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1. Resumo

Introduc¢do: A Esclerose Multipla ¢ uma doenc¢a inflamatoria, desmielinizante do Sistema
Nervoso Central e constitui a principal causa de incapacidade ndo traumatica no adulto jovem.
No campo da terapéutica medicamentosa verifica-se, atualmente um grande investimento na
criacdo de novos farmacos, particularmente com mecanismos de agdo cada vez mais
selectivos, dirigidos a alvos especificos da patogénese desta doenca. Para além do
aperfeicoamento da farmacodindmica, assiste-se ainda ao advento dos primeiros fairmacos

orais.

Objectivo: Este trabalho tem como objetivo a revisdo sistematica da literatura cientifica
disponivel sobre os principais mecanismos farmacoldgicos da terapéutica da Esclerose

Multipla.

Desenvolvimento: Os principais farmacos utilizados no tratamento da Esclerose Multipla
podem ser classificados, grosso modo, em: imunomoduladores, imunossupressores,

modificadores da migracao através da Barreira Hemato-Encefalica e neuroprotetores.

A modificacdo do Sistema Imunitario inclui a alteragdo do padrao de secrecdo de citocinas,
estimulando a produg¢do de citocinas anti-inflamatorias e inibindo a secrecao de citocinas pro-
inflamatérias como acontece durante o tratamento com os Interferdes-B, Acetato de
Glatiramero, BG-12 ou Laquinimod. A imunomodulagdo pode incluir também, o sequestro de

linfécitos nos 6rgaos linfoides pelo Fingolimod.

Anticorpos monoclonais como o Alemtuzumab, Rituximab, Ofatumumab, Ocrelizumab e
Daclizumab causam uma supressao do Sistema Imune, reduzindo a proliferagao de linfécitos

B e/ou T, através do bloqueio de glicoproteinas especificas na superficie destas células.
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Alguns farmacos (e.g. Natalizumab) apresentam como principal mecanismo de agdo a
inibi¢do da migragdo trans-endotelial de linfocitos auto-reativos através da Barreira Hemato-
Encefalica. Esta inibicdo ¢ devida ao bloqueio de moléculas de adesdo indispensaveis ao

processo de migracgao.

A neuroprotecdo, ainda que residual, pode ser promovida pela inibicdo da neurotoxicidade
mediada por proteases citotoxicas produzidas pelos linfocitos T CD8"; pela otimizacdo da
remielinizagdo através da diferenciagdo do precursor dos oligodendrécitos estimulada pelo

Fingolimod, Interferdes-f, BG-12 e ainda através da producdo de factores neurotropicos

Conclusio: O futuro do tratamento da Esclerose Multipla parece promissor, no entanto
progressivamente mais complexo. Atualmente com o aparecimento de anticorpos
monoclonais e de farmacos como o Fingolimod atinge-se uma eficdcia sem precedentes,
todavia com efeitos secundarios potencialmente graves, principalmente no que concerne a
utilizagdo de anticorpos monoclonais. Esta condi¢do cria novos desafios ao neurologista e ao
doente. Em contrapartida, o desenvolvimento de fairmacos de administragdo oral, permitem
um regime posologico bastante mais coémodo, aumentando a compliance terapéutica,

facilitando o tratamento da Esclerose Multipla.

2. Palavras-Chave:

Esclerose Multipla; Terapéutica; Mecanismos de a¢do; Imunomodulagdo; Neuroprotecao;

Barreira Hemato-Encefalica.
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3. Abstract

Introduction: Multiple Sclerosis is an inflammatory demyelinating disease affecting the
central nervous system. It is also the leading cause of nontraumatic disability in young adults.
There is currently a major investment in developing new drugs, concerning its treatment, with
focus on those expressing a highly selective mechanism of action such as targeting specific
agents on the disease’s pathogenesis. Besides the improved pharmacodynamics, we also

witness the arrival of the first oral agents.

Objective: The aim of this study is to present a systematic review on the available scientific
literature concerning the main pharmacological mechanisms of drugs used in Multiple

Sclerosis treatment.

Development: The main drugs used to treat Multiple Sclerosis can be classified in
immunomodulators, immunosuppressants, blood-brain barrier migration modifiers and

neuroprotective agents.

Immunomodulators can act by altering cytokine secretion pattern and/or through sequestration
of lymphocytes in lymphoid organs. Fingolimod is the prototype of drugs presenting this last
mechanism of action. The stimulation of anti-inflammatory cytokines production together
with the inhibition proinflammatory cytokines secretion is on the basis of the first mechanism
of action. B-interferons, Glatiramer Acetate, BG-12 and Laquinimod are some examples of

drugs included in this group.

Monoclonal antibodies, such as Alemtuzumab, Rituximab, Ofatumumab, Ocrelizumab and
Daclizumab cause immune system suppression. They reduce the proliferation of B and / or T

lymphocytes, by blocking specific glycoproteins on the surface of these cells.
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Other drugs (e.g. Natalizumab) inhibit trans-endothelial migration of autoreactive
lymphocytes through the blood-brain barrier by blocking adhesion molecules essential for this

process.

Neuroprotection, although residual, must be taken in consideration when regarding
neurodegenerative diseases treatment. The inhibition of neurotoxicity induced by T CDS8"
cytotoxic proteases, the optimization of the remyelinisation through oligodendrocytes
differention and the production of neurotrophic factors are the main mechanisms by which
neuprotectors act. Fingolimod, B-interferons, BG-12 can also be included in this class of

pharmaceutical agents.

Conclusion: The future of Multiple Sclerosis treatment looks promising, but progressively
more complex. With the advent of monoclonal antibodies and drugs such as Fingolimod we
have achieved unprecedented effectiveness. However, this comes with potentially serious side
effects, especially regarding to the use of monoclonal antibodies. This condition brings up
new challenges to the neurologist and the patient. In contrast, the development of drugs for
oral administration, allow a much more convenient dosing regimen, increasing therapeutic

compliance, favouring the treatment of Multiple Sclerosis.

4. Key words

Multiple  Sclerosis;  Therapeutics; Mechanisms of action; Immunomodulation;

Neuroprotection; Blood-brain barrier.



Mecanismos Farmacologicos da Terapéutica da Esclerose Muiltipla

5. Introducao

A Esclerose Multipla (EM) ¢ uma doenga autoimune, inflamatoria e desmielinizante do
Sistema Nervoso Central (SNC). Em Portugal, estima-se que a EM afete 50 pessoas em cada

100.000, ou seja, aproximadamente 5000 portugueses. (Sa, 2010)

Ainda ndo se conhece totalmente a fisiopatologia da EM, permanecendo este um assunto
controverso. De facto, a maioria dos estudos sugerem o conceito de EM como doenga
inflamatoéria primaria. Contudo nas fases progressivas a EM apresenta reminiscéncias de uma
doenca neurodegenerativa com um declinio funcional continuo com pouca atividade

inflamatoéria. (Stadelmann, 2011)

Relativamente ao tratamento, o objetivo de qualquer terapia modificadora do curso da EM ¢
reduzir a frequéncia e gravidade dos surtos e prevenir ou atrasar a evolucao para uma fase

progressiva da doenga. (Horga e Tintoré, 2011)

A data nio existe cura para a EM, contudo nas ultimas duas décadas vérias terapias tém sido
desenvolvidas. A lista de farmacos aprovados, atualmente, inclui trés formulagdes do
Interferao- B (IFN-B), Acetato de Glatiramero, Mitoxantrona, Natalizumab e Fingolimod. De
acordo com os protocolos recomendados pela Food and Drug Administration (FDA) o IFN-j,
Acetato de Glatiramero e Fingolimod sdo terapéuticas de primeira linha na EM Recidivante-
Remitente. A Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) considera o Fingolimod um farmaco
de segunda linha. A Mitoxantrona e o Natalizumab também sdo considerados fdrmacos de
segunda linha reservados geralmente para doentes que ndo respondem a terapia de primeira

linha ou que nao toleram os efeitos secundarios da mesma. (Portaccio, 2011)
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6. Material e Métodos

Foi efetuada uma pesquisa de artigos organizada segundo o sistema de Haynes, ou sistema
dos 5 ”S” um modelo que permite organizar fontes de informacdo médica baseada na
evidéncia. Segundo este sistema conceptual a organizacao das fontes de informagao ¢ feita em
cinco patamares de uma piramide. Este modelo ¢ util na pesquisa da evidéncia no ambiente
clinico, tendo sido concebido para encontrar informagdo, de forma eficiente, num curto

espaco de tempo.

No topo da pirdmide encontram-se os Systems que sdo Decision Support Services, que
correspondem a sistemas computorizados que ligam caracteristicas individuais dos doentes de
forma a obter o maximo de evidéncia cientifica pertinente. Infelizmente estes ainda se

encontram em fase de desenvolvimento.

No patamar abaixo desta pirdmide encontram-se os Summaries, sao guias da pratica clinica
que integram as melhores evidéncias provenientes das camadas inferiores, fornecendo um

vasto espectro de evidéncia cientifica sobre um determinado topico.

No terceiro nivel deste sistema organizativo encontram-se as Synopses (descrigdes sucintas de
estudos individuais ou de uma revisao sistematica). O pentltimo patamar da piramide de

Haynes € composto pelas Syntheses que sdo sinteses da evidéncia (e.g. revisoes sistematicas).

Na base da pirdmide encontram-se os Studies (artigos originais) que correspondem a maior

fatia da producao cientifica.

No patamar Summaries procedeu-se a pesquisa de artigos na base Dynamed ¢ Up To Date
com o termo “Multiple Sclerosis”. No patamar Synopses, foi acedida a base de dados
Evidence Based Medicine e ACP (American College of Physicians) Journal Club. A pesquisa

¢ esquematizada na Tabela I.
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Tabela I. Termos utilizados na pesquisa de Sinopses.

Sinopses

Bases de dados: Evidence Based Medicine e ACP Journal Club

“Multiple Sclerosis”

AND

No grupo das Sinteses foram acedidas as bases de dados Cochrane Library e Pubmed. Para a
pesquisa de Sinteses na Pubmed foi aplicado o filtro metodologico “Clinical Queries”, o qual

permite a obtencao de revisdes sistematicas, meta-analises, consensos, guidelines e artigos de

“Beta interferon”
“Acetate glatiramer”
“Natalizumab”
“Fingolimod”
“BG-12” OR “Dimethyl Fumarate”
“Rituximab”
“Ocrelizumab”
“Ofatumumab”
“Alemtuzumab”
“Daclizumab”
“Teriflunomide”
“Laquinimod”

“Intravenous imunoglobulin” OR
“Intravenous imunoglobulins” OR “ivig”

“Cladribine”

“Dalfampridine”

Medicina Baseada na Evidéncia. A pesquisa estd esquematizada na Tabela II.
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Tabela II. Termos utilizados na pesquisa de Sinteses.

Sinteses

Bases de dados: Cochrane Library e Pubmed

“Beta interferon”
“Acetate glatiramer”
“Natalizumab”
“Fingolimod”
“BG-12” OR “Dimethyl Fumarate”
“Rituximab”
“Ocrelizumab”
“Multiple Sclerosis” “Ofatumumab’’
AND “Alemtuzumab”
“Daclizumab”
“Teriflunomide”
“Laquinimod”

“Intravenous imunoglobulin” OR

“Intravenous imunoglobulins” OR “ivig”

“Cladribine”

“Dalfampridine”

A pesquisa de artigos originais - Studies - foi executada na base Pubmed, aplicando a
ferramenta MESH: Medical Subject Heading, para a linguagem médica controlada.
Introduziu-se o tépico “Multiple Sclerosis” e aplicou-se o qualificador Drug Therapy. A
pesquisa foi limitada entre 2007-2012, na lingua inglesa, portuguesa e espanhola.

Exceptuando a pesquisa para Imunoglobulina G endovenosa, pois devido a dificuldade na
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obtencdo de artigos recentes sobre o seu mecanismo de agdo foi necessario alargar a pesquisa
retirando o filtro temporal. O filtro major: [majr] foi aplicado para seleccionar artigos que
apresentam como tema principal a terapéutica da EM, excluindo artigos que apenas
mencionam este topico como um tema minor/secundario. Na tabela III apresenta-se o

esquema da pesquisa.

Tabela III. Termos utilizados na pesquisa de Artigos Originais.

Studies - Artigos Originais

Bases de dados: Pubmed

“Beta interferon”

“Acetate glatiramer”
“Natalizumab”

“Fingolimod”

“BG-12” OR “Dimethyl Fumarate”
“Rituximab”

“Ocrelizumab”
“Multiple Sclerosis/ Drug
Therapy”’[majr] AND

“Ofatumumab”

“Alemtuzumab”

“Daclizumab”

“Teriflunomide”

“Laquinimod”

“Intravenous imunoglobulin” OR
“Intravenous imunoglobulins” OR “ivig”
“Cladribine”

“Dalfampridine”
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7. Resultados

No patamar Summaries a pesquisa de artigos na base Dynamed com o termo “Multiple
Sclerosis” obteve 1 resultado. Na base Up To Date a mesma pesquisa nao obteve resultados.
Para a pesquisa de Synopses, foi acedida a base de dados ACP Journal Club e Evidence Based

Medicine. Os resultados da pesquisa estdo esquematizados na Tabela I'V.

Tabela IV. Resultados da pesquisa de Sinopses.

Sinobses ACP Journal Evidence Based
P Club Medicine

“Beta interferon” 0 167

“Acetate glatiramer” 3 42

“Natalizumab” 4 21

“Fingolimod” 3 18

“BG-12” OR 0 18

“Dimethyl Fumarate” 0 18

“Rituximab” 1 19

“Ocrelizumab” 0 18

“Multiple
Sclerosis” “Ofatumumab” 0 18
AND

“Alemtuzumab” 0 18

“Daclizumab” 0 18

“Teriflunomide” 0 18

“Laquinimod” 0 18

“Intravenous imunoglobulin”
OR “Intravenous 0 0
imunoglobulins” OR “ivig”
“Cladribine” 3 18
“Dalfampridine” 0 18

10
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No grupo das Sinteses foram acedidas as bases Cochrane Library e Pubmed. A pesquisa ¢

sistematizada na Tabela V.

Tabela V. Resultados da pesquisa de Sinteses

Sinteses Cochrane | Pubmed - filtro
Library | “Clinical Queries”

“Beta interferon” 1 126
“Acetate glatiramer” 5 40
“Natalizumab” 1 31
“Fingolimod” 1 11
“BG-12” OR 0 0
“Dimethyl Fumarate” 0 0
“Rituximab” 1 0
“Ocrelizumab” 0 0

“Multiple I3 2
Sclerosis” AND Ofatumumab 0 :
“Alemtuzumab” 0 3
“Daclizumab” 1 2
“Teriflunomide” 0 0
“Laquinimod” 0 1
“Intravenous imunoglobulin” OR
“Intravenous imunoglobulins” OR 2 21
“iVig”

“Cladribine” 0 9
“Dalfampridine” 0 2

A pesquisa de Artigos Originais na base Pubmed obteve os resultados expostos na Tabela V1.
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Tabela VI. Resultados da pesquisa de Artigos Originais.

Studies - Artigos Originais Pubmed
“Beta interferon” 395
“Acetate glatiramer” 276
“Natalizumab” 283
“Fingolimod” 102
“BG-12” OR
] 14
“Dimethyl Fumarate”
“Rituximab” 83
“Ocrelizumab” 5
“Multiple
Sclerosis/ Drug “Ofatumumab 3
Therapy”[majr
Xl)\’ID[ ir] “Alemtuzumab” 50
“Daclizumab” 38
“Teriflunomide” 21
“Laquinimod” 31
. . 2007- S
“Intravenous imunoglobulin” OR 2012 lirrfilzcla s
“Intravenous imunoglobulins” OR
Uivig® 40% | 208*
“Cladribine” 55
“Dalfampridine” 16
Total com repeti¢oes 1412
Repeticdes 501
Total sem repeti¢des 911

* QObtiveram-se 40 resultados para a pesquisa da Imunoglobulina endovenosa com
limites entre 2007-2012. Devido a escassez de artigos sobre os seus mecanismos de
acdo a pesquisa foi alargada sem limites temporais obtendo-se 208 artigos originais.
Nao foram contabilizados no total de artigos.
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Concluiu-se que do total dos 1412 artigos, 501 repetem-se nas diferentes pesquisas, obtendo-

se um real valor de 911 artigos originais.

De entre todos os resultados obtidos foram seleccionados 65 artigos consoante o factor de

impacto da revista, autores e pertinéncia dos seus conteudos.
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8. Discussao

8.1 Enquadramento

A EM uma doenca autoimune, inflamatéria e desmielinizante do SNC, que afeta

aproximadamente 2,3 milhdes de pessoas a nivel mundial (Sobiera, 2011).

A EM corresponde a uma das principais causas de incapacidade neurologica crénica, nao
traumatica, em adultos jovens. Afeta tipicamente pessoas no auge da sua vida produtiva, com
um pico de incidéncia entre os 20-40 anos, causando enorme impacto social, familiar e
economico. (Portaccio, 2011) A perda precoce de produtividade e o elevado custo do
tratamento multidisciplinar sdo responsaveis pelo elevado impacto socioeconémico desta

doenca. (Horga e Tintor¢, 2011)

Embora apresente preferéncia por certas areas cerebrais, a EM pode comprometer qualquer
area do SNC, o que condiciona enorme multiplicidade de manifestagdes: disestesias,
parestesias, alteragdes da marcha, nevrite Optica retro-bulbar, diplopia, ataxia, vertigem,

depressdo, alteragcdes cognitivas, entre outras.

Na realidade, a EM apresenta uma enorme heterogeneidade fenotipica, variando desde
apresentacdes clinicas indolentes em que os doentes podem permanecer varios anos sem
limitagdo funcional, até formas rapidamente incapacitantes, com reducdo da esperanga de
vida. (Rainer et al., 2010) Sem tratamento, aproximadamente 50% dos doentes com EM
apresentam incapacidade para a marcha auténoma 15 anos apds a doenca. (Strader et al.,

2011)

A evolugdo clinica da EM ¢ variavel e pode ser classificada em quatro padroes: EM
Recidivante-Remitente (EMRR), Primdria Progressiva, Secundaria Progressiva e Progressiva

Recidivante. (Sobiera, 2011)
14
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Na maioria dos casos (80-90%) a doenca apresenta, no seu inicio, um caracter Recidivante-
Remitente (ou de Exacerbagdo Remissdo), em que as exacerbagdes da EM (surtos) sdo
seguidas de um periodo de recuperacdo total ou parcial (geralmente parcial), os periodos entre
a doenca caracterizam-se por uma auséncia de progressdo. Ha tendéncia a um acumular da
incapacidade ao longo do tempo. (Portaccio, 2011) Em 30-40% dos casos de EMRR, a
doenca adquire um caracter progressivo, passando a designar-se Secundaria Progressiva, fase
em que a incapacidade se acumula progressivamente apesar da auséncia de exacerbagoes.

(Strader et al., 2011)

Numa propor¢ao mais pequena (10-20% dos casos) a doenga inicia-se de uma forma Primaria
Progressiva, que se distingue por uma progressao continua da doenca desde o inicio, sem
surtos, com fases de estabilizacdo ocasionais € com possiveis melhorias ligeiras temporarias.

(Sobiera, 2011)

Quando a doenga ¢ progressiva desde o inicio mas com recidivas evidentes, com ou sem
recuperagdo completa e os periodos entre as recidivas apresentam uma progressao continua

designa-se EM Progressiva Recidivante. (Sobiera, 2011)

8.2 Patogénese da EM

A patogénese da EM ainda se encontra em grande parte desconhecida. Contudo a etiologia
multifatorial ¢ a mais proposta. Recentes estudos epidemioldgicos centram a atengdo em
factores genéticos, ambientais e ainda na controversa teoria da insuficiéncia venosa

cerebroespinhal. (Ontaneda ef al., 2011)

A componente genética da EM ¢ sugerida pela concordancia de 5% entre gémeos dizigoticos

e de 20-30% entre gémeos monozigéticos. Esta susceptibilidade associa-se ao complexo
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Major de Histocompatibilidade (MHC) no cromossoma 6, mais especificamente ao alelo

DRBI*1501. (Alcina et al., 2012)

Entre os factores de susceptibilidade ambiental destacam-se o factor geografico, o défice de

vitamina D e uma reduzida exposi¢do solar e ainda a infe¢ao pelo virus Epstein-Barr.

H4 muito que ¢ conhecida uma maior incidéncia de EM nos paises mais afastados do
Equador. Independentemente de qual o factor ambiental em causa nas latitudes mais elevadas,
este tera de exercer o seu efeito numa fase precoce da vida, pois os estudos epidemiologicos
mostram que os individuos que viveram até aos 15 anos em zonas de baixo risco e que depois
se mudam para zonas de alto risco, ndo sofrem um aumento de risco para a EM. (Disanto ef

al.2011)

O défice de vitamina D ¢é apontado como um factor de risco para EM. Em modelos
experimentais animais verificou-se que a suplementagdo com vitamina D pode mesmo
prevenir o aparecimento da Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) o modelo
experimental da EM. (Ontaneda et al., 2011) Varios estudos mostraram uma correlagao
inversa entre os niveis de 25-hidroxivitamina D e a incidéncia, gravidade e progressao da EM.
Acredita-se que a vitamina D pode inibir a maturagdo das células dendriticas, a funcdo das

células B e favorecer a imunidade T,2. (Wootla et al., 2011)

Assim os baixos niveis de vitamina D, resultantes de uma reduzida exposicao solar, podem
explicar a maior incidéncia de EM nos povos que vivem a elevadas latitudes. A teoria do
défice de vitamina D poderd inclusive justificar, para alguns, a discordancia entre gémeos
monozig6ticos, devido a diferentes exposigdes solares durante a infancia. (Disanto et

al.2011)
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Virias infe¢des virais (e bacterianas: Chlamydia pneumonia) foram apontadas como factores
de risco para a EM, contudo ainda ndo existem dados conclusivos. Entre virus como Herpes
Simplex, Varicela Zoster, Herpes Humano-6, implicados recentemente na patogénese da EM,

destaca-se o virus Epstein-Barr. (Wootla et al., 2011)

De facto, estudos de meta-analise recentes mostram uma incidéncia de EM dez vezes superior
nos individuos com infe¢do precoce pelo virus Epstein-Barr quando comparados com doentes

seronegativos. (Ontaneda ef al., 2011)

A hipoétese de insuficiéncia venosa cerebroespinhal cronica como factor patogénico na EM ¢
polémica. De facto, Zamboni et al. verificaram que os doentes com EM apresentam multiplas
e graves estenoses no sistema venoso cerebroespinhal. Estes investigadores sugerem que a
estenose do sistema venoso extracraniano causaria um défice de drenagem com refluxo
venoso no sistema intra e extra-craniano, com perda da autoregulagdo do fluxo (Zamboni et

al., 2009) e uma reagdao imune secundaria a acumulacao de ferro no SNC. (Awad et al., 2011)

Esta hipotese tem recebido mais atengdo e alguns sugerem a neuro-intervengao vascular como
estratégia terapéutica. A controvérsia mantém-se porque os resultados apresentados por
Zamboni ndo foram reprodutiveis em nenhuma das multiplas investigacdes subsequentes.
Permanece incerto se a insuficiéncia venosa cerebroespinhal crdonica existe como uma

entidade patoldgica ou uma variante anatdémica nos doentes com EM. (Awad et al., 2011)
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8.3 Fisiopatologia da EM

Ainda ndo se conhece totalmente a fisiopatologia da EM. Os estudos patoldgicos,
imagioldgicos, serologicos e genéticos sustentam o conceito da EM como uma doenga
inflamatoéria primaria. Contudo nas fases progressivas a EM apresenta reminiscéncias de uma
doenca neurodegenerativa com um declinio funcional continuo com pouca atividade
inflamatéria. Apesar da discussdo, varios estudos mostram que a atividade inflamatoria da

doenga se correlaciona diretamente com a perda neuronal. (Stadelmann, 2011)

8.3.1 Apresentaciao de auto-antigénios

A cascata patologica da EM inicia-se quando no compartimento periférico os linfocitos T
CD4" reconhecem um auto-antigénio especifico de um componente da mielina (ainda
desconhecido) que lhes é apresentado pelas moléculas do MHC-II presente na superficie das
células apresentadoras de antigénio (APC). Podem funcionar como APC’s os macréfagos,

células dendriticas, células da microglia e linfocitos B. (Kala et al., 2011)

Sao fundamentais para a apresentagao antigénios e consequente ativagdao das células T, as
seguintes ligacdes:

e Ligacao MHC-II da APC ao CD4 do linfécito T4/Thelper (Ty), para apresentacdo do
antigénio.

e Ligacdo entre 0 VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) da APC ao VLA-4
(Very Late Antigen 4 adhesion molecule) do linfocito Ty,

e Ligacdo entre o ICAM-1/2 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1, também conhecido
como CD54) da APC ao LFA-1 (Lymphocyte Function-Associated Antigen-1) do
linfocito T,

e Ligacao entre o LFA-3 da APC ao CD2 do linfécito Ty.
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e Ligacdo entre o B7-1 (molécula co-estimuladora) da APC ao CD28 ¢ ao CTLA-4
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) do linfocito Ty, traduz um sinal co-estimulador,
ativando o linfocito T. Na auséncia deste sinal, as células T permanecem inativadas,
em anergia, incapacitadas de responder a um antigénio mesmo que este seja
apresentado uma segunda vez com os sinais co-estimuladores. (Rainer et al., 2010)

Estas ligacdes estdo ilustradas na Fig. 1.

Apresentacao de antigénios e ativacao de linfocitos T

‘. cp28 (( Brtor-2 ,f';
i LFA-1 Z< ICAM-1 or 2
|1 ]

1}
co2 [, LFA3 |

/"’BD-I.DL @C— cD40

-

Figura 1. Apresentacio de antigénios e ativacio de linfocitos T4.

Fonte: Adaptado de Kirkwood et al., 2008.
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8.3.2 Proliferaciio e migracio de linfocitos T auto-reativos até ao SNC

Os linfocitos T auto-reativos proliferam nos tecidos linfoides e depois, por quimiotaxia,
migram até ao SNC. Para atingir o parénquima do SNC, os linfocitos devem penetrar através
Barreira Hemato-Encefalica (BHE), através de um processo de migracdo transendotelial. A
migrac¢do trans-BHE ¢ mediada por uma complexa interacdo entre moléculas de adesdo (como
as selectinas e integrinas), metaloproteinases da matriz e ainda citocinas que causam uma

disrup¢ao da BHE. (Horga e Tintor¢, 2011)

Este processo de migracdo através da BHE divide-se em cinco fases, uma fase inicial de
captura e rolling do linfocito ao longo das células endoteliais que constituem a face externa da
BHE. Para este processo ¢ essencial a ligacdo do VLA-4 linfocitario através do recetor da
integrina a4p1 ao VCAM-1 endotelial. Segue-se o fenomeno de ativagdo, com a libertagdo de
citocinas e eicosanoides que precede a fase de adesdo firme que contempla a ligagdo VLA-4-
VCAM-1 e a ligagdo LFA-1-ICAM-1. Depois destas ligagdes, o linfocito “rasteja” ao longo
das células endoteliais até iniciar a Gltima etapa: a diapedese, levada a cabo pelas complexas
interagdes ja referidas e a produ¢do de metaloproteinases da matriz, permitindo que o
leucdcito migre através do endotélio, membrana basal, chegando ao parénquima do SNC.

(Engelhardt, 2008)
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8.3.3 Inflamac¢ao no SNC

a. Linféocitos T

Os linfocitos T desempenham um papel central na fisiopatologia da EM. Ambos os tipos
celulares: CD4" e CD8" sdo identificados nas lesdes de EM, as células CD4" predominam nas

lesdes agudas, enquanto que as CD8" predominam nas lesdes cronicas. (Kala et al., 2011)

No SNC, os linfocitos T CD4" ativados iniciam a formacdo de lesdes inflamatorias agudas,

através da producao de citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-17. (Rainer et al., 2010)

Os linfocitos T CD4" auto-reativos que produzem grande quantidade de IL-17 (atualmente
designados de células Ty17) inibem a acdo reguladora das células Treguladoras (Treg). A
diminui¢io da fungdo destas células Te CD4" ¢ CD25" (promotoras da imunotolerancia)
encontra-se implicada na fisiopatologia da EM, dado que o seu défice deixa o SNC vulneravel

aos exageros das células T auto-reativas. (Rainer et al., 2010)

Com o evoluir do processo de inflamagdo, a disseminacdo de epitopos desencadeia o
recrutamento de outras células inflamatdrias - fenomeno designado bystander activation.
Acredita-se que miultiplos clones de linfocitos T CD8" se acumulem nas lesdes de EM, bem
como no LCR. Atribui-se a estas células uma capacidade de amplificacdo do processo
inflamatorio iniciado pelas células TCD4". Estes linfocitos T CD8" danificam diretamente os
neurénios e oligodendrocitos, através da libertagdo de produtos citotoxicos dos seus granulos.

(Haile et al., 2011;Wang et al., 2010)

21



Mecanismos Farmacologicos da Terapéutica da Esclerose Muiltipla

b. Linfocitos B

Os linfécitos B apresentam um papel que se pressupde cada vez mais relevante na patogénese
da EM, tanto na inflamacao aguda como crénica. (Kala et al., 2011) Para além de terem uma
fungdo importante como APCs, condicionam outros mecanismos de autoimunidade na EM.

(Rainer et al., 2010)

Na fase de inflamagdo aguda, depois de uma etapa de apresentacdo e ativagao, as células B
sofrem expansao clonal, maturam em células memorias e plasmocitos que libertam grandes
quantidades de imunoglobulina y (anticorpos IgG) produzidas a periferia ou mesmo no
interior do SNC. Estes anticorpos vao ligar-se ao respectivo epitopo (componente da mielina),

ativar o Sistema do Complemento causando inflamagdo. (Rainer et al., 2010)

Estudos recentes sugerem que o nivel de produgdo intra-tecal de imunoglobulina podera ser
um melhor factor predictor da progressdo da doenga que a propria Ressonancia Magnética.
Assim a identificacdo precoce de bandas oligoclonais na eletroforese do LCR podera
correlacionar-se com um pior prognostico da doenca, salientando a importancia da imunidade

humoral na fisiopatologia da EM. (Wootla et al., 2011)

De facto, as células B assumem um papel importante na promog¢do da neuroinflamagao
cronica, dado que estimulam a proliferagao de células T e a diferenciagdo Ty17. (Monson et
al., 2011) Para além deste facto, concluiu-se que nos doentes com EM as células B
apresentam uma producao deficiente de citocinas anti-inflamatorias como a IL-10. (Wootla et

al., 2011)

Em contrapartida Wootla et al. (2011) identificaram um papel benéfico das células B na EM.
Os anticorpos IgM sHIgM22 e sHIgM46 demonstraram capacidade de remielinizagdo e os

anticorpos sHIgM12 e sHIgM42 capacidades neuroprotetoras. A sHIgM22 liga-se aos
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oligodendrocitos e a mielina promovendo a remielinizagdo nos modelos de EM induzidos por
virus e toxinas. Para além disto, este anticorpo inibe fortemente a apoptose através da reducao
das caspases 3 ¢ 9. Estes anticorpos também sdo responsaveis pela limpeza de restos de
mielina dos locais de inflamagao aguda, importante na promocao da remielinizagao.

Deste modo estes autores defendem que as células B podem desempenhar um papel deletério
(agravamento da desmieliniza¢do) ou benéfico (remielinizagdo) consoante o microambiente.
Assim seria importante identificar os doentes que respondem a deplecdo das células B (por
predominarem os seus efeitos deletérios) ou que respondem a terapias promotoras da

remielinizagdo com anticorpos. (Wootla et al., 2011)

c. Astrocitos

Recentemente tem-se atribuido um papel importante dos astrocitos na patogénese da EM. De
facto, os astrocitos podem contribuir de diferentes formas no processo patogénico. Através da
secrecdo de metaloproteinases da matriz e faléncia da BHE, através da expressdo de
moléculas de adesao e producao de citocinas facilitando a entrada de células inflamatoérias. Os
astrocitos podem ainda secretar TNF-a e linfotoxina-a causando morte dos oligodendrécitos e

lesdo axonal direta. (Cohen e Chun, 2011)

Os astrocitos estdo também envolvidos na formagdo de tecido cicatricial de astrogliose e
gliose que caracterizam as lesdes cronicas de EM e que podem interferir com o processo de

remielinizagdo ou regeneracao axonal. (Cohen e Chun, 2011)
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8.3.4 Remielinizacao intrinseca

Depois de um insulto inflamatorio, ocorre naturalmente uma tentativa de repara¢do do dano
axonal. Este processo inclui a migragdo de células progenitoras neurais (NPC) até a lesdo.
Nesta as NPC podem diferenciar-se em todas as linhas celulares, incluindo oligodendrdcitos.
Assim as NPC diferenciam-se em oligodendrécitos pré-mielinizantes recobrindo os axonios
desmielinizados, contribuindo para o fenémeno de remielinizagdo e reparagdo das lesdes de
EM. (Fox, 2010). Este processo de remielinizagdo pode ser bastante completo em algumas
lesdes, especialmente nas fases precoces da EM, permitindo a restauracdo da funcdo.

(Ontaneda et al., 2010)

Recentemente surgiram evidéncias de que este fendémeno de neuro-restauragdo ¢ inibido pela
atividade da Granzima B (GrB) produzida pelos linfocitos T CD8", mostrando que a neuro-
inflamacdo pode comprometer a neuro-restauracdo. (Espejo e Montalban, 2012;Wang et al.,

2010)

8.3.5 Fases progressivas/neurodegenerativas

Contudo, a capacidade de neurorestauracao intrinseca do SNC acaba eventualmente por ser
esgotada pelos ataques inflamatérios sucessivos. Assim, ao longo da histéria natural da
doenca este mecanismo restaurador vai perdendo a eficacia e vao-se acumulando os défices
neurologicos, em virtude da desmielinizacdo progressiva nao controlada. (Ontaneda et al.,

2011)
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8.3.6 Padroées de desmielinizacao

Lucchinetti et al. (2000) sugerem quatro padrdoes de desmielinizagdo. Esta variabilidade
fisiopatologica mantém-se em congruéncia com a grande heterogeneidade do curso clinico da

EM.

Segundo aqueles autores, o padrao I, surge em 15% dos casos. Aqui a desmielinizagdo ¢
mediada por macréfagos e por linfocitos T (ativados por macréfagos e células da microglia).
Em 58% dos casos (padrio II), a inflamagdo ¢ mediada por células e por anticorpos

(objetivavel pelas bandas oligoclonais) com posterior ativagdo do sistema complemento,

dirigido contra componentes basicos da mielina. (Lucchinetti, 2000)

Nestes dois subtipos, 0 mecanismo patoldgico subjacente ¢ claramente autoimune. Contudo
nos subtipos III e IV as lesdes sdao altamente sugestivas de uma distrofia primaria do
oligodendrocito, induzida por virus ou toxinas, ao invés de um mecanismo autoimune.

(Lucchinetti, 2000)

Assim, no padrao III (26% dos casos) a inflamag¢do conduzida por células T e macrofagos
associa-se a uma degenerescéncia distal do oligodendrdcito (que se assemelha a lesdo
induzida por hipoxia). Esta degenerescéncia pode culminar em apoptose ou condicionar uma
remielinizagdo insuficiente. Menos frequentemente (1% dos casos) a desmielinizagdo tem
origem numa lesdo primaria do oligodendrocito, de possivel origem genética. Associando-se

uma desmielinizagao secundaria dependente de macrofagos. (Lucchinetti, 2000)
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8.3.7 Dano axonal

Apesar de nao se conhecerem os exatos mecanismos que condicionam o dano axonal, durante
os ultimos anos tem se tornado cada vez mais evidente que a disfun¢do axonal ocorre

precocemente no curso da doenca. (Stadelmann, 2011)

O aparecimento de esferoides nas lesoes agudas pode ser um indicador de sec¢do neuronal
resultando numa degeneragdo anterdgrada ou retrégada. Este ndo ¢ um fendomeno raro na EM,
0 que prova a precocidade do dano axonal. Acredita-se que esta lesdo axonal precoce ¢ devida
a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO). (Herges et al., 2011,

Stadelmann, 2011)

O dano axonal pode ser causado por mecanismos imunoldgicos mediados pelas células
TCDS8" e os produtos citotoxicos contidos nos seus granulos como a serina-protease Granzima
B (Haile et al., 2011); pela ativacdo de células da glia e macrofagos no parénquima; por
defeitos na homeostasia do célcio e mecanismos excitotoxicos. (Ontaneda et al., 2011) Para
além disto, identificaram-se depositos lineares de complemento ativado (C3d) em axdnios
parcialmente desmielinizados localizados peri-placa, sugerindo um papel do sistema do

Complemente no dano axonal. (Wootla et al., 2011)

O dano axonal pode ser também causado pelo efeito indireto da desmieliniza¢do prolongada,
resultando numa redistribui¢do dos canais de sodio ou auséncia de enzimas do
oligodendrocito. Pensa-se que os canais de sodio persistentemente ativados e o subsequente
fluxo de sodio excessivo altere as trocas sodio/célcio, causando uma sobrecarga axonal de

calcio que pode ser toxica. (Ontaneda et al., 2011)

Outros estudos sugerem que o dano inflamatério das mitocondrias constitui um factor

relevante no dano axonal, tanto nas lesdes agudas como cronicas da EM. Mais
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especificamente a reducdo da atividade do complexo Citocromo C oxidase da cadeia

respiratoria mitocondrial podera estar envolvida no dano axonal na EM. (Stadelmann, 2011)

Alteragdes citoesqueléticas no compartimento neuronal, axonal e glial podem refletir uma
alteragcdo do equilibrio das cinases e fosfatases, alteragdes que poderao ser corrigidas através
de terapéutica neuroprotetora dirigida. Para além disto os mediadores inflamatorios podem
iniciar a disrup¢ao axonal através da translocacdo da HDAC]1 (desacetilase das histonas 1) do

nucleo para o citosol. (Stadelmann, 2011)

8.3.8 Implicacoes da fisiopatologia

Estes conhecimentos fisiopatologicos influenciam as estratégias terapéuticas a seguir. Assim a
terapéutica imunoldgica serd provavelmente mais eficaz nas fases inflamatorias da doenca
(EMRR e Progressiva Recidivante). Enquanto que nas fases progressivas a terapéutica

imunologica dificilmente mudara o curso neurodegenerativo da doenga. (Barten et al., 2010)

Sendo assim torna-se necessario apostar numa terapéutica que contemple a
neuroprote¢do/neuroregeneragdo. Tais objetivos podem ser alcangados através de farmacos
que aumentem a plasticidade neuronal e a reconstru¢ao do axodnio, através da remielinizacdo e
ainda através do fornecimento de ambiente Optimo em termos de factores de crescimento.

(Ontaneda et al., 2011)
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8.4 Agentes terapéuticos

O objetivo de qualquer terapia modificadora de doenga na EM ¢ reduzir a frequéncia e
gravidade dos surtos, e respectivas sequelas traduzidas por aumento da incapacidade e

prevenir ou atrasar a evolucao para uma fase progressiva da doenga. (Horga e Tintoré, 2011)

A data ndo existe cura para a EM, contudo nas ultimas duas décadas varias terapias tém sido
desenvolvidas. A lista de farmacos aprovados, atualmente, inclui trés formulagdes do
Interferdo-p (IFN-B), Acetato de Glatirimero, Mitoxantrona, Natalizumab e Fingolimod. De
acordo com as recomendacdes da FDA o IFN-fB, Acetato de Glatiramero e Fingolimod sao
terapéuticas de primeira linha na EMRR. A salientar, a EMA considera o Fingolimod um
farmaco de segunda linha, ao contrario da FDA. A Mitoxantrona e o Natalizumab sdo
considerados fairmacos de segunda linha, por ambas as agéncias reguladoras, reservados para
formas muito agressivas ou para doentes que nio respondem a terapia de primeira linha ou

que nao toleram os efeitos secundarios da mesma. (Portaccio, 2011)

As evidéncias de eficacia da teraputica imunomoduladora ou imunossupressora nas fases
progressivas da doenga sdo bastante mais limitadas e apenas a Mitoxantrona ¢ o IFN-f 1b

foram aprovados para a EM secundéria progressiva. (Portaccio, 2011)

Embora as terapéuticas de primeira linha tenham demonstrado ser eficazes na redugdo das
taxas de recidiva e na diminuicdo da velocidade de progressdo da doenca estas sdo
administradas por via parentérica. Na realidade, uma das barreiras a adesdo terapéutica ¢ a
ansiedade e desconforto induzidos pela injecdo. Adicionalmente, a formacdo de anticorpos
neutralizantes associados a terapéutica com IFN-f pode estar associada a uma redugdo da sua
eficacia a longo prazo. (Fox, 2010; Sobiera, 2011) Deste modo a emergéncia de uma nova

geracdo de farmacos de administracdo oral na EM pode mudar o paradigma de tratamento
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desta doenga. Nesta nova geragdo incluem-se fArmacos como o Fingolimod, Teriflunomida,

Laquinimod, BG-12 e Firategrast. (Limmroth ef al., 2011)

Na tabela VII faz-se uma sistematizagdao dos farmacos ja aprovados no tratamento da EM e na

tabela VIII sdo referidas abordagens terapéuticas emergentes.

Tabela VII. Firmacos aprovados no tratamento da EM

Farmaco Indicacoes Via Mecanismo de acao
IFN- B1b (Betaferon®, 1" linha na EMRR

® Subcutanea Imunomodulador
Extavia®) EMSP, SCI

® 1* linha na EMRR e
IFN- f1a (Avonex ) SOl Intramuscular Imunomodulador
IFN- pla (Rebif®) 1* linha na EMRR Subcutanea Imunomodulador
Acetato de Glatiramero 1° linhana EMRR e Imunomodulador e
® Subcutanea
(Copaxone ™) SCI Neuroprotetor
Mitoxantrona EMSP, EMPR, Supressado de células B
® Intravenosa o
(Novantrone ") 22 linha na EMRR e T, inibigdo de MMP
Inibidor da migragao
Natalizumab ) ) )
® 2% linha na EMRR Intravenosa dos leucocitos ativados
(Tysabri")
através da BHE
' ' Sequestrador de
o 1'1linha(FDA)/ 2* linha S o
Fingolimod (Gilenya™) Oral linfécitos a periferia e
(EMA) na EMRR

neuroprotetor

EMRR: Esclerose Multipla Recidivante-Remitente;

EMSP: Esclerose Multipla Secundaria

Progressiva; SCI: Sindrome Cinico Isolado, EMPR: Esclerose Multipla Progressiva Recidivante;

BHE: Barreira Hematoencefalica. FDA: Food and Drug Admnistration, EMA: Agéncia Europeia do

Medicamento.
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Tabela VIII. Firmacos emergentes no tratamento da EM

Farmaco Mecanismo de acao Efeitos
Rituximab/ ‘ Deplecgdo de células B
Anticorpo monoclonal o .
o . Diminuicdo da atividade T, por
Ocrelizumab/  quimérico’humanizado/humano =~
. diminuicao da apresentacao pelas
Ofat b anti-CD20
atumuma células B
Deplecao de células CD52: B, T,
Anticorpo monoclonal macrofagos, monocitos, células
Alemtuzumab ) ) ) )
humanizado anti-CD52 dendriticas e granuldcitos
Estabilizacao da BHE
. Redugdo da sobrevida de células
Anticorpo monoclonal
' . T. Expansio das células NK
Daclizumab humanizado anti-CD25 .
CD56°, com deplecgdo de células T
(Recetor da IL-2) ‘
ativadas
Balanco positivo Ty2. Reducao da
Anti-oxidante, anti- secrecdo de IL-2, TNF-a
BG-12 . .
inflamatorio, neuroprotetor Neuroprotecao dependente do
Nrf2
Analogo dos nucleosideos Deplecdo de células T CD4",
Cladribina ] o N
(citostatico imunossupressor) CD8 e B
Supressdo de célulasBe T
Antagonista das pirimidinas Balango positivo Th2. Redugdo da
Teriflunomida o
(citostatico imunossupressor)  secre¢ao de IFN-y. Supressao de
célulasBe T
o . Balango positivo Ty2 e T3
Anti-inflamatério e
Laquinimod Aumenta a produgdo de TGF-3
Neuroprotetor N
Apoptose de células TCD8" ¢ B

Nrf2: Nuclear-related factor erythroidderived 2 ; TNF-a: Tumoral Necrosis Factor a;
IFN-y: Interferdo y, TGF-B: Transforming Growth Factor f3.
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No tratamento da EM, também se recorre a firmacos imunossupressores como a Azatioprina,
Micofenolato de Mofetil e Ciclofosfamida contudo estes farmacos citotéxicos podem causar
uma imunossupressao excessiva, deixando o doente vulneravel a infe¢cdes e neoplasias, para
além do risco de nefro e cardiotoxicidade. Em virtude dos efeitos secundarios destes farmacos
e principalmente da falta de evidéncia demonstrada em estudos randomizados duplamente
cegos contra placebo, como € o caso do Micofenolato de Mofetil, estes sdo apenas utilizados
como terapéutica de recurso “off label” em formas graves de EM. Nos ultimos anos, tém-se
estudado outros imunossupressores com melhor perfil de seguranca como o Laquinimod ¢ a

Teriflunomida. (Rainer et al., 2010)

E de salientar que a Imunoglobulina Endovenosa (IGIV) também ¢é usada no tratamento da
EM. Mais propriamente nos surtos. De facto, a IGIV reduz a taxa de surtos e aumenta o
intervalo de tempo livre de surtos, contudo nao existem evidéncias de que esta terapéutica

possa atrasar a progressdo da EM. (Gray et al., 2010)

8.5 Abordagens terapéuticas existentes e potenciais

Depois de identificadas as principais etapas que integram a fisiopatologia da EM podemos
conjecturar novos mecanismos farmacodinamicos e reconhecer outros mecanismos que ja sao
postos em pratica na terapéutica atualmente disponivel. Estes principais mecanismos surgem

esquematizados na Fig.2.
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Figura 2. Alvos terapéuticos na Esclerose Miltipla
1. Trigger points: Terapia génica? Suplementacdo com Vitamina D?

2. Inibicdo da apresentacdo de auto-antigénios.

3. Inibi¢do da co-estimulagdo através do bloqueio da ligagdo LFA-3 (Teriflunomida) da APC ao CD2
do linfocito Ty, e ligagdo entre o B7-1 da APC ao CD28 e CTLA-4 do linfocito Ty,

4. O bloqueio CD52 inibe a proliferagdo de células B e T (Alemtuzumab).

5. Sequestro de linfocitos nos 6rgdos linfoides pelo agonismo S1P (Fingolimod).
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6. Inibicdo da migra¢do trans-endotelial da BHE, através do bloqueio VLA-4 (Natalizumab e

Firategrast).

7. 8. 9. Inibigao da ativacdo, proliferacdo, apresentagdo antigénica e produgdo de autoanticorpos pelas
células B, através do bloqueio CD52 (Alemtuzumab) e CD20 (Rituximab). Neutralizacdo de
autoanticorpos (IGIV).

10.Inibicdo na neurotoxicidade mediada pela Granzima B e outras proteases citotoxicas prouzidas

pelos linfocitos T CD8" (manose-6-fosfato?)
11. Reduzir o efeito inibidor da Granzima B na neuroregeneragao (bloqueio dos canais Kv1.3)

12.0timizacdo da remieliniza¢do através da diferenciacdo do precursor dos oligodendrécitos em

oligodendroécitos estimulada pelo Fingolimod (agonismo S1P), IFN-B, BG12 (via Nrf2), entre outros.

Fonte: Elaboracao prépria
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8.5.1 Neuroprotecio
Em todas as formas progressivas da EM predomina a neurodegeneracdo ao invés da
inflamacao, deste modo as estratégias mais eficazes nestas fases passarao pela neuroprotegao.
Na realidade, alguns dos farmacos ja aprovados alcancam alguns niveis de neuroprotecao
secundaria, o que ¢ espectavel uma vez que a reducdo da inflamacdo reduz também a
degeneracao neuronal. Contudo esta eficacia marginal nao ¢ suficiente para travar as formas
progressivas, deste modo o desenho de novos farmacos devera apostar numa estratégia de

neuroprote¢do primaria. (Ontaneda ef al., 2010)

Varias abordagens terapéuticas unicamente neuroprotetoras t€ém sido estudadas contudo
nenhuma atingiu o nivel de aplicabilidade clinica. (Stadelmann, 2011) Na tabela IX ¢ X

apresentam-se algumas das estratégias neuroprotetoras em estudo.

Tabela IX. Estratégias de neuroprotecao

Estratégias neuroprotetoras Mecanismo
Laquinimod Producdo de factores neurotropicos como BDNF
BG-12 Neuroprotecao dependente do factor Nrf2

Bloqueio dos canais Kv1.3 inibe a neurotoxicidade
Dalfampiridina
exercida pela GrB

Lamotrigina, Fenitoina, Flecainida Bloqueio dos canais de sodio

Transplante de células estaminais )
o Reset Imunologico
hematopiéticas

. ‘ Acdo anti-apoptotica, anti-oxidante. Estimula a
Eritropoetina )
angiogénese e neurogénese. (Ontaneda et al., 2011)

BDNF: Brain Derived Neurotrophic Factor; Kv1.3: canais de Potassio dependentes de voltagem

tipo 1.3; Grb: Granzima B. 4
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Tabela X. Estratégias de neuroprotecio (cont.)

Estratégias neuroprotetoras

Mecanismo

Antagonistas dos Canabinoides”

Inibig¢ao da apoptose (redugao da expressao da
calpaina 1) reduz a degeneracao axonal (Hasseldam e

Johansen, 2011)

Estatinas (Sinvastatina)

Inibe diferenciacao de células T,17. Reduz a secrecao
de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22 de células T CD4"
naive (Zangh et al., 2011)

Estriol

Protecao neuronal contra excitotoxicidade e stress
oxidativo e protecao de oligodendrécitos mediada por

ER-a e B (Gold e Voskuhl, 2009)

Testosterona

Diferenciagdo neuronal; protecdo neuronal contra
stress oxidativo; Producao de factores neurotropicos

como o BDNF (Gold e Voskuhl, 2009)

Ibudilast

Inibidor das fosfodiesterases com acao anti-
inflamatoria (inibe a sintese de leucotrienos, NO e

TNF-a). (Barkhof et al., 2010)

Imunoglobulinas neuroprotetoras:
sHIgM22, sHIgM46, sHIgM 12 e
sHIgM42 ®

Remielinizacao. Inibi¢ao da apoptose através da
reducdo das caspases 3 e 9. Limpeza de restos de

mielina. (Wootla ez al., 2011)

Epigallocatechin-3-gallate (EGCQG)
(Herges et al.,2011)

Efeito neuroprotetor sinérgico com o AG. Inibe a

apoptose TRAIL e glutamato dependente

Fingolimod

Para além da imunomodulagdo, estimula a

diferenciagdo de oligodendrocitos

“Fitocanabinodides como o canbidiol diminuem o dano axonal e inflamatorio, bem como a ativa¢io

da microglia e recrutamento de células T; ER-a e B: Nuclear Estrogen Receptor;, BDNF: Brain

Derived Neurotrophic Factor; NO: Oxido nitrico; TNF-a: Tumoral necrosis Factor o; AG: Acetato

de Glatiramero
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8.6 Mecanismos farmacoldgicos especificos

8.6.1 Interferoes-p

Os Interferdes-B (IFNs-B) sao farmacos de primeira linha no tratamento da EM. As trés
formulacdes de IFN-B: IFN-B1b subcutineo (Betaferon® e Extavia®™), IFN-Bla intramuscular
(Avonex”) e IFN-Bla subcutineo (Rebif") mostraram reduzir a taxa de surtos, o nimero de
lesdes na Ressonancia Magnética e ainda a atrofia cerebral. Tratam-se de compostos
imunomoduladores, contudo o espectro total das suas a¢des nao se encontra completamente

esclarecido. (Mendes e Sa, 2011)

Os anos 90 foram dominados pela publicagdo de vastos ensaios clinicos com IFN-J,
inicialmente utilizado na EM pela sua atividade antiviral. Atualmente sabe-se que a sua

principal agdo ¢ imunomoduladora. (Mendes e Sa, 2011)

O IFN-B ¢ utilizado devido a capacidade de inibir a acdo bioldgica do IFN-y e assim reduzir a
atividade inflamatoria neuronal. Contudo sabe-se que ¢ responsavel por uma miriade de
mecanismos adicionais, incluindo a inibi¢do da ativagdo de células T, modulagdo da producao
de citocinas, e ainda reducdo da migracao de células T. Assim o IFN-B pode ser considerado
uma citocina anti-inflamatdria que também ¢ capaz de ativar alguns componentes da resposta

inflamatoéria. (Mendes e Sa, 2011)
Deste modo o vasto leque de mecanismos de a¢do do IFN-f inclui:

¢ Inibicdo da co-estimulagdo e /ou ativacdo dos linfocitos T:
o Inibicdo da expressdo de moléculas MHC-II induzidas pelo IFN-y e de outras
moléculas necessarias a ativagdo da célula T.
o Modulagao de moléculas coestimuladoras nas células dendriticas.

o Reducdo do precursor de células T reativas a mielina.
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o

Redugao do niimero de APCs. (Mendes e Sa, 2011)

e Redugdo da atividade de células NK.

e Modulagao de citocinas anti e pré-inflamatorias:

o

(@]

o

Aumento da produgdo de IL-10 (inibe a produgdo de citocinas) e IL-4 (estimula a
produgdo de células B e modula a resposta imunitaria).

Diminui¢do da produgcdo de IL-12 (estimula a producdo de células
imunocompetentes).

Diminui¢do da produ¢ao de TNF-a e IFN-y.

Supressdo de células T1. (Vinod e Plese,2011)

¢ Diminui¢do da migragdo de células T aberrantes e estabilizacdo da BHE:

©)

©)

Potenciacdo da climinacdo de VCAM-1 do endotélio com transformacao em
composto soluvel.

Reducao da expressao de genes das integrinas.

Inibi¢ao da expressao do mRNA da MIP-1a (Macrophage Inflamatory Proteins),
RANTES (Regulated on Activation Normal T-cell Expressed and Secreted) e
CCR-5 (Chemokine Receptor).

Aumento dos niveis de TIMP-1 (Tissue Inhibitors of MMP).

Reducao da secrecao de TNF-a e IL-1.

Reducao da secrecao de MMP (Matrix Metalloproteinases) estimulada pela IL-2.
Reducao da migragao de células T guiada para o RANTES e MIP-2.

Reducao dos niveis de MMP-9. (Mendes e S4, 2011)

e Neuroprote¢do

Evidéncias recentes sugerem que o IFN-Blb poderd atuar diretamente nas NPC (células

progenitoras/estaminais neurais) no Sistema Nervoso Central. As NPC podem diferenciar-se

em todas as linhas celulares, contribuindo para o fendmeno de remielinizagdo e reparacao das
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lesdes de EM. (Fox, 2010) Estudos com utilizagdo de NPC humanas in vitro mostraram que a
maioria destas células (>98%) apresenta recetores para o IFN a e f. O IFN- B1b ¢ capaz de
induzir a proliferacio de NPCs, estimulando o mecanismo de auto-regeneracdo neuronal.

(Fox, 2010). Estes mecanismos de acdo sdo sumariados e esquematizados na Fig.3.

Mecanismo de acdo do IFN-B
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Figura 3. Mecanismo de Aciao do IFN-

O IFN-f tem uma agdo imunomoduladora: aumenta a produgao de citocinas anti-inflamatorias e reduz

a producdo de citocinas pro-inflamatorias; Diminui a expressdao de MHC-II, pelas APCs; Diminui os

niveis de co-estimuladores; Inibe a proliferacdo de células T auto-reativas e promove a sua apoptose;

Diminui a atividade das células NK ¢ inibe a produgdo de moléculas de adesdo e de Metaloproteinases

da Matriz. Em termos de neuroprotecdo o IFN-B podera induzir a proliferagdo de NPC - células

progenitoras do oligodendrdcito.

Fonte: Elaboragao propria.
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As trés formulagdes de IFN-B sdo genericamente bem toleradas e o aperfeicoamento da
técnica de injecdo, controlo de efeitos secundarios e a educagdo do doente contribuem para

um aumento da compliance terapé€utica. (Limmroth et al., 2011)

A antigenicidade ¢ variavel entre as trés formulagdes. O IFN-B1b subcutaneo apresenta a
maior antigenicidade, seguido do IFN-Bla subcutineo e o IFN-B1b intramuscular com a
menor capacidade antigénica. Esta variabilidade ¢ devida a técnica de produgdo, excipientes,

método de administragdo, pH e agregacdo in vivo do produto. (Limmroth ef al., 2011)

Os efeitos adversos mais comuns sdo as reacdes no local da injecdo com as formulagdes
subcutaneas IFN- fla e IFN- B1b (89% e 78% respectivamente). Estas reacdes sdo raras com
a formulagdo intramuscular. Outro efeito secundario comum ¢ a sindrome gripal, controlavel

com anti-inflamatérios ndo-esteroides ou paracetamol. (Limmroth et al., 2011),

O desenvolvimento de anticorpos neutralizantes (NABs) ¢ uma das complicagdes associadas
a utilizacdo de IFN-B, muito embora atualmente o significado clinico dos NABs permaneca
controverso. Contudo, evidéncias crescentes sugerem um decréscimo da atividade do IFN-f3,
com reducdo da eficdcia terapéutica. A via de administracdo instramuscular é a menos

imunogénica, logo a menos associada a formagao de NABs. (Voort et al., 2010)

Estudos recentes mostraram que os doentes que desenvolvem NABs que persistem apos a
cessacao terapéutica apresentam uma taxa anualizada de surtos aumentada e maior progressao
da incapacidade. Para além disso a formacao de NABs estd associada a adocao de estratégias
terapéuticas mais agressivas, como a Mitoxantrona, com prejuizo para o doente. De outro
prisma, a tendéncia para desenvolver NABs depois da descontinui¢cdo pode ser o reflexo de
um sistema Imunitario mais ativo, previamente associado a um curso clinico mais agressivo

da EM, independentemente da terapéutica. (Voort et al., 2010)
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8.6.2 Acetato de glatiramero

O Acetato de Glatirimero (Copaxone”®, conhecido anteriormente como Copolimero 1) esta
disponivel como terapia de primeira linha na EMRR deste 1996. Desde entdo a nogdo do seu

valor terapéutico tem evoluido. (Johnson, 2010)

O Acetato de Glatiramero (AG) ¢ um membro da familia de compostos glatiramdides,
composto por uma mistura de polipéptidos sintéticos derivados de 4 aminoacidos (L-tirosina,
L-glutamato, L-alanina e L-lisina) que foram originalmente desenhados para criar um analogo

da proteina basica da mielina. (Boster ef al., 2011)

O AG foi desenhado com o objetivo de criar um encefaloantigénio que despoletasse a
Encefalomielite =~ Autoimune Experimental (EAE), o modelo animal da EM.
Surpreendentemente o AG ndo causou EAE, pelo contrario mostrou prevenir o

desenvolvimento desta. (Kala et al., 2011)

Na realidade, o AG é um farmaco imunomodulador com capacidades neuroprotetoras. Sabe-
se que durante o tratamento com AG ocorre um aumento dos niveis de citocinas com
atividade anti-inflamatoria como IL-4, IL-10 e TGF-f e uma reducdo dos niveis de TNF-a

(com atividade pré-inflamatoria). (Racke e Lovett-Racke, 2011)

Pensa-se que o AG atue como um ligando peptideo alterado, modificando a resposta das
células T patogénicas. (Racke e Lovett-Racke, 2011) O AG liga-se as moléculas MHC-II na
superficie das APC’s, competindo com a mielina por estes recetores, inibindo a ativagao e
proliferagdo de células T reativas a mielina. O AG ¢ entdo processado pela APC e apresentado
as células CD4" ¢ CD8". A apresentagdo por APC’s modificadas resulta na produgdo de

células CD4" CD25" Foxp3" Treg, que promovem a imunotolerancia. (Herges et al., 2011)
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Para além disso o AG corrige o défice de células CDS8" Tre que se observa na EM,
restaurando-o para niveis idénticos aos de individuos saudaveis. Assim o AG estimula a
atividade supressora das células CD8" que podem destruir diretamente as células CD4 " auto-

reativas. (Boster et al., 2011)

Acredita-se que o AG induz a produgdo das células T, a periferia, estas atravessam a BHE e
reconhecem a mielina como ligando péptideo alterado, respondendo com a secrecao de
citocinas T2 e Typ3, que inibem as células Tyl, efetivando assim a designada “bystander
suppression”. (Boster et al, 2011) Causando assim um desvio que favorece a imunidade Tjy2.
Deste modo, pode dizer-se que o AG atua como um imunomodulador que restaura os normais

circuitos regulatérios da imunidade que estdo pervertidos na EM. (Kala ef al., 2011)

O AG induz, ainda, a produ¢dao do antagonista do recetor da IL-1 (sIL-1Ra), um inibidor
natural da IL-1p nos mondcitos. Pensa-se que o sIL-1Ra atravesse a BHE e possa mediar

atividades anti-inflamatorias, antagonizando os efeitos da IL-1 B. (Carpintero et al., 2010)

Os plasmocitos reativos ao AG secretam imunoglobulinas, preferencialmente do isotipo IgG4,
que, hipoteticamente, poderdo entrar no SNC e mediar algum tipo de efeito imunomodulador.

(Weber et al., 2007)

As células NK também sofrem altera¢des durante o tratamento com o AG, estas mostram uma
capacidade superior de eliminagdo de células dendriticas. Apesar disto o AG ndo provoca

alteracdes nas contagens de NK ou na expressao de CD69. (Kala et al., 2011)

Para além do mecanismo imunomodulador, alguns estudos sugerem um efeito de
neuroprote¢do, neurogénese e remielinizacdo do AG. Acredita-se que as células T2 reativas
ao AG produzam, nos locais de inflamagdo, factores neurotroficos como o BDNF (Brain

Derived Neurotrophic Factor) e neurotrofinas 3 e 4. (Herges et al., 2011) O BDNF ¢ um
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importante factor de diferenciacdo e sobrevivéncia de neurénios. Varios estudos mostram que
o BDNF pode recuperar neurénios em degeneragdo, estimulando o crescimento axonal e

remieliniza¢do dos mesmos. (Kala et al., 2011)

Deste modo, o0 AG podera apresentar um efeito neuroprotetor para além de um ja consagrado

efeito imunomodulador. O mecanismo de a¢do do AG ¢ ilustrado na Fig.4.

Mecanismo de acao do Acetato de Glatiramero
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Figura 4. Mecanismo de acdo do Acetato de Glatiramero

O Acetato de Glatiramero através da apresentagdo por APCs modificadas causa a produgdo de células
CD4" CD25" Foxp3" T, que promovem a imunotolerancia. As células T,2 CD4" reativas ao AG
atravessam a BHE e no SNC reconhecem a mielina, secretando citocinas anti-inflamatorias e factores
neurotroficos, reduzindo a inflamacdo local, efectivando a designada bystander supression. As
citocinas produzidas por estas células T,2 CD4" promovem a diferenciagio de células APC tipo II. O
AG induz a produgdo de células CD8 T, supressoras da autoimunidade. Os plasmécitos reativos ao

AG secretam anticorpos que poderdo atravessar a BHE e promover efeitos imunomoduladores.

Fonte: Adaptado de Weber et al., 2007.
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Em termos de seguranga, os efeitos secundarios mais comuns sdo as reagdes no local de
injecdo (prurido e eritema) que podem afetar 80% dos doentes em tratamento com o AG.
Cerca de 10-15% dos doentes sofrem uma Reacdo Isolada Pds-Inje¢do caracterizada por dor
toracica, dispneia, taquicardia, ansiedade e flushing. Apesar de assustadoras estas reagdes nao
se associam (até a data) a nenhuma complicagdo cardiovascular ou sistémica. E importante
referir que entre todas as terapéuticas aprovadas no tratamento da EM, s6 o AG recebe a
classificagdo B para a gravidez, enquanto todos os outros recebem classificagao C. (Boster et

al, 2011)

O AG representa um candidato ideal para terapias combinadas, por exemplo, com o IFN-B ou
com o Natalizumab (estudo GLANCE). (Boster et al, 2011) Um outro estudo levado a cabo
por Herges et al. (2011) mostrou que a combinacdo AG com o Epigallocatechin-3-gallate
(EGCQG), o principal fenol do cha verde proporcionou um efeito neuroprotetor sinérgico in
vitro ¢ na EAE. Este efeito foi alcancado através da protegao contra morte neuronal induzida
pelo glutamato e TRAIL (Tumor necrosis factor Related Apoptosis Inducing Ligand)
secretado pelas células T e micréglia. Para além disto a associagdo AG e EGCG promove o
crescimento axonal in vitro. Estes fAirmacos mostraram atrasar o inicio da EAE e reduzir a
gravidade da doenca, de forma sinérgica. Acredita-se que as capacidades neuroprotetoras do
EGCG sejam devidas ao bloqueio da producgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) a nivel
neuronal, bem como a sua capacidade anti-apoptdtica e quelante do ferro. Segundo Herges et
al. (2011) o efeito neuroprotetor sinérgico, a boa tolerabilidade e o bom perfil de seguranca

desta combinagdo tornam-na uma candidata para o tratamento da EM.
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8.6.3 Fingolimod

O Fingolimod (FTY720, Gilenya®™) é um farmaco oral recentemente aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) e pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA). Este ¢
considerado um farmaco de primeira linha no tratamento da EMRR pela FDA, enquanto que a
EMA considera-o como farmaco de segunda linha. Trata-se de um andlogo sintético da
miriocina, isolado do fungo Isaria sinclairii. O Fingolimod representa o primeiro agente de
uma nova classe de farmacos moduladores dos recetores da esfingosina 1-fosfato,
apresentando um mecanismo de acdo diferente das outras moléculas usadas no tratamento da

EM. (Portaccio, 2011)

O Fingolimod ¢ um andlogo estrutural sintético da esfingosina 1-fosfato, um lisofosfolipido
natural que interage com cinco subtipos conhecidos de recetores da esfingosina 1-fosfato

(S1P,.s). (Sobiera, 2011)

O recetor S1P ¢ um segundo mensageiro derivado da esfingomielina, que ¢ responsavel por
inimeras respostas celulares, incluindo prolifera¢ao, migragdo, organizagao citoesquelética e
sobrevivéncia celular. As isoformas S1P;, SIP, e SI1P; sdo vastamente expressas no corpo
humano, o recetor S1P4 ¢ expresso nos tecidos linfoides e hematopoiéticos e o S1Ps ¢

expresso principalmente na substancia branca do SNC. (Strader et al., 2011)

O Fingolimod ¢ um pré-farmaco que ¢ rapidamente fosforilado in vivo pela esfingosina-
quinase em fingolimod-fosfato (FTY720-P). In vitro, sabe-se que o FTY720-P pode ligar-se a
quatro dos cinco recetores S1P;345. (Sobiera, 2011). No entanto, a ligacdo ao recetor S1P; ¢
de particular importancia para o mecanismo de a¢do proposto. O S1P; ¢ altamente expresso
nos linfocitos T e B e ¢ responsavel pela regulacdo da libertagdo dos linfécitos do tecido
linféide. A ligacdo do Fingolimod ao S1P; conduz a uma subregulagdo do recetor
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(downregulation) com internalizacdo e um subsequente sequestro dos linfocitos nos tecidos
linfoides (como nodos linfaticos e placas de Peyer) impedindo a sua recirculacdo e reduzindo
as contagens periféricas de linfocitos até 85%. (Portaccio, 2011) O Fingolimod regula ainda a
migracdo de células B e células dendriticas e recompde a funcdo de barreira endotelial.

(Cohen e Chun, 2011)

Os astrocitos expressam maioritariamente S1P; e S1P;, recetores que se encontram sobre-
expressos nas lesoes cronicas de EM. Em culturas de astrocitos humanos o Fingolimod
mostrou inibir a produ¢do de citocinas inflamatérias. Deste modo, pode adivinhar-se um

efeito positivo do Fingolimod sobre os astrécitos no tratamento da EM. (Cohen e Chun, 2011)

No SNC os recetores S1Ps e S1P; sdo predominantemente expressos pelos oligodendrocitos,
em estudos animais o Fingolimod mostrou que estimula a diferenciacdo de oligodendrocitos
quando em baixas concentracdes. Sabe-se também que o Fingolimod protege as células
progenitoras de oligodendrécitos da apoptose induzida por privagdo de factores de
crescimento, por citocinas inflamatoérias e pela ativagdo das células da microglia. (Portaccio,

2011)

O Fingolimod também ¢ capaz de estimular a sintese e extensdo da membrana celular de
oligodendrocitos maduros cultivados a partir de cérebro humano. Estes dados sugerem que o
Fingolimod tenha um efeito protetor direto sobre os oligodendrocitos, permitindo a

neurorestauracao. (Cohen e Chun, 2011)

O agonismo pelos recetores S1P; e S1Ps cerebrais explica mais um efeito neuroprotetor do
Fingolimod, uma vez que a subregulacdo S1P; podera ser responsavel pela reducdo da

astrogliose e da angiogénese durante a neuro-inflamagao cronica. (Jonhson, 2010)
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Deste modo o Fingolimod pode facilitar o restabelecimento da fun¢do nervosa e suplementar

a reparagdo endogena do SNC nos doentes com EM.

Estudos em culturas de neuronios identificaram multiplos efeitos do S1P, como reorganizagao
do citoesqueleto, protecdo celular e alteracdes eletrofisiologicas, contudo atualmente
permanece incerto se o Fingolimod exerce efeitos diretos relevantes nos neurénios. (Cohen e

Chun, 2011)

O Fingolimod regula ainda a migracdo de células B e células dendriticas e recompde a fungao

de barreira endotelial. (Cohen e Chun, 2011)

Aglomerando todos estes mecanismos de agdo, facilmente se percebe que o Fingolimod ¢ um
farmaco revolucionario quando comparado com as terapias tradicionais da EM,
particularmente em termos do seu mecanismo de a¢do e potencial neuroprotetor. (Ontaneda et

al., 2011)

Os principais efeitos secundarios do Fingolimod incluem: nasofaringite, cefaleia, diarreia e
nauseas. Entre os efeitos adversos mais graves encontram-se a bradicardia, bloqueio auriculo-
ventricular de primeiro grau (agonismo S1P a nivel cardiaco), dor toraccica, elevagdao de
enzimas hepaticas, encefalites pelo Herpes Virus Simplex e infe¢cdes disseminadas pelo virus

Varicela Zooster, algumas fatais. (Portaccio, 2011)

Os principais mecanismos de a¢dao do Fingolimod sdo esquematizados na Fig.5.
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Mecanismo de acdo do Fingolimod
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Figura 5. Mecanismo de ac¢ao do Fingolimod

O Fingolimod causa internalizagdo dos recetores de esfingosina 1-fosfato, impedindo a saida dos
linfécitos dos nddulos linfaticos, reduzindo assim as contagens destas células a periferia. Para além
disso o Fingolimod exerce efeitos neuroprotetores através do agonismo S1P nos neuronios,

oligodendrocitos e células da microglia.

Fonte: Elaboragao propria.
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8.6.4 Natalizumab

O Natalizumab (Tysabri®) é um anticorpo monoclonal humanizado antagonista do recetor da
integrina a4B1, com acdo anti-VLA-4. O Natalizumab ¢ o primeiro anticorpo monoclonal e o
primeiro inibidor seletivo da migracdo de linfécitos trans-BHE disponivel para o tratamento

da EM. (Horga e Tintoré¢, 2011)

Devido as graves reagdes adversas em que esta implicado o seu uso foi restringido, pela
EMA, a doentes com EMRR ativa apesar do tratamento com IFN-3 ¢ a doentes com formas

graves de rapida evolugdo. (Foley, 2010)

O Natalizumab liga-se a subunidade o4 das integrinas a4p1 e 04B7, que se encontram a
superficie de todos os leucocitos excepto neutrofilos. Ao ligar-se a esta sub-unidade o
Natalizumab inibe a adesao celular a4 mediada dos leucocitos ao recetor VCAM-1 nas células
endoteliais. (Skarica ef al., 2011) Ao bloquear o VLA-4 o Natalizumab reduz a migracao de
leucocitos auto-reativos através da BHE, impedindo que estes linfocitos penetrem no
parénquima cerebral e exercam efeitos deletérios. O Natalizumab impede, também, a ligagao
do VLA-4 ao VCAM-1 presente nas células apresentadoras de antigénio, pelo que reduz a

apresentacao e ativagao de linfocitos T a periferia. (Foley, 2010)

Deste modo o Natalizumab reduz a migracdo celular de linfocitos através da BHE e ainda
inibe o recrutamento de novas células imunitarias em direcdo ao tecido neuronal inflamado,

reduzindo assim a formacao de lesdes de EM. (Foley, 2010).

O recetor VLA-4 também ¢ responsavel pela ligacdo dos linfocitos a fibronectina, importante
no processo de migragao de linfocitos até aos focos de inflamagao no interior do parénquima

cerebral. (Horga e Tintor¢, 2011)
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Millonig et al. (2010) concluiram que o Natalizumab reduz a migragdo trans-endotelial
através do bloqueio VLLA-4 e ainda através de uma redug@o dos niveis circulantes de VCAM-
1. De facto, estes autores identificaram uma reducdo significativa dos niveis séricos de

VCAM-1 cerca de 4 semanas ap0s o inicio da terapéutica com Natalizumab.

Alguns autores sugerem que o Natalizumab apresente outros efeitos imunomoduladores
através da inibicdo da interacdo entre a integrina a4P1 e as moléculas da matriz extracelular
como a fibronectina e osteopontina ou através da diminui¢do do numero de células dendriticas

e da expressao de MHC-II nos espacgos perivasculares do SNC. (Horga e Tintor¢, 2011)

Mais de 43% dos doentes sofrem efeitos secundarios durante a terapéutica com Natalizumab.
Os efeitos adversos mais frequentes sdo: cefaleias, vomitos, artralgias, nasofaringites,

tremores, febre, fadiga e reagdes de hipersensibilidade. (Horga e Tintor¢, 2011)

O efeito adverso mais importante da terapéutica com Natalizumab ¢ a Leucoencefalopatia
Multifocal Progressiva (LMP). A LMP ¢ uma doenga desmielinizante causada pela infe¢ao
oportunista aos oligodendrocitos pelo poliomavirus JC. Apesar de rara (incidéncia estimada
de 0,8 por cada 1 000 doentes tratados com 12 ou mais doses e de 1,3 casos por cada 1 000
doentes tratados com 24 doses ou mais), a LMP ndo tem um tratamento efetivo e pode ser
fatal. (Horga e Tintoré, 2011) O quadro clinico ¢ mais frequentemente caracterizado por
fraqueza muscular, alteragdes visuais e alteragdes do estado mental. Afasia, sinais cerebelares,

convulsdes e cefaleia também estdo associados a LMP. (Foley, 2010)

Para além da durac¢do do tratamento com Natalizumab, a presenca de anticorpos anti-JC e a
exposicao prévia a farmacos imunossupressores sao factores que tornam o doente mais

susceptivel a LMP. Dado que o risco de LMP aumenta com a durag¢do do tratamento alguns
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clinicos sugerem uma interrupg¢ao transitoria da terapéutica, contudo atualmente ndo existem

dados que baseiem esta atitude. (Foley, 2010)

O Firategrast (SB683699) ¢ um novo farmaco similar ao Natalizumab. Apresenta uma acao
anti-VLA-4 e pode ser administrado oralmente. Atualmente encontra-se em ensaios clinico

fase II para obter aprovagao no tratamento da EMRR. (Prat e Stiive, 2012)

Os principais mecanismos de agao do Natalizumab sdo ilustrados na Fig.6.
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Figura 6. Mecanismo de a¢do do Natalizumab

O Natalizumab bloqueia 0 VLA-4 reduzindo a migrac¢do de leucdcitos auto-reativos através da BHE.
Este farmaco impede, também, a ligagdo do VLA-4 ao VCAM-1 das APC’s, reduzindo a apresentagio

e ativagdo de linfocitos T a periferia.

Fonte: Elaboragéo propria.
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8.6.5 Rituximab, Ocrelizumab e Ofatumumab

O Rituximab (Mabthera™) é um anticorpo monoclonal quimérico contra a molécula de
superficie CD20. Encontra-se aprovado em Portugal para a teraputica de Linfomas de

Células B e parece um farmaco promissor no tratamento da EM.

Um estudo fase II duplamente cego contra placebo mostrou que o Rituximab causa uma
reduc¢do significativa do aparecimento de novas lesdes na Ressonidncia Magnética e da taxa de
recaidas. O mecanismo através do qual o Rituximab exerce estes efeitos permanece em parte

desconhecido. (Monson et al., 2011)

De facto, o antigénio de superficie CD20 esta presente essencialmente nos linfocitos B. Esta
glicoproteina s6 se encontra nas células B maduras ou pré-maduras, ndo ¢ expressa nas
c¢lulas hematopoiéticas, nem nos plasmacitos. Assim, o rapido efeito do Rituximab na EM
nao pode ser explicado pela agdo nos plasmocitos. Este efeito pode ser justificado pela agao
inibidora do Rituximab no processo de apresentacao de antigénios as células T mediado pelos

linfocitos B. (Sastre-Garriga e Montalban, 2011)

Na realidade, o Rituximab liga-se ao recetor CD20 das células B causando Citotoxicidade
mediada por Células Dependente de Anticorpos (ADCC), bem como Citotoxicidade
dependente do Sistema do Complemento. De facto, a ligagdo do Rituximab causa ativacao da
cascata do Complemento, iniciando o complexo de ataque de membrana que causa
diretamente a lise de células B, a designada Citotoxicidade mediada pelo Complemento. A
ativacdo do Complemento causa também depdsito das fragdes C3B/iC3b que permitem o
reconhecimento pelos recetors FCy e pelos recetores 1 e 3 dos macrofagos, o que permite a
fagocitose e ADCC. A citotoxicidade do tipo ADCC também ¢ estimulada pela interacao
entre Linfocito B e célula NK, estimulada pelo Rituximab. (Taylor, 2007)
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Na EAE, a administra¢do de Rituximab causa uma rapida deplecao de linfocitos B a periferia,
reduzindo a gravidade da doenca. O tratamento com Rituximab provoca, também, uma
diminuicdo das reagdes de Hipersensibilidade do tipo retardado (Delayed Type
Hypersensitivity), bem como a reducdo da proliferagdo das células T e producdo de IL-17.

(Monson et al., 2011)
Na Fig.7 ¢ ilustrado o mecanismo de acdo do Rituximab.
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Figura 7. Mecanismo de acdo do Rituximab

O Rituximab exerce Citotoxicidade mediada pelo Complemento causando lise direta de células B. A
ativacao do Complemento causa também deposito das fragdes C3B/iC3b estimulando a fagocitose e
Citotoxicidade mediada por Células Dependente de Anticorpos (ADCC). A interagdo com células NK

causa lise direta dos linfocitos B.

Fonte: Adaptado de Taylor, 2007.
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Na realidade, a administragio de Rituximab altera a distribuicdo de células T CD4" pelo
sangue, bago e ganglios linfaticos, altera a proliferacdo de células T e diminui a producao de
IL-17. Deste modo, pode concluir-se que os principais efeitos do Rituximab nao sdo devidos a
uma deplegdo direta de células T, mas sim devido ao papel critico dos linfécitos B na inducao
e manuten¢do da neuroinflamacdo. Este resultado também pode sugerir que o Rituximab atua
de uma forma dependente do tecido ndo causando uma imunossupressdo generalizada.

(Monson et al., 2011)

As linfopénias induzidas pelo Rituximab sdo duradoiras e relativamente seletivas para as
células B. Contudo o facto de os plasmoécitos nao constituirem alvos do Rituximab podera

proporcionar um certo grau de defesa imunoldgica. (Sastre-Garriga e Montalban, 2011)

Em termos de tolerabilidade e seguranga, os estudos HERMES e OLYMPUS revelaram que o
Rituximab pode causar reagdes infusionais mais frequentes nas primeiras administragdes.
Mostraram, também, que o Rituximab estd associado a um maior risco de infe¢des, entre as

quais LMP. (Horga e Tintor¢, 2011)

Estdo a ser estudados outros anticorpos monoclonais anti-CD20: o Ocrelizumab (humanizado)
e o Ofatumumab (humano) que em principio trardo mais vantagens do que o Rituximab
(quimérico), principalmente no que respeita a reducao das reagdes a infusdo do farmaco.

(Krieger, 2011)

O Ocrelizumab encontra-se em estudos fase III para obter aprovacao no tratamento da EM,
contudo os ensaios clinicos que testavam este farmaco no tratamento do Lupus Eritematoso
Sistémico e Artrite Reumatoide foram suspensos, devido ao aparecimento de efeitos
secundarios graves como infegdes oportunistas, muitas das quais fatais. (Sastre-Garriga e

Montalban, 2011)
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O Ofatumumab ¢ um anticorpo monoclonal humano anti-CD20 IgGlx, que difere do
Rituximab, na medida em que se liga a um epitopo mais superficial do CD20 e se dissocia

deste antigénio de uma forma mais lenta. (Zhang, 2009)

O Ofatumumab estd aprovado no tratamento da Leucemia Linfocitica Crénica pela EMA e

FDA. Encontra-se em estudos fase II: MIRROR (Sastre-Garriga e Montalban, 2011).

54



Mecanismos Farmacologicos da Terapéutica da Esclerose Muiltipla

8.6.6 Daclizumab

O Daclizumab (Zenapax®) ¢ um anticorpo monoclonal humanizado contra o antigénio de
superficie CD25, usado na prevencao da rejeigdo de transplantes alogénicos (Krieger, 2011).
Este farmaco promove imunotolerancia nos transplantados, na uveite inflamatoéria e na EM.

(Wuest et al., 2011)

Na realidade, o CD25 corresponde a cadeia a do recetor (de baixa e elevada afinidade) da IL-
2, citocina pro-inflamatoria fundamental na ativacdo do linfécito T. O recetor de média
afinidade nao ¢ bloqueado pelo Daclizumab pois este € constituido apenas pela cadeia f € .

(Sastre-Garriga e Montalban, 2011)

O Daclizumab liga-se de modo seletivo a subunidade o do IL-2R nas células T e causa uma
reducdo da atividade da IL-2 circulante em excesso, provocando uma proliferagdo de células
CD56". Acredita-se que o efeito no tratamento da EM seja maioritariamente devido a

bright | 4
67" (células

propagacao de uma populagdo de células NK, com elevada expressao de CD5
CD56"%") que intervém como células reguladoras da imunidade, através da eliminago de
células T. De facto, observa-se uma forte correlacdo entre a expansao de células CD56" "
nos doentes tratados com Daclizumab e a reducdo da atividade inflamatéria no SNC

sugerindo que este € um mecanismo importante no efeito terapéutico deste anticorpo

monoclonal. (Sastre-Garriga e Montalban, 2011)

Wuest et al. (2011) verificaram que o Daclizumab tem um efeito limitado na inibi¢do da
ativacdo de células T e que o principal mecanismo de agdo ¢ na realidade uma potente

inibicao da apresentacao de antigénios pelas células dendriticas as células T.

Em contrapartida, estudos recentes sugerem que os fendmenos autoimunes maioritariamente

cutaneos que se verificam durante o uso de Daclizumab se possam dever a uma redugdo das
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células CD4" CD25" Foxp3" Ty Este dado é corroborado por estudos que mostraram que a

delecgdo do gene CD25 causa autoimunidade. (Wuest et al., 2011)

Os principais mecanismos de a¢do do Daclizumab sdo esquematizados na Fig.8

Mecanismo de acao do Daclizumab
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Figura 8. Mecanismo de acio do Daclizumab

O Daclizumab liga-se ao recetor CD25 nas células T e causa uma reducdo da atividade da IL-2,
provocando uma reducdo da proliferagdo de linfocitos. Para além disso o Daclizumab induz ainda a
proliferacdo de células NK CD56" que intervém como células reguladoras da imunidade, através da

eliminagdo de células T auto-retivas.

Fonte: Elaboragao propria.
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8.6.7 Alemtuzumab

O Alemtuzumab (MabCampath®) ¢ um anticorpo monoclonal IgGl humanizado contra o
antigénio CD52, utilizado no tratamento da Leucemia Linfocitica Cronica de Células B e que

se encontra em estudo para obter aprovagdo no tratamento da EM. (Krieger, 2011)

O CD52 ¢ uma glicoproteina presente na superficie da maioria das células do Sistema
Imunitario. Este recetor ¢ expresso pelos linfécitos B e T em elevadas quantidades. Os
monocitos, macroéfagos e eosindfilos também expressam esta glicoproteina mas em
quantidades menores. As células NK, neutrdfilos e células hematopoiéticas ndo expressam o

recetor CD52. (Krieger, 2011; Yanping et al., 2009)

A fun¢do bioldgica exata do CD52 permanece pouco clara, contudo algumas evidéncias
sugerem que esta envolvido na migragdo de células T e na sua co-estimulacdo. (Yanping et

al., 2009)

Estudos in vitro indicam que a imunossupressao provocada pelo Alemtuzumab ¢ devida a
varios mecanismos como: a lise direta, Citotoxicidade dependente do Complemento,
Citotoxicidade mediada por Células Dependente de Anticorpos (ADCC) e indugdo de
apoptose, contudo a verdadeira extensdo dos varios mecanismos in Vvivo permanece por

esclarecer (Yanping et al., 2009)

De facto, o tratamento com Alemtuzumab causa uma deple¢dao rapida e prolongada das
células que expressam a glicoproteina CD52, como ¢ o caso dos linfocitos CD4" ¢ CDS",
linfécitos B, monocitos, células dendriticas e granuldcitos. (Sastre-Garriga e Montalban,
2011) As contagens de células NK nao sdo afetadas, uma vez que estas células ndo expressam

CD52. (Yanping et al., 2009)
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Paradoxalmente esta deplecdo é acompanhada de uma resposta homeostatica com aumento da
regeneragdo das células B CD19", que pode durar por mais de um ano. (Krieger, 2011) Num
estudo com ratos transgénicos verificou-se, ainda, que o tratamento com Alemtuzumab
condiciona um aumento das contagens de neutr6filos no sangue e no baco. Constatou-se,
também, um aumento de células Ty, CD4" CD25" FoxP3" no sangue, o que podera fornecer

uma prote¢ao a longo prazo na evolugdo da EM. (Yanping et al., 2009)

A distribuicdo quase ubiquitdria do CDS52, condiciona uma imunossupressdo intensa e
prolongada quando se utiliza o Alemtuzumab. Contudo esta glicoproteina ndo ¢ expressa nas
c¢lulas hematopoiéticas progenitoras e por isso a deple¢do imune ndo ¢ tdo grave no bago,

nodulos linfaticos, medula 6ssea e timo. (Sastre-Garriga e Montalban, 2011)

Assim durante o tratamento com Alemtuzumab vérios componentes da imunidade inata
permanecem relativamente preservados: neutrdfilos, células NK e macréfagos, para além
disso a preservacdo de pools de linfocitos contribuem para a baixa incidéncia de infecdes

mesmo com linfopénias graves e prolongadas. (Yanping et al., 2009)

Na realidade, o Alemtuzumab podera ser uma das moléculas mais eficazes no tratamento da
EM de entre os varios fairmacos que se encontram atualmente em investigagdo. (Krieger,

2011)

Decorrem estudos de fase III (CARE-MS1le CARE-MS2) com intuito principal de identificar
o risco de reagdes adversas durante o tratamento com Alemtuzumab, como a Purpura

Trombocitopénica Imune e a Doenca de Graves. (Krieger, 2011)

O seu mecanismo de acdo do Alemtuzumab ¢ esquematizado na Fig.9.
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Mecanismo de acao do Alemtuzumab
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Figura 9. Mecanismo de acio do Alemtuzumab

O bloqueio CD52 exercido pelo Alemtuzumab causa uma deplecio de linfocitos T CD4", T
CDS8", B ¢ mondcitos com reducdo da neuro-inflamacdo. A expansdo de células Teg CD4"
CD25" FoxP3", permite a destruicdao de células T auto-reativas. Paralelamente, o aumento da

proliferagdo das células B CD19" confere protecdo contra infegdes.

Fonte: Elaboragéo propria.
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8.6.8 BG-12

O BG-12 (dimetil fumarato) foi introduzido em 1950 para tratar a Psoriase. (Fox, 2010)
Atualmente encontra-se em investigagao fase III para ser aprovado como monoterapia oral na

EMRR. (Johnson, 2010)

O mecanismo de acdo do BG-12 ndo se encontra totalmente esclarecido, sendo geralmente
descrito como um imunomodulador. Mais especificamente poderd reduzir a secre¢do de
citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-2, IL-6, TNF-a) e inibir a expressao de moléculas de
adesdo (ICAM-1, E-selectina) envolvidas no processo de transmigragao das células
imunitarias em direcdo ao SNC. (Nicholas et al., 2011) Assim, o BG-12 reduz a producao de
citocinas pro-inflamatérias e aumenta a producdo de citocinas anti-inflamatorias como I1L-4,

IL-5, IL-10, causando um balango positivo da imunidade Ty2. (Nicholas et al., 2011)

Para além disto, estudos recentes mostraram que o BG-12, na fase aguda da EAE induz uma

redugdo significativa da infiltracdo de macréfagos/microglia. (Nicholas ef al., 2011).

Apesar de o BG-12 ter sido inicialmente proposto para o tratamento da EM, devido ao seu
efeito inibidor na ativacdo de linfocitos, atualmente é-lhe reconhecido um potencial

neuroprotetor. (Lin et al., 2011)

Um estudo levado a cabo por Linker ef al. (2011) em ratos com EAE, mostrou que o BG-12,
numa fase tardia da doenga, exerce efeitos neuroprotetores dependentes do factor nuclear Nrf2

(Nuclear-Related Factor erythroidderived 2), relevante nas vias de stress oxidativo.

A indugdo da transcricdo do factor Nrf 2 pelo BG-12 exerce efeitos moduladores do stress
oxidativo, através da inducdo de genes de destoxificacdo de fase II. (Nicholas et al., 2011)

Assim o BG-12 induz efeitos protetores no oligodendrécito, na mielina, nos axonios e
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neur6nios in vivo através da reducdo do stress oxidativo. (Linker et al., 2011) Estudos pré-
clinicos mostraram que a ativagdo da via Nrf2 para além de ter efeitos anti-oxidantes, protege
a BHE, permite a manutencdo da integridade da mielina e ainda inibe fendmenos de

excitotoxicidade. (Nicholas et al., 2011)

Assim o tratamento com BG-12 permitiu uma redugdo da destrui¢do de neuroénios e células

gliais no modelo experimental da EM. (Linker et al., 2011)

O BG-12 aumenta, ainda, os niveis de glutationa nos astrocitos e células da microglia,
causando um aumento da expressdo da proteina anti-inflamatdria heme oxigenase-1. (Lin et

al., 2011)

Deste modo, o BG-12 assume um papel especial no mundo da terapéutica da EM, uma vez
que permite uma abordagem neuroprotetora e anti-oxidante para além da imunomodulagio.

(Linker et al., 2011)

Em termos de seguranga, os efeitos secundarios mais frequentemente associados ao BG-12
sdo: flushing, cefaleia, sintomas gastrointestinais e rinofaringites. A data, ndo se identificou

um aumento de infe¢des oportunistas. (Johnson, 2010)

Na Fig. 10 sdo esquematizados os principais mecanismos de a¢ao do BG-12.
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Mecanismo de agio do BG-12
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Figura 10. Mecanismo de a¢do do BG-12.

O BG-12 tem agdo imunomoduladora: reduz a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-2,

IL-6, TNF-a) e inibe a produgdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-5, IL-10, inibe ainda a

expressdo de moléculas de adesdo (ICAM-1, E-selectina). O BG-12 exerce ainda efeitos

neuroprotetores através do factor NrF2 e do aumento da produgéo de glutationa.

Fonte: Elaboragao propria.
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8.6.9 Imunoglobulina G endovenosa

A Imunoglobulina G endovenosa (IGIV) ¢ usada de forma “off label” na prevengdo ou no
tratamento de surtos severos na EM. Um estudo recente mostrou que a infusdo profilactica de
IGIV previne o desenvolvimento da EAE. (Ephrem et al., 2008). Uma revisao sistematica
recente, também, concluiu que a IGIV reduz a taxa de surtos e aumenta o intervalo de tempo
livre de surtos, contudo ndo existe evidéncia cientifica robusta de que esta terapéutica possa

atrasar a progressao da EM. (Gray et al., 2010)

A IGIV foi inicialmente introduzida no tratamento de doencas desmielinizantes (e.g.
Sindrome Guillain-Barré) devido a sua capacidade de suprimir a atividade de autoanticorpos.
Contudo atualmente acredita-se que a IGIV exerca efeitos imunomoduladores a outros niveis:
producdo de citocinas, linfocitos T, recetores Fe, linfocitos B, células dendriticas e no Sistema
do Complemento (Jorgensen e Sorensen, 2005), para além de possiveis efeitos

neuroprotetores. (Wootla et al., 2011)

Na realidade, as prepara¢des comerciais de Imunoglobulinas correspondem a uma mistura de
anticorpos policlonais, obtidas através da purificacdo de sangue de dadores saudaveis.

(Ohkuma et al., 2007).

A IGIV apresenta um efeito bastante precoce na neutralizagdo de autoanticorpos circulantes.
Acredita-se que esta neutralizacdo seja dependente da ligacdo de anticorpos anti-idiotipos as
regides V dos autoanticorpos, constituindo a designada reag@o anti-idiotipica. (Ohkuma et al.,

2007)

Num estudo levado a cabo por Ephrem e colegas concluiu-se que a IGIV aumenta o nimero e

acdo das células T, CD4"CD25" Foxp3, células chave no controlo da imunidade.
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A IGIV reduz, ainda, a producdo de citocinas pré- inflamatérias como a IL-1, IL-2, IL-6, INF-
v ¢ do recetor de IL-2. (Sorensen, 1994) Para além disso a IGIV bloqueia os recetores Fc na
superficie dos linfocitos B e macrofagos, reduzindo a atividade destas células efetoras.
(Baleva e Nikolov, 2011)

Também ¢ reconhecido um efeito da IGIV nas células dendriticas. De facto, esta terapéutica
inibe parcialmente a expressdo de CDla (marcador de células dendriticas imaturas), CD40 e
CD80 (marcadores associados a ativacdo de células T) e inibe fortemente a expressdo de
CD49d ou VLA-4, molécula de adesdo necessaria a migracdo trans-BHE das células
dendriticas maduras. (Ohkuma et al., 2007)

As imunoglobulinas ligam-se, ainda, as frac¢des C3b e C4b do Complemento, inibindo a

Citotoxicidade dependente do Complemento. (Sorensen, 1994)

Estudos recentes mostraram um potencial neuroprotetor da IGIV. Acredita-se que este efeito ¢
mediado por certos anticorpos contra antigénios da mielina. Estes anticorpos auto-reativos
com potencial de remielinizacdo ocorrem naturalmente no plasma de individuos saudaveis
como ¢ o caso das imunoglobulinas sHIgM22, sHIgM46, sHIgM12 e sHIgM42. Estas
imunoglobulinas ligam-se aos oligodendrécitos e inibem a apoptose através da reducao das
caspases 3 ¢ 9. Para além disso estes anticorpos permitem a limpeza de restos de mielina dos

locais de lesdao. (Wootla et al., 2011)

Desta forma, as preparagdes de IGIV poderdo apresentar um valor terapéutico na EM nao
apenas pelo seu efeito anti-inflamatdrio, mas também pelo potencial efeito na remielinizagao.

Os seus principais mecanismos de acao sao ilustrados na Fig.11.

64



Mecanismos Farmacologicos da Terapéutica da Esclerose Muiltipla

-

Mecanismo de agio da Imuneglobulina Endovenosa |

et
f S
f | TR
Lo | I
- ! L] I’Eb..__
: | | =
Meutraliza . . ¥ -“\‘-l
\
|auto-anticorpos l:—.{ Inibe a spoptose |
| chis i . 1
o | laiaotendrocitos o A
el
:. | a ‘IKJ

CmC
\\!

Resdhuz citocinas
pra-inflamatarias |

] —

[ ]
’
b

|
/
) :

=—— |I
o e | ® | _‘\”-.I
Aumenta os niveis Lo | Estim ula a 5 !
deTreg d '] eliminacio de P——= 0 ‘I
CO4 COZ5 Foxpd | restas de micina o, L
-\._'_I o 3
____\_H .-'—-'\-.l
s, | Iniltee ag @ das €.
. Drenedriticas como | [] |
1 AP o,
/- & s
e . -
C.Dendrithea H ' WLA-4 -
C.Dendritica
Inibe migragao |__' _.l
trans-BHE das C. _/‘ o
Dendriticas |
[ »
R
e
o]
B
Periferia ‘“l | SNC

Figura 11. Mecanismo de acio da Imunoglobulina G endovenosa.

A IGIV neutraliza rapidamente autoanticorpos. Para além disso, inibe a secre¢ao de citocinas
pro-inflamatorias e aumenta o nimero e fungdo das células reguladoras da imunidade Ty
Inibe ainda a acdo e migracdo de células dendriticas. A Imunoglobulina também apresenta

efeitos neuroprotetores: inibindo a apoptose de oligodendrdcitos e removendo restos de

mielina dos locais de lesao.

Fonte: Elaboragdo propria.
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8.6.10 Cladribina

A Cladribina ¢ um farmaco imunossupressor utilizado no tratamento de Leucemia de Células
Cabeludas, que se encontra em estudos de fase III para obter aprovac¢do no tratamento da

EMRR. (Fox, 2010)

Trata-se de um analogo sintético dos nucleosideos, resistente a adenosina-desaminase que
apresenta uma toxicidade seletiva para linfocitos e monoécitos. Esta seletividade ¢ devida aos
elevados niveis de deoxicitidina cinase e reduzidas quantidades de 5-nuleotidase (enzima que
degrada a Cladribina) que estas células apresentam. O défice de 5-nucleotidase dos linfocitos
e mondcitos condiciona uma reduzida metabolizagdo da Cladribina que se acumula nestas

células. (Jones e Coles, 2010)

O analogo dos nucleosideos ¢ entdo incorporado na molécula de DNA, condicionando uma
disrupgao da sintese do DNA e subsequentemente apoptose. (Marriott ¢ O’Connor, 2010)
Assim a Cladribina induz uma reducdo dos niveis de linfocitos T CD4", CD8" ¢ CD14",

apresentando pouca influéncia nos niveis de linfocitos B. (Warnke et al., 2010)

Evidéncias recentes sugerem que a Cladribina também reduz a capacidade migratdria trans-
BHE das células T CD4", CD8" e em menor intensidade a dos monécitos CD14". E podera
influenciar, ainda, os niveis de moléculas de adesao soluveis como sICAM ou sE-Selectina.
(Nicholas et al., 2011) A Cladribina inibe, ainda, a producdo de citocinas pré-inflamatorias

como a IL-2 (e o seu recetor) e a IL-8. (Nicholas et al., 2011)

Os efeitos secundarios mais relevantes sao a linfopénia, infecdes (Herpes Zoster) e neoplasias.
(Jones e Coles, 2010; Yanping et al., 2009) A toxicidade parece ser dose-dependente e o
tratamento com doses superiores a 0.1 mg/kg encontra-se mais associado a mielossupressao,

infegdes sistémicas, nefrotoxicidade aguda e neuropatia. (Warnke et al., 2010)
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A Cladribina ¢ eficaz no tratamento da EM e o facto de ser utilizada numa formulagado oral,
com boa comodidade posoldgica, condiciona uma melhor adesdo terapéutica. Contudo devido
ao seu potencial risco cancerigeno, a aprovagdo da Cladribina na terapéutica da EM foi

rejeitada pela EMA.

O mecanismo de acdo da Cladribina ¢ ilustrado na Fig.12.
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Figura 12. Mecanismo de a¢do da Cladribina

A Cladribina acumula-se nos linfocitos T CD4", CD8" e CD14", incorpora-se no DNA causando
apoptose e redugdao dos niveis circulantes destes tipos celulares. A Cladribina também reduz a
capacidade migratéria trans-BHE das células T CD4", CD8" e em menor intensidade a dos mondcitos

CD14".
Fonte: Elaboragao propria.
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8.6.11 Laquinimod

O Laquinimod ¢ um farmaco promissor no tratamento da EMRR, que se encontra, atualmente,
em investigacdo fase IIl. Este podera vir a integrar o reduto grupo de farmacos orais

disponiveis para tratar a EM.

O Laquinimod é um composto quimicamente relacionado com Roquinimex (Linomide),
farmaco que mostrou eficacia no tratamento da EMRR, mas que foi descontinuado devido a
efeitos secundarios substanciais, como a cardiotoxicidade (pericardite e enfarte do miocardio).

(Fernandez, 2011; Thone e Gold, 2011)

Um conjunto de modificagcdes quimicas foi aplicado ao Roquinimex, conferindo a nova
molécula (Laquinimod) um perfil toxicoldgico e farmacoldgico mais favoravel, bem como
uma poténcia superior como inibidor do curso da EM. (Nicholas et al., 2011) Assim o
Laquinimod combina a eficicia do Linomide, apresentando um perfil de seguranca

melhorado. (Thone e Gold, 2011)

O seu mecanismo de a¢do permanece em estudo, contudo alguns ensaios sugerem uma agao

anti-inflamatdria e neuroprotetora independentes. (Fernandez, 2011)

O Laquinimod mostrou eficdcia no modelo experimental da EM, a EAE, prevenindo o seu
aparecimento e mostrando igual eficacia na fase aguda e cronica da EAE. (Thone e Gold,

2011)

Acredita-se que o efeito imunomodulador do Laquinimod se consubstancializa através de um
shift no balango T1/Ty2, incrementando a resposta anti-inflamatoria T2 e T3 e aumentando

a libertacdo de TGF-B, IL-4 e IL-10. (Fernandez, 2011)
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O Laquinimod reduz ainda a produgdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-12, TNF-a.

(Fernandez, 2011)

Estudos in vitro mostraram que o Laquinimod induz a supressao de genes associados a via
NF-kB (Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), promovendo a

apoptose dos linfocitos TCD8" e B. (Thone e Gold, 2011)

Outro efeito imunomodulador do Laquinimod consiste na supressdo da apresentacdo de
antigénios do MHC-II e na reducdo da disseminacdo de epitopos. (Nicholas et al., 2011) Para
além disso o Laquinimod parece suprimir o VLA-4 (em estudos animais) reduzindo a
migracdo de linfécitos através da BHE. O Laquinimod inibe, ainda, a resposta Ty17 pro-

inflamatoria, reduzindo a produgao de IL-17 in vitro. (Ferndndez, 2011)

O efeito neuroprotetor do Laquinimod parece relacionar-se com a produgdo de factores
neurotropicos como o BDNF, para além da redu¢do do grau de infiltragdo de macrdofagos e

linfécitos T, reduzindo a desmielinizagdo e o dano axonal. (Fernandez, 2011)

Devido ao perfil de seguranga melhorado os principais efeitos adversos da terapéutica com
Laquinimod s3o a elevagdo de enzimas hepaticos e do fibrinogénio, infegdes respiratorias,

cefaleia, astenia, artralgia, diarreia. (Thone e Gold,, 2011)

O mecanismo de a¢ao do Laquinimod ¢ esquematizado na Fig.13.
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Figura 13. Mecanismo de a¢io do Laquinimod.

O Laquinimod apresenta um efeito imunomodulador: aumenta a producdo de citocinas anti-
inflamatorias: TGF-8; IL-4 e IL-10, reduzindo a produgdo de citocinas pro-inflamatorias como 1L-12,
TNF-a, incrementando a resposta T2 e Ty,3. O Laquinimod induz a supressao de genes da via NF-kB
promovendo a apoptose dos linfocitos TCDS8" e B. Para além disso o Laquinimod parece suprimir o
VLA-4 a migragdo de linfocitos através da BHE. O efeito neuroprotetor do Laquinimod deve-se a

produgdo do factor BDNF.

Fonte: Elaboragao propria.
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8.6.12 Teriflunomida

A Teriflunomida ¢ um farmaco derivado da Leflunomida usada no tratamento da Artite
Reumatoide, com estudos fase III concluidos e aguardar aprovagdo para o tratamento da EM.

(Claussen e Korn, 2012)

A Teriflunomida ¢ um inibidor n3o competitivo reversivel do enzima dihidroorotato
desidrogenase (DHODH), uma proteina de membrana mitocondrial essencial a sintese de
novo das pirimidinas. A inibicdo da DHODH impede a expansao clonal das células B e T bem
como a produgdo de anticorpos. Este firmaco apresenta, assim, um efeito supressor direto nos

linfécitos B, reduzindo a proliferacao e sintese de IgM e IgG1. (Nicholas et al., 2011)

Na realidade, quando os linfocitos se encontram num estado de repouso, mesmo quando
submetidos a a¢do da Teriflunomida conseguem recompor o pool de pirimidinas através da
uma via de salvage, através de um processo catabolico que ¢ suficiente para satisfazer as
necessidades de sintese de fosfolipidos para a manutencdo da membrana e producdo de
segundos mensageiros. Contudo, quando os linfécitos se encontram num estado proliferativo,
a necessidade de pirimidinas aumenta de forma desproporcional e a sintese de novo das
pirimidinas torna-se totalmente necessaria para a sintese de novas moléculas de DNA. Como
a Teriflunomida inibe a enzima chave da sintese de novo das pirimidinas, bloqueia a

proliferag¢do de linfocitos B e T. (Claussen e Korn, 2012)

Para além disto, modifica a fungdo CD43 e LFA-1 das células T. A Teriflunomida interfere,
ainda, com a sinalizagdo de célcio, impedindo a ativagdo de células T a quando da
apresentacdo de antigénios. A alteracdo da fun¢do das integrinas traduz, provavelmente, uma

redugdo da capacidade migratoria de células T. (Claussen e Korn, 2012)
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A Teriflunomida inibe a sinalizacdo intracelular Jakl e Jak2, necessaria aos recetores de
multiplas citocinas como a IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21 em células T de ratinhos.
(Claussen e Korn, 2012) Acredita-se que este fArmaco estimule a diferenciacdo de células T2

e reduza a proliferacao de linfocitos produtores de IFN-y. (Claussen e Korn, 2012)

Os principais efeitos adversos da Teriflunomida incluem: teratogenicidade, sintomas
gastrointestinais como diarreia, dispepsia, ndusea e vomitos, elevacdo de enzimas hepaticos,

alopécia, hipertensdo arterial e infe¢des. (Claussen e Korn, 2012)

O mecanismo de a¢do da Teriflunomida ¢é representado na Fig.14.
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Figura 14. Mecanismo de a¢io da Teriflunomida

A Teriflunomida ¢ um inibidor do enzima DHODH, essencial a sintese de novo das pirimidinas,
bloqueando a proliferacdo de linfocitos B e T. Este farmaco reduz também a sintese de IgM e IgGl1.
Para além disto, inibe a expressio de LFA-1 reduzindo a ativagdo de células T e alterando

possivelmente a migracao trans-BHE destas células.

Fonte: Elaboragao propria.
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8.6.13 Dalfampridina

A Dalfampridina (4-aminopiridina ou Fampridina de libertacdo prolongada ou “sustained
release”) ¢ um farmaco utilizado no tratamento sintomatico da EM, mais propriamente na
melhoria da marcha. Difere da terapia modificadora de doenca, uma vez que tem como
objetivo a melhoria funcional, objetivavel pelo aumento da velocidade de marcha, nao
interferindo na redu¢do do numero de surtos, ou na atividade imagiologica da doenca. (Espejo

e Montalban, 2012)

Atendendo a que a incapacidade para a marcha ¢ uma das grandes limitagdes da EM, a
Dalfampridina pode apresentar um impacto significativo na qualidade de vida dos doentes que

beneficiam do seu uso. (Ontaneda ef al., 2011)

Na realidade, trata-se de um bloqueador seletivo dos canais de potassio, dependentes de
voltagem (canais Kv) que exerce o seu efeito na marcha através da otimizacao da condugao

nervosa através dos axonios desmielinizados. (Fox, 2010)

De facto, através do bloqueio dos canais Kv expostos nos axonios desmielinizados, a
Dalfampridina atrasa a repolarizagdo, aumentando a quantidade de célcio que entra nos
terminais nervosos pré-sinapticos, prolongando desta forma o potencial de acdo, maximizando

a condugao nervosa ao longo das fibras desmielinizadas. (Espejo e Montalban, 2012)

A Dalfampridina bloqueia uma enorme variedade de canais de potassio distribuidos por
diferentes tipos celulares, como os neurdnios, oligodendrdcitos, microglia e ainda células do
sistema imunitario como linfocitos T, B, macréfagos e células dendriticas. (Espejo e
Montalban, 2012) Assim para além do efeito induzido na condugdo nervosa acredita-se que a

Dalfampridina também apresente uma atividade imunomoduladora. O bloqueio dos canais de
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potassio na microglia (in vitro) associa-se a uma redugdo da ativacao destas células e inibigao

da producao de citocinas e ROS, prevenindo a neurotoxicidade. (Espejo e Montalban, 2012)

Nos linfocitos TCD4" a Dalfampiridina inibe as células T memoria através do complexo
sinalizador TCR-CD3 e também ¢ capaz de reduzir a secrecdo de Imunoglobulinas A e G.

(Espejo e Montalban, 2012)

Nas células dendriticas, a Dalfampridina reduz a expressdo de moléculas co-estimuladoras
inibindo a diferenciagdo Tyl e a produgdo de IL-12. A Dalfampridina pode ainda inibir a

proliferagao macrofagica. (Espejo e Montalban, 2012)

Estudos recentes adiantam que a capacidade de neurorestauracao efetivada pela proliferagdo e
diferenciagdo neuronal de NPCs em oligodendrocitos ¢ inibida pela secrecdo de varios
factores soluveis pelos linfocitos TCD8™. A Granzima B (GrB) ¢ o mais importante destes
factores. De facto, a neurotoxicidade exercida pela GrB ¢ mediada pela sobre expressdo de
canais de potéssio dependentes de voltagem do tipo Kv1.3. (Wang et al., 2010) O bloqueio
destes canais Kv1.3 pela Dalfampridina poderd reduzir a libertagio de GrB reduzindo a

neuroinflamac¢ao e aumentando neurorestauracao. (Espejo e Montalban, 2012)

Adicionalmente, o bloqueio Kv1.3 pela Dalfampridina causa uma redu¢do da ativacao da

micréglia, com preven¢do da neurotoxicidade. (Espejo e Montalban, 2012)

Em termos de eficacia, a Dalfampridina, em estudo de fase III (MS-F203 e MS-F204),
aumentou a velocidade da marcha em cerca de 25-35% dos doentes com EM.
Simultaneamente melhorou outras fun¢des como a acuidade visual (reducdo de escotomas),
funcdo oculomotora (Blight, 2011), fun¢do sexual, urindria e intestinal. A Dalfampridina
melhorou, ainda, a cognicdo, a fadiga e espasticidade o que no seu conjunto pode representar

um ganho de qualidade de vida. (Espejo e Montalban, 2012)
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A Dalfampridina ¢, na sua generalidade, bem tolerada, contudo acarreta um risco dose-

dependente de convulsdes. (Espejo e Montalban, 2012)

O mecanismo de a¢do da Dalfampridina é esquematizado da Fig.15.
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Figura 15. Mecanismo de a¢ido da Dalfampridina.

O bloqueio dos canais Kv exercido pela Dalfampridina melhora a conducdo nervosa ao longo dos
axonios desmielinizados; reduz a ativa¢do de células da micréoglia, produgdo de citocinas e ROS
reduzindo a neutrotoxicidade. Para além disto, este farmaco reduz a libertagdo de Granzima B pelos
Linfécitos T CD8". O bloqueio de canais Kv nos linfocitos reduz a produgio de células memoria

TCD4" e inibe a secregdo de IgA e IgG.

Fonte: Elaboragdo propria
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9. Conclusao

O futuro do tratamento da EM parece auspicioso, ainda que progressivamente mais complexo,

dado que a medida que o arsenal terap€utico aumenta, a escolha torna-se mais dificil.

Outrora disponhamos apenas de firmacos de agdo anti-inflamatéria moderadamente eficazes,
mas com bons perfis de seguranga ou imunossupressores inespecificos com efeitos adversos

bastante pronunciados.

Atualmente com o advento de anticorpos monoclonais ¢ de imunomoduladores como o
Fingolimod atinge-se uma eficdcia sem precedentes, contudo com efeitos secundarios
potencialmente graves, principalmente no que concerne a utilizagdo de anticorpos
monoclonais. Esta condicao cria novos desafios ao neurologista ¢ ao doente. Estes terdo de
encontrar o instadvel equilibrio entre a imunossupressdao efetiva e o risco de efeitos

secundarios. A gravidade da doenca sera, com efeito, o principal factor a ter em consideragao.

Nas fases iniciais, a EM comporta-se como uma verdadeira doenca inflamatéria primaria,
contudo nas fases progressivas assiste-se a uma neurodegeneracao com declinio funcional
continuo independente da atividade inflamatoria. Assim distinguem-se duas estratégias
terapéuticas que podem ou ndo ser combinadas. A estratégia imunomoduladora e a estratégia

neuroprotetora.

Em termos de imunomodulagdo, a investigagdo devera incidir sobre farmacos que bloqueiem
etapas muito especificas e decisivas da fisiopatologia da EM, para que o impacto na
imunidade global seja minimo e maximo na interrup¢do da cascata patologica da EM. Este
objetivo ¢ dificil de atingir devido a complexidade inextrincavel do sistema imunitario e ao

desconhecimento da totalidade da fisiopatologia da EM.
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Provavelmente, o desenvolvimento de uma nova geracao de farmacos eficazes no tratamento
da EM passara por uma estratégia mais seletiva do que as disponiveis atualmente. Esta
seletividade comeca a ser “almejada” com o uso de anticorpos monoclonais como o

Natalizumab (ja aprovado), Rituximab, Alemtuzumab, Daclizumab (em estudo).

Paralelamente, assiste-se a uma investigacdo bastante intensa na drea da
neuroprote¢do/neuroregeneracao. De facto, uma abordagem efetiva no tratamento das formas
progressivas de EM passaria pelo desenvolvimento de estratégias neuroprotetoras,

neurorestauradoras e promotoras da remielinizagao intrinseca.

Alguns dos farmacos abordados apresentam, efetivamente, capacidades neuroprotetoras,
porém residuais, insuficientes para travar a neurodegerenacdo que se assiste nas fases
progressivas da doenca. O objetivo incide no desenho de farmacos com mecanismos de agao
primariamente neuroprotetores (e.g. estimuladores da diferenciagdo de oligodendrocitos) de

forma a obter resultados clinicos mais evidentes.

E possivel que o futuro do tratamento da EM passe pela combinagdo de fairmacos com efeitos
imunomoduladores e neuroprotetores. Através destas combinagdes sera possivel aliar a
alteracdo da imunidade no sentido de um padrdo mais protetor a maximizacdo da capacidade
de remielinizagdo intrinseca do SNC. Esta estratégia podera acarretar um elevado custo
econdmico, que, todavia, podera ser justificavel dado a incapacidade que surge no decurso

desta doenga.

De facto, para além do aumento da eficacia que se procura nas opgdes terapéuticas em estudo
tem-se assistido a uma aposta crescente nas formulacdes orais. A qualidade de vida do doente

com EM pode ser melhorada com as formulagdes orais, pois estas permitem regimes
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posoldgicos mais comodos, consequentemente com um aumento da adesdo terapéutica e

melhores resultados clinicos.
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