAlbertoMello.pdf 08/08/2018 | Gerson Chadi Aceito
12:50:47

Declaragao de Anuencias_Emendas_Pos.pdf 08/08/2018 | Gerson Chadi Aceito

Pesquisadores 12:49:37

Outros Carta_Emendas_Pos.pdf 08/08/2018 | Gerson Chadi Aceito
12:47:37

Outros FORM_EMENDAS3.pdf 04/08/2016 |Gerson Chadi Aceito
15:01:28

Projeto Detalhado | Projeto_modificado_3.pdf 22/07/2016 |Gerson Chadi Aceito

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Continuagao do Parecer: 2.825.756
o
/ Brochura Projeto_modificado_3.pdf 14:22:11 | Gerson Chadi Aceito
Investigador
Outros Carta_Emenda_3.pdf 22/07/2016 |Gerson Chadi Aceito
14:20:17
TCLE / Termos de | TCLE_EMENDA_3.pdf 22/07/2016 | Gerson Chadi Aceito
Assentimento / 14:16:54
Justificativa de
Auséncia
‘| Outros EMENDA.pdf 27/06/2016 | Gerson Chadi Aceito
13:03:14
Outros Anuencia_Associados.pdf 27/06/2016 |Gerson Chadi Aceito
12:43:26
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_2016.pdf 12/02/2016 |Gerson Chadi Aceito
11:17:35
Outros Delaragao Acary Souza Bulle 23/10/2014 Aceito
Oliveira.pdf 20:08:06
Outros Declaracao Paulo S Brofman.pdf 23/10/2014 Aceito
20:07:03
Outros Declaragao Frederico MH Jorge.pdf 23/10/2014 Aceito
20:06:30
QOutros Declaragao Dagoberto Callegaro.pdf 23/10/2014 Aceito
20:05:59

Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
SAO PAULO, 16 de Agosto de 2018

au

Assjhado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br
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