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RESUMO

A ataxia de Friedreich € uma doenga neurodegenerativa rara causada por uma
mutacdo genética no gene FXN que afeta o processo de transcricdo e tradugao da
proteina frataxina. Doengas causadas por uma alteragdo monogénica sao fortes
candidatas para o uso da terapia génica como corregao genética. Com base nisso, o
objetivo deste trabalho foi analisar e discutir as informagdes mais recentes sobre os
processos biotecnologicos capazes de corrigir tal mutagao. Foi abordada a tecnologia
de terapia génica por meio do uso de vetores virais, da utilizagao do sistema CRISPR-
Cas9 e também do uso de aptameros. Para isso, foi utilizado como método a revisao
bibliografica narrativa com base em artigos publicados nas bases de dados Pubmed,
Scielo e Google Scholar. Foi visto que em ambas as pesquisas abordadas foram
apresentados resultados significativos na corregdo da expansdo génica e na
desaceleragdo da neurodegeneragdo causada pela doenga, demonstrando uma
perspectiva positiva em relagdo a utilizagdo de processos biotecnoldgicos para a
corregéo da alteracdo genética em individuos com ataxia de Friedreich.

Palavras-chave: Ataxia de Friedreich, Frataxina, Edicdo Genética, Terapia Génica,
CRISPR-Cas9, Vetor HSV-1 amplicon, DT-216, Aptameros.



ABSTRACT

Friedreich's ataxia is a rare neurodegenerative disease caused by a genetic
mutation in the FXN gene, affecting the process of transcription and translation of the
frataxin protein. Diseases caused by a monogenic alteration are good candidates for
gene therapy as a genetic correction method. Based on this, the aim of this study was
to analyze and discuss the most recent information on biotechnological processes
capable of correcting such a mutation. Gene therapy technology was addressed
through the use of viral vectors, the CRISPR-Cas9 system, and the use of aptamers.
To achieve this, we employed a narrative literature review method based on articles
published in the Pubmed, Scielo, and Google Scholar databases. It was observed that
in both approaches discussed, significant results were presented in correcting the gene
expansion and slowing down the neurodegeneration caused by the disease,
demonstrating a positive outlook regarding the use of biotechnological processes for

correcting the genetic alteration in individuals with Friedreich's ataxia.

Keywords: Friedreich's Ataxia, Frataxin, Genetic Editing, Gene Therapy, CRISPR-
Cas9, HSV-1 amplicon vector, DT-216, Aptamers.
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1. INTRODUGAO

A Ataxia de Friedreich (FRDA) é uma doenga pouco comum, tendo sua
frequéncia de 0,000568% da populagao e sua incidéncia de 1/22.000 a 2/100.000
nascidos vivos (CHAWLA, 2021). Estima-se que, no Brasil, cerca de 850 pessoas
podem ser portadoras da doenga. Oficialmente, o pais € o segundo com mais
pacientes em todo o mundo, somente atras dos Estados Unidos (“Ataxia de Friedreich:
estudo revela novos insights sobre patogénese da doenga | CEPID BRAINN”, 2023).

Por conta da sua baixa incidéncia, a FRDA foi adicionada ao rol das doencas
raras. Considera-se doenga rara aquela que afeta até 65 pessoas em cada 100.000
individuos, sendo aproximadamente, 1,3 pessoas para cada 2.000 individuos. E
estimado que existam cerca de 6.000 a 8.000 tipos de doencgas raras no mundo, sendo
80% causadas por fatores genéticos. Por alcangarem um percentual significativo da
populagdo, sdo consideradas um problema de saude relevante (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).

Esta € uma doencga neurodegenerativa rara, sendo uma condi¢gao autossémica
recessiva, desenvolvida através de uma mutagao genética que leva a uma expansao
homozigotica da repetigdo do trinucleotideo guanina-adenina-adenina (GAA) no intron
1 do gene da frataxina no cromossomo 9q13, causando uma deficiéncia transcricional
do mesmo (KOEPPEN, 2011).

A deficiéncia na transcricdo deste gene, leva a uma diminuicdo na
disponibilidade da proteina frataxina nas células. Essa proteina esta localizada na
matriz mitocondrial e sua presenca € fundamental para o funcionamento adequado da
mitocdndria, sendo amplamente aceito que o fendtipo clinico e patoldgico associados
a doenga sdo causados pela deficiéncia de frataxina (GONZALEZ-CABO; PALAU,
2013).

As opcdes terapéuticas atuais para a Ataxia de Friedreich sdo dadas por meio
de intervengdes farmacoldgicas que se baseiam em melhorar a fungdo mitocondrial e
aumentar a expressao de frataxina, mas essas n&o sao eficazes na diminuigdo e
prevencdo da neurodegeneragcdo em ensaios clinicos (SIVAKUMAR; CHERQUI,
2022).
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Uma abordagem promissora para a FRDA consiste na engenharia genética
focada na edicdo de genes, que permite por meio do uso de nucleases alvo
especificas a manipulagdo génica. Atualmente, diversas nucleases sdo amplamente
estudadas, sendo uma delas as nucleases Cas9 associadas a repeticoes
palindrébmicas curtas agrupadas e regularmente inter espagadas (CRISPR-Cas9)
(SIVAKUMAR; CHERQUI, 2022).

Visto que, atualmente, ndo existe um tratamento efetivo para essa doenca, e
que a terapia génica seria uma abordagem terapéutica plausivel e promissora
(DIAZNILDO et al, 2021), desenvolvemos uma revisdo bibliografica sobre o assunto,
buscando abordar os processos biotecnologicos em estudo para FRDA, como a
terapia génica por meio do uso de vetor viral, a edicdo génica por meio da utilizagéo
de CRISPR-Cas9 e o0 uso de aptameros.
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2. OBJETIVO

Realizar levantamento bibliografico em bases de dados e bibliotecas cientificas,
sintetizando, analisando e discutindo as informacdes mais recentes sobre os
processos biotecnoldgicos capazes de minimizar ou corrigir os efeitos da expansao
homozigotica que leva ao desenvolvimento da Ataxia de Friedreich. Buscando reunir
informagdes de amplo aspecto sobre a patologia e sobre os métodos genéticos
abordados.
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3. METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao bibliografica narrativa a partir de artigos publicados
em portugués e em inglés, entre 1863 e 2023, encontrados nas bases de dados
Pubmed, Scielo e Google Scholar.
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4. DESENVOLVIMENTO

4.1. ATAXIA DE FRIEDREICH

4.1.1. Histérico de descoberta da doenga

Em 1863, Nikolaus Friedreich, patologista e neurologista alemé&o, identificou e
relatou o fenétipo observado em individuos com FRDA pela primeira vez e, por conta
disso, a doenga posteriormente levou seu nome (FRIEDREICH, 1863). Entre 1863 e
1877, Nikolaus publicou varios artigos descrevendo a FRDA. Em suas publicagbes
ele reconheceu que a doencga era hereditaria e teve uma vasta compreensao de sua
patogénese, relatando a atrofia e identificando lesbes no coragcdo e na medula
espinhal (KOEPPEN, 2011).

Em 1907, Frederick Walker Mott, neuropatologista nascido na Gra-Bretanha,
publicou uma descri¢cado detalhada de um unico caso de FRDA, citando pela primeira
vez a lesdo no nucleo denteado, localizado no cerebelo (KOEPPEN, 2011).

Depois das descobertas clinicas e dos relatos de casos publicados, diversas
pesquisas foram iniciadas em busca da causa raiz da doeng¢a. Um grande avanco foi
realizado, em 1980, quando Lamarche e seus colegas descobriram a presenga de
granulos de ferro nos cardiomiodcitos de pacientes com FRDA (LAMARCHE et al.,
1980).

Ja em 1996, uma informacgao imprescindivel foi trazida a tona por Campuzano
e seus colegas. Eles identificaram a mutagéo responsavel pela causa da FRDA. Além
disso, nomearam a proteina que estava em baixas quantidades em individuos com
a doenga, a frataxina, e reconheceram seu papel no metabolismo do ferro
(CAMPUZANO et al., 1996).

Apoés ser identificada a alteragcdo genética responsavel pela FRDA e, ser
descoberto o envolvimento da frataxina (FXN) com o metabolismo do ferro, as
pesquisas se voltaram para descobrir a estrutura e fungcdo da proteina no meio
celular. Assim, em 2002, Muhlenhoff e seus colegas fizeram um experimento

utilizando um homdlogo da frataxina proveniente de leveduras e conseguiram
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identificar a sua importancia na biogénese de aglomerados de ferro-enxofre (Fe-S)
(MUHLENHOFF, 2002).

Com o avango das pesquisas sobre a estrutura da frataxina, os enfoques
principais das pesquisas passaram a ser: o metabolismo do ferro, uma vez que ainda
ha muitas questdes em aberto a respeito desse tema, o processo de desintoxicagao
de ferro, buscando uma correcdo do mesmo e terapias génicas, visando curar a
sindrome genética (KOEPPEN, 2011).

4.1.2. Alteragéo genética

A mutacio responsavel pela maioria dos casos de FRDA é uma expansao
homozigotica da repeticdo do trinucleotideo guanina-adenina-adenina (GAA) no
primeiro intron ndo codificante do gene FXN, localizado no cromossomo 9q13.
Alguns casos, aproximadamente de 1 a 3 %, estdo associados com uma expansao
heterozigdtica composta com uma mutagéao pontual ou delegdo (KOEPPEN, 2011).

A expansao intrbnica do GAA, até aproximadamente 40 repeticbes, €
encontrada em cromossomos normais, e o limiar patolégico € de aproximadamente
70 repeti¢des. Individuos portadores de FRDA possuem normalmente a expansao
com 600 a 900 repeticbes e o comprimento dessa expansao se correlaciona com a
idade de inicio dos sintomas e com a gravidade da doenga (KOEPPEN, 2011).

Essa alteracdo genética quando presente nos dois alelos causa uma
regulacdo negativa da transcricdo do gene FXN, o que resulta na deficiéncia de
frataxina, uma pequena proteina de 210 aminoacidos e 23 kDa. A regulagao negativa
ocorre devido ao término precoce da transcricao, levando a formagéo de um novo
RNA truncado e estavel. Esse transcrito, denominado de RNA-ett, sofre splicing
alternativo ndo produtivo e ndo contribui no processo da sintese da frataxina
funcional. O nivel do RNA-ett se correlaciona diretamente com o tamanho da
expanséo intrénica. (YANJIE LI et al, 2022).

Em um estudo abordando 221 pacientes, aproximadamente 96% dos casos
eram homozigotos para a expansao repetida do trinucleotideo GAA no primeiro intron
do gene FXN. Estes apresentavam a proteina frataxina sem nenhuma mutagéo. Os

4% restantes, eram heterozigotos compostos para a expansdo do GAA e



17

apresentavam uma mutagao pontual na proteina frataxina. Assim, na grande maioria
dos casos a causa do disturbio multissistémico ndo se da por meio da tradugao de
uma proteina mutada e sim, da diminuicdo acentuada dos niveis de proteina
funcional, a frataxina (COSSEE M et al, 1999).

Apesar de ter sido descrita, em 1996, a interrupcédo prematura da transcrigao
do gene FXN, os mecanismos diretos desse processo ainda sao desconhecidos
(YANJIE LI et al, 2022).

Segundo o artigo experimental denominado “Premature transcription
termination at the expanded GAA repeats and aberrant alternative polyadenylation
contributes to the Frataxin transcriptional deficit in Friedreich’s ataxia”, varias
hipéteses de desvio do funcionamento fisiologico foram testadas (YANJIE LI et al,
2022).

Foi constatado no artigo indicado acima, que o recrutamento da RNA
polimerase Il para o promotor FXN ndo é afetado nas células FRDA. Para isso, foi
realizado um experimento utilizando células tronco pluripotentes induzidas (iPSCs),
divididas em um grupo de controle e um grupo afetado pela FRDA - com expansao
confirmada do GAA de aproximadamente 600 repeticbes e, também um anticorpo
especifico para a Pol Il total, seguido da técnica de sequenciamento de nova
geracdo. A analise do sequenciamento revelou uma ocupagao semelhante da regido
promotora do gene FXN por Pol Il em células do grupo de controle e do grupo afetado
por FRDA, indicando que o recrutamento da maquinaria de transcri¢ado para a regiao
promotora FXN nao é afetado na FRDA (YANJIE LI et al, 2022).

Também foi comprovado a partir deste experimento que, a expansdo do GAA
em células com FRDA afetam a transi¢ao da iniciagao para o alongamento produtivo,
induzindo o término aberrante da transcrigcdo. O término precoce foi confirmado pela
analise dos resultados do sequenciamento de nova geragdo, que indicou um
acumulo de RNA, denominado de RNA-ett, nas células afetadas por FRDA quando
comparadas ao controle (YANJIE LI et al, 2022).
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4.1.3. Disfungdes e alteragdes celulares

A proteina denominada frataxina esta localizada na matriz mitocondrial em
associacdo com a membrana mitocondrial interna. As fungdes mitocondriais s&o de
demasiada importancia em todas as células, mas sao especialmente importantes no
sistema nervoso, sendo essenciais para o desenvolvimento e manutengao neuronal
(GONZALEZ-CABO; PALAU, 2013).

As mitocOndrias sdo organelas vitais com caracteristicas morfolégicas
distintas. A rede dinamica de mitocéndrias sofre alteracdes estruturais e funcionais
de acordo com a demanda metabdlica de cada tecido. Mesmo no interior da mesma
célula, as mitocdndrias podem formar subpopulagdes funcionalmente diferenciadas.
Essa heterogeneidade é de extrema importancia nas células polarizadas, como os
neurénios, onde a carga metabdlica e a complexidade de funcionamento da célula
requer mitocondrias precisamente localizadas e capazes de realizar funcdes
subcelulares unicas (PEKKURNAZ; WANG, 2022).

A funcao neuronal depende do fornecimento de energia. Para isso, o oxigénio
e a glicose contidos no sangue sao convertidos em ATP através de processos que
ocorrem no interior da mitocéndria. A longo prazo, a produc¢ao de ATP nos neurénios
€ gerado pela oxidagao completa da glicose, seguida pela fosforilagdo oxidativa. No
curto prazo, pela glicolise (HALL et al., 2012).

Apoés o0 gene que codifica a proteina frataxina (FXN) ser relacionado com a
FRDA, diversas pesquisas foram iniciadas em busca de respostas a respeito de sua
estrutura e funcéo celular. A frataxina € uma pequena proteina acida, com ponto
isoelétrico em torno de 4,9, altamente conservada nos organismos, desde bactérias
até mamiferos (PASTORE: PUCCIO, 2013).

Depois de diversos estudos com marcadores, € aceito que a frataxina é
codificada no interior do nucleo, € expressa no citoplasma e € importada para a
mitocdndria através de um sinal de importagéo contido no N-terminal (PASTORE:
PUCCIO, 2013).

A diminuicdo da quantidade de frataxina expressa leva a desregulagédo da
homeostase do ferro mitocondrial e ao consequente dano oxidativo, que € o

responsavel pela morte neuronal (ADINOLFI S et al., 2002).
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Ha evidéncias de que a disfuncdo da cadeia respiratéria mitocondrial, o0 dano
oxidativo e o acumulo de ferro sao fatores imprescindiveis no mecanismo da doenga.
Ainda nao esta totalmente identificada a funcido da frataxina, mas pelo pesquisado
acreditam que ela esteja envolvida no manuseio do ferro mitocondrial, na regulagéo
de antioxidantes e/ou na regulagdo do <centro de ferro e enxofre
(COOPER:SCHAPIRA, 2007).

Um estudo denominado “ldentification of Frataxin as a regulator of ferroptosis”,
caracterizou a ferropoptose como sendo uma forma recém-descoberta de morte
celular ndo apoptdtica, que apresenta peroxidagao lipidica dependente de ferro.
Porém, o mecanismo molecular preciso desse processo ainda é desconhecido (JING
DU et al.,2020).

Esse mesmo estudo conseguiu identificar a proteina frataxina (FXN) como
sendo um regulador chave da ferroptose, que atua modulando a homeostase do ferro
e a fungcdo mitocondrial (JING DU et al.,2020).

No estudo foi feito um experimento que envolveu a cultura de células de
fibrossarcoma humano HT-1080 e a utilizagdo de anticorpos marcados para diversos
alvos avaliados (JING DU et al.,2020).

Com isso, foi visto que a supressdo da expressdo de FXN reprimiu a
proliferagdo celular. Além de destruir a morfologia mitocondrial, impedir a montagem
do cluster Fe-S e ativar o estresse causado pelo consequente acumulo de ferro livre.
Essa diminuicdo da expressédo de frataxina aumentou significativamente a morte
celular induzida por erastina, gerando danos morfologicos mitocondriais como a

fragmentagdo aumentada e cristas desaparecidas (JING DU et al.,2020).

4.1.4. Patologia Clinica

Os sinais e sintomas decorrentes da FRDA aparecem geralmente em torno da
puberdade. Um estudo envolvendo 80 portadores da doencga, indicou dois picos como
sendo a idade modal de inicio dos sintomas entre 6 e 9 anos e entre 12 e 15 anos
(FILLA et al., 1990). Um outro estudo envolvendo 115 portadores da doenga, indicou
a idade modal de inicio dos sintomas com a meédia de 10,52 anos (HARDING, 1981).
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Nicholas Friedreich, em seu estudo de caso que identificou primeiramente a
doenga, descreveu patologicamente seis pacientes com atrofia degenerativa dos
ganglios posteriores da medula. Clinicamente, eles foram descritos com equilibrio
deficiente, fraqueza nas pernas, diminuicdo na capacidade de marcha, coordenagao
prejudicada, disartria, nistagmo, sensagao prejudicada, cifoescoliose e deformidades
nos pés. Também foi observado a degeneragdo gordurosa do coragdo em trés dos
casos (FRIEDREICH, 1863).

De acordo com Harding, os primeiros sintomas identificados nos pacientes
foram: a ataxia dos membros e do tronco e a auséncia de reflexos tendinosos nas
pernas. Também segundo ele, durante os 5 primeiros anos do aparecimento dos
sintomas € identificada a disartria, dificuldade em articular palavras corretamente e,
pode se fazer presente os sinais de disfuncao do trato piramidal nas pernas e perda
da posigao articular e sensacao de vibracdo. A escoliose e a cardiomiopatia foram
encontradas em mais de dois tercos dos pacientes estudados e cerca de 10 por cento
dos pacientes tinham diabetes mellitus, que foi controlada por hipoglicemiantes orais
em um quarto (HARDING, 1981).

O fendtipo observado em pacientes com FRDA, em que a ataxia de tronco e de
membros, a disartria e a fraqueza muscular estdo quase sempre presentes, resulta da
degeneragao espinocerebelar, da neuropatia sensorial periférica e do funcionamento
inadequado do nervo vestibular (DELATYCKI: CORBEN, 2012).

A ataxia é de longe o sintoma de apresentagdo mais comum na ataxia de
Friedreich. Com ela, a marcha torna-se instavel com quedas crescentes e caminhar
em terreno irregular ou com pouca luz torna-se dificil. Posteriormente, a dificuldade
em ficar em pé se faz presente. Muitos pacientes relatam uma histéria antecedente
de falta de jeito e a incapacidade de participar de esportes (PARKINSON et al., 2013).

Ha uma crescente dependéncia de auxilios para caminhar, inicialmente de
moveis, paredes e outras pessoas e, posteriormente de bengalas, andadores e
cadeira de rodas (PARKINSON et al., 2013). Harding, em seu estudo ja citado neste
trabalho, descobriu que o intervalo de tempo entre o inicio dos sintomas até a
dependéncia da cadeira de rodas é de aproximadamente 15,5 anos (HARDING,
1981).
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A disartria também é um sinal comum e precoce presente em mais de 90% dos
individuos, em que o comprometimento na fala progride com o avango da doencga. A
disfagia, dificuldade com degluticdo, € mais um sintoma comum e pode se tornar
problematico com o avango da doenga (PARKINSON et al., 2013).

A evidéncia de complicacdes cardiacas € encontrada se procurada na maioria
dos casos de FRDA, embora os pacientes muitas vezes sejam assintomaticos. Uma
das alteracbes cardiacas mais encontradas em individuos com FRDA ¢é a
cardiomiopatia hipertrofica, sendo visivel principalmente hipertrofia ventricular
esquerda (HVE) (ACKROYD, 1984).

Um estudo transversal retrospectivo foi realizado por Schadt e seus colegas,
em 2012, revisando ecocardiogramas de 239 individuos de idade variada portadores
de FRDA e indicou alteragbes em 90% dos individuos. Os achados incluiam
alteragdes inespecificas da onda ST-T (53%), eixo direito desvio (32%), hipertrofia
ventricular esquerda (19%) e hipertrofia ventricular direita (13%). O sexo feminino e
comprimentos de repeticdo de GAA mais curtos foram associados a um ECG normal.
Ja o sexo masculino e os de idade mais jovem eram mais propensos a apresentar
hipertrofia ventricular (SCHADT et al., 2012)

Falando sobre anormalidades esqueléticas, um estudo que envolvia 56
pacientes com FRDA levantou dados sobre a incidéncia de alteragées na coluna
vertebral. A escoliose de mais de 10 graus em 100% dos pacientes e hipercifose em
66%. A maioria dos casos apresentava curvas toracica e lombar duplas (LABELLE,
1986).
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Palhipestesia —-
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Poslcdo ataxica e marcha, ——*
aumento da tendéncia de queda

Fonte: Adaptado de “Friedreich ataxia - Knowledge @ AMBOSS”, [s.d.].

Visando acompanhar a progressao dos sintomas e da doenga em si, escalas
de classificacdo clinica foram desenvolvidas e padronizadas em um exame
neurologico codificado. Estas s&o: a Escala de Classificagdo de Ataxia de Friedreich
modificada (MFARS), a Escala de Avaliagdo e Classificacdo de Ataxia (SARA) e a
Escala de Avaliacdo de Ataxia Cooperativa Internacional (ICARS). A SARA possui
somente 8 itens e 4 bilaterais, enfatizando uma avaliagdo rapida em consultas
periddicas. Ja as outras escalas, por serem mais demoradas e complexas, séo

normalmente utilizadas em pesquisas de coleta de dados (RUMMEY et al., 2022).

4.1.5. Diagnostico

Anteriormente, quando n&o se conhecia a alteragdo genética presente em
individuos portadores de FRDA, a doenca era diagnosticada através de testes clinicos
aplicados por médicos (DELATYCKI: CORBEN, 2012).



23

A primeira tentativa de definir critérios diagndsticos foi feita por Geoffroy e
colegas, sugerindo que os critérios primarios, que deveriam estar presentes no
paciente para o mesmo ser diagnosticado com FRDA, eram: o inicio dos sintomas
antes dos 20 anos, a ataxia da marcha, a disartria, a perda de posi¢cao articular e
sensacao de vibracdo, a auséncia de reflexos tendinosos nas pernas e a presencga de
fraqueza muscular. Os critérios secundarios, que podem ou nao estar presentes,
eram: a cardiomiopatia, a escoliose, o pé cavo e respostas plantares extensoras
(GEOFFROQY et al., 1976).

Posteriormente, em 1981, Harding propés critérios menos rigorosos, buscando
diagnosticar os casos que por algum motivo ndo apresentavam algum sintoma citado
como primario em 1976. Em sua definicdo, os critérios primarios eram: inicio dos
sintomas antes dos 25 anos, ataxia de membros e marcha e a auséncia de reflexos
tendinosos nos joelhos e tornozelos. Os critérios secundarios eram: a respostas
plantares extensoras e a disartria (HARDING, 1981).

Em 1996, com a descoberta da alteragao genética causadora de FRDA, esses
critérios citados acima mostraram-se especificos, mas nao particularmente sensiveis,
com cerca de 25% dos individuos afetados pela alteracdo n&do preenchendo esses
critérios (DELATYCKI: CORBEN, 2012).

Atualmente, sdo utilizados dois meios de diagnostico molecular. O primeiro
deles é a pesquisa de expanséo de trinucleotideos GAA no intron 1 do gene FXN por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em gel de agarose ou por eletroforese
capilar. Esse exame € a primeira escolha dos médicos, visto que ele detecta
aproximadamente 96% dos casos, aqueles que apresentam a expansao homozigética
do GAA (GENOMIKA, 2020).

O outro teste molecular, visa diagnosticar aproximadamente 4% dos casos que
apresentam uma expansao heterozigotica composta com uma mutagédo pontual ou
delecdo, € o sequenciamento de Segunda Geragdo (NGS) por Captura e CNV. O
NGS, apesar de mais caro, € um exame que permite a analise da sequéncia de
nucleotideos no DNA, conseguindo identificar uma mutagao ou delegao pontual que o
PCR seria capaz (GENOMIKA, 2020).
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4.1.6. Tratamentos atuais

Até 2021, nenhum medicamento tinha sido aprovado clinicamente para a
prevengdo do inicio e progressdo dos sintomas na FRDA. As estratégias de
tratamento eram baseadas na busca de prevengao de possiveis complicacdes e de
um alivio sintomatico. Devido a complexidade e variabilidade de sintomas, uma
abordagem multidisciplinar se faz necessaria, como: o acompanhamento médico,
nutricional, fisioterapéutico, psicologico, entre outros ( YANG et al., 2021).

Novas alternativas terapéuticas tém sido desenvolvidas como a protecéo
antioxidante, o aumento da fosforilacdo oxidativa mitocondrial, a quelacao de ferro e,
mais recentemente, o aumento da transcricdo de frataxina (COOPER:SCHAPIRA,
2007).

O uso da terapia com quinonas foi o mais amplamente estudado até o
momento, apresentando diversos beneficios comprovados por meio de avaliagbes
clinicas. A coenzima Q 10 (CoQ 10 ) e a vitamina E s&o importantes antioxidantes
mitocondriais e as deficiéncias de ambas foram relacionadas com a ataxia em
geral (COOPER:SCHAPIRA, 2007).

Uma terapia combinada, envolvendo tratamento de longo prazo com altas
doses de vitamina E e CoQ 10 visou a melhora da fungdo da cadeia respiratéria
mitocondrial e a diminuigdo do estresse oxidativo. Esta terapia mostrou um aumento
rapido e sustentado na energia gerada pelo musculo cardiaco do individuo com
FRDA, quase retornando aos niveis fisiologicos. As melhorias na geragéo de energia
do musculo esquelético condizem com as do coragdo, mas em um nivel inferior
(COOPER:SCHAPIRA, 2003).

Além da terapia protetiva citada acima, uma terapia que buscou ativar o Nrf2
comecgou a ser estudada (estudo MOXle), visando ser a primeira terapia especifica
para FRDA (ZESIEWICZ et al., 2020).

Em 2020, o resultado do estudo MOXle, realizado por Lynch e seus colegas,
foi divulgado, resultando em conclusdes positivas a respeito do uso da Omaveloxona
como potencial agente terapéutico para FRDA (LYNCH et al., 2020).
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Esse estudo foi um ensaio internacional de fase 2, duplo-cego, randomizado
e controlado por placebo. Os participantes possuiam de 16 a 40 anos de idade, FRDA
geneticamente confirmada e escala de classificacdo de ataxia de Friedreich
modificada (mMFARS) de linha de base entre 20 e 80 (LYNCH et al., 2020).

O desfecho foi a alteracdo da linha de base no escore mFARS naqueles
tratados com omaveloxolona em comparagao com aqueles tratados com placebo em
48 semanas. Assim, a omaveloxolona melhorou significativamente a fungao
neurolégica em comparagao com o placebo e também foi geralmente segura e bem
tolerada (LYNCH et al., 2020).

Em 2023, a FDA, agéncia reguladora dos Estados Unidos, aprovou o Skyclarys
(omaveloxolona) como o primeiro tratamento para a ataxia de Friedreich.Os pacientes
tomam as capsulas de Skyclarys por via oral, sem alimentos, uma vez ao dia na dose
recomendada de 150 mg (RESEARCH, 2023).

A aprovacgao do primeiro medicamento para FRDA, Skyclarys (omaveloxolona),
foi de grande importancia, visto que este visa controlar e retardar a progresséo da
doenca. Esses fatores ddo esperangas aos pacientes e pesquisadores enquanto um
meétodo de corre¢cdo genética ainda ndo foi aprovado. As terapias génicas estdo em

alta nos estudos atuais que visam a cura para FRDA (ZESIEWICZ et al., 2020).
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4.2. METODOS DE CORREGAO GENICA

Atualmente a corregdo génica emerge como uma promissora abordagem no
campo da medicina e da biotecnologia, oferecendo novas perspectivas para o
tratamento de doengas genéticas hereditarias. Por isso, compreender e dominar os
meétodos de corregéo génica € fundamental para desvendar o potencial terapéutico da
manipulagéo direta dos genes (GONCALVES; PAIVA, 2017).

Segundo Watson (1991)

“‘Muita gente se diz preocupada com a mudanga em nossas instrugoes
genéticas. Mas essas [instru¢des genéticas] sdo apenas um produto da
evolucdo, moldadas para nos adaptar a certas condicbes que podem nao mais
existir. Todos sabemos o quanto somos imperfeitos. Por que nio nos tornar

um pouquinho mais aptos a sobrevivéncia?”

4.2.1. Transferéncia génica através de vetor viral

4.2.1.1. Descoberta

A descoberta do uso de vetores virais como ferramenta para transferéncia de
genes € uma das maiores contribuicbes para a biologia molecular e para a medicina
moderna. Richard Mulligan, entdo professor da Universidade de Harvard, e seu grupo
de pesquisa estavam estudando a replicagao viral e os mecanismos de integracéo de
genomas virais em células hospedeiras. Em 1979, Mulligan e seus colegas
comecgaram a explorar a possibilidade de usar virus para transportar genes em células
que estavam faltando ou tinham genes defeituosos. Em um artigo publicado em 1980
na revista cientifica Cell, Mulligan descreveu como eles construiram um vetor viral que
poderia ser usado para transferir genes em células hospedeiras. O vetor era baseado
em um virus de leucemia murina (MLV) e continha um gene estranho que era
incorporado ao genoma do virus. O vetor foi entdo usado para infectar células de
camundongos, resultando na expressdo do gene estranho nas células infectadas
(MULLIGAN; CONE, 1984).
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Com isso, a descoberta de Mulligan e sua equipe teve um grande impacto na
biologia molecular e na medicina moderna possibilitando o uso dos vetores virais em
terapia génica para tratar uma ampla variedade de doengas genéticas, incluindo
doengas imunologicas, doengas cardiacas, doengas neurologicas, cancer, além de
também utiliza-los em pesquisas e em aplicagdes biotecnoldgicas (Tabela 1).

4.2.1.2. Metodologia

A terapia genética € uma abordagem terapéutica que tem como objetivo corrigir
ou substituir genes defeituosos que causam doengas. Uma das metodologias
utilizadas é a terapia genética por vetor viral, que consiste na utilizagdo de um virus
modificado como vetor para transportar um gene funcional até as células do paciente
e se mostrou eficiente em estudos pré-clinicos e clinicos, especialmente em doencas
genéticas monogénicas (SOUZA, et al., 2018).

De acordo com o artigo "Terapia genética por vetor viral: revisédo e
perspectivas", publicado na Revista Pan-Amazénica de Saude (R-PAS), "o virus é
modificado em laboratoério para retirar suas caracteristicas virulentas e para inserir o
gene que sera levado para as células do paciente". Apods isso e a insergao do gene o
vetor viral pode ser produzido em grande escala, permitindo a sua utilizagcdo em
ensaios clinicos (SOUZA, et al., 2018).

O método de transferéncia de genes usando vetores virais depende da
producdo de grandes quantidades de vetor viral em laboratério e a inje¢ao do vetor
diretamente no tecido ou no sistema circulatorio do paciente, que infecta as células-
alvo e entrega o gene terapéutico para o nucleo das células, onde ele pode ser
integrado ao genoma da célula hospedeira. A célula entdo usa o DNA introduzido para
produzir proteinas terapéuticas ou para corrigir um defeito genético.

Os autores do artigo explicam que os vetores virais mais utilizados em terapia
genética sao retrovirus, adenovirus, lentivirus e adeno-associados (AAV) exatamente
pelas suas capacidades de inserir seu codigo genético na célula hospedeira. Cada
vetor tem suas vantagens e desvantagens, e a escolha do vetor ideal depende do tipo
de doencga a ser tratada e do tecido a ser alvo (GONCALVES, PAIVA, 201; SOUZA,
et al., 2018).
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Tabela 1. Protocolos de terapia génica

Doenca Objetivo Células-alvo Modo de liberagdo Paises com o protocolo

Tabela 1: Protocolos de Terapia génica
Fonte: Adaptado de Misra S. Human gene therapy: a brief overview of the genetic revolution. J Assoc
Physicians India. 2013;61(2):127-33.

O adenovirus € um virus de DNA de fita dupla que tem sido amplamente
utilizado na terapia génica, pois possui uma alta eficiéncia de transdugdo em muitos
tipos de células. O lentivirus € um tipo de retrovirus que pode infectar tanto células em
divisdo quanto células quiescentes, tornando-o um vetor ideal para a entrega de genes
em células do sistema nervoso central. O retrovirus, por sua vez, € um tipo de virus
de RNA que pode integrar o material genético no DNA das células infectadas, o que

o torna util para a terapia génica de doencgas genéticas (SOUZA, et al., 2018).

4.2.1.3. Uso aplicado a medicina e engenharia genética

O artigo "Adenovirus-associated virus vector-mediated gene transfer in
hemophilia B", publicado no New England Journal of Medicine em 2011, apresenta um
estudo de caso sobre o0 uso da terapia genética por vetor viral para tratar a hemofilia
B em humanos, sendo a hemofilia B uma doenga genética rara que afeta a coagulagao

do sangue e é causada pela deficiéncia do fator IX (NATHWANI; et al., 2011).
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Os pesquisadores utilizaram um vetor viral baseado em adenovirus associado
(AAV) para entregar um gene funcional para as células dos pacientes. O vetor viral
contendo o gene do fator IX foi injetado no figado dos pacientes, onde o gene foi
expresso e produziu o fator IX funcional em niveis significativos. No estudo, a terapia
genética foi realizada em seis pacientes, todos com hemofilia B grave ou moderada,
e os resultados foram promissores (NATHWANI; et al., 2011).

Os mesmos observaram um aumento significativo nos niveis de fator IX em
todos os pacientes tratados, com uma média de aumento de cerca de 5% a 10% dos
niveis normais. Além disso, os pacientes tratados com a terapia genética por vetor
viral ndo precisaram mais de inje¢des frequentes de fator IX e experimentaram uma
melhoria significativa na qualidade de vida (NATHWANI; et al., 2011).

Este estudo destacou também a importancia da escolha do vetor viral correto
para a terapia genética, ja que os pesquisadores escolheram o vetor viral adeno-
associado (AAV) devido a sua seguranga e eficacia comprovadas em estudos
anteriores que o tornava o melhor candidato por ser capaz de integrar o gene
terapéutico no genoma do paciente de forma estavel e duradoura (NATHWANI; et al.,
2011).

Na conclusdo do artigo, os autores afirmam que "este estudo fornece
evidéncias de que a terapia génica com vetores de AAV é uma abordagem eficaz e
segura para o tratamento da hemofilia B" (NATHWANI; et al., 2011). Devido a essa
afirmagdo € conclusivo que a terapia génica é capaz de proporcionar beneficios
significativos, como a redugao do risco de sangramento e a melhoria da qualidade de
vida dos pacientes.

O estudo demonstrou também que o tratamento com terapia génica nao
resultou em eventos adversos graves relacionados ao vetor ou a resposta imune
(NATHWANI; et al., 2011).

Segundo os autores, "os dados de seguranca e eficacia sustentados em longo
prazo deste estudo, além de outras investigagbes em andamento, podem levar a
aprovagao regulatoria da terapia génica como uma opgédo de tratamento para a
hemofilia B e outras doengas" (NATHWANI; et al., 2011).

Portanto, € evidente que a terapia génica através de vetores virais, como o
AAV, pode trazer grandes avangos no tratamento de diversas doengas genéticas. O
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estudo mostra a eficacia e a seguranga da terapia génica em pacientes com doencgas
genéticas, além de abrir caminhos para novas pesquisas na area. A expectativa é que
a terapia génica possa se tornar uma opgao de tratamento amplamente disponivel e

acessivel para pacientes com diversas condi¢gdes genéticas no futuro.

4.2.2. CRISPR - Cas9
4.2.2.1. Descoberta

A descoberta da técnica de CRISPR foi possivel gragas ao estudo do sistema
de defesa bacteriana contra infecgdes virais, quando em 2012, Jennifer Doudna e
Emmanuelle Charpentier langaram luz sobre o potencial da CRISPR-Cas9 ao
publicarem o artigo "CRISPR-Cas9-Mediated Genome Editing in Escherichia coli and
its Application” na renomada revista Science. Nesse trabalho pioneiro, as
pesquisadoras elucidaram a capacidade da técnica para editar o genoma da bactéria
Escherichia coli por meio da enzima, demonstrando seu potencial para manipular o
DNA de forma precisa, garantindo-as o Prémio Nobel de Quimica em 2020 pela
descoberta (DOUDNA, J. A., & CHARPENTIER, E., 2014).

Logo em seguida, em 2013, Feng Zhang liderou uma equipe de cientistas do
Instituto Broad em Massachusetts, que publicou o artigo "Multiplex Genome
Engineering Using CRISPR/Cas Systems", também na revista Science. Esse estudo
foi um marco crucial, pois revelou a aplicacdo bem-sucedida da CRISPR-Cas9 em
células-tronco pluripotentes humanas, possibilitando processos diversos e abrindo as
portas para inumeras possibilidades na medicina regenerativa e terapia genética
(ZHANG, et al., 2013).

Desde de entdo, a CRISPR-Cas9 tem sido amplamente adotada pela
comunidade cientifica em todo o mundo por sua especificidade e baixo custo,
impulsionando avangos em varias areas da pesquisa. Seu potencial revolucionario
para a corregao de mutagdes genéticas, modificagdo de organismos e tratamento de
doengas genéticas tem gerado uma nova era de esperanga e possibilidades na ciéncia

e medicina.
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4.2.2.2. Metodologia

A técnica CRISPR-Cas9 é uma ferramenta poderosa para a edi¢gédo precisa do
DNA em organismos vivos e sua metodologia geral envolve trés componentes
principais: a molécula CRISPR, a enzima Cas9 e o RNA guia (sgRNA) (DOUDNA, J.
A., & CHARPENTIER, E., 2014).

A molécula CRISPR é uma sequéncia de DNA repetitiva que contém
espacadores derivados de sequéncias de virus ou outros elementos genéticos que a
bactéria previamente encontrou (DOUDNA, J. A., & CHARPENTIER, E., 2014).

A enzima Cas9, uma endonuclease, tem como funcdo cortar o DNA na
sequéncia especifica determinada pelo RNA guia, que €& projetado para ser
complementar a sequéncia alvo do DNA, e direciona a Cas9 para o local desejado no
genoma, onde a quebra do DNA ocorre. De forma resumida, a partir desse corte &
induzido o reparo do DNA pelas células, permitindo a edigdo ou insercdo de novos
genes (DOUDNA, J. A., & CHARPENTIER, E., 2014).

Mais especificamente o processo comega com o projeto e sintese de um RNA
guia unico (sgRNA), que é uma fusdo do crRNA e de um RNA trans ativador
(tracrRNA). O sgRNA é projetado para ser complementar a sequéncia de DNA alvo
de interesse. Uma vez dentro da célula, o sgRNA forma um complexo com a proteina
Cas9, guiando-a para a sequéncia de DNA alvo (JINEK et al., 2012).



32

protospacer

W\ —

IIN O~ SRR

I
\, . JU———

. I '

orANA

_ 20 nt
——

crANA-tracrANA chimera

Figura 1: (Acima) Nos sistemas CRISPR/Cas tipo Il, a Cas9 é guiada por uma estrutura de dois RNAs
formada pela ativagao do tracrRNA e pelo direcionamento do crRNA para clivar o DNA de fita dupla
especifico do local-alvo.

(Abaixo) Um RNA quimérico gerado pela fus&do da extremidade 3' do crRNA com a extremidade 5' do
tracrRNA.

Fonte: Adaptado de JINEK et al., 2012

Ap0s se ligar ao DNA alvo, a proteina Cas9 induz uma quebra de dupla hélice
(DSB) no local especifico. A DSB ativa o maquinario de reparo de DNA da célula, que
pode resultar em um de dois resultados: jungcdo de extremidades ndo homologas
(NHEJ) ou reparo dirigido por homologia (HDR). O NHEJ € um mecanismo de reparo
propenso a erros que, frequentemente, leva a pequenas inser¢coes ou delegdes

(indels) no local da DSB, resultando em interrupgao do gene. O HDR, por outro lado,
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pode ser usado para introduzir alteragdes ou insergdes precisas, fornecendo um
modelo de DNA para o reparo (MALI et al., 2013).

O sistema CRISPR-Cas9 oferece varias vantagens em relagdo as técnicas
anteriores de edigdo do genoma. E altamente especifico, permitindo o direcionamento
preciso de sequéncias de DNA desejadas. Além disso, é relativamente facil projetar e
sintetizar o sgRNA, tornando-o uma ferramenta econOmica e eficiente para os
processos de terapia genética. Além disso, o sistema CRISPR-Cas9 foi aplicado com
sucesso em uma ampla variedade de organismos, incluindo células humanas,
tornando-o uma ferramenta promissora para aplicagbes terapéuticas (MALI et al.,
2013).

4.2.2.3. Uso aplicado a medicina e engenharia genética

A edicdo de genes através da CRISPR-Cas9, emergiu como uma abordagem
promissora na area da medicina. O artigo intitulado "CRISPR-Cas9 Gene Editing for
Sickle Cell Disease and B-Thalassemia" demonstra o uso dessa tecnologia para o
tratamento dessas doengas genéticas (FRANGOUL et al., 2021).

A doenca falciforme e a B-talassemia s&o disturbios hereditarios do sangue que
resultam de mutagbes em genes especificos. Essas mutagdes levam a produgao
anormal de hemoglobina, a proteina responsavel por transportar oxigénio no sangue.
Pacientes com essas condigdes, frequentemente, sofrem de anemia grave, crises de
dor e danos em o6rgéos, impactando significativamente sua qualidade de vida
(FRANGOUL et al., 2021; SHAFIQUE et al., 2021).

As opc¢des de tratamento tradicionais para a doenca falciforme e a B-
talassemia, como transfusbes de sangue e medicamentos, tém como objetivo
gerenciar os sintomas, em vez de oferecer uma cura (SHAFIQUE et al., 2021). No
entanto, o surgimento da edigdo de genes CRISPR-Cas9 abriu novas possibilidades
para a corregao direcionada e precisa das mutagdes genéticas subjacentes.

Com o CRISPR os pesquisadores podem, entdo, fornecer uma verséao corrigida
do gene, que é incorporada ao DNA durante o processo de reparo, permitindo a
correcdo da mutagdo genética, potencialmente restaurando a produgdo normal de
hemoglobina (FRANGOUL et al., 2021).
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Os resultados do estudo mostraram resultados promissores, com um aumento
significativo na produgc&o de hemoglobina normal nas células editadas. Além disso, os
pacientes experimentaram uma redugao na frequéncia e gravidade dos sintomas
associados a doenca falciforme e a [(-talassemia. Porém, mesmo que o estudo
fornega resultados encorajadores, € importante observar que mais pesquisas e
ensaios clinicos sdo necessarios para estabelecer a seguranga e eficacia a longo
prazo dessa abordagem (FRANGOUL et al., 2021).

Além disso, as consideragdes éticas em torno da edicdo de genes em seres
humanos devem ser cuidadosamente abordadas para garantir o uso responsavel e

equitativo dessa tecnologia.

4.2.3. Aptameros
4.2.3.1. Descoberta

Os aptédmeros sdo oligonucleotideos curtos de DNA ou RNA que tém a
capacidade de se ligar a moléculas-alvo especificas com alta afinidade e
especificidade (ZHUO et al., 2017). Eles s&o selecionados por meio de um processo
chamado Evolugao Sistematica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial (SELEX)
(TUERK E GOLD, 1990; ELLINGTON E SZOSTAK, 1990). O processo SELEX
envolve rodadas de selegcdo e amplificagdo, onde uma grande variedade de
oligonucleotideos de sequéncia aleatéria € exposta a molécula-alvo, e as sequéncias
que se ligam a molécula-alvo sao isoladas e amplificadas (ZHUO et al., 2017).

A descoberta dos aptameros revolucionou o campo da medicina e eles tém sido
usados como sondas moleculares eficazes para o estudo principalmente do cancer
(SHANGGUAN et al., 2006). Por meio da selegédo de aptameros baseada em células,
foram desenvolvidos aptameros especificos para o reconhecimento de células de
leucemia sendo que esses aptameros podem reconhecer especificamente células de
leucemia misturadas com aspirados de medula éssea humana normal e também
identificar células cancerigenas intimamente relacionadas a linhagem celular-alvo em
amostras clinicas reais (SHANGGUAN et al., 2006). Estas moléculas s&o promissoras
para o desenvolvimento de sondas moleculares especificas para o diagnostico do
céancer e a descoberta de biomarcadores (SHANGGUAN et al., 2006).
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4.2.3.2. Metodologia

A metodologia utilizada para o tratamento de doengas genéticas usando
aptameros e CRISPR envolve uma combinacao de selecdo de aptameros e técnicas
de edi¢ao genética do CRISPR. A selegao de aptameros pode ser realizada utilizando
o método de evolugdo sistematica de ligantes por enriquecimento exponencial
(SELEX) (Ellington & Szostak, 1990). O SELEX permite a identificacdo de aptameros
que se ligam especificamente ao gene-alvo ou sequéncia genética de interesse
(Ellington & Szostak, 1990). Uma vez selecionados, os aptameros podem ser
conjugados aos componentes do CRISPR e entregues as células-alvo usando
diversos sistemas de entrega, como nanoparticulas ou vetores virais (Tuerk & Gold,
1990).

Dentro das células-alvo, o complexo aptamero-CRISPR pode reconhecer e se
ligar especificamente ao gene-alvo ou sequéncia genética, guiando os componentes
do CRISPR para a localizagdo desejada para a alteragdo genética. Os componentes
do CRISPR, incluindo a proteina Cas9 e o RNA guia, iniciam o processo de edigéo
genética, levando as modificagdes desejadas no genoma (ZHEN et al., 2016). O uso
de aptadmeros nesse processo aumenta a especificidade e a eficiéncia da edigao
genética do CRISPR, tornando-o0 uma abordagem promissora para o tratamento de
doengas genéticas.

4.2.3.3. Uso aplicado a medicina e engenharia genética

Os aptédmeros também tém mostrado potencial no campo de terapéutica. Eles
possuem propriedades de reconhecimento molecular similares aos anticorpos, mas
com vantagens adicionais. Ao contrario dos anticorpos, os aptadmeros podem ser
facilmente modificados quimicamente para estender suas vidas em fluidos biolégicos
e melhorar sua biodisponibilidade em animais (BUNKA & STOCKLEY, 2006). Os
primeiros medicamentos clinicos baseados em aptameros entraram recentemente em
servico (BUNKA & STOCKLEY, 2006). Embora nenhum aptédmero que visa fatores de
coagulagao do sangue tenha sido aprovado para uso clinico, varios aptameros foram
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avaliados em ensaios clinicos e demonstraram resultados encorajadores (LIU et al.,
2021).

Os aptameros tém mostrado grande potencial também em associagdo com
processos de alteragdo genética, como o CRISPR, para o tratamento de doencgas
genéticas. O CRISPR € uma tecnologia revolucionaria que permite modificagdes
precisas no genoma (Tuerk & Gold, 1990) e os aptdameros podem ser utilizados em
conjunto com o CRISPR para aumentar sua eficiéncia e especificidade na mira de
genes ou sequéncias geneéticas especificas.

Esse sistema de entrega direcionada aumenta a eficiéncia da edicdo genética
do CRISPR e reduz os efeitos fora do alvo, pois o0 aptamero direciona os componentes
do CRISPR apenas para as células pretendidas (ZHEN et al., 2016).

Além disso, os aptameros também podem ser usados para regular a atividade
dos componentes do CRISPR. Ao projetar aptameros que se ligam especificamente a
proteina Cas9 ou ao RNA guia, os pesquisadores podem modular sua fungédo e
controlar o tempo e a duragdo da edigdo genética (ZHEN et al., 2016). Essa
abordagem permite um controle preciso sobre o processo de alteragdo genética,

minimizando os possiveis efeitos colaterais e otimizando os resultados terapéuticos.
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4.3. METODOS DE CORREGCAO GENICA APLICADO A ATAXIA DE FRIEDREICH

Como citado anteriormente, a ataxia de Friedreich € uma doenga monogénica,
causada pela mutagdo em um unico gene, o gene da FXN. Sendo assim, ela é uma
otima candidata para a aplicagdo de métodos que visam corrigir esse gene (OUELLET
et al., 2016).

Abordando a terapia génica direcionada para FRDA, diversos projetos de
pesquisa estdo visando aumentar o nivel de proteina frataxina, utilizando células e
modelos de camundongo que possuem a mutagdo responsavel pela FRDA
(ZESIEWICZ et al., 2020).

Nesse capitulo, visamos abordar alguns estudos que buscam a correcéo da
alteragao genética presente em individuos com Ataxia de Friedreich.

4.3.1. Vetor HSV-1 amplicon (Viral)

Estudos diversos vém sendo desenvolvidos para frear a progressao da Ataxia,
como o artigo de Filip Lim e seus colegas que discute o uso de técnicas de
transferéncia de genes para tratar a ataxia utilizando um vetor HSV-1 para entregar o
gene da frataxina aos neurénios em um modelo de camundongo com FDRA (LIM, et
al. 2007).

O estudo possui como objetivo principal trazer um tratamento capaz de
recuperar a fungdo neurolégica de pacientes com a Ataxia por meio de um agente
terapéutico que visa a correcao da deficiéncia de frataxina.

Inicialmente no estudo foram geradas linhagens com o gene mutado que
codifica a ataxia que foram referenciados no estudo como “camundongos loxP [frda]”.
Para isso, foi utilizada injecao estereotaxica no nucleo olivar inferior de camundongos
adultos, que permitiu o knockout (desativagéo) localizado do gene com subsequente
transferéncia do gene mutado para estudar os efeitos na expressdo da frataxina.
Buscaram também caracterizar a disseminagédo da solugéo injetada no cérebro dos
camundongos usando um tragador neuronal (Fluoro-ruby) (Figura 2) e examinaram a
expressédo do vetor na medula dos camundongos a fim de analisar a eficacia da
entrega do gene (LIM, et al. 2007).
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Figura 2: Expressao do vetor na medula éssea dos camundongos através do tragador neuronal Fluoro-
ruby
Fonte: LIM, et al. 2007

Apss o processo, os genes de interesse foram introduzidos nos neurdnios
corticais primarios dos camundongos por meio dos vetores pHLC e pHF (Figura 3 - 2
e 3, respectivamente), e foram feitos controles rigorosos para garantir a consisténcia
nas quantidades carregadas de genes, utilizando as proteinas de tubulina e actina
(Figura 4) visando garantir que as quantidades fossem consistentes entre as amostras
e a expressdo da beta-galactosidase e CRE recombinase, que indicam sucesso na

introdugéo dos genes nos neurénios (LIM, et al. 2007).
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Figura 3: Vetores pHLC e pHF utilizados para introduzir os genes de interesse nos neurdnios corticais

de camundongos
Fonte: LIM, et al. 2007
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Figura 4: RT-PCR e Western blot realizados para garantir e indicar o sucesso na introdugéo dos genes.

Fonte: LIM, et al. 2007
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Observou-se uma diminui¢cdo correlacionada nos niveis de frataxina nas
mesmas amostras de neurénios, sugerindo que a CRE recombinase expressa estava
funcional e capaz de inativar o gene frda nos neurénios infectados ao remover o exon-
4. O vetor pHF também demonstrou sua capacidade de aumentar a expressao da
frataxina humana nos neurénios, que foi observada por meio da técnica de Western
blot (Figura 4) quando comparadas as amostras infectadas com os controles.
Importante ressaltar que a infecgdo dos vetores nao afetou a expressédo enddgena de
frataxina do camundongo (LIM, et al. 2007).

Importante destacar que o estudo mostrou que essa abordagem de
transferéncia génica resultou em recuperacgéo funcional no modelo de camundongo,
indicando o potencial beneficio terapéutico dessa abordagem para o tratamento da
FA (LIM, et al. 2007).

4.3.2. CRISPR-Cas9 em células tronco hematopoiéticas

Diversos estudos utilizando CRISPR-Cas9 vém sido desenvolvidos com o
intuito da corre¢cdo genética da mutagdo causadora da FRDA. O estudo que vamos
dar o enfoque principal neste subcapitulo € o “CRISPR-Cas9 Gene Editing of
Hematopoietic Stem Cells from Patients with Friedreich’s Ataxia”, escrito por Rocca e
seus colegas em 2020 (ROCCA et al., 2020).

O objetivo principal do estudo foi desenvolver uma abordagem de transplante
autologo de HSPC para o restabelecimento fisiologico na FRDA, utilizando a edig&o
por CRIPR-Cas9 das HSPCS para a remog¢ao da expansio do trinucleotideo GAA
(ROCCA et al., 2020).

Um dos fatores que justificam a realizagao deste estudo € que, anteriormente,
foi relatado pelo mesmo grupo que o transplante singénico de células-tronco
hematopoiéticas (HSPC) preveniam a neurodegeneragdo no modelo de camundongo
YG8R. Foi visto que o mecanismo de prevengao foi mediado pela transferéncia da
frataxina funcional de células HSPCs editadas, que se diferenciam nos tecidos

em células da microglia e macréfagos, para os neurdnios e miocitos. Os resultados
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demonstraram o potencial das HSPCs como veiculos de entrega de frataxina funcional
a tecidos doentes (ROCCA et al., 2020).

Para a realizagdo do novo estudo, foi coletado 100ml de sangue periférico de
individuos portadores de FRDA e para o controle, foi obtido amostras de duas formas:
uma foi adquirindo CD34 e HSPCs de doadores saudaveis por meio de bolsas que
passaram pelo procedimento de leucoferese e outra foi adquirindo 500 mL de sangue
periférico recém-retirado do Scripps Servico de Doagdo de Sangue Normal da
Research (ROCCA et al., 2020).

O sangue periférico adquirido foi diluido em PBS, solugédo salina tamponada
com fosfato. Apos a diluicdo, os glébulos brancos foram separados dos glébulos
vermelhos e do plasma utilizando o Ficcol-Paque Plus, um método de separagao por
sedimentagdo. Em seguida, os HSPCs CD34+ foram isolados usando o kit CD34
MicroBead humano Miltenyi Biotec MACS (Miltenyi Biotec, San Diego, CA, EUA) e
com 100 ml de sangue periférico, foi obtido uma média de 1,5 x 10 6 HSPCs CD34+,
que foram posteriormente cultivadas (ROCCA et al., 2020).

Foram projetados seis RNAs guias (crRNAs) e ambos foram testados nas
células com FRDA (Quadro 1). Trés dias ap6s a transfecgcdo com diferentes
combinagdes de RNAs guias foi realizado um PCR visando a amplificagdo das
repeticbes de GAA, com tamanho esperado de aproximadamente 5 kb. O par guia
UP4/DN4 exibiu maior eficiéncia na delecdo da hiperexpansao das repeticdes de
GAA, resultando em um fragmento de aproximadamente 2 kb (ROCCA et al., 2020).

Sequence chromosome position (Hg19, 5' from PAM) strand RS2 score
UP3 TATCTGACCCAGTTACGCCA chr9 71651670 + 0.6855
UP4 TTACGCCACGGCTTGAAAGG chrd 71651682 + 0.6256
UP5 CAAGCCTAAAGTACAAACTC chr9 71651959 - 0.6159
DN3 AATAGCCCTTAACAGCCACC chrd 6 148 - 0.6829
DN4 ACCGGGCGTCATATGGTAAG chr9 + 0.6075
DN5 TCAGGACCCATACCTCGCAG chr9 - 0.7351

Quadro 1: Sequéncias de RNAs guias
Fonte: ROCCA et al., 2020.

O protocolo de excisdo das repeticoes de GAA nos linfoblastos foi otimizado

utilizando 4 ribonucleoproteinas, proteinas envolvidas no transporte nucleo
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citoplasmatico de RNA e na estabilidade do RNA mensageiro no citoplasma, e a
eletroporacao, técnica que envolve a aplicagao de pulsos elétricos de alta tensdo que
aumentam o potencial de transporte da membrana, promovendo a formagao
transitoria de poros aquosos. Além disso, também foi adicionado em algumas células
um intensificador de eletroporag¢ao, que se baseia em um oligonucleotideo de DNA de
fita simples que ndo possui homologia com o genoma humano, buscando um aumento
de captacédo dos ribonucleoproteinas (ROCCA et al., 2020).

Buscando encontrar um abordagem ideal para remogéo da hiperexpanséo, foi
avaliado a eficiéncia da edicdo do gene FXN por PCR digital de goticulas e foi visto
que a eficiéncia da edigado genética foi duas vezes maior quando a eletroporagéo foi
realizada na presenca do intensificador (39,8% —61,9% versus 17% —29,9%), ou seja,
esse cenario seria o ideal para a edigéo certeira (ROCCA et al., 2020).

Apos a edigao, foi quantificado a frataxina e os niveis de mMRNA em linfoblastos
saudaveis (controle) e em células com FRDA. Foi visto que os linfoblastos saudaveis
com 60% de eficiéncia de edigdo genética ndo tiveram diferenga na expressao de
frataxina tanto nos niveis de mRNA quanto no de proteina. Em contraste, foram
observados aumentos significativos na expressdo da frataxina tanto nos niveis
transcricionais como traducionais nos linfoblastos FRDA modificados com a edigao
genética feita no cenario ideal, quando comparado com células nao tratadas, o que
levou a uma expressao de frataxina comparavel a do portador assintomatico e as
linhas celulares saudaveis (ROCCA et al., 2020).

No geral, os dados obtidos a partir de células CD34 + demonstraram uma
elevada porcentagem de excisdo repetida de GAA e capacidade normal de
diferenciagdo de linhagem hematopoiética in vivo e in vitro , apesar da super
expresséo do p53, que atrasou a proliferagdo celular em linfoblastos (ROCCA et al.,
2020).
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Figura 6: Esquema do funcionamento da terapia de edigdo genético ex vivo por CRISPR/CAS9
Fonte: ROCCA et al., 2020

Os resultados obtidos neste estudo apoiam o uso do CRISPR-Cas9 para
remover a expansdao GAA em células CD34 + de pacientes com FRDA , levando ao
resgate fisiolégico da expressao da frataxina, quando a porcentagem de edi¢ao
genética é suficientemente alta. A edigdo nao apresentou efeitos citotdxicos in vitro ou
in vivo , representando um grande passo em diregdo ao transplante autélogo de
HSPCs corrigidos por genes para FRDA (ROCCA et al., 2020).
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4.3.3. Aptameros (DT-216)

Uma nova abordagem vem sendo desenvolvida pela Design Therapeutics,
empresa de biotecnologia localizada na Califérnia, Estados Unidos. Esta visa o
desenvolvimento de moléculas denominadas GeneTAC™ (Gene Target Chimera),
compostas por duas porgdes principais, uma por¢ao de ligagdo ao DNA e uma porgéo
ligante a maquinaria transcricional da célula. Essas pequenas moléculas sao
projetadas para atuar especificamente no alelo mutante causador de certa doencga,
regulando a maquinaria transcricional da célula (“Our Approach — Design
Therapeutics”, [s.d.]).

Molécula GeneTAC"

DNA

Proteina
Requlatdria
Transcricional
Enddgena

Nucleossoma

Figura 7: Representacao grafica da molécula GeneTAC™ ligada ao DNA
Fonte: “Our Approach — Design Therapeutics”

Tendo como alvo a Ataxia de Friedreich, a empresa desenvolveu uma molécula
denominada DT-216, que busca ativar a transcricdo do gene FXN e restaurar a

produgdo da proteina frataxina. Essa foi projetada para atingir especificamente a
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expansao de repeticbes do trinucleotideo GAA e desbloquear a maquinaria
transcricional, restaurando a expressdao de mRNA que se converte em frataxina
funcional (“Design Therapeutics Reports Positive Data from Single-Ascending Dose
Trial of DT-216 for the Treatment of Friedreich Ataxia and Portfolio Progress”, 2022).

A primeira fase do estudo da nova molécula ja foi realizada e seus resultados
foram divulgados recentemente. Essa contou com um ensaio randomizado, duplo-
cego e controlado por placebo, e foi projetada para avaliar doses unicas de DT-216
administradas por via intravenosa em 39 individuos adultos portadores de FRDA. Dos
39 individuos participantes, 26 receberam doses de DT-216 e 13 receberam placebo.
Os pacientes foram divididos em seis grupos, de acordo com a dosagem de DT-216
que iriam receber. Os grupos de 1 a 4 receberam doses crescentes variando de 25mg
a 200mg, o grupo 5 recebeu 400mg e o grupo 6 recebeu 600mg (“Design Therapeutics
Reports Positive Data from Single-Ascending Dose Trial of DT-216 for the Treatment
of Friedreich Ataxia and Portfolio Progress”, 2022).

O objetivo principal do estudo foi avaliar a segurancga, tolerabilidade e
farmacocinética do DT-216 em individuos com FRDA, e foi visto que a molécula em
estudo foi bem tolerada durante o ensaio de fase 1, ndo apresentando nenhum efeito
adverso grave. Nao houve alteragdes clinicamente significativas no
eletrocardiograma, testes de fungao hepatica, creatinina sérica e exames fisicos. Trés
pacientes relataram trombose venosa superficial autolimitada no local da inje¢cao
(“Design Therapeutics Reports Positive Data from Single-Ascending Dose Trial of DT-
216 for the Treatment of Friedreich Ataxia and Portfolio Progress”, 2022).

Avaliando os eventos farmacocinéticos e farmacodinamicos, foi visto que o
nivel plasmatico de DT-216 aumentou proporcionalmente a dose, com concentragao
maxima atingida dentro de minutos e com diminuigdo de concentragdo em algumas
horas. O tratamento com dose unica nos grupos de 100mg a 600mg resultou em um
aumento variando de 1,24 a 2,62 vezes na quantidade de mRNA de frataxina, em
comparagao com o valor basal de pré-injecao, apos 24 horas da administragdo. Essas
medi¢des foram realizadas em células mononucleares do sangue periférico, PBMCs,
derivadas dos individuos com FRDA participantes (“Design Therapeutics Reports
Positive Data from Single-Ascending Dose Trial of DT-216 for the Treatment of
Friedreich Ataxia and Portfolio Progress”, 2022).
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Foi visto também que na exposi¢ao plasmatica de curto prazo, como realizada
no estudo, ndo houve aumento significativo na quantidade da proteina frataxina.
Porém, no tratamento ex vivo de PBMCs derivadas de individuos participantes do
estudo, com duracdo de 60 horas, foi constatado uma duplicagdo dos niveis da
proteina, indicando que, com duracéao suficiente de exposi¢cao ao DT-216, o aumento
na concentragdo de mMRNA é naturalmente traduzido para um aumento na
concentragéo de frataxina (“Design Therapeutics Reports Positive Data from Single-
Ascending Dose Trial of DT-216 for the Treatment of Friedreich Ataxia and Portfolio
Progress”, 2022).

Com esses resultados, publicados em dezembro de 2022, a Design
Therapeutics ja esta programando a sequéncia do estudo (“Design Therapeutics
Reports Positive Data from Single-Ascending Dose Trial of DT-216 for the Treatment
of Friedreich Ataxia and Portfolio Progress”, 2022).
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5. CONCLUSAO

Por meio desta revisdo bibliografica, reunimos informagbes atuais quanto ao
desenvolvimento de diferentes solugbes biotecnolégicas para a corre¢édo ou
minimizacdo dos efeitos causados pela expansdo homozigotica presente em
individuos com Ataxia de Friedreich, destacando sua importancia, viabilidade,
vantagens e desvantagens, e desafios.

Devido a complexidade de fatores que levam a Ataxia de Fridereich, os
tratamentos atuais somente garantem a melhora da qualidade de vida proviséria do
paciente ou a reducao da velocidade do desenvolvimento da doencga, ndo existindo
ainda tratamento que seja capaz de reverter o quadro da doenga ou estagna-lo por
completo. (ROCHA, 2011).

As pesquisas cientificas na area das doengas raras vém crescendo e isso reflete
uma preocupacao da ciéncia com todos. Porém, o numero de pesquisas ainda € bem
mais baixo do que quando comparadas a doencgas de alta prevaléncia. Isso nos indica
a importancia de serem feitas pesquisas e de serem trazidos financiadores para a
area.

Sabendo disso, buscamos abordar e agrupar novas futuras possibilidades de
tratamentos principalmente utilizando da terapia celular e genética associados a
biotecnologia, justificados pela caréncia atual de tratamentos definitivos direcionados
a Ataxia de Friedreich. Na revisao, foram abordadas as tecnologias de terapia génica,
sendo por meio do uso de vetores virais, da utilizagdo do sistema CRISPR-Cas9 ou
do uso de aptédmeros.

As terapias visam de diferentes formas, corrigir a alteracdo que leva a
desregulacdo de expressao de frataxina. Essa proteina foi associada a diversas
fun¢des mitocondriais, e a diminuigdo de concentragédo desta leva a desregulagéo da
homeostase do ferro mitocondrial e ao consequente dano oxidativo. O dano gerado é
tdo significativo que gera morte mitocondrial e a consequente morte neuronal. A
diminuicdo na quantidade de neurdnios periféricos funcionais acarreta todos os
sintomas da doenca, sendo os principais a falta de coordenacao e o desequilibrio.

Com o decorrer da revisdo foi visto que ambas as pesquisas abordadas

apresentam resultados significativos na corre¢cdo da expansdo génica e na
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desaceleragdo da neurodegeneragdo causada pela doenga, demonstrando uma
perspectiva positiva em relagdo a utilizagdo de processos biotecnolégicos para a
corregéo da alteragdo genética em individuos com ataxia de Friedreich, fazendo com
que seja de grande importancia a continua realizagdo de pesquisas que visam essa

corregao.
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