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A Investigacao sobre ELA em Portugal

A Investigacdo sobre ELA em Portugal | Uma Entrevista com a
Professora Doutora Dora Brites

A Professora Doutora Dora Brites, investigadora coordenadora da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Lisboa (FFUL), lidera uma equipa na investigacao
focada na identificacdo dos mecanismos de neurodegeneracéo e neuroinflamacao na
Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA). Em 2015, foi galardoada com o prémio do
Programa da Investigacdo em ELA, pela Santa Casa da Misericérdia de Lisboa
(SCML), com o projeto “Explorando o impacto de microvesiculas derivadas de
astrocitos na degeneracao dos neuronios motores e como veiculos de libertacao de
moléculas neuroprotetoras na ELA”. Este projeto visa alcan¢ar potenciais novas
estratégias terapéuticas no combate a ELA, para além de envolver a colaboracéo de
distintas instituicdes internacionais.

Conversamos com a Professora Doutora Dora Brites (DB) para compreender melhor
a dinamica da sua investigacdo na ELA e a sua opinido sobre o envolvimento que
Portugal tem tido nesta area de atuacao.

APELA - ELA, sendo uma doenca rara, tem ganho bastante atencao
mediatica a niveis globais desde o movimento viral do Desafio do Balde
de Gelo e, mais recentemente, do falecimento do Stephen Hawking.
Considera que esta divulgacédo tem tido um reflexo na investigacao
cientifica sobre ELA em Portugal?

DB - Infelizmente a patologia e a doenca ndo sdo muito conhecidas e, além disto, o
facto de [os pacientes com ELA] terem uma sobrevida curta, faz com que o
investimento na descoberta das causas da doenca seja reduzido, em comparagdo com
outras patologias de maior prevaléncia, como sejam as doencas de Alzheimer e
Parkinson.

Portugal ndo tem agéncias ou associag6es que consigam recolher [fundos] com base
em movimentos sociais [como o Desafio do Balde do Gelo] que possibilitem a
submissao de projetos de investigacdo, até porque ndo ha muita gente a trabalhar em
ELA a nivel Nacional. Mas, daquilo que vejo de outras entidades estrangeiras, é que
houve um aumento substancial do financiamento, sendo que os investigadores que
concorrem a estas propostas sdo maioritariamente dos paises onde existem essas
associacges, as quais tém pouca abertura para a apresentagdo de propostas de
entidades externas. Contudo, conseguimos ser competitivos com o que se faz no resto
do mundo, e com grande esforco de todos os elementos da equipa conseguimos
“descobrir” e publicar, mas ndo ha duvida que o apoio que nés temos é
extraordinariamente inferior aos montantes que outras equipas la fora tém. Aqui
existiu o esforgo individual, de concorrer a Santa Casa da Misericérdia, que de facto
abriu a possibilidade de financiamento a um projeto de investigacdo nesta area, € a
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FCT (Fundacao de Ciéncia e Tecnologia), onde fomos um dos grupos financiados,
mas sé. Por exemplo, estamos a trabalhar com células estaminais de doentes com
ELA, obtidas nos Estados Unidos, e as pessoas ndo fazem ideia da despesa enorme
gue é manté-las 9 meses a crescer para fazer neurénios e, por isso, temos que nos
desmultiplicar para consegui-lo e [ao mesmo tempo] facultar a possibilidade de
trabalho e novos achados experimentais a alunos a fazer teses de mestrado e de
doutoramentos, de forma a sermos crediveis a nivel internacional. Essencialmente,
nos temos que ter a capacidade de ver onde € que somos mais Uteis, porque muitas
vezes a investigacgao basica, pura e simples, ndo corresponde as necessidades
imediatas dos doentes, portanto o que fazemos é uma ciéncia transversal que
pretendemos ver aplicada a clinica. Claro que a ciéncia basica é fundamental, no
entanto quando os equipamentos rondam os milhdes, quer de microscopia avancada
ou de criomicroscopia eletrénica e muitos outros sistemas de imagem que permitem a
visualizacéo e a aquisicio de dados de células vivas mantidas em cultura, ndo é
possivel fazé-la numa instituicdo pequena como a nossa.

APELA - A sua pesquisa foca-se bastante nos chamados biomarcadores,
importantes indicadores bioldgicos da presenca e/ou estado de doencas
como a ELA. Em termos clinicos, qual é a sua importancia para a
descoberta de novas terapias?

DB - Esta doenga, como muitas outras, ndo tem biomarcadores especificos
identificados até agora. Ou seja, a nivel da circulagcdo sanguinea, que € a maneira
menos invasiva para se obter amostras, ndo hé indicadores fidedignos da doenca, e
muitas vezes os doentes até serem diagnosticados levam 1 ano. Assim, estes
biomarcadores seriam bons para prevenir este atraso no diagnéstico. Mas, acho que
mais importante é a descoberta dos alvos e a forma como se podera modular as
células na sua funcionalidade, para ndo serem tdo agressivas na doenca e, ndo digo
ainda travar, mas atrasar a progressao da mesma. Portanto, a nossa intengdo é pegar
em ceélulas que sabemos contribuir muito para o avanc¢o da doenca, que sao 0s
astrocitos, e modula-los para Ihes diminuir as propriedades neurotoxicas e com iSso
aumentar a sua neuroprotecdo. De uma maneira geral as pessoas consideram como
alvo terapéutico os neuronios, mas para além destes existem as células glias [de uma
maneira facil, as células que auxiliam os neuronios], as quais incluem os astroécitos,
gue consideramos ser as células mais tdxicas para os neurénios motores. Por
exemplo, acreditamos que o transplante de células estaminais neurais, ndo tem tido
grande sucesso porque o ambiente onde séo inseridas (por exemplo a medula
espinhal) € extremamente tdxico devido aos astrécitos locais que vao atacar estas
novas células saudaveis, fazendo com que sobrevivam muito pouco tempo. A nossa
ideia é, também, perceber melhor como é feita a comunicagéo entre astrocitos e
neuronios, os quais libertam pequenas vesiculas que transportam todo um conjunto
de informacdes entre a célula dadora e a recetora, a qual ira reagir a internalizacdo
destas vesiculas ficando ativadas e libertando mediadores inflamatorios que
contribuem para a progressao da doencga. Assim, se conseguirmos modular [0s
astrécitos], estas vesiculas vao induzir uma resposta menos agressiva. E mais, a nossa
ideia é no futuro poder usar as células do préprio doente, os astrdcitos derivados de
células da pele [fibroblastos], apds a sua modulacéo, de forma a viabilizar um
transplante autdlogo, o que possibilitara uma terapéutica mais dirigida ao doente e
dispensara a terapéutica imunossupressora. Como se costuma dizer, e atualmente é
cada vez mais aceite, é que nao se trata a doenca, deve-se é tratar o doente, porque de
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facto cada doente apresenta caracteristicas muito proprias e € diferente em bastantes
aspetos dos demais. Claro que isto torna tudo mais complicado, até porque,
normalmente, os ensaios clinicos onde se testam novas terapéuticas ndo fazem esta
estratificacdo do doente, considerando o seu perfil fenotipico e a mutagdo em causa,
que pode ser diferente de outro paciente com ELA, o que leva a que muitos destas
novas estratégias nédo se revelem eficazes na maioria dos estudos. E, portanto,
pensamos que a terapéutica podera néo ser igual para todos os doentes, o que reforcga
o0 interesse das células nervosas que produzimos das células da pele dos doentes, as
quais terdo a grande vantagem de nos permitir conhecer melhor os mecanismos de
doenca implicados em cada paciente com ELA, encontrar alvos especificos e testar a
terapéutica mais adequada para cada caso. Isto sera importante porque até agora néo
foi possivel encontrar um alvo comum.

APELA - Recentemente publicou um artigo sobre ELA na revista cientifica
Molecular Neurobiology. Podia referir o impacto do estudo contemplado
No artigo na procura de novos tratamentos para a ELA?

DB - Nesse artigo fazemos referéncia a identificagdo de alguns biomarcadores
existentes na fase pre-sintomética e mantidos no estadio sintomatico da doenca, na
medula espinal de ratinhos-modelo de ELA (como a pequena molécula de RNA ndo
codificante, o microRNA-155, considerado associado a inflamagéo) que permitirdo o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, porventura mais eficazes que as
atualmente existentes e que alargam o espetro de oportunidades. Trabalhos ja
realizados e que serdo submetidos proximamente a publicagdo, evidenciaram que sao
os astracitos e a microglia (célula de defesa do sistema nervoso central) que sobre-
expressam aquele microRNA, justificando a modula¢cdo do mesmo nestes tipos
celulares. Esta é a nossa proposta nos projetos que estéo a ser financiados.
Demonstramos também, muito recentemente, que existem diferencas regionais,
sendo que na regido cortical o microRNA que esta disfuncional nos astrocitos é o
miR-146a. A implicacéo destes diferentes mecanismos em regides diversas do sistema
nervoso central aumenta ainda mais a complexidade da doenca e faz pensar que uma
terapéutica combinada dirigida a varios alvos possa apresentar vantagem no combate
adoenca, em futuro préximo. Hoje em dia, ja é possivel ter modelos 3D (tri-
dimensionais) com multiplos tipos celulares que mimetizam muito bem tanto o
cortex motor, como a medula espinal. Claro que estas coisas levam o seu tempo a ser
investigadas e esclarecidas, sendo muito dificil aos doentes compreender e aceitar a
morosidade destes processos, muito devida ao subfinanciamento a que a ELA tem
sido sujeita. Para nds investigadores, para além de termos de lutar com todos estes
entraves, € dificil também sentirmos a pressao de ndo termos uma resposta mais
célere e de aplicacdo imediata nos doentes com ELA. Apesar disso, acreditamos que
ndo ha ajuda mais promissora do que conhecer melhor esta doenca e a sua origem.
Felizmente, ja decorreram 8 anos desde que n6s comeg¢amos a estudar a doenca, 0
gue nos levou a adquirir conhecimentos que agora viabilizam, cada vez mais
rapidamente, progredirmos no conhecimento dos varios mecanismos da ELA e na
elaboracéo de processos de a combater. A experiéncia adquirida é uma fonte de
inspiragdo para 0s caminhos que Nos propomos seguir Nos proximos tempos, ja& com
alguma seguranga e tendo sempre como objetivo ultimo o doente. Por exemplo, as
pequenas vesiculas libertadas pelos astrécitos que estamos a isolar, podem ser
obtidas ap6s a modulacéo das células que mencionei atras, de forma a poderem ser
facilmente injetadas, porque sdo muito pequeninas, pelo que ja come¢camos a testa-
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las no cérebro de ratinhos.

APELA - O desenvolvimento do seu projeto contou com o envolvimento
de outros grupos de investigacao nacional, igualmente empenhados na
procura de tratamentos mais eficazes para a ELA?

DB - Nés tivemos a colaboracdo do IMM (Instituto de Medicina Molecular, Profs.
Alexandre Ribeiro e Ana Sebastido), logo desde o inicio do nosso trabalho na ELA,
nomeadamente porque ja tinham o modelo do ratinho em andamento, quando
subtemos o projeto & Fundacéo para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT) em 2010.
Posteriormente, estabelecemos parceria, mas que ainda ndo concretizamos, com a
BIOCANT (Centro de Inovacédo em Biotecnologia), em Coimbra (Dr. Ricardo Neves).
Agora em curso, nestes nossos projetos vencedores [da Santa Casa da Misericordia e
da FCT], estamos com o Dr. Antonio Salgado e o Dr. Nuno Lamas, da Universidade
do Minho; o primeiro com larga experiéncia em Medicina Regenerativa em lesdes
medulares e na doenca de Parkinson e o segundo, com os modelos experimentais de
doenca do neurénio motor, como a ELA.

APELA - O seu projeto conta também com a participacao de diferentes
entidades internacionais. Pode menciona-las e explicar um pouco o seu
contributo?

DB - Exatamente pelas dificuldades que nds temos em termos de infraestruturas
necessarias a nossa investigacao, quisemos avancar um bocadinho com o nosso
projeto, e tivemos a sorte de usufruir de equipas europeias, que trabalham na area e
sermos financiados por um projecto europeu [EU Joint Programme -
Neurodegenerative Disease Research (JPND)]. Portanto, colaboramos com a
Universidade de Eastern Finland (Finlandia), em particular com o coordenador desse
projeto, Prof. Jari Koistinaho, que trabalha com células estaminais [induzidas
pluripotentes] de pacientes de Alzheimer e diferenciacdo [destas] em astrécitos, bem
como com a Dr2 Tarja Malm que as diferencia em microglia. Temos também
colaboracdo com Prof. Brian Kaspar e Dr2 Kathrin Meyer da Universidade de Ohio,
onde a Catia Gomes, aluna de doutoramento, aprendeu a fazer a conversao direta das
células da pele de doentes com ELA em astrécitos. Depois estamos com a
Universidade de Lund (Suécia), com [a equipa liderada por] Dr. Laurent Roybon,
porque ele consegue diferenciar aquelas células estaminais em neurdnios motores
com as caracteristicas do cortex motor, e neurénios motores caracteristicos da
medula espinal. Também estamos com Franca [Dr2 Claire Rampon de Toulouse],
onde estdo alguns modelos animais onde essas células foram injetadas para
podermos investigar o desenvolvimento da doenca. NGs, depois, receberemos 0s
cérebros dos ratinhos para estudarmos algumas das alteracdes causadas. Por ultimo,
estamos com a Universidade de Innsbruck [Dr. Frank Edenhofer, Austria], onde
estdo a ser desenvolvidos modelos de organoides, onde se avalia 0s processos que
presidem a formacao e organizagdo do sistema nervoso central
(neurodesenvolvimento) a partir de destas células [estaminais], possibilitando a
formacéo de modelos tridimensionais de células humanas obtidas da pele dos
doentes, hoje conhecidos como recapitulando melhor as doencgas neurodegenerativas
gue os modelos animais.

APELA - Tendo um doutoramento em Bioquimica, o que a impulsionou a
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envolver-se em doencas neurodegenerativas e, mais especificamente,
ELA?

DB - Eu sempre quis fazer investigacdo, mas tinha, e tenho, dois pélos de atracdo: a
arte e cultura, e a ciéncia. Andei no Conservatorio e estive ligada ao teatro, fiz umas
pecas, aprendi a colocar a minha voz e fiz representagéo na televisdo. Quando eu
estava a fazer a minha licenciatura [em Bioquimica], que era de 6 anos, também dei
aulas no ensino secundario, e estava na associacao de estudantes. Na altura era
apenas uma aluna razoavel, com notas medias de 12 [valores], porque fazia e tinha
interesse em imensas coisas. Entretanto, decidi deixar de lado todas estas outras
atividades e focar-me nos estudos, tanto ... que acabei por ser das melhores alunas no
ano em que me formei. Nessa altura, o Prof. Carlos da Silveira que foi pioneiro em
criar um centro de investigacdo na Faculdade de Farmacia convidou-me para fazer
parte da sua equipa e, depois de 1 més de férias, comecei logo a fazer investigacéo.

A minha investigacdo, provavelmente porgue o meu pai era médico pediatra, era
muito dirigida a crianca e a recém-nascidos. Na altura, era uma preocupacao clinica
dos neonatologistas a existéncia de bilirrubina elevada pela sua elevada toxicidade
para o sistema nervoso central. O Prof. Nuno Cordeiro Ferreira da Estefania desafiou-
me a desenvolver metodologias bioquimicas que possibilitassem a diferenciacdo dos
bébés em risco de encefalopatia por bilirrubina. Com isso, fui progredindo e
avangando, a publicar artigos etc., e, pusemos a Faculdade de Farmécia da
Universidade de Lisboa a trabalhar pela primeira vez em sistema nervoso central. S0
gue num determinado momento, por dificuldades de obter financiamento para uma
doenca que também nédo era muito valorizada, tal como a ELA, resolvi ir para outras
doencas mais comuns associadas a degeneracao progressiva e morte das células
nervosas, em particular as associadas ao envelhecimento, como a doenca de
Alzheimer e também a ELA. Essencialmente, fiz a ponte entre o
neurodesenvolvimento e a neurodegeneracéo, até porque acredito que a segunda esta
muito dependente da primeira, ou seja, de condi¢des que podem interferir com o
normal desenvolvimento do sistema nervoso central.

Para resumir aqui o percurso realizado, fiz o meu doutoramento em bilirrubina
“Contribuicdo para o Estudo do Mecanismo da sua Ac¢do Toxica, com Particular
Relevancia para o Periodo Neonatal Precoce. Estive com professores que trabalhavam
na area, em Paris, Franga (Francois Trivin) e em Aarhus, Dinamarca (Rolf Brodersen)
e estabeleci colaboragdes com a Universidade de Stanford nos EUA (Profs. David
Stevenson e Vinod Bhutani). S6 depois da minha agregacdo, em 2008, ainda sobre a
hiperbilirrubinémia, é que resolvi focar-me na ELA, em 2010, tal como disse. Tendo
nessa altura um grupo maior, constituidos pelos investigadores que supervisionei
para doutoramento na area da bilirrubina, a minha ideia foi abrir horizontes e
entusiasma-los para que cada um tivesse a sua linha de pesquisa, pois de facto ja
eram muitos a trabalhar s6 em bilirrubina e o financiamento cada vez mais dificil de
obter! De momento, somos entre 20 a 25 pessoas, com trabalhos ainda em
bilirrubina, mas maioritariamente na ELA, Alzheimer e Esclerose Mdltipla
[financiado pela MERCK], Contudo, colaboramos igualmente com outros colegas na
investigacdo dos mecanismos pelos quais a infeccdo e o processo inflamatorio
associado ao virus da imunodeficiéncia humana [SIDA] se difunde no sistema
nervoso central [prémio do Programa GILEAD GENESE], bem como ainda com
outros que pretendem aprofundar os efeitos neurotdxicos das novas substancias
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aditivas [financiado pela Unido Europeia e, mais recentemente, pela FCT também].
Os modelos que desenvolvemos com as células nervosas sdo uma mais-valia nestes
estudos.

APELA - Quais as maiores adversidades com as quais se depara enquanto
investigadora?

DB - Burocracia, falta de financiamento, e a dificuldade de insercédo dos alunos que
ficam para doutoramento ou pos-doc. A nivel nacional, estd mesmo complicado,
porque as pessoas ndo podem estar 40 anos a viver de bolsas, portanto ndo ha uma
carreira de investigacao instituida, com forga, com mobilizacio, e com vontade
académica. Por mais que se goste de investigar, € preciso uma base estrutural e
financeira, para constituir familia, para saber o que fazer daqui 10 anos e, de facto
iISso ndo existe e é causa de inseguranca. Perdemos os investigadores que formamos
que séo “queridos” la fora e tém outras condicdes para obter novos dados e publicar.
Temos, por exemplo, pessoas com 40/50 anos a viver de bolsas de investigagao
[académicas], ou seja, numa dependéncia de contratos feitos a termo e, por vezes
renovados, por periodos de tempo demasiadamente longos. Esta luta constante e
instabilidade ndo se compadecem com a criatividade, e o facto de obrigarem um
investigador a estar numa situagao de rede suspensa, comprometendo a sua
capacidade produtiva porque ndo esta 100% de mente livre/disponivel... esta
“aprisionado”. E acho que o0s nossos politicos ndo nos entendem quando nos obrigam
ao regulamento de compras publicas [estamos desde janeiro suspensos de poder
comprar novos reagentes e materiais em determinadas casas comerciais], o que esta a
comprometer seriamente tudo aquilo que conseguimos nos ualtimos tempos, como
seja a manutencao de células humanas de doentes com ELA e Alzheimer. Por
exemplo, levamos varios anos a montar uma técnica com determinados reagentes, e
guando nos dizem para usar outros porque sdo “iguais”, isso podera comprometer
meses de investigacdo dos nossos projectos porque nao possibilitam os mesmos
resultados. Isto, ja para ndo falar na situacdo comprometedora em que ficamos
relativamente aos nossos congeneres do consorcio pelo atraso na obtencéo de
resultados fiaveis. As marcas séo de facto importantes em muitos dos protocolos que
usamos. E preciso, pois, confiar nos investigadores e perceber que temos uma base
cientifica que justifica a nossa escolha e necessidade daquele produto em causa.
Temos o dinheiro e desperdicAmos o0 momento. Perde-se muito tempo com tudo isto
e o desgaste é tremendo pela dificuldade de garantir a continuidade dos processos e,
até, o cumprimento do trabalho experimental para teses de mestrado e
doutoramento. E agora falo contra mim como farmacéutica, pois acredito que os
medicamentos ndo sdo todos iguais, apesar de terem 0 mesmo principio ativo. Mas
este olhar n&o é sO na investigacdo, é também na arte e na cultura. Acho que um pais
SO é grande se acreditar e apostar na arte, cultura, ciéncia, saude e educacado, mas
também nos seus obreiros.

APELA - Tem algum conselho para futuros cientistas portugueses que
desejam prosseguir carreira na investigacado da ELA e/ou outras doencas
neurodegenerativas?

DB - Aresiliéncia e a qualidade! Eu fui, enquanto estudante ainda, uma
“combatente” pelo 25 de Abril, e alias estive presa em Caxias por distribuir panfletos
durante as elei¢cdes que o precederam e, ja desde ai, sempre tive a ideia que se a
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pessoa € boa no que faz, consegue ser boa em qualquer sitio do mundo. Agora, 0
tempo de percurso para la chegar é diverso. Talvez num sitio mais abonado e com
mais estrutura, num espaco de 5 anos o investigador consiga mostrar a sua
capacidade. Pelo contrério, em sitios com menos possibilidades demorar mais
tempo. Mas acho que vai muito do gosto, da motivacéo e da capacidade de
“sofrimento” do individuo para enfrentar adversidades. E também s6 conhecendo
bem a pessoa € que se pode dar um conselho. E um pouco como a ELA, tal como cada
doente nédo € igual a outro, aquilo que um aluno tem na cabeca nédo faz “voar” um
outro aluno. Mas, [de uma forma geral] o mais importante [em investigacdo] &, sem
duvida, a criatividade e fazé-la por gosto e ndo por sacrificio. Ndo acredito que
ninguém possa ser bom naquilo que faz por sacrificio, € impossivel. Depois é “pesar”
um bocadinho aquilo que se tem ca em Portugal...que tem coisas boas! Um sol destes
anima a pessoa a fazer elaboragdes criativas, em comparagdo com outros paises onde
esteja sempre a chover. Eu, quando estive fora como doutoranda, e considerando ter
ca nascido, faltou-me esse calor. A tristeza instala-se um bocado e, embora possa
haver mais qualidade de vida e ter mais tempo para outras coisas, sente-se a falta
desse impacto de luminosidade e calor. Mas, tal como disse, isso depende muito do
individuo.

Quem queira fazer investigacdo em ELA, ou noutra area qualquer, acho muito
importante conhecer as equipas que estejam a trabalhar no assunto, saber o que estdo
a fazer e, se possivel, ir 1a ver. Estar presente nos féruns de ciéncia e discussao
também considero fundamental, porque o crescimento néao se faz fechado numa
“casinha”, faz-se sim numa abertura completa de espirito, no acreditar que as coisas
sdo possiveis e que ha outros que podem complementar aquilo que nés estamos a
fazer, trazer novas ideias, etc.. Porque a mesquinhez é uma coisa horrivel e, enfim,
neste tipo de profissdes o importante é ser proactivo, criativo, resiliente e aberto ao
mundo.

Esta entrevista foi conduzida pelo voluntario da APELA, Filipe Hanson, Mestre em
Medicina Molecular, com especializagdo em Neurodegeneragdo em ELA.

7de7



