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TERAPIA GENICA NA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE: AVAN-
COS, DESAFIOS E PERSPECTIVAS

GENE THERAPY IN DUCHENNE MUSCULAR DYSTROPHY: ADVANCES,
CHALLENGES AND PERSPECTIVES

Marylicia Cintia Thomaz da Silva Amorim'
Fernanda Ramos de Paula®

Tulio César Ferreira®

Resumo: Introducdo: A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma doenga genética progressiva
caracterizada pela degeneragdo muscular devido a auséncia da proteina distrofina. Este estudo rea-
liza uma revisdo bibliografica enfocando os avangos na terapia génica para o tratamento da DMD,
abordando quatro areas principais: a eficacia de diversos vetores virais, as variantes genéticas do gene
DMD, os riscos de imunogenicidade e as tecnologias emergentes. Metodologia: Utilizando uma abor-
dagem qualitativa, foram analisados artigos e estudos clinicos sobre técnicas como exon-skipping,
CRISPR-Cas9, além de terapias baseadas em vetores virais (como AAV) e o uso de oligonucleotideos
antisense (AONs). Referencial Teorico: A revisdo evidencia os resultados de eficacia, os desafios téc-
nicos, como a resposta imunoldgica aos vetores e as limitagdes no transporte génico, bem como as
potencialidades e obstaculos, incluindo a variabilidade dos resultados, a necessidade de administra-
coes repetidas e questdes relacionadas a custo e acessibilidade. Consideragdes Finais: Considera-se
que, apesar do grande potencial da terapia génica para a DMD, ainda hé desafios a serem superados,
tanto técnicos quanto sociais. Este artigo oferece uma visao abrangente do estado atual da pesquisa e

refor¢a a importancia do continuo desenvolvimento e aprimoramento dessas abordagens terapéuticas.
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Palavras-Chave: Terapia Génica; Distrofia Muscular de Duchenne, Vetores Virais, Mutacdes Gené-

ticas, Imunogenicidade, CRISPR-Cas9 e Exon-Skipping (Salto de Exon).

Abstract: Introduction: Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a progressive genetic disease cha-
racterized by muscle degeneration due to the absence of the dystrophin protein. This study conducts
a literature review focusing on advances in gene therapy for the treatment of DMD, addressing four
main areas: the efficacy of various viral vectors, genetic variants of the DMD gene, immunogenicity
risks, and emerging technologies. Methodology: Using a qualitative approach, articles and clinical
studies on techniques such as exon-skipping, CRISPR-Cas9, as well as viral vector-based therapies
(such as AAV) and the use of antisense oligonucleotides (AONs) were analyzed. Theoretical Fra-
mework: The review highlights efficacy results, technical challenges, such as the immune response
to vectors and limitations in gene delivery, as well as potential and obstacles, including variability
in results, the need for repeated administrations, and issues related to cost and accessibility. Final
Considerations: Despite the great potential of gene therapy for DMD, there are still challenges to be
overcome, both technical and social. This article provides a comprehensive overview of the current
state of research and reinforces the importance of the continued development and improvement of

these therapeutic approaches.

Keywords: Gene Therapy; Duchenne Muscular Dystrophy; Viral Vectors; Genetic Mutations; Immu-

nogenicity, CRISPR-Cas9, exon-skipping.

Introduciao

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma das formas mais graves e comuns de

distrofia muscular infantil, afetando aproximadamente 1 em cada 3.500 a 5.000 meninos nascidos
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vivos (Emery, 2002). Essa condi¢do genética ¢ causada por uma mutagdo no gene responsavel pela
producdo de uma proteina chamada distrofina, essencial para a integridade e funcionamento adequado
das fibras musculares. Sem ela, os mtsculos tornam-se mais frageis e suscetiveis a danos, levando a
perda gradual da forca muscular (Rao et al., 2024).

De acordo com Frantz (2023), qualquer erro ou dano em um gene pode desencadear uma
doenga genética, que muitas vezes ¢ herdada dos pais para os filhos. Estima-se que 13 milhdes de
pessoas no Brasil sofram de doengas raras, e, 2024, a incidéncia global de doengas genéticas ¢ de
menos de uma pessoa para cada dois mil nascidos vivos.

A DMD ¢ uma condi¢do de heranga ligada ao cromossomo X, o que significa que afeta
principalmente meninos, embora meninas possam ser portadoras e raramente apresentar sintomas.
Os sintomas geralmente aparecem na infancia, por volta dos 3 a 5 anos de idade, e incluem fraqueza
muscular progressiva, dificuldades para andar, quedas frequentes, aumento do volume muscular
(hipertrofia), e problemas respiratdrios e cardiacos a medida que a doenga avanca (Jeppesen et al.,
2003).

Embora ainda ndo exista cura para a DMD, os tratamentos disponiveis podem promover
melhorias na qualidade de vida, desacelerar a progressdao da doenca e aliviar as complicagcdes
associadas. O acompanhamento multidisciplinar ¢ essencial para o manejo eficaz dos sintomas,
oferecendo suporte integral aos pacientes e suas familias, e garantindo uma abordagem personalizada
e continua ao longo do tratamento.

Atualmente, o tratamento convencional da DMD foca em retardar a progressao da doenca e
melhorar a qualidade de vida dos pacientes. O manejo da DMD ¢ um processo multidisciplinar que
visa preservar a fun¢ao motora e controlar complicagdes respiratdrias e cardiacas (Bushby et al., 2010)

Com o avango das biotecnologias, a terapia génica surgiu como uma abordagem promissora
para o tratamento da DMD. Essa terapia busca restaurar a fun¢ao das proteinas ausentes ou corrigir
mutagdes genéticas por meio da modificacdo do material genético das células (MUntoni; Wells, 2007).

No caso da DMD, o objetivo da terapia génica € restabelecer a produgao de distrofina ou minimizar os




efeitos de sua auséncia, possibilitando uma recuperagao parcial da funcionalidade muscular (Hoffman
et al., 1987).

Desde o final do século XX, os avancos na terapia génica, especialmente com o
desenvolvimento de vetores virais como o virus adeno-associado (AAV), tém revolucionado o
tratamento da DMD. Esses vetores possibilitam a entrega direcionada de material genético as células
musculares afetadas, buscando corrigir ou mitigar a deficiéncia de distrofina. Com a otimizagdo de
sua eficiéncia, seguranca ¢ durabilidade, aliada as inovagdes em edi¢do genética, como a tecnologia
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats — CRISPR, associated protein 9 -
CRISPR/Cas9, esses avangos tém impulsionado estudos clinicos promissores, que demonstram
melhorias na fungdo muscular e na qualidade de vida dos pacientes. Apesar dos desafios, como a
resposta imunologica, o desenvolvimento de vetores baseados em AAV representa uma das maiores
esperancas para uma cura definitiva, abrindo novas possibilidades antes consideradas inalcancaveis
(Muntoni et al., 2003).

O objetivo deste estudo ¢ evidenciar os avancos da terapia génica no tratamento da DMD,
com foco em quatro areas centrais: eficacia dos vetores virais, variantes genéticas do gene DMD,

riscos de imunogenicidade e tecnologias emergentes.

Metodologia

O presente artigo ¢ de natureza transversal e qualitativa, realizado por meio de uma revisao
de literatura com base na analise de trabalhos publicados. A coleta dos dados foi feita por meio de
busca eletronica nas bases SciELO (Scientific Electronic Library Online), Periodico CAPES e Google
Académico. Os descritores utilizados incluiram termos relacionados a DMD), como: “Distrofia
Muscular de Duchenne”, “gene DMD”, “distrofina”, “terapia génica”, “mutacdes genéticas”, entre
outros.

Critérios de inclusdo: foram considerados artigos cientificos, capitulos de livros, noticias,
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editoriais, teses de doutorado, dissertacdes de mestrado, relatorios técnicos, estudos de revisao
narrativa, integrativa e/ou sistematica, redigidos em portugués, inglés ou espanhol, publicados entre
2002 e 2024 e que abordassem especificamente temas relacionados a DMD. Apenas os documentos
com acesso completo ao contetido foram utilizados. A selecdo inicial foi realizada a partir da analise
dos titulos e resumos, sendo os textos que demonstraram adequacao ao objetivo do estudo selecionados
para leitura na integra.

Critérios de exclusdo: foram excluidos documentos duplicados entre as bases consultadas,
materiais que ndo respondiam a questdo central da pesquisa, publicagdes fora do recorte temporal
proposto e aquelas que, mesmo relacionadas ao tema, ndo abordavam diretamente aspectos relevantes

a DMD conforme os objetivos deste trabalho.

Fisiopatologia da DMD

A DMD, ¢é uma doenga genética que afeta principalmente os musculos do corpo. Ela aparece
quando o corpo ndo consegue produzir a proteina distrofina, que funciona como uma espécie de
“protetora” dos musculos. Sem essa prote¢do, com o tempo, dificulta movimentos simples como
correr, subir escadas ou até se levantar sozinho. A DMD geralmente comeca a se manifestar na
infancia, e por isso muitas criangas precisam de ajuda para andar ou fazer atividades do dia a dia ja
nos primeiros anos de vida (Behrman et al., 2002).

Esta doenca pertence ao grupo das miopatias geneticamente determinadas, sendo
caracterizada por fraqueza, degeneracdo e atrofia em grupos de musculos esqueléticos especificos,
de carater progressivo e irreversivel, cujas alteracdes patologicas sdo secundarias a deficiéncia da
proteina do sarcolema distrofina e independem do comprometimento organico ou funcional do sistema
nervoso central ou periférico (Behrman et al., 2002).

A doenga geralmente se manifesta entre os 2 € 5 anos de idade, quando as criangas comegam

a apresentar dificuldades motoras, como levantar-se do chdo, subir escadas e correr, o que ¢ conhecido




como o "sinal de Gowers" (Gowers, 1880). Com o passar do tempo, a fraqueza muscular piora, levando
os pacientes a necessitar de cadeira de rodas, geralmente por volta dos 12 anos de idade. Complicagdes
respiratdrias e cardiacas, como cardiomiopatia, frequentemente surgem durante a adolescéncia e sdo
as principais causas de morte entre os pacientes (Moxley et al., 2005).

Historicamente, a expectativa de vida dos pacientes com DMD era extremamente curta, com
a maioria falecendo na adolescéncia. No entanto, devido aos avangos nos cuidados médicos, como o
uso de ventilagdo assistida e suporte cardiaco, a expectativa de vida foi aumentada para os 30 anos
de vida, ou seja, a vida adulta.

O diagnodstico da DMD ¢ um processo complexo que envolve testes clinicos, laboratoriais
e genéticos para garantir precisdo. A avaliag@o inicial frequentemente inclui o teste enzimatico de
Creatina Quinase (CK), cujos niveis elevados indicam dano muscular, um sinal caracteristico da
DMD (Moxley et al., 2005). Se os niveis de CK estiverem alterados, sdo realizados testes genéticos
que podem incluir o Southern Blot para identificar dele¢cdes ou duplicacdes, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para detectar mutacdes especificas e o sequenciamento de nova geracdo (NGS)
para uma analise abrangente das alteracdes genéticas (Muntoni et al., 2003, Prior & Bridgeman ,2005,
e Bushby et al.,2010).

Além dos testes laboratoriais e genéticos, Lacomis (2001) destaca a importancia da bidpsia
muscular como ferramenta diagnéstica da DMD, fornecendo informagdes sobre a presenga e a
distribuicdo da distrofina, bem como alteracdes histopatoldgicas como degeneragdo e regeneracao
muscular. A eletromiografia (EMG) também pode ser usada para avaliar a atividade elétrica dos

musculos e identificar padroes de dano (Jeppesen et al., 2003).
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Figura 1. DISTROFINA DE COMPRIMENTO TOTAL E COMPLEXO DE PROTEINAS ASSO-
CIADAS A DISTROFINA (DAPC)
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Fonte: Elangkovan; Dickson, (2021).

A distrofina em sua estrutura ¢ composta por dominios especializados que garantem estabi-
lidade, flexibilidade e conexdo funcional com outras proteinas. Inicialmente, 0 dominio N-terminal
da distrofina apresenta alta afinidade com os filamentos de actina do citoesqueleto, promovendo a
ancoragem intracelular da proteina. Na figura 1, destaca-se o dominio de haste (rod domain), consti-
tuido por 24 repeti¢des do tipo espectrina, que proporcionam rigidez estrutural e, ao mesmo tempo,
flexibilidade necessaria durante os ciclos de contracdo muscular (Elangkovan; Dickson, 2021).

Além disso, as dobradicas articuladas (H1 a H4) conferem capacidade de flexdo a molécula,
o que ¢ essencial para suportar o estresse mecanico. Na por¢do central da proteina, os dominios R16
e R17 abrigam o sitio de ligacdo do 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), cuja correta localiza¢ao
no sarcolema permite a regulacdo local da vasodilatacdo e da oxigenacdo muscular (Johnson et al.,
2018). Na extremidade C-terminal, encontram-se as regides de interacdo com as proteinas sintrofina e
distrobrevina, que sdo cruciais para a estabilidade do Complexo de Proteinas Associadas a Distrofina

(DAPC). Complementarmente, o dominio rico em cisteina estabelece a ligacdo com a distroglicana,




assegurando a fixacao do complexo na matriz extracelular (Bushby et al., 2007).

A acdo conjunta desses dominios permite que a distrofina funcione como uma ponte bio-
mecanica entre o citoesqueleto da fibra muscular e o meio extracelular, preservando a integridade da
membrana plasmatica durante a contragdo muscular. Quando a distrofina est4 ausente ou funcional-
mente comprometida, como nos pacientes com DMD, essa ligacdo, a ponte biomecanica ¢ rompida.
Tal falha € estrutural e desencadeia lesdes progressivas na membrana das fibras musculares, culmi-
nando em necrose celular, inflamacao cronica e perda de massa muscular funcional (Elangkovan;
Dickson, 2021).

Na Figura 2 temos ilustrada a estrutura da distrofina (Dp427), destacando seus dominios
funcionais e variantes geradas por splicing alternativo. Nessa figura tem a visualizagdo da proteina
codificada por 79 exons, a Dp427 conecta o citoesqueleto ao complexo distroglicano, garantindo es-

tabilidade a membrana celular durante a contragdo muscular.

Figura 2. ISOFORMAS E DOMINIOS FUNCIONAIS DA DISTROFINA
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Os exons 1 a 8 formam o dominio de ligagdo a actina, essencial para preservar a integridade
celular sob estresse mecanico (Nicholson et al., 1993). Além dos dominios estruturais, a distrofina
apresenta regides articuladas, chamadas “hinges”, que conferem flexibilidade a proteina. Essas
articulacdes ajudam a absorver o impacto da contragdo muscular e estdo localizadas em regides
especificas entre os exons 8 e 68 (Wells, 2004). A proteina também se liga a enzima 6xido nitrico
sintase neuronal (nNOS), regido que € codificada pelos exons 45 e 46, importante para a regulagao do
fluxo sanguineo muscular (Towbin, 1998). As por¢des finais da distrofina conectam-se ao complexo
distroglicano (exons 64—67) e as sintrofinas (exons 70—79), que reforcam a estabilidade estrutural da
célula muscular (Muntoni; Wells, 2007).

Outras isoformas da distrofina sdo expressas em tecidos especificos, como a Dp260 na
retina, Dp140 no sistema nervoso central, Dp116 nas células de Schwann e Dp71 em diversos tecidos
(Drousiotou et al., 1998).

A Figura 2 ¢ essencial para entender terapias como o "exon skipping", que visa contornar
mutagdes por meio da exclusdo de exons especificos durante a transcricdo do RNA. Essa abordagem
permite a producdo de uma distrofina funcional, ainda que truncada, com potencial terapéutico

significativo na DMD (Wang et al., 2018).

Terapia Génica na DMD

A terapia génica tem se consolidado como uma abordagem terapéutica inovadora para doengas
monogeénicas, como a DMD. Esta estratégia visa a corre¢do ou substituicao de genes defeituosos,
restaurando parcialmente a funcdo celular comprometida. No contexto da DMD, cuja origem esté
em mutagdes no gene que codifica a distrofina — proteina fundamental para a estabilidade estrutural
da fibra muscular — o foco da terapia génica ¢ restabelecer sua producdo e, com isso, atenuar a

degeneracao muscular (Muntoni; Wells, 2007).




Vetores Virais da Terapia Génica na DMD

Os vetores virais, originalmente estudados em infec¢des, foram adaptados para carregar
genes terapéuticos de forma segura e eficiente. Os Virus Adeno-Associados (AAV), adenovirus
e retrovirus (incluindo lentivirus) figuram entre os mais utilizados. Vetores AAV sdo valorizados
por sua baixa imunogenicidade e pela habilidade de transduzir diferentes tipos celulares, inclusive
musculares. Em especial, os sorotipos AAV9 e AAVrh74 se destacam por ultrapassarem a barreira
hematoencefalica e atingirem amplamente os tecidos musculares (Muntoni; Wells, 2007).

Retrovirus, por sua vez, possuem a capacidade de integrar o material genético ao genoma da
c€lula hospedeira, conferindo expressao génica estavel; no entanto, apresentam riscos de mutagénese
insercional. J& os adenovirus, apesar de ndo se integrarem ao genoma, oferecem alta eficiéncia de
transducao e grande capacidade de carga, sendo tteis em protocolos de curta duragao (Hoffman et al.,
1987; Drousiotou et al., 1998; Muntoni et al., 2003).

Pesquisas demonstraram que a introdugdo de genes codificadores de distrofina utilizando
vetores AAV pode restaurar a funcao muscular em modelos animais (Nicholson et al., 1993). Contudo,
a limitacdo no tamanho de carga desses vetores ¢ uma barreira, ja que o gene da distrofina ¢ um
dos maiores do genoma humano. Embora adenovirus e lentivirus possam superar essa limitagdo, os
desafios relacionados a resposta imune e ao risco de oncogénese ainda exigem cautela (Jones; Brown,
2023).

Outro aspecto critico ¢ a diversidade de mutacdes que causam a DMD. Estima-se que
aproximadamente 60% dos casos sejam atribuidos a grandes dele¢des no gene da distrofina, seguidos
de mutagdes pontuais e inser¢des menores (Muntoni et al., 2003). Essa variabilidade genética demanda
personalizagdo da terapia génica, o que refor¢a a importancia de abordagens especificas para cada
mutacao.

A busca por alternativas mais precisas € menos imunogénicas levou ao desenvolvimento

de tecnologias como o CRISPR-Cas9. Essa técnica de edicdo génica permite a correcao direta de
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mutagdes especificas, com maior precisdo e durabilidade, minimizando a dependéncia de vetores

virais e os riscos relacionados a imunogenicidade (Richards et al., 1990; Jeppsen et al., 2003).

Figura 3. 0 PROCESSO DE EDICAO GENETICA E SUBSTITUICAO DE GENE
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Fonte: Adaptado de material ilustrativo educativo (RYR-1 Foundation Clinical Care Guidelines)

Antes de abordar as diferencas entre edicdo gé€nica e substituicdo de genes, ¢ fundamental
apresentar a tecnologia CRISPR-Cas9 — considerada um dos avangos mais revolucionarios da
engenharia genética contemporanea. Essa ferramenta permite a edicdo do DNA genomico de células
eucarioticas de forma precisa, eficiente e altamente especifica, sendo amplamente utilizada em
pesquisas biomédicas e terapias génicas experimentais. Baseado em um sistema de defesa adaptativa
encontrado originalmente em bactérias e arqueias, o0 mecanismo foi adaptado para fins terapéuticos e
consiste na utiliza¢do de uma endonuclease (Cas9) guiada por um RNA especifico (single guide RNA

— sgRNA), que reconhece uma sequéncia-alvo no genoma e induz uma quebra de fita dupla (double-




strand break — DSB) (Jinek et al., 2012). Essa quebra ¢, entdo, reparada pela maquinaria celular por
meio de mecanismos como a jun¢do de extremidades ndo homologas (NHEJ) ou a recombinacao
homologa (HDR), possibilitando a introducao de delegdes, inser¢des ou corregdes genéticas (Doudna;
Charpentier, 2014).

A aplicacao do CRISPR-Cas9 em doencas genéticas, como a distrofia muscular de Duchenne
(DMD), tem sido explorada com o objetivo de restaurar a funcionalidade da distrofina por meio da
corre¢do ou remog¢ao de exons mutados. Estudos experimentais em modelos animais demonstraram
que a edicdo de genes utilizando CRISPR pode restaurar a expressdo da distrofina e melhorar a
fun¢do muscular, o que indica grande potencial terapéutico (Nelson et al., 2016).

A terapia génica aplicada a DMD tem evoluido com abordagens promissoras, como a edi¢ao
genética e a terapia de substituicao génica. Entretanto, essas duas apresentam diferencas significativas,
enquanto a edicdo genética, frequentemente realizada por sistemas como o CRISPR-Cas9. O termo
CRISPR corresponde a Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats. Sdo segmentos
de DNA encontrados em bactérias, compostos por sequéncias repetitivas curtas intercaladas com
“espagadores” derivados de virus invasores. Essas regides funcionam como uma memoria genética
do sistema imunoldgico bacteriano. E uma enzima que atua como uma tesoura molecular, capaz
de cortar o DNA de forma precisa no local desejado. Ela ¢ guiada por um RNA guia (sgRNA) que
a direciona ao ponto especifico do genoma. O sgRNA ¢ uma molécula sintética que combina duas
partes que ocorrem naturalmente nas bactérias: o primeiro crRNA (CRISPR RNA) que contém a
sequéncia complementar a regido-alvo do DNA (a "informacao" que guia o corte). Em segundo o
tractrRNA (trans-activating CRISPR RNA) que se liga a enzima Cas9 e estabiliza a estrutura para que
ela possa cortar o DNA. Assim, na biotecnologia moderna, essas duas moléculas foram fundidas em
uma unica cadeia chamada sgRNA. Isso tornou o sistema mais pratico e eficiente para uso em edigdo
genética, permite o corte especifico da regido mutada do DNA, seguida por reparo que resulta em
uma sequéncia corrigida e funcional do gene da distrofina (Nelson et al., 2016).

Nesse contexto, a substituicdo génica introduz uma cdpia funcional do gene por meio de
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vetores virais, geralmente adenovirus ou AAV, que inserem o material genético diretamente nas
células-alvo. Essas estratégias sdo representadas na Figura 3, evidenciando os mecanismos moleculares

que visam restaurar a expressao da proteina distrofina, cuja auséncia caracteriza a DMD.

Imunogenicidade na Terapia Génica para DMD

A imunogenicidade ¢ um dos principais desafios da terapia génica para a Distrofia Muscular
de Duchenne (DMD), afetando tanto a eficacia quanto a seguranca dos tratamentos (Calcedo et al.,
2009). Ela pode ocorrer em diferentes etapas da terapia, envolvendo a resposta imune contra proteinas
terapéuticas, como a distrofina recombinante — especialmente em pacientes com delegdes completas
que nunca expressaram a proteina funcional —, o que pode levar a inflama¢ao muscular e perda do
efeito terapéutico (Moxley et al., 2005; Muntoni et al., 2003).

O uso de vetores virais, principalmente Adeno-Associated Virus (AAV), amplia o risco de
reacdes imunoldgicas, sobretudo em pacientes com anticorpos neutralizantes pré-existentes contra
o capsideo viral, o que compromete a entrega eficiente aos tecidos-alvo (Moxley et al., 2005). A
exposi¢ao repetida aos vetores pode intensificar essas respostas, reduzindo a eficicia em aplicagdes
futuras (Mendell et al., 2010). Estratégias como o uso de sorotipos alternativos, exclusdo de pacientes
soropositivos de estudos clinicos ou protocolos de imunossupressao temporaria t€ém sido exploradas,
embora apresentem limitagdes éticas e riscos de infecgdes oportunistas (Muntoni et al., 2003).

Com terapias emergentes como CRISPR-Cas9, o risco de imunogenicidade também se estende
a proteina Cas9, derivada de bactérias, que pode ser reconhecida como antigeno pelo sistema imune
humano (Muntoni; Wells, 2007). Diante disso, compreender os mecanismos imunoldgicos envolvidos
e investir em estratégias de imunomodulagdo e vetores com menor antigenicidade ¢ fundamental para

ampliar a seguranga, eficacia e o acesso as terapias génicas para DMD.




Figura 4. MODELO DE AVALIACAO DE EXON SKIPPING UTILIZANDO CELULAS MUSCU-
LARES HUMANAS IMORTALIZADAS TRATADAS COM OLIGONUCLEOTIDEOS ANTI-
SENSE.
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Fonte: Arechavala-Gomeza et al. (2018).

A Figura 4, apresentada por Arechavala-Gomeza et al. (2018), ilustra um modelo experimental
baseado em células musculares humanas imortalizadas, utilizado para avaliar, in vitro, a eficacia do
exon skipping por meio da aplicac¢do de oligonucleotideos antisense (AO). Este modelo representa um
avanco metodologico significativo, pois oferece uma plataforma padronizada e reprodutivel, ideal para
a comparagdo quantitativa de diferentes estratégias terapéuticas antes de sua aplicagdo em modelos
animais ou ensaios clinicos. Esse ¢ particularmente relevante no contexto da DMD, que na maioria
dos casos, tém mutagdes com mudanca de quadro de leitura (frameshift) no gene da distrofina. Tais
mutacdes resultam na interrupgdo da leitura correta do RNA mensageiro (mRNA), culminando na
producdo de uma proteina incompleta e ndo funcional. Como consequéncia, a distrofina deixa de

cumprir sua funcao estrutural nas fibras musculares, o que leva a degeneragdo progressiva do tecido




muscular e a perda de fungdo motora nos pacientes.

O exon skipping constitui, portanto, uma estratégia terapéutica inovadora no tratamento de
formas especificas da DMD (AARTSMA-RUS et al., 2009). Essa abordagem utiliza oligonucleotideos
antisense sintéticos para mascarar éxons especificos durante o processamento do RNA mensageiro
(pré-mRNA), induzindo a célula a ignorar o éxon defeituoso durante o splicing. Com isso, € possivel
gerar uma isoforma encurtada, mas funcional, da distrofina (Lim; Maruyama; Yokota, 2017). Ao
restaurar parcialmente a funcionalidade da proteina, essa terapia busca retardar a progressao da
degeneracdo muscular e preservar a capacidade motora, o que tem demonstrado resultados promissores
em pacientes selecionados (Aartsma-rus; Krieg, 2017).

Do ponto de vista molecular, os AOs sdo pequenas sequéncias sintéticas de DNA ou RNA,
geralmente compostas por 18 a 30 nucleotideos, desenhadas para se ligarem de forma especifica
a regides complementares do pré-mRNA. A ligagdo ocorre por complementaridade de bases
nitrogenadas (A-U, C-G), especialmente em regides regulatorias proximas as jungdes entre éxons e
introns — locais estratégicos para o reconhecimento do splicing pelo spliceossomo. Ao se ligarem
nessas regioes, os AOs bloqueiam fisicamente a agdo do spliceossomo, impedindo que o éxon-alvo
seja reconhecido e incluido no RNA final. Assim, ocorre o chamado “salto de éxon” (exon skipping),
que possibilita a sintese de uma versdo funcional da proteina, mesmo que truncada — como ocorre
na distrofia muscular de Becker, forma mais branda da doenga.

Para exemplificar, considere um paciente com dele¢do no éxon 50 do gene da distrofina, o
que gera um RNA disfuncional. A aplicagdo de um AO que promova o salto do éxon 51 pode restaurar
o quadro de leitura correto, resultando em um RNA mensageiro que codifica uma distrofina funcional
encurtada, capaz de exercer parte de sua fun¢do estrutural nas fibras musculares (Arechavala-Gomeza
et al.; 2018)

Adicionalmente, o modelo descrito por Arechavala-Gomeza et al. (2018) oferece vantagens
técnicas importantes. O uso de células imortalizadas assegura a estabilidade genética e a replicacao

continua, eliminando variaveis presentes em culturas primarias, como senescéncia celular. Apos o




tratamento com AOQs, os pesquisadores aplicam métodos como RT-PCR para quantificar a eficiéncia
do exon skipping, o que permite uma triagem precisa dos oligonucleotideos mais eficazes.

Por fim, ¢ importante destacar que os oligonucleotideos antisense funcionam como editores
temporarios de RNA, promovendo uma correcdo funcional sem alterar permanentemente o DNA
do paciente. Esse principio terapéutico ja tem aplicagdo clinica concreta, como exemplificado pelo
medicamento Eteplirsen (Exondys 51®), aprovado para pacientes com mutagdes compativeis com o
pulo do éxon 51. Além disso, aspectos como a especificidade da ligacdo ao RNA-alvo, a estabilidade
dos AOs no organismo, sua capacidade de penetracdo no tecido muscular e o uso de veiculos de
entrega seguros (como nanoparticulas lipidicas) sdo fatores cruciais que continuam sendo otimizados

em pesquisas recentes para aumentar a eficacia e segurancga dessa abordagem terapéutica.

Desafios na Implementacio da Terapia Génica para a DMD

A terapia génica tem emergido como uma alternativa promissora para restaurar a produgao
de distrofina ou mitigar os efeitos de sua auséncia. Apesar dos avangos, diversos desafios técnicos,
clinicos, éticos e sociais dificultam sua implementa¢ao eficaz, exigindo analise critica das abordagens
e implicacdes para os pacientes.

O uso de vetores virais como o Adeno-Associated Virus (AAV) apresenta grande potencial
para entrega do gene terapéutico. Contudo, a baixa capacidade de carregamento genético desses
vetores, frente ao tamanho do gene da distrofina, impde limitagdes relevantes (Bushby et al., 2010).
Além disso, a presenga de anticorpos neutralizantes contra o capsideo viral — especialmente em
pacientes previamente expostos ao AAV — pode comprometer a eficacia da terapia (Muntoni et
al., 2003). Estratégias alternativas, como o uso de sorotipos menos imunogénicos ou protocolos
personalizados de triagem e modulacdo imune, vém sendo exploradas para contornar essa limitacao.

As técnicas como exon-skipping e CRISPR-Cas9 também tém se mostrado promissoras, mas

enfrentam entraves especificos.
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O exon-skipping permite a produ¢do de uma forma funcional, ainda que truncada, da
distrofina, porém requer aplicacdes frequentes e enfrenta dificuldades quanto a estabilidade e a
penetragdo dos oligonucleotideos nos tecidos musculares (Falzarano et al., 2014). Além disso, seu
efeito terapéutico ¢ transitorio, exigindo administragcdes regulares para manuten¢do dos beneficios
clinicos (Aartsma-rus et al., 2009). O sucesso da técnica depende da localizagao e do tipo da mutagao,
o que exige desenvolvimento personalizado dos oligonucleotideos para subgrupos especificos de
pacientes (Lim; Maruyama; Yokota, 2017). Ainda assim, medicamentos como eteplirsen e golodirsen
jé obtiveram aprovagdo da U.S. FDA para casos especificos, consolidando o salto de éxon como uma
alternativa viavel no contexto das doencas genéticas neuromusculares (FDA, 2016; FDA, 2019).

J4 a edigdo génica via CRISPR-Cas9 se destaca pela precisdo e versatilidade, mas enfrenta
desafios relacionados a eficiéncia de edigdo, riscos de efeitos fora do alvo (off-target effects),
entrega segura dos componentes editoriais e potenciais respostas imunologicas contra a proteina
Cas9 (Muntoni; Wells, 2007; Hsu; Lander; Zhang, 2014). A aprovagdo recente do Elevidys®
(delandistrogeno moxeparvoveque) pela FDA e pela ANVISA marca um avango significativo, sendo
o primeiro medicamento de terapia génica autorizado para DMD no Brasil (FDA, 2023; ANVISA,
2024). Indicado para criangas entre 4 ¢ 7 anos que ainda conseguem andar, o Elevidys® introduz um
gene codificador da microdistrofina uma versdo reduzida e funcional da distrofina com o objetivo
de restaurar parcialmente a fungdo muscular (Mendell et al., 2023). No entanto, seu uso requer
monitoramento continuo quanto a eficacia e seguranca a longo prazo, conforme exigido por agéncias
reguladoras.

Além do Elevidys®, outras terapias gé€nicas estdo em fases clinicas de desenvolvimento,
como GNT-0004 (Geneton), RGX-202 (RegenxBio) e SGT-001 (Solid Biosciences), todas voltadas
para a substitui¢do do gene da microdistrofina (CLINICALTRIALS.GOV, 2024). Abordagens
complementares, como o uso de medicamentos orais (e.g., SAT-3247, Satellos) e moduladores
epigenéticos (e.g., Givinostat — Duvyzat, Italfarmaco), também estdo sendo testadas, visando ampliar

os efeitos terapéuticos por meio da modulagao da inflamacao e da fibrose muscular (Pane et al., 2024).




A diversidade genética da DMD, com multiplas variantes no gene DMD, torna a resposta
ao tratamento altamente varidvel, o que refor¢a a necessidade de abordagens personalizadas e
do desenvolvimento de plataformas terapéuticas adaptaveis. Investimentos em biotecnologia,
infraestrutura diagnostica e capacitacao técnica sdo essenciais para viabilizar essa personalizagao.
A deteccdo precoce das mutagdes e a adaptacdo dos tratamentos ao perfil genético individual
dos pacientes representam um caminho promissor para otimizar os resultados e minimizar riscos
(Gonzélez Fernandez et al., 2020).

Finalmente, o alto custo das terapias génicas representa um desafio adicional, sobretudo em
paises em desenvolvimento, onde os sistemas publicos de saide enfrentam limitagdes or¢camentarias
(Muntoni; Wells, 2007). Para que esses avangos nao fiquem restritos a uma parcela privilegiada da
populagdo, serd imprescindivel a formulagdo de politicas publicas de financiamento, regulagao e

inclusdo terapéutica (Douglas; Wood, 2011).

Consideracoes Finais

A terapia gé€nica para a DMD representa uma esperanga concreta para pacientes com poucas
opcdes terapéuticas eficazes. Os principais desafios incluem a natureza progressiva da doenga, a
auséncia de cura definitiva, os efeitos adversos dos corticosteroides e a complexidade das mutagdes no
gene da distrofina, que exigem abordagens individualizadas. Esses fatores impulsionam a busca por
terapias mais precisas, destacando-se o uso de vetores virais na entrega génica. No entanto, sua eficacia
depende da superacao de obstaculos técnicos e clinicos. A personalizacdo do tratamento, aliada ao
aperfeicoamento dos métodos de entrega e ao controle dos efeitos imunologicos, pode revolucionar
o tratamento da DMD, melhorando a qualidade de vida dos pacientes. Para isso, ¢ essencial investir
em modelos experimentais mais robustos que aprofundem a compreensdo das interacdes entre
mutacdes e terapias. Além disso, ¢ fundamental monitorar os efeitos a longo prazo, especialmente

quanto a imunogenicidade e a segurancga genética. Estratégias para modular a resposta imune e o
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desenvolvimento de vetores mais eficientes, capazes de transportar genes como o da distrofina, devem
ser priorizados. A superacao desses desafios exige colaboracgdo entre cientistas, profissionais da saude
e gestores. Garantir equidade no acesso e seguranga terapéutica sera essencial nas préximas décadas

para tornar essa inovagao acessivel a todos os pacientes.
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