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Resumo

Resumo

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), uma doenga muscular genética hereditaria
recessiva ligada ao cromossoma X, surge por incapacidade do organismo produzir uma
proteina (distrofina) fundamental para o funcionamento do musculo. A auséncia desta
proteina leva a perda das fibras musculares, com necrose e substitui¢ao por fibrose e
tecido adiposo. Esta doenga ¢ progressiva e a maior perda da for¢ga muscular ocorre
durante a primeira década de vida e tem por consequéncia a morte na segunda ou terceira
década de vida. Tendo em conta que muitas das novas terapias levaram a um aumento da
esperanca de vida para estes doentes, esta monografia tem por objetivos rever as
caracteristicas gerais da DMD e abordar as estratégias terapéuticas atualmente utilizadas
na pratica clinica e particularmente as novas estratégias terapéuticas presentemente em
investigagao.

Devido a auséncia de tratamento curativo para esta doenca, o tratamento utilizado
atualmente tem por base uma abordagem multidisciplinar com o objetivo de atrasar a
progressao da doenga e melhorar a qualidade de vida dos doentes. As abordagens
terapéuticas que tém sido investigadas nos ultimos anos, algumas das quais ja em fase de
ensaio clinico, incluem terapia farmacoldgica, terapia celular e terapia génica. Para um
possivel melhor tratamento para esta patologia, a terapéutica passard pela combinacgao de
varias destas promissoras terapéuticas recentemente estudadas.

Na pesquisa realizada para este trabalho foram incluidos artigos de revisao, publicados
entre 2005 e 2023, escritos em inglés, pesquisados na base de dados PUBMED pelos
termos “Duchenne Muscular Dystrophy treatment” e “Duchenne Muscular Dystrophy

therapy™.
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Summary

Summary

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD), a recessive hereditary genetic muscle disease
linked to the X chromosome, appears due to the body's inability to produce a protein
(dystrophin) essential for muscle function which leads to the loss of muscle fibers, with
necrosis and adipose tissue replacement. This disease is progressive and the greatest loss
of muscle strength occurs during the first decade of life and results in death in the second
or third decade of life. Taking into account that many of the new therapies have led to an
increase in life expectancy for these patients, this thesis aims to review the general
characteristics of DMD and address the therapeutic strategies currently used in clinical
practice and particularly new therapeutic strategies currently under investigation.

Due to the lack of curative treatment for this disease, the treatment currently used is based
on a multidisciplinary approach with the aim of delaying the progression of the disease
and improving patients quality of life. Therapeutic approaches that have been investigated
in recent years, some of which are already in the clinical trial phase, include
pharmacological therapy, cell therapy and gene therapy. For a possible better treatment
for this pathology, therapy will involve the combination of several of these recently
studied promising therapies.

The research included in this work is based on articles, published between 2005 and 2023,
written in English, searched in the PUBMED database for the terms “Duchenne Muscular
Dystrophy treatment” and “Duchenne Muscular Dystrophy therapy”.
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Introdugdo

1. Introducio

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma das formas mais graves de distrofias
musculares hereditarias.

E a doenga neuromuscular mais comum e no apresenta preferéncia por nenhuma raga ou
grupo étnico especifico. (Sun, C., et al. 2020)

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma doenca hereditéria recessiva ligada ao
cromossoma X que afeta unicamente o sexo masculino.

Foi descrita pela primeira vez em 1868 pelo neurologista francés Guillaume-Benjamim-
Amand Duchenne. (Shieh, P. B.,2018)

A doenga ¢ causada por mutagdes no gene que codifica a proteina distrofina, uma das
proteinas essenciais para a estabilidade do musculo esquelético e cardiaco.
Consequentemente, a auséncia da distrofina leva ao aparecimento de lesdes ao nivel
destes musculos, sendo que os doentes com DMD apresentam as primeiras dificuldades
motoras nos trés anos iniciais de vida. As consequéncias das mutagdes no gene da
distrofina sdo progressivas, pelo que a medida que o doente envelhece a sintomatologia
agrava-se. A DMD comeca por apresentar uma fraqueza muscular geral, progredindo para
insuficiéncia respiratoria, deformidades musculo-esqueléticas e cardiomiopatia. Para
além destes sintomas € possivel verificar comprometimentos ao nivel cognitivo, como
autismo e problemas de comportamento, levando assim a uma morte prematura quando o
individuo alcanga a terceira década de vida devido a insuficiéncia cardiorespiratoria.
(Venugopal & Pavlakis, 2020b)

Embora nao exista ainda uma cura absoluta para a DMD, tém sido desenvolvidas nas
ultimas décadas novas estratégias terapéuticas que podem retardar o inicio ou progressao

da doenga.
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Distrofia muscular de Duchenne

2. Distrofia Muscular de Duchenne

Na Distrofia Muscular de Duchenne, os primeiros sintomas de fraqueza muscular
comegam a manifestar-se aos 2 ou 3 anos de vida. A perda muscular é rapida e progressiva
e a maioria dos doentes comega por usar cadeira de rodas no inicio da adolescéncia.
Fraqueza e deformagdes musculoesqueléticas como escoliose resultam em alteragdes da
fun¢@o pulmonar geralmente por volta dos 20 anos de idade. A histéria da doenga também
¢ caracterizada por complicagdes nutricionais, incluindo ganho ou perda de peso,
disfuncdo na degluticao e resultante disfagia. (Ricci et al., 2022c)

Outras complicagdes, como problemas a nivel enddcrino, incluindo atraso no crescimento
e puberdade tardia, bem como problemas cognitivos e comportamentais apresentam-se
na maioria dos doentes, sendo estes Ultimos ndo progressivos.

Como ja referido, os doentes com Distrofia Muscular de Duchenne acabam por falecer
na terceira década de vida por insuficiéncia cardiaca e/ou respiratoria.

A medida que os tratamentos da DMD evoluiram, a taxa de sobrevivéncia dos doentes
também melhorou. Os objetivos terapéuticos principais para os individuos que sdo
afetados pela Distrofia Muscular de Duchenne sdo melhorar a sua longevidade, manter a
mobilidade e a independéncia e promover a sua qualidade de vida.

O diagnostico precoce € uma monitorizacdo adequada proporcionam uma maior
oportunidade para o beneficio maximo, tanto das terapias ja em uso como das novas

estratégias terapéuticas futuras.

2.1. Etiologia

A DMD ¢ uma doenca genética decorrente da mutacdo do gene da distrofina, localizado
no cromossoma X.

As mutacdes resultam em uma producao limitada da proteina distrofina, o que leva a uma
perda da integridade da membrana das miofibras conduzindo a necrose do musculo. A
distrofina é expressa no musculo esquelético e estriado cardiaco, bem como no cérebro e
na retina; a distribui¢do da distrofina no cérebro ¢ menor que no musculo, explicando
assim algumas das manifestagdes a nivel do sistema nervoso central. (Happi Mbakam et

al 2022)
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Em cerca de um ter¢o dos casos a mutagao que causa a doenga aparece espontaneamente,
sendo que os restantes casos sdo herdados de forma recessiva ligada ao cromossoma X.
(Zhou G et al, 2006)

Até agora foram identificadas mais de 4700 diferentes mutagdes. (Zhou G et al, 2006)
Em 60 a 70% dos casos as delecdes de exdes Uinicos ou multiplos sdo responsaveis pela
doenga. As mutagdes podem ocorrer em quase toda a extensdo do gene, mas foram
identificadas duas regides onde é mais provavel acontecerem: do exdo 43 ao 52,
particularmente entre os exdes 44 e 49; e entre os exdes 2 e 19. As delegdes mais comuns
sdo do exdo 45 e do grupo de exdes 45 a 47. (Happi Mbakam et al., 2022c¢)

Foi possivel verificar que as frequéncias de mutagdes da DMD, em especial as grandes
delegoes sdo o tipo de mutagdo mais comum nos doentes por todo o mundo, com 64% na
Oceania, 66% na Europa, 70% nas Américas, 72% na Asia e 88% em Africa. (Sun, C., et

al. 2020)

2.2. Manifestacoes clinicas

A DMD esta normalmente presente a nascenga, mas o bebé ¢ aparentemente saudavel.
A doenca torna-se visivel normalmente entre os 3 € os 5 anos de idade. Por esta altura
comega a haver quedas frequentes e fraqueza nos misculos da anca. Outras apresentagdes
tipicas sdo a marcha predominante com as pontas dos pés e cambaleante, bem como
dificuldades em correr e a impossibilidade de saltar corretamente. Os doentes apresentam
ainda hiperlordose da coluna lombar. (Venugopal & Pavlakis, 2020c)

Por volta dos 5 a 6 anos, os musculos das pernas apresentam hipertrofia e entre os 8 e 0s
10 anos de idade, apresentam perda completa da marcha, pelo que a crianca j& ndo
consegue subir escadas ou levantar-se do chdo. O proprio andar pode requerer o uso de
canadianas. As contraturas articulares e as demais limitacdes existentes na flexao da anca,
extensdo dos joelhos, cotovelos e pulsos sdo agravadas nesta fase pois os pacientes
passam muito tempo sentados.

Pelos 12 anos de idade, a maior parte dos pacientes depende de uma cadeira de rodas, o
que acaba por agravar as contraturas. Pode-se desenvolver uma escoliose progressiva que
em ultimo caso compromete mesmo a fun¢do respiratdria, que ja se encontra diminuida

pela fraqueza muscular. A crianga tem dores nas costas e nos membros. A escoliose ¢ 0
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problema ortopédico mais comum encontrado na DMD, especialmente quando a crianga
perde a capacidade de andar. Quando j& ndo andam, as criangas afetadas por DMD tém
mais propensdo a terem refluxo gastroesofagico e esofagite, apresentando também
obstipacao devido a sedentarismo. (Venugopal & Pavlakis, 2020c)

Os sintomas urindrios sao comuns tanto nas criangas como nos adultos com DMD. Os
mais frequentes sdo a urgéncia e a incontinéncia diurna e/ou noturna.

Outro problema importante ¢ a osteoporose, presente na maioria das criangas com esta
doenga.

A partir dos 16-18 anos, os doentes apresentam predisposi¢cdo para infe¢des respiratorias
graves, tornam-se progressivamente mais dependentes e acabam por ficar acamados.

A causa mais comum de morte ¢ a infecdo respiratoria, da qual resulta uma faléncia
respiratoria que pode facilmente ocorrer juntamente com hipoventilacio e hipodxia.

(Venugopal & Pavlakis, 2020c)

2.3. Distrofina

A DMD resulta de mutacdes no gene da distrofina, proteina que ¢ importante na
integridade muscular.

A distrofina existe no musculo esquelético, liso, cardiaco e também no cérebro. Esta
proteina tem a funcdo de estabelecer a ligacdo entre o citoesqueleto das células
musculares e a matriz extracelular (figura 1), desempenhando um papel importante na
manuten¢do da integridade e prevengado da rotura da membrana das fibras musculares por
forma a suportar o stress mecanico durante a contragdo muscular.

A auséncia de distrofina resulta na fragilidade da membrana plasmatica das células do
tecido muscular estriado que leva a introdugdo de célcio na célula levando assim a uma
lesdo focal da fibra muscular.

Assim, a distrofina ¢ uma proteina essencial do citoesqueleto no musculo que se localiza

na superficie interna da membrana da célula muscular.
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Figura 1 - A distrofina estabelece a ligagdo entre o citoesqueleto das células musculares ¢ a
matriz extracelular, proporcionando a estabilidade e a integridade da fibra muscular. (Adaptado
de Min et al., 2019)

A proteina distrofina ¢ constituida por 3685 aminoacidos e tem um peso molecular de 427
kD. (Zhou G et al, 2006) Esta proteina ¢ composta por quatro dominios funcionais
distintos (figura 2) distintos que seguem uma ordem especifica: o primeiro segmento
trata-se do dominio N-terminal de ligacdo a actina, ou seja, responsavel por ligar a
distrofina através da rede de actina ao aparelho contratil nas células do musculo
esquelético; o segundo dominio € composto por uma regido central com 24 repeticoes
sucessivas semelhantes a espectrina (SLRs) que interage com os microtibulos, com
fosfolipidios da membrana e com uma variedade de outras proteinas; o terceiro segmento,
¢ um dominio rico em cisteina que € necessario para a manuten¢ao da distrofina e por fim
o ultimo e quarto segmento trata-se de um dominio carboxi-terminal que fornece os locais
de ligacdo entre proteinas que constituem um complexo proteico ligado & membrana.
(Happi Mbakam et al 2022)

Esses quatro dominios, essenciais para o funcionamento adequado da distrofina,
interagem com outros componentes do citoesqueleto celular para formar o chamado

complexo de distrofina, que € importante para a estabilidade da membrana muscular.
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Figura 2 - Estrutura da proteina Distrofina. Dominios funcionais, da esquerda para a direita:
dominio de ligagao a actina N-terminal (actin-binding domain), dominio de bastonete central
constituido por 24 repeti¢des (rod domain), dominio rico em cisteina (CYS) e dominio C-

terminal (CT). (Adaptado de Erkut, E., & Yokota, T. 2022)

A distrofina ¢ codificada pelo gene da distrofina (gene DMD), localizado no brago curto
do cromossoma X, mais precisamente no locus Xp21, sendo o maior gene identificado no
genoma humano (representa 0,1% do mesmo). Apresenta 2,4 milhdes de pares de bases
no DNA e 79 exdes na sua constitui¢cdo (figura 3). (Zhou G et al, 2006). Pelo facto do
gene DMD apresentar uma grande dimensao, a sua taxa de mutagao ¢ elevada.

Certas regides do gene da distrofina, conhecidas como “pontos criticos”, t€m maior
probabilidade de sofrer mutagdes na DMD. Nestes pontos criticos estdo incluidos os
exoes 45 a 55, que correspondem a regido central do gene e os exdes 2 a 10 que codificam
o dominio N-terminal de ligagdo a actina da proteina distrofina. Assim, existe um maior
interesse na pesquisa de estratégias terapéuticas que corrijam as mutagdes nestes “pontos
criticos” onde acontecem um maior numero de mutagdes de forma a prevenir a progressao
da doenga. (Happi Mbakam et al 2022)

Destas mutagdes, as mais prevalentes sdo grandes dele¢des que abrangem mais de um
exdo e representam 70% dos casos de DMD. Outras muta¢des, como duplicacdes,
insercdes e mutacdes sem sentido (nonsense) sdo responsaveis, respetivamente, por cerca
de 10% a 15%, 3% e 10% das ocorréncias de DMD.

Exatamente 80% das grandes dele¢des na DMD ocorrem nos pontos criticos entre os
exdes 2 a 20 e os exdes de 43 a 55, enquanto que metade das duplicagdes ocorrem entre

os exdes 2 a 20. (Happi Mbakam et al., 2022)
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Sendo que existem cinco exdes mais afetados. Foi registado que no exao 51, ocorrem
14% de delegodes, no exao 45 ocorrem 9%, no exao 43, 7,5% ¢ no exao 44, 7,1% das
delegoes. (Happi Mbakam et al., 2022d)

A alta taxa de mutagdo em conjunto com a variedade de mutagdes que pode ocorrer leva
a desafios significativos para o desenvolvimento de novas terapéuticas de corre¢ao

genética aplicaveis a doentes com diferentes mutacdes no gene de distrofina.
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Figura 3 - O gene da distrofina contém 79 exdes. Dominio N-terminal (NT): exdo 2-8; Dominio bastonete
central: exdo 9-61; Dominio rico em cistina (CR): ex80:64-70 ¢ Dominio C-Terminal (CT): exao: 71-79.
(Adaptado de Sun, C. 2020)
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3. Diagndstico da DMD

Na DMD ¢ fundamental ser feita uma caraterizacdo rigorosa das mutacdes do gene da
distrofina, bem como recorrer a ferramentas precisas de diagnostico por forma a
possibilitar um adequado aconselhamento genético e estratégias terapéuticas
personalizadas.

Deve-se suspeitar de Distrofia Muscular de Duchenne em criangas do sexo masculino,
incapazes de andar aos 16-18 meses, com sintomas de fraqueza, exame fisico
caracteristico e possivel historia familiar da doenca.

Os testes laboratoriais envolvem medigdes de creatinina quinase e eletrocardiograma com
descobertas suspeitas de cardiomiopatia. Assim, através de um eletrocardiograma é
possivel detetar possiveis alteragdes caracteristicas, como por exemplo arritmias, sendo
as arritmias supraventriculares as mais comuns; por outro lado, recorrendo a
ecocardiograma ¢ possivel verificar a evidéncia de cardiomiopatia dilatada, a qual esta
presente em quase todos os pacientes no final da adolescéncia ou na faixa etaria dos 20
anos.

Quanto aos testes de medigdes séricas de creatinina quinase estdo elevadas antes do
desenvolvimento de sintomas e sinais clinicos podendo estar elevadas em recém-
nascidos. Os niveis atingem o pico aos dois anos de idade e podem estar 10 a 20 vezes
acima do limite superior considerado normal. A medida que a idade e a doenga avangam,
os niveis séricos de creatinina quinase diminuem e a fibrose e a gordura substituem
progressivamente os musculos. (Bez, A. et al, 2023) Isto ¢ observado em cerca de 80%
dos casos de DMD, sendo que os niveis mais elevados sao observados entre as idades de
8 e 12 anos. (Venugopal & Pavlakis, 2020d)

Aos doentes com suspeita de DMD, é também possivel fazer uma bidpsia muscular que
demonstrara proliferagdo de tecido conjuntivo, degeneragdo das miofibras, necrose de
fibra muscular com infiltrado de células e substitui¢do de musculo por tecido adiposo e

gordura.
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Figura 4 - Corte histologico de fibras musculares (A) de um individuo saudavel e (B) de um doente com

DMD. (Adaptado www.movimentoduchenne.com)

A amostra da bidpsia pode ser posteriormente submetida a analise por Western Blot que
revelard anormalidades na quantidade e peso molecular da distrofina. (Sun et al., 2020c)
Os musculos em anélise por norma sao os quadriceps e o gastrocnémio.

Pacientes com DMD demonstram auséncia completa ou quase completa da proteina
distrofina. Esta auséncia de distrofina pode ser usada para prever a gravidade da doenga.
Na Distrofia Muscular de Duchenne, os pacientes apresentam menos de 5% da quantidade
normal de distrofina. (Venugopal & Pavlakis, 2020e)

A nivel molecular, o teste mais simples para fazer o diagndstico de DMD ¢ o estudo do
acido desoxirribonucleico (DNA) das células sanguineas que demonstre qualquer delego
no gene da distrofina. No entanto, em 30% dos pacientes em que aconteca uma dele¢ao
nao ser detetada € necessario o recurso a uma bidpsia muscular para estabelecer a auséncia

de distrofina. (Sun et al., 2020d)

As reagdes em cadeia da polimerase (PCR) multipla, sdo o teste “padrdo” para o
diagnéstico de Distrofia Muscular de Duchenne, por serem um procedimento simples,
rapido, econdmico e preciso, permitindo identificar delegdes no gene da distrofina. A
PCR pode ser usada para detetar mais de 98% das mutacdes, neste caso as delegdes
existentes, obtendo-se resultados em apenas 24 horas. No entanto, a PCR multipla nao
possibilita detetar duplicacdes e determinar alteracdes de grelhas de leitura. (Sun et al.,
2020d) Por outro lado, pode recorrer-se a técnicas de amplificagdo por sonda dependente
de ligacao multiplex (MPLA), para a pesquisa em simultaneo dos 79 exodes por forma a

identificar duplicacdes e delecdes. (Sun et al., 2020d) Ha ainda a possibilidade de serem

usadas técnicas de sequenciamento de nova geragdo (NGS) que podem ser
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particularmente tuteis na dete¢cdo de mutagdes pontuais. Este ultimo tipo de mutagdes
também pode ser detetado com hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH), embora esta

técnica seja usada com menos frequéncia. (Venugopal & Pavlakis, 2020f)
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4. Estratégias terapéuticas

Atualmente, ainda ndo existe uma cura definitiva para a Distrofia Muscular de Duchenne.
No entanto, tem ocorrido alguma evolugdo nas estratégias terapéuticas usadas e,

consequentemente, a longevidade dos doentes também tem melhorado.

Os doentes podem ser tratados com base na sintomatologia que apresentam, recorrendo a
estratégias médicas e/ou cirurgicas, nomeadamente na area da fisioterapia, ortopedia e
nutricdo. Quanto a abordagem terapéutica, pode recorrer-se a terapias farmacologicas,

terapias genéticas e terapias celulares, entre outras.

4.1 Terapias Farmacologicas

Nos pontos abaixo abordam-se as principais op¢des farmacoldgicas usadas no tratamento

dos doentes com DMD, bem como no alivio dos sintomas da mesma.

4.1.1 Corticosteroides

Atualmente o tratamento dos doentes com DMD passa pela administragdo de
corticosterdides, sendo os mais estudados e utilizados a prednisona, a prednisolona e o
deflazacort. (Bez, A. et al, 3023). Presentemente, os corticosterdides sdo os Unicos
agentes farmacologicos com beneficios documentados, ainda que estejam associados a
varios efeitos adversos. Sabe-se que sao os Unicos farmacos que conseguem modificar a
historia natural da doenca, sendo capazes de atrasar a sua progressao e manter a forca e
fun¢do dos musculos esqueléticos melhorando a qualidade de vida destes doentes. Os
estudos mostram um papel importante também na preservagao da fungao respiratoria e na
prevencdo da escoliose e da cardiomiopatia nos doentes com DMD, quando ha tolerancia
ao farmaco para terapéutica a longo prazo. Segundo o consenso de diagndstico e
tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne, nunca ¢ tarde para iniciar o tratamento

com corticosterdides, pois sdo visiveis os beneficios a nivel motor em qualquer momento
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do inicio da terapéutica. (Ricci et al., 2022) E importante indicar que o tratamento com
corticosterdides ndo deve ser descontinuado apds a perda de mobilidade, dada a sua

eficacia também nas caracteristicas nao motoras da doenca.

A evidéncia indica que a dose de 0,75 mg/ kg/dia ou 10mg/ kg por semana de prednisona
ou de prednisolona ¢ uma dose segura e o deflazacort com uma dose diaria de 0,9
mg/Kg/dia tem uma eficidcia semelhante com menos efeitos secundarios, tais como:
menor ganho de peso, menor perda da massa muscular e melhor perfil lipidico. (Hoffman
et al, 2019) Contudo, estes farmacos apresentam efeitos adversos que a longo prazo
prejudicam a situagdo clinica do doente, nomeadamente, o aumento de peso, sindrome de
cushing, alteragdes comportamentais, fraturas vertebrais e supressdo do crescimento
osseo linear. (Falzarano et al., 2015b) Estes efeitos implicam um controlo e monitorizagao
regulares na utilizagdo dos mesmos, com o intuito de otimizar a sua utilizagdo nestes
doentes. Na maioria dos casos os beneficios prevalecem sobre os efeitos adversos. A
decisdo de escolher qual o corticosterdide (entre os varios corticosterdides disponiveis)
deve ser administrado, 0 momento para iniciar o tratamento e qual a melhor maneira de
monitorizar os efeitos adversos, deve ser tomada tendo em conta as especificidades de
cada crianga, nomeadamente o estado funcional, a sua idade e os fatores de risco pré-

existentes para o aparecimento dos efeitos colaterais.

Os estudos indicam que estes farmacos devem ser administrados precocemente, a partir
dos 4 anos de idade, quando ¢ visivel a diminui¢do ou estagnacao da atividade muscular.
(Shieh, 2018b) A prednisolona ¢ frequentemente utilizada na Europa em vez de
prednisona, e sabe-se que tem um mecanismo de acdo idéntico ao Deflazacort. A primeira
tem a vantagem de ser mais econdmica e de ter grande disponibilidade no mercado. J& o
Deflazacort, apesar de apresentar menor risco de aumento de peso para alguns doentes, ¢
mais caro e tem menor disponibilidade no mercado. Alguns especialistas mantém a
terapéutica com corticosterdides mesmo apos a perda de deambulacdo, com o intuito de
manter a forca dos membros superiores e retardar a progressao da escoliose e o declinio
da funcao cardiaca e respiratoria. Algum tempo apos o inicio da corticoterapia, variadvel
de doente para doente, os doentes acabam por invariavelmente perder for¢a e fungdo
muscular, embora esteja provado que ¢ uma perda menor do que a que ocorre nos doentes
que ndo sio submetidos a corticoterapia. E entdo um tratamento eficaz no que diz respeito
ao prolongamento da funcdo motora, mas ndo na recuperagdo total da funcao perdida.

(Shieh, 2018b)
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Novos corticosterdides estdo em desenvolvimento para o tratamento da DMD como

Valomorone e Edasalnoxent. (Ricci, et al, 2022)

Recentemente, o Valomorene foi proposto para o tratamento na DMD como um
corticosterdide com propriedades anti-inflamatdrias, sem efeitos imunossupressores ou
hormonais significativos. Estdo em desenvolvimento estudos que estabelecem o perfil de
seguranca ¢ eficacia de Vamorolone e que procuram vantagens potenciais deste novo
analogo em relagao aos corticoesteroides atualmente utilizados. Foi realizado um estudo
compreendendo 28 pacientes do sexo masculino com DMD. As doses utilizadas de
Valomorene foram de 0,25, 0,75, 2,0 e 6,0 mg/kg por dose em suspensao oral. Foi possivel
concluir que em todas as doses testadas, o Valomorene foi seguro e bem tolerado durante
o periodo de tratamento de 24 semanas. O grupo referente a dose de 2,0 mg/kg atingiu o
resultado primario de eficacia de melhoria da fungdo muscular sem evidéncia da maioria

dos efeitos adversos causados pelos corticosteroides. (Hoffman et al, 2019)

No mesmo sentido, esta em desenvolvimento o corticosteréide Edasalnexent que pode
beneficiar pacientes com DMD com base nas suas propriedades anti-inflamatérias. O
Edasalnexent € constituido por uma pequena nova molécula administrada por via oral que
liga covalentemente dois compostos que inibem a via de sinalizagdo NF-kB (principal
fator de degeneracdo muscular e supressdo do musculo). Um estudo de fase II, que
compreendeu pacientes do sexo masculino entre os 4 e os 8 anos de idade, mostrou que o
tratamento com Edasalnexent foi bem tolerado e a maioria dos efeitos adversos foram
ligeiros, mostrando assim um perfil de seguranca adequado. O Edasalnexent foi associado
a diminuicdo da progressdo da doenga, & preservagdo da fun¢do muscular e a uma
diminuicdo significativa dos niveis dos genes regulados por NF-kB, bem como melhoria
nos biomarcadores da saude muscular e inflamacao. Estes resultados apoiam ensaios

clinicos futuros e possivelmente a sua aprovacao. (Finkel et al, 2021)

Em suma, as principais vantagens da corticoterapia nos doentes com DMD sio:
prolongamento do tempo e capacidade de andar, redugdo da necessidade de intervengdo
cirargica na coluna vertebral, reducdo da disfuncdo cardiopulmonar, atraso da
necessidade de ventilagdo e aumento da esperanca média de vida e qualidade de vida. Os
parametros clinicos mais utilizados na avaliacdo da corticoterapia na DMD sdo: o
prolongamento da capacidade de ficar de pé e levantar-se do chao, subir escadas e andar.

O aumento da for¢a muscular ou fun¢ao nao sao incluidos. A inclusdao de doentes sob

25



Distrofia muscular de Duchenne — do diagnostico a novas estratégias terapéuticas

corticoterapia em estudos sobre DMD pode assim ser problematica por mascarar a
evolucdo natural da doenca. A introdugdo dos corticosterdides na terapéutica das
distrofias musculares, em especial na DMD, no final da década de 60, permitiu o aumento
da esperanca média de vida dos doentes para a 3* década de vida e veio revolucionar a
abordagem a esta patologia, sendo atualmente a terapéutica mais eficaz e efetiva. (Ricci

et al., 2022)

4.1.2 Farmacos nao esteroides

Existem ainda outras estratégias farmacologicas com recurso a fArmacos ndo esterdides,
como por exemplo, inibidores da histona desacetilase, tendo sido demonstrado em
experimentacdo em animais que a administragao deste tipo de inibidores atrasa a

progressao da doenga. (Colussi et al., 2008; Consalvi et al., 2013)

Por outro lado, tendo em conta que na DMD ocorre diminui¢ao da sintese de 6xido nitrico
(NO), a administracido de medicamentos dadores de NO em conjunto com anti-
inflamatérios nao esterdides (ex. ibuprofeno) pode contribuir para a melhoria da
qualidade de vida dos doentes, nomeadamente por reduzir o processo inflamatdrio e

prevenir a perda do musculo esquelético. (Cordani et al., 2014)

4.2 Terapia Genética

4.2.1 Substituicdo do gene da distrofina

Desde a descoberta da causa molecular da DMD, a possibilidade de obter uma cura
definitiva através de uma copia funcional do gene DMD tem sido promissora. Para
doencas de mutacao num unico gene, resultando na auséncia de expressao proteica, como
acontece na DMD, o objetivo da terapia de substituicdo genética ¢ introduzir nas células
distréficas uma copia funcional do gene, para permitir recuperar a producao de distrofina

funcional.
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Esta terapia tem sido subdividida consoante a utilizagdo ou nao de vetores virais para a
transducdo do gene. O subgrupo que nao utiliza vetores virais inclui: skipping de exdes e

correcao do gene. (Chen et al., 2022)

As maiores dificuldades encontradas no desenvolvimento da terapia génica sdo: a
necessidade de atingir diferentes musculos (em particular o diafragma e coracdo), a
otimizacao da via de administracao, a necessidade de uma expressao mais prolongada, a
possivel ocorréncia de resposta imune ou de fibrose e a prevencao de lesoes. (Bez et al.,

2023)

4.2.2. Vetores Virais

Nos ultimos anos, a utilizagdo de virus adeno-associados (VAA), com a fun¢do de
vetores, proporcionou a possibilidade de entregar material genético a uma variedade de

tecidos. (Sun et al., 2020)

Os vetores virais, sdo vetores derivados de adenovirus e estdo entre os vetores mais
utilizados para a terapia genética. Atualmente, o vetor viral escolhido para a aplicacdo na
DMD ¢ a forma recombinante de virus adeno associados, rVAA, capazes de infetar as

células com capacidade replicativa, permitindo a expressao persistente por varios anos.

Foi desenvolvida uma versdo diferente de distrofina de tamanho reduzido, mini ou
microdistrofina com cerca de 4 kb de comprimento e sem o dominio C-terminal (figura
5). Estudos revelam que inje¢des intramusculares de micro distrofina administradas
usando vetores VAA foram testadas de modo a melhorar o transporte destes. (Sun et al.,

2020)

Vérios ensaios clinicos sobre a transferéncia de distrofina por VAA foram realizados a
nivel mundial nas ultimas décadas. Ainda assim, permanecem desafios em relacdo a
eficiéncia, a otimizagdo do método de administracdo e a previsdo das respostas
imunolégicas. Fatores como a idade do doente, dose e métodos de administragdo devem
ser cuidadosamente avaliados e estudados. No entanto, os VAA sdo vetores atraentes
devido a sua toxicidade relativamente baixa e a sua capacidade de persistir por meses ou
anos, mas como a sua expressao pode diminuir apos a divisao celular, a readministragdo

destes vetores ainda pode ser considerada.
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Figura 5 - Terapia genética utilizando virus adeno-associados (VAA) para entrega de micro ou

minidistrofina. (Adaptado de Bez et al., 2023)

4.2.3. Tratamentos Moleculares

Compreende-se por “tratamentos moleculares” os termos: “skipping de exdes” e “leitura
de coddes Stop” onde estdo indicadas terapéuticas que tém como objetivo obter a
expressao da proteina distrofina a partir do material genético do préprio doente, por meio
do splicing do RNA (“skipping de exdes”) ou da tradu¢do de RNA mensageiro (RNAm)
com a leitura de coddes stop, de forma a corrigir total ou parcialmente o efeito da mutagao

causadora da doenga.
4.2.3.1. Skipping de Exdes

Foi descrita a possibilidade da restauracao da distrofina por “Skipping de Exdes”. Este
termo geralmente refere-se ao uso de oligonucle6tidos antissense (AONs) que conseguem
ligar-se a uma sequéncia especifica de RNA mensageiro de forma a remover os exdes
mutados ou a mais restaurando o padrao de leitura genética. Desta forma, ¢ promovida a
modificagdo genética, com a consequentemente reparacao ou alteragdo das mutagdes
genéticas da DMD. O “skipping” de exdes pode ser aplicado a 60-80% das mutagdes
genéticas da DMD, as quais causam especificamente uma mudanga da grelha de leitura.

(Rodino-Klapac et al., 2013)
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Para omitir um ou mais exodes do padrao de leitura sao usados oligonucléotidos antissense
(AONSs) que sao sintetizados com o intuito de hibridarem com o pré-RNA mensageiro,
que resulta no skip de um exao e por consequéncia ¢ transcrito um RNA mensageiro que

ao ser traduzido conduz a formagao da proteina funcional (figura 6).

Normal allele Mutated allele
—_— Exon 50 out-of- —_—
frame deletion
— 48 - 49 - 50 -51. 52 — _ — 48 - 49 —51- 52 —
o Exon 51 hidden by AON Reading frame restored Partially functional
skipped during splicing dystrophin produced
— 48 - —51 52 — — — 48 29 - 52 — e ———

Figura 6 -Estratégia de Skipping de exdes, representando a “camuflagem” do exdo 51 adjacente ao exdo
50 que foi deletado, conduzindo a restauragdo da grelha de leitura e, consequentemente, permitindo a
traducdo de um produto de distrofina ligeiramente menor e parcialmente funcional. (Adaptado de Bez et

al., 2023)

Existem diferentes estruturas de AONs. Alguns dos mais usados sdo: o Drisapersen, 2-O-
metil-RNA com uma base de fosforotioato (2°0OMeP), e Eteplisern um oligémero
morfolino de fosforodiamidato (PMO). Esta forma de terapia tem sido apoiada por
diversos ensaios clinicos. (Sun et al., 2020) Obteve-se a expressao de distrofina com
padrao normal eficiente sem efeitos adversos associados, depois de uma injecdo
intramuscular do 2’0OMeP e PMO ter omitido o ex@o 51 em humanos. O Eteplisern foi
aprovado pela FDA em 2016, por conseguir aumentar a producdo de distrofina em

pacientes com DMD. (Sun et al., 2020)

Os PMOs sao analogos sintéticos do DNA que contém uma estrutura de anéis de
morfolino de seis lados que sdo ligados entre si por uma ligagcdo de fosforodiamidato e

apresentam melhor tolerancia, reduzindo assim os efeitos adversos.
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Atualmente estd em curso um estudo de fase II para avaliar o Drisapersen, que induz o

skipping do exao 51. (Sun et al., 2020)

Existem outros PMOs que estdo em estudo de fase III como o Golodirsen que mostra
levar & omissdao do ex@o 53 e Casimersen projetado para a omissao do exdo 45. (Sun et

al., 2020)

Em dezembro de 2019, o Golodirsen foi aprovado pela FDA para o tratamento de
pacientes com DMD. No estudo de fase II de 168 semanas que envolveu 25 pacientes,
todos os participantes apresentaram resposta a omissao do exdo 53, juntamente com o
aumento da expressao da distrofina. Outro PMO, Viltolarsen foi testado no Japao (20, 40
e 80 mg/kg por semana por infusdo intravenosa) e nos Estados Unidos (40 e 80 mg/kg
por semana por infusdo intravenosa). Segundo o estudo feito nos Estados Unidos, apos
24 semanas de tratamento, houve um aumento de 5,8% da proteina distrofina. Em margo
de 2020, o Viltolarsen intravenoso obteve aprovacdo no Japdo para o tratamento de
pacientes com DMD com mutacdes do exon 53. Atualmente, os ensaios clinicos do

Viltolarsen continuam a ser realizados nos Estados Unidos e no Canada. (Sun et al., 2020)

Com estas estruturas de AONs ha ainda algumas limita¢des, nomeadamente pelo facto de
nenhuma destas produzir ainda quantidades significativas de distrofina no corag¢do. Outra
questao importante ¢ a diivida se esta terapia apenas atrasa o progresso da doenca ou se o

impede de ocorrer, ou se havera mesmo um ganho de fungdo anteriormente inexistente.

4.2.3.2 Supressao de Mutagdes nonsense

Devido a mutagdes que levam a existéncia de coddes de terminagdo prematuros,
resultando assim numa proteina distrofina truncada e, consequentemente, nao funcional,

surgiram varias estratégias que visam a sua restauragao.

A leitura de coddes “stop” (figura 7) utiliza certos medicamentos que induzem
seletivamente a leitura ribossomica de coddes de stop prematuros. Esta forma de
tratamento aplica-se apenas a rapazes com mutagdes que resultem em coddes “stop”

precoces que terminam prematuramente o processo de sintese da distrofina, ocorrendo
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em aproximadamente 13 a 15 % dos pacientes com DMD. O objetivo ¢ fazer com que
haja leitura destas mutagdes, o que € conseguido através da administragdo de substancias
que interferem com a leitura de coddes stop devido a introdugdo de uma sequéncia
nucleotidica ao nivel do mRNA, no local aminoacil do ribossoma, criando uma mutagao

missense que permite a sintese da proteina funcional. (Babbs et al., 2020)

protein Dystrophin translation - Drug Levels of dystrophin
. prematurely truncated caew / produced
@ = s > @ >
— PTC — PTC

Figura 7 — Esquema representativo da supressao de mutagdes nonsense, recorrendo a pequenas moléculas
que diminuem a sensibilidade do ribossoma a coddes Stop do mRNA, possibilitando dessa forma a
traducdo continua da distrofina nos pacientes com mutac¢des sem sentido. (PTC: coddo stop prematuro)

(Adaptado de Bez et al., 2023)

Dos farmacos ja estudados, existem duas estratégias farmacoldgicas principais: uma com

recurso a gentamicina e outra ao ataluren.

Foi comprovado que a gentamicina, um antibidtico aminoglicosideo, tem capacidade de
promover a leitura de coddes stop. No entanto, a eficacia global da gentamicina ndo ¢
clara e pode ser bastante limitada, uma vez que os ensaios clinicos mostram resultados
mistos. Como ¢ referido por Sun et al. (2020), num estudo em ratinhos mdx foi
demonstrado que a administragdo de gentamicina restaurou a expressao da distrofina para
aproximadamente 20% do nivel normal e noutro estudo envolvendo 12 doentes (com
idades entre 5 e 15 anos) apenas metade deles apresentaram niveis significativamente
aumentados de distrofina nos seus tecidos musculares, apds 6 meses de administragdo da
gentamicina. Além destas inconsisténcias, adicionalmente a gentamicina apresenta alguns
efeitos adversos que colocam os pacientes em risco, nomeadamente, nefrotoxicidade,

neurotoxicidade, citotoxicidade e resisténcia bacteriana.

Na tentativa de serem evitados os efeitos adversos da gentamicina, foi desenvolvido outro

antibidtico, com o nome de Neomicina, bom como alguns anéalogos sintéticos do mesmo.
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Por exemplo, em 2017 foram desenvolvidos o 3-epi-desoxinegamicina e leucil-3-epi-
desoxinegamicina, os quais promovem a producdo de distrofina. Atualmente ja existem
outros analogos da Neomicina, cujo potencial no tratamento da DMD ¢ considerado
promissor. Assim, encontram-se em curso estudos adicionais que visam a sua aplicagdo

clinica. (Sun et al., 2020)

No intuito de se criar um farmaco oral ndo aminoglicosideo, surgiu o Ataluren, um
comprimido administrado oralmente que mostrou resultados promissores em estudos
experimentais onde os ensaios clinicos relativos a seguranga e tolerancia do farmaco, bem
como na expressdo aumentada da distrofina. O Ataluren trata-se de uma pequena
molécula que se mostrou eficaz na supressdo de mutagdes e que apresenta baixa
toxicidade para o doente. Em 2014, o Ataluren foi aprovado pela EMA para o tratamento
de mutacdes “nonsense”, de pacientes com 2 ou mais anos de vida. (Sun et al., 2020) O
modo de funcionamento do Ataluren nestes doentes permite que na tradugdo de proteinas
nas células a mutacdo seja transposta, possibilitando a produg¢do de uma proteina
distrofina funcional. Esta ainda a ser conduzido um estudo em humanos com o objetivo
de avaliar a seguranga e a farmacocinética do Ataluren em pacientes com DMD. (Sun et

al., 2020)

4.2.3.3. Suprarregulacio de Utropina

A utropina ¢ uma proteina com uma estrutura semelhante a distrofina, sendo 80%
idénticas. Em contraste com a distrofina, a utropina € expressa principalmente nas jungoes

neuromusculares.

A regulacdo positiva da utropina foi uma das primeiras abordagens para substituir a
distrofina. Na reparagao muscular, em pacientes com DMD, a expressao da utrofina ¢
naturalmente aumentada devido a auséncia de distrofina, funcionando como o
mecanismo de compensagdo da reducdo de distrofina. Considerando este facto, propos-

se que se poderia aumentar significativamente os niveis de utropina, utilizando quimicos
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que pudessem suprarregular a atividade promotora do gene desta proteina, com o objetivo
de prevenir a distrofia muscular. (Zhou et al., 2006) Esta estratégia tem a vantagem de
evitar potenciais reagdes imunes porque a utropina ¢ naturalmente produzida nos
pacientes. Estudos experimentais mostraram alguns efeitos benéficos: o desenvolvimento

da forca e resisténcia foram recuperados até 80% depois da sobreexpressao de utropina.

Existe um novo medicamento Ezutromid que demonstra que este modulador de utropina
¢ capaz de aumentar o mRNA da utropina e os niveis da proteina. Estudos in vitro em
células humanas tratadas com Ezutromid mostram uma redugdo do fenotipo distréfico e
uma melhoria das fungdes musculares. Por outro lado, um estudo no qual foi administrado
Ezutromid em voluntarios sauddveis mostrou que este medicamento ¢ seguro ¢ bem

tolerado. (Babbs et al., 2020)

4.2.3.4. Terapia Celular

Terapéuticas baseadas em tratamentos celulares oferecem a oportunidade de substituir a
distrofina para obten¢do de uma potencial cura, e as células estaminais sio uma
abordagem promissora para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne. (Falzarano
et al., 2015)

As células estaminais sdo uma abordagem alternativa e promissora para a regeneragao
muscular pela sua capacidade de autorrenovagdo e diferenciagdo em varios tipos de
células.

As células estaminais sdo autorregeneradoras e privilegiadas imunologicamente.
Proliferam durante mais tempo que os mioblastos, migram desde o sistema circulatorio
depois de uma injecdo intra-arterial e sdo mais efetivas na regeneracdo muscular e
expressao de distrofina do que as células mioblésticas. Estas células tém a capacidade de
irem para o musculo depois de administragdo sistémica, acoplando-se ao sitio de lesdo.
Esta estratégia terapéutica foca-se na utilizagdo de células estaminais normais no
transporte e entrega do gene normal da distrofina no musculo distréfico, com o objetivo
de que estas se multipliquem, proliferem e se diferenciem para formar novas fibras

musculares, recuperando a produgao de distrofina e melhorando a sua fungao.
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Tendo como finalidade regenerar células musculares com distrofina normal nos pacientes
com Distrofia Muscular de Duchenne, foram j& tentadas véarias estratégias de
transplantacdo de células derivadas do musculo em estudos experimentais e ensaios
clinicos. Estas células podem ser obtidas tanto do paciente, casos em que sao corrigidas
ex vivo e reimplantadas (transferéncia autéloga), como também provenientes de um dador
saudavel e injetadas no doente com DMD (transferéncia alogénica). (Konieczny et al.,

2013)

Os mioblastos sao células precursoras do musculo, diferenciam-se para formar miofibras
¢ foram um dos primeiros tipos de células a serem exploradas para a transplantacao.

A transplantagdo de mioblastos implica os seguintes passos: isolamento de células
miobldasticas a partir de musculo esquelético de um dador saudavel, seguido da expansao
das células em cultura e por fim a administragdo no tecido distrofico. Estudos
experimentais iniciais que foram realizados em animais, revelaram resultados
promissores com expressdo de distrofina a niveis de 30 a 40 % do normal, contudo, os
poucos ensaios clinicos feitos em humanos posteriormente foram desapontantes.
(Chakkalakal et al., 2005)

As principais limitacdes no transplante de mioblastos s3o: a morte rapida de 75 a 80 %
dos mioblastos injetados, a falha na migracao dos mioblastos no local de inje¢@o e a imuno

rejeicdo. (Konieczny et al., 2013)

As células estaminais embriondarias tém sido utilizadas como terapia celular devido a sua
capacidade ilimitada de autorrenovagdo e de diferenciagdao em todos os tipos de células
adultas. No entanto, este procedimento levanta preocupacdes a nivel ético e moral.

Por outro lado, as células estaminais adultas sdo células intrinsecas a varios tecidos
capazes de preservar, originar ou substituir células diferenciadas do respetivo tecido.
Estas células apresentam varias limitagdes, como a restricao no tipo de células em que se
podem diferenciar, nem todas possuem aptiddo para transpor a parede dos vasos, possuem

divisao indefinida e sdo de dificil isolamento ¢ manutencao em laboratorio.

Os mesoangioblastos (MABs) sdo células estaminais derivadas de vasos sanguineos
capazes de se diferenciar em varios tipos celulares, incluindo células musculares
esqueléticas e cardiacas. Devido a sua capacidade de transpor a barreira vascular, a

eficacia destas células, administradas por via intra-arterial, foi testada em modelos
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animais, e obteve-se a expressao de distrofina em mais de 70% das fibras musculares que
levou a uma melhoria da mobilidade. Falzarano et al. (2015), referiu um estudo no qual
ndo foram descritos efeitos adversos relacionados com este tratamento. Dada assim a sua
capacidade significativa de restaurar a estrutura e fungao musculares, a administragao
intra-arterial de MABs tem-se tornado uma das mais promissoras terapias celulares na

distrofia muscular.

Outras células usadas no tratamento da DMD sao as Células CD133 +, as quais sao células
derivadas do musculo ou sangue que expressam o antigénio de células estaminais e se
mostram capazes de originar fibras de distrofina. A seguranc¢a da terapia com este tipo de
células foi avaliada através de injecao intramuscular de células CD133 + derivadas de
musculo, tendo sido demonstrado que este procedimento ¢ seguro e vidvel. Nos estudos
realizados, verificou-se que as células CD133 + derivadas de musculo sdo mais eficientes
na melhoria da morfologia e recuperagdo da fun¢do do musculo esquelético, que as

derivadas do sangue. (Falzarano et al., 2015)

Podem ainda recorrer-se a Células Satélite, que sdo células progenitoras que se localizam
entre a membrana basal e o sarcolema das fibras musculares. Estas células tém sido as
mais estudadas devido a sua capacidade de diferenciagdo em mioblastos esqueléticos,
ativando subsequentemente a diferenciagdo miogénica, originando novas fibras
musculares. Quando transplantadas, as células satélite, mostraram-se responsaveis pela
regeneracdo de fibras musculares maduras, restauracdo da expressdo de distrofina,
reducdo da inflamagdo e fibrose musculares e melhoria da fun¢do muscular fisiologica.

(Meregalli et al., 2010)

4.3. Outras Terapéuticas

Apesar de ainda ndo haver exatamente uma cura para a deficiéncia de distrofina, muito
tem sido feito no que toca a melhorar a qualidade de vida destes doentes, de forma a que
consigam viver mais anos, o que se pensa ser devido primariamente a um cuidado

multidisciplinar e coordenado. Assim, o tratamento disponivel hoje em dia para os
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acidentes com DMD ¢ frequentemente dirigido a sintomatologia e as patologias que se
desenvolvem como consequéncia da propria doenca. Refere-se, resumidamente, abaixo

algumas dessas comorbilidades e correspondentes tratamentos.

Cardiomiopatia

Dado que a maioria dos pacientes com DMD acaba por desenvolver cardiomiopatia e
arritmia, € importante fazer o rastreio destas comorbilidades. Recomenda-se o tratamento
com inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) como primeira linha.
Estudos sugerem que o tratamento precoce com IECA pode retardar a progressao da
doenga e prevenir o aparecimento de insuficiéncia cardiaca. Podem ainda ser usados beta-
bloqueadores, pois proporcionam um efeito antiarritmico e melhoram a fracao de ejecao
e a remodelacdo ventricular adversa. A prevengdo de tromboembolia sistémica com
anticoagulantes pode ser considerada nos casos de disfungo cardiaca grave. (Venugopal

& Pavlakis, 2020)

A vigilancia consiste na avalia¢ao cardioldgica com ECG e ecocardiograma, a qual deve
ser realizada no momento do diagndstico ou aos 6 anos de idade. A vigilancia de rotina
deve ser efetuada uma vez a cada dois anos até os 10 anos de idade e depois anualmente.
Se houver evidéncia de cardiomiopatia, ¢ indicada vigilancia a cada seis meses.

(Venugopal & Pavlakis, 2020)

Intervencdes Ortopédicas/Exercicio

A fisioterapia para prevenir contraturas ¢ a base das intervengdes ortopédicas. Consoante
as necessidades do paciente, podem ser usados exercicios de alongamento passivo e
aparelhos ortopédicos para auxiliar na marcha. A cirurgia para ajudar nas contraturas pode

ser necessaria para doenga avangada. (Venugopal & Pavlakis, 2020)

As diretrizes recomendam que todos os doentes participem em exercicios de impacto

significativo tendo em conta a progressao da doenca para evitar a atrofia dos musculos.
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A atividade deve ser reduzida se for observado desenvolvimento de dor muscular

significativa.

A reabilitagdo motora, através da fisioterapia também assume um papel importante na
qualidade de vida destes doentes, trabalhando a capacidade de andar e privilegiando o
alongamento passivo e ativo dos membros superiores ¢ inferiores. Em conjugacdo com
esta abordagem, ¢ aconselhada a pratica de natagdo na manutencdo da capacidade
cardiorrespiratoéria, abrandamento da diminui¢do de for¢a e melhoria do estado geral. O
objetivo ¢ promover exercicios aerobios, de baixa resisténcia, ¢ de longa duracao que
possam prolongar ou manter a funcdo do musculo distréfico, tendo sempre em
consideracio as especificidades de cada doente. E importante fazer estes exercicios no
minimo de 4 a 6 vezes por semana e continud-los depois de se perder a marcha, ja que

eles melhoram a dor e a rigidez muscular.

O tratamento das complicacdes ortopédicas, através da cirurgia, por exemplo de
deformidades e alinhamento da coluna vertebral apds o inicio da fase de declinio da
doenca, permite aumentar a esperanca média de vida e a qualidade de vida. (Venugopal

& Pavlakis, 2020)

Nutri¢ao

Os pacientes correm risco de desnutri¢ao, incluindo obesidade.

A osteoporose aparece nestes pacientes, aumentando o risco de fraturas em atividades
como a fisioterapia, a vestir-se ou nos cuidados diarios. Estimou-se num estudo que cerca
de 30 % dos pacientes com DMD dependentes de cadeira de rodas teve uma fratura. Dado
também que o confinamento a cadeira de rodas lhes pode dificultar a exposicdo solar,
pode ser recomendada a toma diéria de carbonato de calcio com vitamina D, bem como
a toma semanal de alendronato, ja que este atua como inibidor da reabsorcao dssea.

(Venugopal & Pavlakis, 2020)
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Funcio respiratoria

Os pacientes com DMD tém alto risco de complicacdes respiratérias & medida que os
musculos respiratdrios vao perdendo a sua funcdo, algo que acontece principalmente a
partir da segunda década de vida. E recomendado que as criangas com DMD que ainda
andem e com 6 ou mais anos de idade facam, pelo menos uma vez por ano, um teste da
capacidade vital for¢ada através de espirometria. O periodo mais critico para o cuidado
respiratorio acontece depois da perda da capacidade de andar. Nesta fase ¢ importante, a
cada 6 meses, medir: a saturagdo por oximetria de pulso, pressdes expiratorias e
inspiratorias maximas. Quando a condi¢do se agrava aparece a necessidade de ventilagao
noturna. Os métodos preferidos para o suporte respiratério sdo os ventiladores nao

invasivos de pressao positiva (VNPP).

De facto, mais recentemente, verificou-se que o tratamento da insuficiéncia ventilatéria
noturna com o uso de ventilagdo assistida em combinacdo com melhores cuidados
cardiacos sdo responsaveis pelo aumento da esperanga média de vida dos doentes com

DMD. (Venugopal & Pavlakis, 2020)

Problemas gastrointestinais

A obstipacado e o refluxo gastroesofagico sdo as condig¢des gastrointestinais mais comuns
em criangas com DMD. O refluxo pode ser tratado com inibidores da bomba de protdes
ou antagonistas do recetor H2, usando procinéticos, sucralfato e antiacidos como
terapéuticas adicionais. Em particular os inibidores da bomba de protdes tém poucos
efeitos secundarios e boa eficdcia. A obstipag@o beneficia-se primariamente com uma boa
hidratac¢do e uma dieta equilibrada. Por outro lado, também podem ser usados emolientes

fecais e laxantes como o leite de magnésio e a lactulose.

Avaliacao psicossocial

Os doentes com DMD precisam de apoio e monitorizagdo continua, pois o fardo

psicologico que a doenga gera ¢ muito maior que as dificuldades fisicas.
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No geral, os pacientes com DMD mostram uma adaptacao psicossocial semelhante a de
outras doengas médicas crdonicas. Devido ao atraso mental por vezes marcado, os
pacientes mostram pouca reciprocidade social, juizo social e discriminagdo afetiva. Para
além destes aspetos, os doentes tém que conviver com limitagdes fisicas que podem levar
a isolamento social e acesso reduzido a atividades sociais.

Ha risco aumentado do desenvolvimento de distirbios semelhantes ao autismo, transtorno
de défice de atencdo com hiperatividade e perturbagdo obsessivo-compulsiva.
(Venugopal & Pavlakis, 2020) Por vezes o doente estd demasiado ansioso, o que pode ser
agravado por défices cognitivos na flexibilidade mental.

As dificuldades psicossociais observadas devem ser tratadas com as mesmas intervengdes
comprovadas que sdo usadas na populagdo geral. Podem também ser consideradas
intervengdes psicofarmacologicas para tratar sintomas psiquiatricos moderados a severos.
No entanto, ¢ recomendado cuidado com o estado do coracdo do doente e as possiveis
interagdes farmacologicas com outros farmacos que se aplicam na doenga, como o0s
corticosteroides.

Os doentes devem ser avaliados nas seguintes areas: adaptagdo emocional, funcionamento
neurocognitivo, desenvolvimento da fala, possivel presenc¢a de autismo e suporte social.

Constata-se que, apesar das consequéncias fisicas da doenga, a maioria dos adultos com

DMD tém progressao para conseguirem uma qualidade de vida elevada.

Abordagem a dor

A dor deve ser avaliada ao longo de toda a doenga, sendo que se deve pesquisar qual a
causa subjacente para a mesma. Para suprimir ou melhorar a dor usa-se a fisioterapia,
correcdo postural, ortdteses, € melhorias ergonémicas nas cadeiras de rodas e camas.
Poder-se-a ter que intervir a nivel farmacoldgico, tendo sempre em atencao interagdes

medicamentosas e a condigdo respiratoria e cardiaca da pessoa.

Tendo em conta os aspetos acima referidos, o tratamento da DMD implica uma
abordagem multidisciplinar. Todos os tratamentos referidos, no entanto, nido tém
caracteristicas curativas, mas visam melhorar a qualidade de vida e aumentar a sobrevida.
Esta patologia encontra ainda algumas lacunas por existirem dificuldades na criacdo de

ferramentas de avaliagdao funcional que sejam clinicamente abrangentes.
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4.4. CRISPR

Na ultima década, a edigdao genética passou a ser uma possibilidade que se encontra na
vanguarda com o intuito da identificagdo de mecanismos de reparacao do DNA, sendo a
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR) uma das técnicas
mais promissoras de edicdo genética.

A CRISPR/Cas ¢ uma ferramenta de edicdo do genoma que consiste em dois
componentes: uma transcri¢ado do /ocus CRISPR que resulta em curtos fragmentos de
RNA com capacidade de desempenhar o reconhecimento de um DNA exdgeno especifico
que atua como um guia (sgRNA) a um local particular no genoma, ¢ uma proteina
chamada Cas9 que hidrolisa o DNA nesse local. (Chen et al., 2022)

No que diz respeito a DMD, foi demonstrado em modelos animais (ratos mdx) que a
edi¢do do genoma mediado por CRISPR corrige permanentemente as mutacdes da doenca
e restaura a fungdo da distrofina. A utilizagdo desta estratégia foi realizada em 1987 pela
primeira vez em ratinhos, corrigindo o exdo 23 mutado. (Cho et al., 2013)

Nos ultimos anos, também ao nivel do genoma humano a edi¢do genética através de
CRISPR abriu portas a uma nova estratégia terapéutica através da eliminagao e corre¢ao
de mutagdes patologicas, sendo assim promissora para a restauracdo permanente da
expressdo da distrofina e as fun¢des musculares em individuos com DMD.

Com a finalidade de demonstrar que as mutacdes de DMD podem ser restauradas
recorrendo a edi¢do genética incorporando CRISPR, foram realizados estudos in vitro e
in vivo para o tratamento e cura da Distrofia Muscular de Duchenne. Nesses estudos foram
relatados efeitos teraputicos em células humanas, ratos, cdes e porcos com varias
mutagoes de DMD, fornecendo assim informacgdes cruciais, como a dose necessaria,
veiculo de administragdo, via de administragdo e os niveis necessarios para a recuperacao
funcional da distrofina. (Chen et al., 2022)

Os dois principais componentes do sistema CRISPR/Cas9 usados na DMD, sdao a
endonuclease associada a CRISPR (Cas) e um tnico RNA guia (sgRNA), que direciona
Cas9 para uma regido especifica de 20 nucleotideos no genoma. O sgRNA orienta a
endonuclease Cas de forma a que esta se ligue diretamente aos exdes alvo, criando

quebras no DNA. (Min et al., 2019)
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As principais estratégias para a corre¢ao terapéutica de mutagdes DMD mediada por
CRISPR sao excisao de exdes, skipping de exdes, reenquadramento de exdes, knockin de
exoes, edi¢do de base e edi¢ao de primer. (Chen et al., 2022)

Apesar da terapia genética CRISPR ser promissora para tratar pacientes com DMD ao
longo da vida, ainda sdo necessarios mais estudos clinicos, em particular que avaliem a

sua eficacia e seguranca.

4.4.1. Skipping de exdes por corte inico

O skipping de exdes recorrendo a CRISPR trata-se de uma correcdo permanente no
genoma humano, na qual os exdes mutantes sdo ignorados conduzindo a produ¢do de uma
proteina distrofina mais curta, mas semifuncional, fazendo assim com que uma mutacao

grave resulte em sintomas mais leves de DMD.

Em aproximadamente 83% dos pacientes com DMD, as dele¢des no gene da distrofina
podem ser restauradas através do skipping de exdes, uma vez que esta técnica permite que

um ou mais exdes sejam excluidos para restaurar a distrofina funcional. (Chey et al.,

2022)

No skipping de exdes por corte Unico € utilizado apenas um sgRNA, o qual ¢ desenhado
com o objetivo de alcangar o exdo mutado de forma a que ocorra um Unico corte no alvo
genomico na presenga da proteina Cas9, resultando assim no salto do exao mutado (figura
8). As extremidades de corte sdo depois ligadas por reparacdo ndo homologa.
Consequentemente este tipo de edi¢do genética restaura a grelha de leitura no RNAm, o
que permite a expressao da proteina distrofina que embora truncada ¢ funcional. (Chen et

al., 2022)
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Figura 8 - Excisdo de um exdo através de um Unico corte, em presenga da enzima Cas, seguido da ligagdo
ndo-homologa (NHEJ) das correspondentes extremidades.
(Adaptado de Chen et al., 2022)

A abordagem conseguida pelo skipping de exdes ¢ eficaz com CRISPR fazendo o uso
apenas de um sgRNA, em vez de dois sgRNAs de forma a atacar o exdo mutante,
conseguindo assim anular o local aceitador de splice ou o local doador de splice. Foi
estudado que a eficacia € superior ao fazer skipping de exdes usando apenas um sgRNA,

em comparagao com a utilizagcdo de dois sgRNAs. (Chen et al., 2022)

In vitro, o skipping de exdes de corte Unico foi usado para “saltar” os exdes 43, 45, 51 e
53. A restauracdo da distrofina e a melhoria funcional foram observadas nas linhagens

celulares editadas.

Esta abordagem foi também testada in vivo em modelos de ratos e caes. A restauragdo da
expressao da distrofina e a fungdo muscular melhorada foram demonstradas. O skipping
do exdo 45 via CRISPR/Cas9 também demonstrou sucesso, permitindo que o exdo 43 se

unisse com o exao 46, restaurando assim a distrofina. (Chen et al., 2022)

4.4.2. Reenquadramento de exoes

Outra estratégia para restaurar a distrofina envolve o reenquadramento de exdes (“exon
reframing”) clivando apenas um dos seus lados e posterior unido das extremidades desse

corte unico (figura 9). Esta forma de edicao genética ¢ planeada para “reenquadrar” a
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grelha de leitura da distrofina, através da introdugdo de pequenas insercdes ou delecdes

na regido do exdo. (Happi Mbakam et al., 2022).

Esta técnica de edicdo genética ¢ semelhante ao skipping de exdes por corte unico. Ao
usar apenas um sgRNA para induzir um Unico corte no exao na presenca da enzima Cas,
os indels gerados conduzem ao reenquadramento da grelha de leitura que resulta na

traducdo da distrofina restaurada.

AExX50

‘ | NHEJ

o SIS 6

Figura 9 - Reenquadramento de exdes através de um unico corte, na presenga de Cas, apos a ligagdo néo-

homéloga (NHEJ) das extremidades resultantes da clivagem. (Adaptado de Chen et al., 2022)

Varios estudos demonstraram a restauragdo eficiente da distrofina através do
reenquadramento de exdes em humanos e em modelos animais. Esta estratégia oferece a
possibilidade de corrigir permanentemente mutagdes especificas da DMD. (Bez et al.,

2023)

4.4.3. Skipping de exoes por corte duplo

A remogao de um ou mais exdes por edi¢ao genética CRISPR aplica-se

aproximadamente a 85% de todos os pacientes com DMD portadores de duplicagdes,
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delecdes ou mutagdes pontuais de exdes. Uma das formas de corrigir algumas dessas
mutagoes € recorrer a excisdo de exdes por corte duplo.

Ao contrario da edigdo genética por corte Unico, a delegdo de exdes por corte duplo
(figura 10) requer dois sgRNA, posicionados um em cada lado do exdao mutado e,
consequentemente, em presenga de Cas, os locais gendmicos sao clivados ao mesmo

tempo. (Chen et al., 2022)

Figura 10 - Dele¢ao de um exao mutado (51) por corte simultdneo em cada dos seus lados com recurso a
dois sgRNA (no esquema representados pela tesoura) na presenga de Cas e com posterior ligagdo nao-
homologa (NHEJ) das extremidades resultantes do corte duplo.

(Adaptado de Chen et al., 2022)

E importante mencionar que este método de excisio de exdes por corte duplo se aplica a
uma propor¢do maior de pacientes com DMD, pois trata-se de um método menos
especifico, permitindo assim a remog¢ao de multiplos exdes num hotspot mutacional.
(Chen et al., 2022) No entanto, isto pode levar a uma proteina distrofina mais curta em
comparagdo com a abordagem de delecao de corte tnico. Contudo, a técnica de delegao
de exdes por corte duplo pode ser util para corrigir mutacdes devidas a duplicacdo de
exoes, as quais afetam uma percentagem consideravel dos pacientes com DMD. Um exao
duplicado pode ser removido com a orientacdo de dois sgRNA direcionados para a regiao
do intrdo proxima ao exao duplicado. Assim, o gene da distrofina pode ser restaurado, o
que resulta na produ¢do de proteina distrofina completa idéntica a distrofina normal. Foi

demonstrado que com este método é possivel remover a mutagdo de duplicagdo, sendo
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restaurada a expressdo da distrofina completa e, consequentemente, melhorar a
funcionalidade muscular in vivo. (Chen et al., 2022)

O “ponto critico” entre os exdes 45 a 55, trata-se de um alvo atraente para uma estratégia
de exclusao de varios exdes, uma vez que em pacientes com DMD com mutagdes entre
os exdes 48 a 50, foi demonstrado por Erkut & Yokota, (2022) que a exclusao de toda a
regido do exdo 45-55 restaurou a expressao da distrofina. Outras grandes dele¢des duplas
envolvendo este “ponto critico” também foram testadas, incluindo os exdes 44 a 54 e 48

e 57. (Erkut & Yokota, 2022)

4.4.4. “Exon Knockin”

Todas as estratégias descritas anteriormente, usam a edicdo do gene CRISPR para
eliminar exodes, resultando assim em uma forma truncada de distrofina. Em comparagao,
a estratégia de “exon knockin” pode utilizar reparagdo homologa direta (HDR) induzida
por CRISPR (figura 11), que envolve um DNA molde doador, que resulta na restauracdo

da proteina distrofina completa. (Bez et al., 2023)

o.i ssODN

‘ HDR

D3B8

Figura 11 - “Exon Knockin” por reparagao direta homologa (HDR) em presenga da Cas e de um molde

doador (ssODN). (Adaptado de Chen et al., 2022)
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Esta estratégia terapé€utica ¢ particularmente util para mutagdes nas regioes essenciais dos
terminais N e C da distrofina. Até agora, a estratégia de knockin baseada em HDR tem
sido explorada para solucionar mutagdes pontuais em modelos animais de DMD ou para
casos de delecdo de um unico exdo em DMD humana. (Chen et al.,, 2022)
Independentemente da sua utilidade, o recurso a este método apresenta algumas
limitacdes, ndo so6 pelo facto de ter uma baixa eficiéncia, mas também pelo facto de existir
o risco de ocorrer uma integracdo invertida e de o comprimento do DNA molde doador

permitido para alguns vetores constituir uma dificuldade para grandes delegdes no gene

DMD.

Por outro lado, a correcdo da mutagdo também pode ser feita pelo método de “Exon
knockin” mediado por uma integragdo independente de homologia (figura 12), que
permite a inclusdo eficiente de um exdo no local especifico do genoma, ja que recorre a
um molde doador exdgeno com a sequéncia de DNA desejada flanqueada pelos locais de
clivagem Cas9. Tendo em conta que a proteina Cas9 cliva quer essa sequéncia e quer o
alvo gendmico, a maquinaria de reparagdo integra a sequéncia de DNA doadora no locus

gendmico exato.

AEx52 50 51 53 o 54

Figura 12 - Processo de “Exon Knockin” mediado por integracao independente de homologia, no qual
uma sequéncia de DNA exdgeno ¢ inserida no local exato do genoma repondo a correspondente

sequéncia em falta (exdo 52). (Adaptado de Chen et al., 2022)
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4.4.5. Prime Editing

Recentemente, foi desenvolvida uma nova estratégia, denominada “prime editing”, que

foi adicionada as técnicas CRISPR para tratar mutagdes pontuais de DMD.

A técnica de “Prime editing” aproveita um nCas9 cataliticamente inativo. O nCas9 ¢
acoplado a uma transcriptase reversa projetada e entregue com um sgRNA, conhecido
como RNA guia (pegRNA). A transcriptase reversa usa o pegRNA como modelo para
adicionar uma alteracdo no DNA no local alvo. O pegRNA atua assim como um modelo
doador para a reparagdo precisa do gene por meio de conversdes, insercdes ou delecdes

de pares de bases (figura 13). (Chen et al., 2022)
Embora o “prime editing” tenha potencial para corrigir uma variedade de mutagdes
causadoras de DMD, as restricdes de tamanho continuam a ser um problema para a

aplicagdo desta estratégia in vivo.

Esta abordagem permite transi¢cdes e transversdes, bem como insercdes e delegdes

genomicas especificas do local para reparagao homologa direta.

Figura 13 - “Prime Editing”
(Adaptado de Chen et al., 2022)

47



Distrofia muscular de Duchenne — do diagnostico a novas estratégias terapéuticas

4.4.6. “Base Editing”

Estima-se que 25-35% dos pacientes com DMD apresentam mutagdes pontuais. O
sistema recentemente desenvolvido designado por “base editing” oferece uma estratégia
poderosa para corrigir com seguran¢a mutagdes DMD, especialmente mutacdes pontuais.

(Erkut & Yokota, 2022)

Existem duas categorias principais de base editing de DNA: editores de base de citosina
(CBEs) que catalisam as transi¢des C*G para T*A, e editores de base de adenina (ABEs)

que convertem os pares de bases A*T em GeC.

O base editing em termos mecanisticos ¢ realizado por conversdo direta de bases na
posicao mutada ou por skipping de exdes (figura 14).

Foi sugerido por Jin et al., (2019) que os ABEs, por terem uma alta especificidade nas
conversdes que originam no genoma, sao mais seguros que os CBEs. Adicionalmente foi
demonstrado que diversos ABEs sdo eficazes em ratinhos DMD portadores de uma inica
delecdo de exdes ou mutagdes sem sentido, 0 que sustenta o seu potencial terapéutico.

(Chen et al., 2022)

Esta estratégia tem sido usada para interromper locais aceitadores de splicing e pode ser
usada para interromper coddes Stop prematuros, fornecendo assim novas oportunidades

para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne.

4 !
Ex53 mutant W Ex4 mutant —nm
3 @

y T Cc J G A
 ABE A to &  CBE ¢ to ;

Figura 14 - Base editing. (A) Recurso a ABE para corrigir uma mutacao pontual no exao 53 através da
transi¢cdo de AT para G+C; (B) Utilizacdo de CBE para mutar o local doador de splice do exdo 4 trocando
C por T, causando o skipping do exao 4 na transcricao.

(Adaptado de Chen et al., 2022)
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4.4.7. CRISPR/CAS9: Desafios futuros

Apesar dos varios avancos recentes, a abordagem experimental de CRISPR ainda se
encontra em uma fase inicial de desenvolvimento para o tratamento da Distrofia Muscular
de Duchenne.

Notavelmente, o risco de mutacao fora do alvo em questao, in vivo, ¢ uma preocupagao
significativa. Outras questdes a serem abordadas s3o a eficiéncia de entrega deste
tratamento a todos os musculos esqueléticos afetados e principalmente ao coracdo, além
de questdes relacionadas com a manutencdo da expressdo da distrofina a longo prazo.
(Bezetal., 2023)

Além disso, ha uma série de questdes imunologicas a ter em conta, como por exemplo a
reacdo do sistema imunitario em relacdo a distrofina substituida, esta ainda é uma
preocupacdo que permanece com todos os tratamentos que recorrem a edicdo genética
usando CRISPR. S3o necessdrios mais estudos para abordar completamente essas
preocupagdes, como por exemplo, estudos com foco na seguranca e eficiéncia do

tratamento.

O sistema CRISPR foi recentemente introduzido em ensaios clinicos para outras doengas,
como doencas sanguineas (hemofilia A), a infecdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana, cancro, alergias, e distirbios cardiovasculares, imunoldgicos e neurologicos.

(Bez et al., 2023)
Embora o sistema CRISPR enfrente varios desafios, sem duavida criou novas

possibilidades para o tratamento de doengas do foro hereditario que certamente criara

novas oportunidades para muitas aplicagdes nos proximos anos.
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5. Conclusao

Desde que a Distrofia Muscular de Duchenne foi descoberta, conseguiu-se ter um
aumento muito importante na esperanca média de vida dos doentes afetados por esta
doenca, devido aos avangos tecnoldgicos e estratégias terapéuticas em uso e outros ainda
em investigacao.

Genericamente todas as medidas a que se ocorre t€ém como objetivo controlar os sintomas
da DMD, nomeadamente promovendo a manutencao da fungdo e da forca do musculo ou
atenuando o comprometimento respiratorio. Assim, as varias abordagens terapéuticas
utilizadas atualmente, integradas numa rede de cuidados multidisciplinares, tém
permitido diminuir o ritmo da progressao da doenca e que estes doentes atinjam a idade
adulta com uma melhor qualidade de vida.

Até a0 momento a Uinica medicagdo que mostra eficacia em atrasar a progressao da doenca
baseia-se na administracdo de corticosteroides.

As terapias que atualmente estdo a ser desenvolvidas sdo especificas para as mutagoes,
baseadas em células ou DNA, e também farmacos para modular as vias celulares e
expressao génica.

Abordagens genéticas, como leitura de coddes Stop, skipping de exdes, terapia genética
ou a expressao de uma proteina para substituir a distrofina ausente, tém feito excelentes
progressos.

Recentemente, a edicdo genética através do método CRISPR emergiu como uma
estratégia promissora para corrigir permanentemente as mutagdes causadas na DMD,

restaurando assim a proteina distrofina total.
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