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RESUMO

O conceito de tecnologia antisense engloba diversas técnicas que, no seu conjunto,
constituem uma arma muito poderosa no estudo de determinadas doengas relacionadas com
anomalias genéticas, permitindo a descoberta de tratamentos novos e mais especificos. A
tecnologia baseada em oligonucleétidos antisense, uma classe de pequenas moléculas com
fungdo moduladora, representa uma das mais promissoras estratégias para supressio da
expressio de um gene ou eliminagdo de uma mensagem genética.

Dada a complexidade do sistema nervoso central, a sua predisposicio para o
aparecimento de doencas é elevada, sendo muitas delas causadas apenas por pequenas
variacdes na sequéncia e/ou nivel de expressio genética. Assim sendo, os oligonucleétidos
antisense, devido aos varios mecanismos de acio e modalidades quimicas ja conhecidas, tém
vindo a ser estudados como uma potencial terapia nas doengas neurolégicas, como a
Doenga de Huntington, a Doenga de Alzheimer, a Esclerose Lateral Amiotrofica, a Atrofia
Muscular Espinhal e a Distrofia Muscular de Duchenne.

Com o objetivo de criar novas abordagens para a prevengio e tratamento de fases
iniciais ou avancadas de doencas neuroldgicas, varias empresas tém adotado diversas
estratégias para o desenvolvimento de terapéuticas baseadas em oligonucleétidos antisense

contribuindo para incrementar o mercado destas moléculas e a sua futura utilizagio clinica.

ABSTRACT
The concept of antisense technology includes several techniques that, together, form

a very powerful weapon in the study of certain diseases associated with genetic defects,
allowing the discovery of new and more specific treatments. The oligonucleotide-based
antisense technique, a class of small molecules with modulating function, represent one of
the most common and successful approach to achieving suppression of a gene or elimination
of a genetic message.

Given the complexity of the central nervous system, it’s predisposition to the onset
of diseases is high, often caused by only small variations in the gene sequence and/or
expression level. Thus, the antisense oligonucleotides, due to the several and already known
mechanisms of action and chemical modifications, have been studied as a potential therapy in
neurological diseases such as Huntington's disease, Alzheimer's disease, Amyotrophic Lateral
Sclerosis, Spinal Muscular Atrophy and Duchenne Muscular Dystrophy .

With the goal of creating new approaches for prevention and treatment of early or
advanced stages of neurological diseases, several companies have adopted different strategies
for the development of antisense oligonucleotides-based therapies, contributing to increase

the market and clinical use of these molecules.
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l. INTRODUGAO

Os oligonucleétidos antisense (ASOs) sdo cadeias simples de acidos nucleicos, curtas
(12 a 25 nucleétidos) e modificadas quimicamente, que tém a capacidade de se ligar a um
RNA alvo e modular a sua funcdo. Dependendo da sua modalidade quimica e sequéncia, a
ligagido ASO-RNA podera resultar no silenciamento do gene transcrito ou na alteragio do
processamento do RNA (SOUTHWELL et al., 2012).

Tém vindo a ser realizados estudos pré-clinicos e ensaios clinicos para estudar a agao
dos ASOs no tratamento de diversas doencgas. Mais recentemente, varios estudos tém sido
direcionados para o tratamento de patologias do Sistema Nervoso Central (SNC), uma vez
que estas representam um conjunto de doengas fisiopatologicamente complexas e com falta
de opgdes de tratamento.

Nesta monografia irio ser abordados, de uma forma geral, os progressos ocorridos
numa das mais importantes tecnologias antisense, os ASOs, seguido pelos seus varios
mecanismos de agdo e modalidades quimicas conhecidas. Esta primeira abordagem servira de
suporte para a integragido da tematica emergente do uso dos ASOs nas patologias do SNC
procurando-se, em primeiro lugar, conhecer as estratégias de entrega, a sua seguranga e
toxicidade. Serio depois apresentados alguns estudos pré-clinicos e ensaios clinicos ja
realizados e a decorrer, tendo como alvo, nomeadamente, a Doenga de Huntington, Doenca
de Alzheimer, Esclerose Lateral Amiotrofica, Atrofia Muscular Espinhal e Distrofia Muscular
de Duchenne. Por fim, sera feita referéncia a propriedade intelectual e as estratégias das
principais empresas farmacéuticas e de biotecnologia no que diz respeito aos medicamentos

baseados nesta tecnologia antisense em desenvolvimento e ja existentes no mercado.

2. PROGRESSOS NA TECNOLOGIA ANTISENSE

Ao longo dos ultimos anos tem-se assistido a uma explosdo de conhecimentos sobre
a diversidade funcional do RNA, tendo vindo a concluir-se que, para além da sua fungdo na
biossintese de proteinas, também desempenha um papel importante na regulacio de varios
processos celulares (SHARP, 2009). Contudo, em situagdes anormais (p.ex., anomalias
genéticas), o RNA pode contribuir para o aparecimento de doencas, o que o tem tornado,
cada vez mais, um alvo atraente na descoberta de novas estratégias terapéuticas. Por essa
razdo, varias empresas farmacéuticas e de biotecnologia tém centrado a sua actividade no
desenvolvimento de tecnologias antisense capazes de modular, de forma seletiva, a fungdo
dos RNAs relacionados com o aparecimento e/ou progressio de doencgas. A tecnologia
baseada em ASOs, apesar de ndo ser um conceito recente, tem vindo a demonstrar

progressos significativos, ndo sé em estudos pré-clinicos, mas também em ensaios clinicos,
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representando uma das principais estratégias com elevado potencial terapéutico (BENNETT,
SWAYZE, 2010).

O efeito antisense de uma sequéncia de oligonucleétidos de origem sintética foi
demonstrado, pela primeira vez, por Zamecnik e Stephenson em 1978 (ZAMECNIK,
STEPHENSON, 1978). Quando introduziram uma sequéncia de ASOs, complementar a
regido viral responsavel pela integragio do virus no genoma do hospedeiro, numa cultura
celular de fibroblastos infetados com Rous Sarcoma Virus (RSV), verificaram que a sua
replicagdo diminuiu significativamente. Este facto permitiu concluir que os ASOs, ao ligarem-
se a regido viral complementar, bloquearam-na e, consequentemente, inibiram a integragdo
do virus no genoma do hospedeiro. Estes resultados cativaram a atengdo de outros grupos,
que estudaram mais aprofundadamente esta capacidade dos ASOs interferirem com

processos genéticos (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES, INC., 201 1).

3. MECANISMOS DE AGAO ANTISENSE

Os mecanismos de acdo antisense sdo definidos como processos em que estruturas
antisense (p.ex., ASOs) se ligam a RNAs alvo complementares, formando cadeias duplas.
Estas ligagdes levam a modulagio da fungio desses RNAs, impedindo-os de funcionar
corretamente e, consequentemente, de produzirem as respetivas proteinas (ISIS
PHARMACEUTICALS, INC,, 2014a).

Os ASOs atuam através de varios mecanismos de agio que, de um modo geral,
podem ser divididos em dois grupos: mecanismos degradativos, em que as cadeias de RNA
sdo clivadas por endonucleases (p.ex., RNase H), ou mecanismos nio-degradativos, em que
ha interferéncia com a fungdo dos RNAs, originando produtos modificados, sem que ocorra
a sua degradagdo (p.ex., inibi¢io da formacdo da extremidade 5’, modulagio do splicing,
modulagdo da poliadenilagio e inibicdo da traducdo) (BENNETT, SWAYZE, 2010). Na figura

| encontra-se esquematizado os diferentes mecanismos de agdo dos ASOs.

3.1. Mecanismos de Agdo Degradativos

Os ASOs que funcionam através mecanismos de agio degradativos, em que a
clivagem das cadeias de RNA alvo é dependente de uma endonuclease, a RNase H, sdo os
mais bem estudados e compreendidos, representando a maioria dos farmacos em
desenvolvimento (BENNETT, SWAYZE, 2010). A RNase H é ativada quando cada ASO se
liga ao seu RNA alvo complementar, formando a cadeia dupla ASO-RNA (ISIS
PHARMACEUTICALS, INC,, 2014a). Apos ativacdao, a RNase H reconhece e cliva o RNA da

cadeia dupla, inibindo a producio da respectiva proteina (silenciamento do gene transcrito),
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Figura | — Mecanismos de agio dos ASOs. Os ASOs podem ligar-se as cadeias de RNA transcritas, incluindo

tanto o pré-mRNA no ndcleo como o mRNA maduro no citoplasma, e interagir com intrdes, exdes e regides
ndo traduzidas (UTR). Dependendo da sua modalidade quimica e sequéncia, os ASOs podem atuar através de
diferentes mecanismos de agdo, nomeadamente, mecanismos que, através de endonucleases (p.ex., RNase H),
promovem a degradagio das cadeias de RNA (mecanismos degradativos), ou mecanismos em que ha alteragio
do metabolismo dessas cadeias, sem que ocorra a sua degradagdo, onde se incluem a inibigdo da formagido da
extremidade 5’, a modulagdo do splicing, a modulagdo da poliadenilagdo e a inibicio da tradugdo (mecanismos

ndo-degradativos). Adaptado de SOUTHWELL et al,, 2012.

e liberta o ASO intacto, permitindo que um unico ASO seja responsavel pela degradacdo de
varias cadeias de RNA que lhe sejam complementares (ISIS PHARMACEUTICALS, INC.,
2014a; CERRITELI, CROUCH, 2009). Dos dois tipos de RNase existentes, a RNase HI e a
RNase H2, ambas importantes na replicacio e reparagio do DNA, apenas a RNase HI é

responsavel pelos mecanismos de agido degradativos dirigidos pelos ASOs (WU et al., 2004).

3.2. Mecanismos de Agdo Nio-Degradativos

Em simultineo com o silenciamento de genes transcritos, promovido pelos
mecanismos de agio degradativos, os ASOs foram também desenvolvidos para alterarem o
processamento das cadeias de RNA alvo, resultando na formagdo de produtos modificados
(BENNETT, SWAYZE, 2010). Este efeito é conseguido através de mecanismos de acdo nado-
degradativos, dos quais fazem parte: a inibigdo da formagido da extremidade 5’, 2 modulagdo
do splicing (que tem um grande nimero de ASOs em estudo com potencial terapéutico), a

modulagdo da poliadenilagdo e a inibi¢do da tradugdo (SOUTHWELL et al,, 2012).
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A maioria das cadeias de RNA, logo apés a transcricio (pré-mRNA), sofrem uma
série de etapas de processamento até chegarem a mRNA maduro no citoplasma, apto para a
traducdo. Nessas etapas estio incluidas a formagio da extremidade 5’, o splicing e a
poliadenilacio (SHARP, 2009). O splicing é o processo através do qual as regides das cadeias
de pré-mRNA que n3o sio necessirias para a produgio de proteinas (intrées) sio
eliminadas. Através do processo de splicing alternativo podem ser criadas, a partir de um
Unico gene, diversas proteinas com diferentes fungdes, incluindo proteinas que poderio
estar envolvidas no aparecimento e/ou progressio de doengas (ISIS PHARMACEUTICALS,
INC., 2014a). Varios estudos tém demonstrado que os ASOs sio capazes de se ligar as
cadeias de pré-mRNA e modular o splicing, resultando na eliminagdo (exon skipping) ou
inclusdo de exdes (exon inclusion). Além disso, os ASOs sdo também capazes de alterar o
local de poliadenilagio e inibir a formagido da extremidade 5’ das cadeias de pré-mRNA, o
que reforga a ideia de que estas estruturas podem funcionar como estratégia terapéutica em
doengas que envolvam alteragdes do metabolismo intermediario do RNA (BENNETT,
SWAYZE, 2010).

No mecanismo de inibigdo da traducdo, os ASOs sdo concebidos para se ligarem a
regido de iniciagdo da tradugio das cadeias de mRNA complementares e atuam bloqueando
a ligacdo da subunidade 40S do ribossoma a cadeia de mRNA, inibindo a formagdo do
complexo ribossomico (subunidades 40S e 60S) ou dificultando o movimento do complexo
ribossémico através da cadeia de mRNA. Contudo, este mecanismo apresenta limitagdes
quanto ao seu potencial uso terapéutico, nomeadamente, a dificuldade de documentar a
atividade farmacolégica destes ASOs devido a variabilidade de moléculas suscetiveis de
serem detetadas (isto porque a inibigdo da tradugio nio diminui os niveis de mRNA) e a
sequéncia limitada das cadeias de mRNA envolvidas no inicio da tradugio (BENNETT,

SWAYZE, 2010).

4, MODALIDADES QUIMICAS DOS ASOs

Desde a primeira demonstracdo do efeito antisense de uma sequéncia sintética de
oligonucleétidos nio modificada numa cultura celular, por Zamecnik e Stephenson em 1978,
tém-se observado grandes progressos no desenvolvimento de ASOs. Tém sido introduzidas
varias modalidades quimicas de ASOs com o objetivo de melhorar as suas propriedades
farmacologicas, encontrando-se em curso numerosos ensaios clinicos (KOLE et al., 2012).

Os acidos nucleicos (DNA e RNA) nio modificados, devido a sua instabilidade
quimica, sdo moléculas bastante suscetiveis a agdo das nucleases, que clivam as ligagdes

fosfodiéster responsaveis pela manutencio da estrutura das cadeias de acidos nucleicos. Este
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facto impede o uso destas moléculas para fins terapéuticos uma vez que sdo rapidamente
degradadas in vivo, nio alcangando o seu alvo. Além disso, as suas propriedades
farmacocinéticas potenciam o fracasso da terapéutica uma vez que, para serem eficazes,
necessitam de ser administradas em doses elevadas, o que aumenta a probabilidade de
ocorrerem efeitos adversos, o seu grau de ligagio as proteinas plasmaticas é baixo e sio
rapidamente filtradas pelos rins e eliminadas na urina (BENNETT, SWAYZE, 2010).

Com o objetivo de otimizar as propriedades farmacologicas das cadeias de acidos
nucleicos, tém sido introduzidas varias modificagbes quimicas na sua estrutura, sendo o
grupo fosfato e a pentose os dois locais mais suscetiveis de sofrerem essas modificagdes
(DEVOS, MILLER, 2013). As modificagdes quimicas permitem melhorar a estabilidade dos
ASOs no organismo, a capacidade de se movimentarem em determinadas células e tecidos, a
especificidade e forca de ligagdo as moléculas alvo, o perfil de efeitos adversos e a capacidade
para serem metabolizados e eliminados do organismo (ISIS PHARMACEUTICALS, INC,

2014b). Na Figura 2 estdo representadas varias modalidades quimicas de ASOs ja disponiveis.

4.1. Modificagées no Grupo Fosfato

Tendo em conta a suscetibilidade das ligacbes fosfodiéster a acdo das nucleases, o
grupo fosfato dos ASOs constitui um dos primeiros locais a considerar para se proceder a
modificacdes quimicas (BENNETT, SWAYZE, 2010). As modificagdes no grupo fosfato dao
origem a estruturas mais resistentes a agdo das nucleases, o que permite aumentar o tempo
de semi-vida dos ASOs. Dentro deste grupo, a modificagio mais antiga e melhor
caraterizada é designada por fosforotioato (PS), que consiste na substituicio de um oxigénio
nao-ligante do grupo fosfato por um atomo de enxofre (ver figura 2) (SOUTHWELL et al,,
2012). Esta modificagdo confere diversas propriedades aos ASOs que s3o cruciais para o seu
uso terapéutico, nomeadamente, o facto de permitir aumentar significativamente a sua
estabilidade no organismo e de induzir eficientemente a clivagem das cadeias de RNA alvo
pela. RNase H (STEIN et al, 1988). Além disso, sdo ainda conferidas propriedades
farmacocinéticas importantes, sobretudo, o aumento da ligagdo as proteinas plasmaticas e a
diminuigdo da excregdo renal. Os ASOs com esta modalidade quimica sdo designados por
ASOs de primeira geracdo, representando os primeiros farmacos antisense estudados
(BENNETT, SWAYZE, 2010).

Uma outra modificagio quimica do grupo fosfato da origem a estruturas designadas
por fosforamidatos, em que o oxigénio da posigdo 3’ da pentose é substituido por um grupo
amina (GRYAZNOV et al.,, 1995). Adicionalmente, nos tiofosforamidatos, que apresentam

melhor estabilidade em meio acido, um dos oxigénios nio-ligantes do grupo fosfato ¢
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Figura 2 — Exemplos de modalidades quimicas de ASOs. Os acidos nucleicos nio modificados sdo rapidamente
degradados por nucleases, o que reduz drasticamente o seu potencial terapéutico. Modificagbes no grupo
fosfato fazem aumentar a resisténcia as nucleases e modificagdes na pentoses melhoram a afinidade de ligagio
as moléculas alvo, incrementando a qualidade dos ASOs como farmacos. Adaptado de BENNETT, SWAYZE,
2010; SOUTHWELL et al., 2012.

substituido por um atomo de enxofre (ver figura 2) (PONGRACZ, GRYAZNOV, 1999).
Estas modalidades quimicas sdo altamente resistentes a agdo das nucleases mas nio ativam a
RNase H (BENNETT, SWAYZE, 2010).

Os morfolinos fosforodiamidatos (PMOs) e os Acidos Nucleicos Peptidicos (PNAs)
sdo exemplos de geragdes posteriores de ASOs com modificagdes no grupo fosfato, que
afetam também a pentose (ver Figura 2). Nos PMOs, a furanose ¢ substituida por um anel
morfolino e a ligagdo entre o atomo de azoto desse anel e o grupo hidroxilo da extremidade
3’ faz-se através de uma ligacdo fosforodiamidato, o que torna estas estruturas neutras
(SUMMERTON, 1999). Os PNAs apresentam uma estrutura muito distinta das referidas
anteriormente, em que a pentose e o grupo fosfato sdo totalmente substituidos por um
grupo peptidico (NIELSEN et al., 1991). Esta modalidade quimica, de caracter neutro,
apresenta uma solubilidade limitada e dificuldades de distribuicido, que podem ser
solucionadas utilizando péptidos curtos e aminoacidos carregados (BENNETT, SWAYZE,

2010). Os PMOs e PNAs originam ASOs altamente resistentes a agdo das nucleases mas ndo
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ativam a RNase H, utilizando, desta forma, mecanismos de acdo nao-degradativos,

sobretudo, a inibicio da tradugdo e a modulagio do splicing SOUTHWELL et al., 2012).

4.2. Modificagdes na Pentose

Desde a sua descoberta, as estruturas com modificagdes na posigio 2’ da pentose,
consideradas de segunda geragdo, tém sido uma mais valia na melhoria das propriedades
farmacolégicas dos ASOs em estudo. Estas modificagdes permitem nio s6 melhorar a
afinidade de ligacdo as cadeias de RNA alvo mas também aumentar a resisténcia as nucleases,
devido a conformacdo e proximidade de interacdo entre o 2’-substituinte e o 3’-fosfato
(BENNETT, SWAYZE, 2010). Dentro deste grupo, a modalidade quimica mais utilizada é o
2’-O-Metoxietil (MOE, ver Figura 2) que, para além das carateristicas supra mencionadas,
tem ainda a vantagem de inibir algumas interacdes nio-especificas com proteinas, o que pode
reduzir a sua toxicidade (TEPLOVA et al., 1999). Contudo, a maioria das estruturas 2’-
modificadas reduzem ou inibem completamente a capacidade da RNase H para clivar as
cadeias de RNA alvo, o que restringe a sua utilizacdo. Esta limitagio pode ser minimizada
através da utilizagio de uma estratégia “gapmer” (ver Figura 3), em que ambas as
extremidades do ASO, constituidas por modificagdes na posicdo 2’ da pentose, flanqueiam
uma regido central, constituida por modificacdes fosforotioato. As extremidades 2’-
modificadas permitem aumentar a afinidade de ligacio dos ASOs as cadeias de RNA alvo e

sua resisténcia as nucleases, enquanto que a regido central possibilita a ativacdo da RNase H

e a posterior clivagem das cadeias de RNA alvo (BENNETT, SWAYZE, 2010).

Y ,_ol‘-o‘ ’_0"“% ,_O,“cl. - ’~o‘ , oo oo o’ 0 oo % /.c’:"c" ro;\ci ,.a""o‘ /.c”"% ,_Qr‘*o
$ { { { , - { { { { {
4 4 4 i 4 4 4 4 4 i
C A L T G C J G C A
REGIAO CENTRAL
Q X )~ Q
o, /S Fosforotioato / Modificagoes na Sem modificagdes
O;‘k.o (PS) y O posigdo 2’ O quimicas

Figura 3 — ASO “gapmer”. ASO constituido por uma regido central apenas com modificagdes fosforotioato, que
sio reconhecidas pela RNase H levando a sua ativagio, flanqueadas por extremidades 2’-modificadas, que
aumentam a resisténcia do ASO as nucleases e melhoram a sua afinidade de ligagio as cadeias de RNA alvo.

Adaptado de DEVOS, MILLER, 201 3.

O aumento de afinidade de ligacdo observado nas estruturas 2’-modificadas é, em
parte, conferido pela electronegatividade do substituinte da posigdo 2’ da pentose
(BENNETT, SWAYZE, 2010). Como tal, os ASOs com modificagdes 2’-Fltor (ver Figura 2),

devido a sua elevada electronegatividade, sio os que apresentam maior afinidade de ligacdo
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as cadeias de RNA alvo (FREIER, ALTMANN, 1997).

Os ASOs com modificagdes 2’-O-alquil, como, por exemplo, 2’-O-Metil (ver figura
2), apesar de a sua afinidade de ligagdo ser menor relativamente as modificagdes 2’-Fluor,
apresentam um aumento significativo no grau de resisténcia as nucleases (BENNETT,
SWAYZE, 2010).

As modalidades quimicas 2’-O-Metoxietil (MOE, ver Figura 2) sio as modificagdes na
posicdo 2’ da pentose mais avangadas e os ASOs que as contém tém sido utilizados em
diversos ensaios clinicos (BENNETT, SWAYZE, 2010).

Os Acidos Nucleicos Bloqueados (LNA) e Biciclicos (BNA), representados na Figura
2, sio modalidades quimicas de geragbes posteriores de ASOs, que apresentam uma
particularidade nas suas estruturas: as posi¢des 2’ e 4’ da pentose estdo ligadas (bloqueio da
conformagio), o que permite aumentar ainda mais a afinidade de ligacio as cadeias de RNA
alvo (BENNETT, SWAYZE, 2010). Os LNAs nao permitem a ativagio da RNase H, pelo que
devem também ser utilizadas estratégias ‘“gapmer” com estas modalidades quimicas
(KURRECK et al., 2002). Estas estruturas, apesar de apresentarem alguma toxicidade, tém
vantagens relativamente as restantes modificagdes na posicdo 2’ da pentose (SWAYZE et al,,
2007). Estas novas geragdes de modalidades quimicas constituem uma ferramenta poderosa
no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (SOUTHWELL et al., 2012).

A Tabela | resume as varias modalidades quimicas de ASOs supra mencionadas, bem

como as suas principais caracteristicas.

Tabela | - Resumo das principais caracteristicas das diversas modalidades quimicas de ASOs.

Acidos Nucleicos nio modificados | DNA, RNA Nao Sim
Fosforotioato (PS) Sim Sim

Modificagdes no Tiofosforamidato Sim Nao
grupo fosfato PMO Sim Nio
PNA Sim Nio

2’-Flaor Sim Nio

. _ 2’OMe Sim Nio
P:‘:d;:;ati‘s’zs MOE Sim Nao
LNA Sim Nio

BNA Sim Nio

ASO “gapmer” |- Sim Sim

5. APLICAGOES TERAPEUTICAS NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL
O SNC representa um dos sistemas mais complexos do corpo humano, sendo

caracterizado pelas suas sofisticadas vias de regulacio celular, diversidade celular,

propriedades membranares e redes neuronais. No entanto, tal complexidade predispde-no a
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uma grande variedade de doencgas, a maioria causadas apenas por pequenas variagdes na
sequéncia e/ou nivel de expressio genética (FORTE et al., 2005).

Atualmente, sabe-se que aproximadamente 50% de todas as doengas genéticas sdo
causadas por mutagdes que alteram o splicing do pré-mRNA. Considerando que no cérebro
ocorre mais splicing alternativo do que em qualquer outro tecido humano, ao modular este
processo podem ter-se implicagdes a longo prazo no tratamento de doengas neuroldgicas
(MILLS, JANITZ, 2012). Assim, os ASOs, atendendo as suas propriedades farmacologicas,
sdo moléculas cada vez mais posicionadas como potenciais terapias em doengas
neuroldgicas. Para serem eficientes e seguros como terapéutica, os ASOs devem chegar ao
SNC e ligarem-se de forma seletiva as cadeias de RNA alvo. Isto requer uma absorgéo eficaz,
uma biodistribui¢do apropriada e um tempo de semi-vida suficiente no interior de tecidos

(SOUTHWELL et al., 2012).

5.1. Estratégias de Entrega dos ASOs no SNC

A entrega dos ASOs no SNC constitui um dos maiores desafios uma vez que estas
moléculas sio altamente carregadas, o que dificulta a sua passagem através da BHE (SMITH
et al, 2006). Atualmente, encontram-se disponiveis estratégias que permitem otimizar a
entrega dos ASOs as células-alvo, sendo que uma mais utilizadas, tanto na administragdo
local como sistémica, consiste na formagio de bioconjugados, em que aos ASOs sio
adicionadas determinadas moléculas de modo a melhorar as suas carateristicas
farmacocinéticas. A adigdo de substituintes lipdfilos (p. ex., colesterol) permite aumentar a
afinidade para os recetores da superficie celular, enquanto que a adigdo de péptidos
cationicos melhora a entrega e transferéncia para as células-alvo (BENNETT, SWAYZE,
2010). Para além da formacio de bioconjugados, tém também sido estudadas outras
estratégias de entrega de ASOs, nomeadamente, a utilizacgio de vetores ndo-virais (p.ex,
polimeros biodegradaveis, lipossomas e nanoparticulas) e de vetores virais (p.ex., lentivirus e
adenovirus) (FORTE et al., 2005).

Uma maneira de contornar a dificuldade de passagem através da BHE consiste em
administrar diretamente os ASOs no liquido cefalorraquidiano (LCR), permitindo a sua
distribuicio eficiente em todo o SNC (SMITH et al, 2006). As administracdes via
intraparenquimatosa e diretamente no LCR foram comparadas e, embora ambas sejam
eficazes, a segunda via referida permite uma melhor distribuigio dos ASOs no SNC (PASSINI
et al,, 201 1). A via intratecal (IT), frequentemente utilizada para corticoterapia, analgesia ou
anestesia, apesar de ser mais invasiva relativamente a administracdo sistémica, € muito

menos invasiva e associada a menos riscos quando comparada com a via intracraniana. A
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administragdo direta no SNC apresenta ainda a vantagem de n3o ser necessario recorrer a
vetores virais ou nio-virais como estratégia de entrega de ASOs, o que reduz o risco de
ativacdo de resposta imunitaria e permite um controlo mais rigoroso da dose ou interrupgao
do tratamento em caso de efeitos adversos (SOUTHWELL et al, 2012). Todas estas
estratégias de entrega continuam a ser estudadas, de modo a tornarem os ASOs opgdes

atraentes no tratamento de disturbios do SNC.

5.2. Seguranga e Toxicidade dos ASOs

Os ASOs, tal como todos os outros farmacos, apresentam toxicidade dependente da
dose. Os ASOs que estdo melhor caraterizados quanto a sua seguranca sio os que exibem
estruturas fosforotioato e MOE, devido ao nimero elevado de participagdes em estudos
pré-clinicos e ensaios clinicos (BENNETT, SWAYZE, 2010).

Os efeitos adversos observados para os ASOs podem ser classificados como

dependentes ou independentes de hibridizacdo e encontram-se descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Exemplos de efeitos adversos observados para os ASOs. Os efeitos adversos observados para os
ASOs podem ser classificados como dependentes de hibridizagdo, em que é necessario a ligagio a
determinadas estruturas (alvo ou ndo-alvo) para se observarem efeitos adversos, ou independentes de
hibridizagdo, em que surgem efeitos adversos sem que seja necessario ocorrer a hibridizagdo. Adaptado de

BENNETT, SWAYZE, 2010.

Interagdes com proteinas plasmaticas:

- Prolongamento do TTPA;

- Ativacdo do complemento.

Interagdes com tecidos/células:

- Efeitos pro-inflamatérios;

- Diminuicdo do numero de plaquetas;

- Rim: efeitos nas células dos tubulos proximais
(doses elevadas);

- Figado: aumento das enzimas hepaticas.

Toxicidade no alvo (on-targed):
- Efeitos farmacolégicos excessivos

Toxicidade fora do alvo (off-target):
- Hibridizagdo a genes nio-alvo

Interagdes com proteinas plasmaticas:
- Prolongamento do TTPA.
Interagdes com tecidos/células:

N3o descritos - Reagdes no local da injegio;
- Sintomas gerais (p.ex., febre, calafrios, artralgia,
cefaleias);

- Diminuicdo do nimero de plaquetas.

Os efeitos adversos dependentes de hibridizagio a estruturas alvo podem ser
evitados ou minimizados através da selecio adequada dos RNAs alvo e da caraterizagio
cuidadosa das propriedades farmacolégicas e toxicidade dos ASOs. Os efeitos adversos

dependentes de hibridizacio a estruturas ndo-alvo, apesar de serem mais dificeis de
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controlar, podem ser previstos recorrendo as ferramentas da bioinformatica (BENNETT,
SWAYZE, 2010).

A maioria dos efeitos adversos independentes de hibridizagdo sdo devidos a
interagdes dos ASOs com proteinas plasmaticas (SOUTHWELL et al., 2012). Geralmente, o
aparecimento deste tipo de toxicidade depende da modalidade quimica dos ASOs e das
proteinas com as quais interagem, resultando, sobretudo, em alteragdes da coagulacio,
ativagdo do complemento e da resposta imunitaria. Clinicamente, os ASOs de primeira e
segunda geragdo demonstraram varios efeitos adversos deste tipo, nomeadamente, o
prolongamento do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), reagdes no local da
injecdo e sintomas gerais (p.ex., febre, calafrios, artralgia e cefaleias). Ocasionalmente, foi
também observado para alguns ASOs a diminuigdo do numero de plaquetas. O perfil de
seguranca das modalidades quimicas de geragdes posteriores de ASOs encontra-se ainda em

fase de estudo (BENNETT, SWAYZE, 2010).

5.3. ASOs no Tratamento de Doengas Neuroldgicas

A terapéutica com ASOs em doengas neurolégicas tem como objetivo o
silenciamento do gene transcrito, no caso de disturbios em que se verifica o ganho de
fungdo, ou a modulacdo do processamento do RNA, no caso de distirbios onde ocorre a
perda de funcdo, restaurando a fungdo da proteina alterada ou compensando a sua perda. As
doencas neurolégicas que tém uma base genética bem definida sio oportunidades ideais para
a terapéutica com ASOs, permitindo uma intervengio precoce ou pré-sintomatica associada
a um risco reduzido (SOUTHWELL et al,, 2012).

Nos ultimos anos tém sido realizados varios estudos pré-clinicos e ensaios clinicos
com o objetivo de estudar a agdo dos ASOs no tratamento de diversas doengas, sobretudo,
doencas cardiovasculares, virais, inflamatérias e cancro (FORTE et al, 2005). Mais
recentemente, devido a complexa fisiopatologia e falta de opgdes de tratamento das doengas
neurolégicas, como é o caso das Doengas de Huntington e de Alzheimer, da Esclerose
Lateral Amiotréfica, da Atrofia Muscular Espinhal e da Distrofia Muscular de Duchenne,
alguns estudos pré-clinicos (ver Tabela 3) e ensaios clinicos (ver Tabela 4) tém sido

direcionados para o estudo do potencial terapéutico dos ASOs nestas doengas.
5.3.1. Estudos Pré-Clinicos

A Tabela 3 apresenta alguns estudos pré-clinicos ja realizados, que utilizaram ASOs

como estratégia terapéutica em doengas neurolégicas.
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Tabela 3 - Estudos pré-clinicos que utilizaram ASOs para o tratamento de doencas neuroldgicas.

iicke

e

MOE HTT RNase H ' IC\{ Pré-clinico | KORDASIEWICZ
DH (infusdo) (roedores) etal, 2012
MOE muHTT RNase H IS Pré-clinico | CARROLL et al,,
SNPs (injecao) (roedores) 2011
T ~ ICV Preé-clinico CHAUHAN,
DA MOE muAPP | Inibigdo da tradugédo i) (i) SIEGEL, 2007
ICV Pré-clinico SMITH et al,,
Bl MOE SODI RNase H (infusdo) (roedores) 2006
PMO SMN?2 Modulagac? do s‘pllcmg ‘ IC\{ Pré-clinico PORENSKY et
AME (exon inclusion) (injegdo) (roedores) al,, 2012
Modulagio do splicing ICV e SC Preé-clinico HUA et al,,
MOE SMN2 . ; N
(exon inclusion) (injegdo) (roedores) 201 |

5.3.1.1. Doenga de Huntington (DH)

A DH é uma doenga neurodegenerativa autossémica dominante caracterizada,
sobretudo, pela perda progressiva do controle do movimento, distirbios psiquiatricos e
declinio cognitivo (ROSS, TABRIZI, 2011). E causada pela expansio do trinuclestido CAG
(acima de 36 repeticdes) no exdo | do gene que codifica a huntingtina (HTT), sendo a
toxicidade conferida pela proteina mutante (muHTT) (SAH, ARONIN, 2011). A huntingtina
selvagem (WtHTT) é neuroprotetora e desempenha fungdes importantes em varios
processos celulares, pelo que as estratégias que utilizam ASOs com potencial terapéutico
devem ter como alvo apenas a muHTT (ZUCCATO et al,, 2010).

Num estudo pré-clinico (ver Tabela 3), foram administrados, através de infusdo ICV,
modalidades quimicas MOE especificas para a HTT humana em murganhos transgénicos
YACI128 com DH, que expressavam tanto a muHTT humana como a wtHTT endoégena.
Obtiveram-se como resultados uma ampla distribuicio dos ASOs por todo o cérebro, uma
reducdo de 60% a 75% da muHTT humana até |2 semanas apés a administragio e uma
melhoria dos sintomas caracteristicos da doenga (KORDASIEWICZ et al, 2012). No
entanto, apesar deste tipo de ASOs terem apenas como alvo a muHTT nesta espécie de
murganhos, pensa-se que o seu uso em humanos podera afetar também a fungdo da wtHTT
(SOUTHWELL et al., 2012).

Uma outra estratégia mais especifica tem como alvo os polimorfismos relacionados
com a expansio do trinucleétido CAG (SOUTHWELL et al., 2012). Mais de 2000
polimorfismos num Unico nucleétido (SNPs) foram identificados na regido do gene que
codifica a HTT, alguns dos quais estdo intimamente relacionados com a expansio do
trinucleétido CAG (WARBY et al,, 2009). Ao sequenciar-se essa regido em portadores da

doenca torna-se possivel uma selecio mais adequada de ASOs que poderdo ter como alvo
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apenas um SNP presente nessa regido. Um elevado nimero de modalidades quimicas MOE
que tém como alvo SNPs terapeuticamente relevantes foram estudadas em linhas celulares
quanto a sua poténcia e seletividade para a muHTT. Com estas caracteristicas foram
identificados quatro ASOs, que apresentaram redugdes entre 39% a 68% dos niveis de
muHTT e redugdes ndo significativas dos niveis wtHTT. Estes resultados foram também
demonstrados em duas espécies distintas de murganhos, um que expressava a muHTT
humana e outro a wtHTT humana (SOUTHWELL et al,, 2012). A administragio de ASOs
especificos para um determinado SNP (ver Tabela 3), através de uma injecdo via IS, permitiu
diminuir em 55% os niveis de muHTT, nio se verificando redugdes significativas nos niveis
de wtHTT. Ja a administragio de ASOs n3o especificos para SNPs diminuiu em 80% as

concentragdes de ambas as proteinas (CARROLL et al., 201 1).

5.3.1.2. Doenga de Alzheimer (DA)

A DA é uma doenca neurodegenerativa progressiva caracterizada pela deposigido de
placas de agregados peptidicos B-amildides e emaranhados neurofibrilhares, constituidos pela
proteina Tau hiperfosforilada, resultando em atrofia cortical, perda de neurdnios
colinérgicos e sua fungio, e subsequente declinio cognitivo e morte (FINDER, 2011). O
peptideo B-amiléide deriva do processamento da Proteina Precursora Amildide (APP), que
pode ocorrer através de duas vias distintas: na via mais comum, ndo toxica, a APP é clivada
pelas enzimas a- e y-secretases, produzindo o sAPPa e um fragmento P3 nio-
amiloidogénico; na via menos comum, toxica, a APP ¢é clivada pelas enzimas B- e y-
secretases, produzindo o sAPPB e o peptideo B-amiléide. Algumas formas familiares da DA
sdo causadas por mutagdes nos genes envolvidos no processamento da APP (muAPP). Por
exemplo, na mutagio Sueca, que se caracteriza por uma mutagio dupla préximo do local de
clivagem da B-secretase no gene APP, verifica-se um aumento da clivagem no local B e a
deslocagdo do processamento da APP no sentido da via téoxica (SOUTHWELL et al., 2012).

Estudos em murganhos transgénicos com a mutagdo Sueca da DA (ver Tabela 3)
evidenciaram uma diminuigdo dos niveis de sAPPa, um aumento dos niveis de peptideo B-
amiloéide e da acetilcolinesterase (AChE), que é a enzima responsavel pela finalizagio da
transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas (SOUTHWELL et al., 2012). Ao
administrarem-se, através de injecdes ICV, ASOs que tinham como alvo essa mutagdo,
verificou-se um aumento de 43% dos niveis de sAPPa, uma diminuicio de 39% do peptideo
B-amildide e uma redugio da AChE para os niveis considerados normais (CHAUHAN,

SIEGEL, 2007).
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5.3.1.3. Esclerose Lateral Amiotroéfica (ELA)

A ELA é uma doenca neurodegenerativa que se caracteriza pela degeneracdo
progressiva dos neurénios motores (HARDIMAN et al.,, 201 1). Algumas formas familiares,
cerca de 20%, sdo causadas por mutagdes que ocorrem na enzima dismutase do superéxido
| (muSODI) (KUZMA-KOZAKIEWICZ, KWIECINSKI, 201 1).

Num estudo pré-clinico (ver Tabela 3), a administragdo, através de infusdo ICV, ao
longo de 28 dias, de modalidades quimicas de ASOs especificas para a muSOD| humana, em
ratos transgénicos pré-sintomaticos com ELA, reduziu significativamente os niveis de mRNA
muSOD | e em 50% os niveis da proteina muSOD |. Esta estratégia de tratamento nio evitou
a perda de peso corporal nem atrasou o aparecimento dos sintomas mas, em comparagio
com outras estratégias anteriormente utilizadas, evidenciou uma lenta progressio da doenga

e um aumento de 37% na sobrevivéncia (SMITH et al., 2006).

5.3.1.4. Atrofia Muscular Espinhal (AME)

A AME é uma doenca neuromuscular provocada pela delegio do gene SMNI e que
pode ser clinicamente classificada em trés tipos, sendo o tipo | a forma mais grave da
doenga, o tipo |l uma forma intermédia e o tipo Ill a forma menos agressiva da doenga
(IANNACCONE, 1998). A delegio do gene SMNI e a consequente perda de respetiva
proteina (SMN) levam a degeneragdo dos neurénios da medula espinal e a posterior atrofia e
fraqueza muscular. Como resultado de uma duplicagio cromossémica, existe ainda o gene
SMN2 que é idéntico ao gene SMN| (SOUTHWELL et al., 2012). Contudo, uma mutagdo
silenciosa leva a alteracdo do splicing nos transcritos do gene SMN2 e, consequentemente,
conduz a exclusdo do exido 7 em 80-95% dos casos, resultando numa proteina instavel que é
rapidamente degradada (ZHOU et al, 2012; LORSON et al. 1999). Assim, uma das
potenciais estratégias de tratamento da AME consiste em aumentar os niveis de producio da
proteina SMN através da utilizagio de ASOs com capacidade de modulagio do splicing
(SOUTHWELL et al., 2012).

Varios estudos pré-clinicos (ver Tabela 3) tém demonstrado que a modulagido do
splicing do mRNA proveniente do gene SMN2, de modo a incluir o exdo 7 (exon inclusion),
pode resultar no aumento de producio da proteina SMN, melhorando os sintomas da
doenga. Entre estes, a administracio de PMOs que tinham como alvo uma molécula
reguladora do splicing do SMN2 (ISS-NI), através de injegio ICV, em murganhos recém-
nascidos com AME grave (P0), resultou em melhorias significativas, incluindo um aumento de
I52a 112 dias na sobrevivéncia destes animais. A administracdao destes ASOs quatro dias ap6s

o nascimento (P4) resultou apenas numa ligeira melhoria da sobrevivéncia, o que reforga a

Telma Cristina Horta Antunes 16



Oligonucleotidos Antisense no Tratamento de Doencas do SNC

necessidade de intervengdo precoce no tratamento desta doenga (PORENSKY et al., 2012).
Um outro estudo mostrou um aumento do beneficio terapéutico ao administrar-se
sistemicamente (via SC) oligonucleétidos do tipo MOE em murganhos com AME grave,
sugerindo que a degeneracdo ocorre nio s6 nos neurénios motores mas também nos

tecidos periféricos (HUA et al,, 201 1).

5.3.2. Ensaios Clinicos
A Tabela 4 apresenta alguns dos ensaios clinicos, completos e a decorrer, que

utilizam ASOs como estratégia terapéutica em doengas neurologicas.

Tabela 4 - Ensaios Clinicos que utilizam ASOs para o tratamento de doengas neurolégicas.

T Fase | MILLER et al.,
ELA MOE SODI RNase H (infusio) completa 2012
g NCT01041222
MOE SMN?2 Modulagio do splicing IT Fase | NCTO01494701
exon inclusion injecdo completa
] P
MOE SMN?2 Modulagio do splicing IT Fase I/l em NCTO01703988
(exon inclusion) (injeges) progresso
Modulagdo do splicing IT Fase | em
Al Sis S (exon inclusion) (injegdo) progresso NS
Modulagio do splicing IT Fase Il em
1oz SN (exon inclusion) (injecbes) progresso NelleEitads
Modulagio do splicing IT Fase | em
MOE SMN2 exon inclusion injegdo rogresso NCT02052791
prog
270Me | Exdo 51 | Medulacdo do splicing sC Fase lll NCTO01254019
(exon skipping) completa
20Me | Exao 51 | Tedulacdo do splicing sC Fase lll em |\ -0 480245
(exon skipping) progresso
PMO | Exao 5| | | odulaco do splicing v Fasell 1 NcTo1396239
DMD (exon skipping) completa
PMO Exio 51 Modulagao d'o s.pllcmg v Fase Il em NCTO 1540409
(exon skipping) progresso
2?OMe | Exio 44 | Modulagio do splicing SC, IV Fase Il 1 \1cT01037309
(exon skipping) completa
2OMe | Exio 53 | Nodulacdo do splicing SC, IV Fase Ul em |\ 101957059
(exon skipping) progresso

5.3.2.1. Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA)

A fase | de um ensaio clinico (ver Tabela 4), com dupla ocultagdo, randomizado e
controlado com placebo, com vista ao estudo de um ASO especifico (ISIS-SODlgy),
encontra-se concluida (n.° de identificagdo EC: NCT01041222). Os oligonucleétidos [SIS-
SOD | yx foram administrados, em quatro doses progressivamente mais altas, através de
infusdo IT, em doentes com ELA familiar, e os niveis de farmaco registados no LCR e no

plasma foram consistentes com os estudos pré-clinicos e nio foram relatados efeitos
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adversos graves (MILLER et al., 2012). Embora a eficacia terapéutica do ISIS-SOD I, no
tratamento da ELA ainda ndo esteja avaliada, a seguranca e a tolerabilidade ja demonstradas,
o conhecimento da dose e os estudos de farmacocinética sdo encorajadores (SOUTHWELL

etal, 2012).

5.3.2.2. Atrofia Muscular Espinhal (AME)

A fase | de um ensaio clinico (ver Tabela 4), cujo objetivo era o estudo de um ASO
especifico  (ISIS-SMNg,), encontra-se atualmente completa (n.° de identificagio EC:
NCTO01494701). O farmaco foi administrado, através de uma Unica injecdo IT, em doentes
com AME, com idades compreendidas entre os 2 e os 14 anos. Encontram-se em curso
ensaios clinicos com a finalidade de estudar em maior detalhe o farmaco ISIS-SMN;, em
criangas com AME (n.° de identificagido EC: NCT01703988, NCTO01780246, NCT01839656 e
NCT02052791).

5.3.2.3. Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)

A DMD ¢é uma doenga neuromuscular hereditaria recessiva associada ao
cromossoma X e que tem uma incidéncia de | em cada 3500 recém-nascidos do sexo
masculino (AARTSMA-RUS, VAN OMMEN, 2010). E causada por mutacdes no gene DMD,
resultando na produgdo de distrofina ndo-funcional (HOFFMAN et al., 1987). A distrofina é
uma proteina fundamental para a estabilidade da membrana das fibras musculares em
atividade, sendo que a sua perda de funcionalidade leva a danos recorrentes nas fibras
musculares em contragio (AARTSMA-RUS, VAN OMMEN, 2010). Este processo ¢
acompanhado pela perda progressiva da funcdo muscular levando, na maioria dos casos, a
dependéncia de cadeira de rodas e a morte prematura (EMERY, 2002). Os ASOs, através de
um mecanismo de modulagido do splicing (exon skipping), em que ocorre a eliminagio de
exdes alvo no pré-mRNA proveniente do gene DMD, conduzem a recuperagdo da regiao
mutada e a producio de distrofina parcialmente funcional (KOO, WOOD, 2013).

Tém sido realizados ensaios clinicos de fase |, fase |l e, mais recentemente, de fase ll|
(ver Tabela 4), utilizando, sobretudo, duas modalidades quimicas de ASOs (2’OMe e PMO).
Um ensaio clinico de fase lll tendo como alvo o exdo 51, com dupla ocultacdo, randomizado
e controlado com placebo, com o objetivo de averiguar a seguranca e a eficacia da
modalidade quimica 2’OMe, encontra-se concluido (n.° de identificagio EC: NCT01254019).
O farmaco foi administrado a 180 doentes com DMD com mais de 5 anos de idade, por via
SC, na dose de 6 mg/kg, durante 48 semanas. Este estudo esta atualmente a ser prolongado

para um ensaio clinico de fase lll aberto (n.° de identificacio EC: NCT01480245). Trata-se
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do primeiro estudo com ASOs, em doentes com DMD, com a duragdo superior a dois anos
e que ira permitir concluir acerca da seguranga a longo prazo, tolerabilidade e eficacia
(KOO, WOOD, 2013). Num outro ensaio clinico de fase Il (n.° de identificacio EC:
NCTO01396239), 12 doentes com DMD, entre os 5 e os |5 anos de idade, receberam,
através de infusdes IV, uma vez por semana durante 24 ou 48 semanas, doses de 30 ou 50
mg/kg da modalidade quimica PMO. Posteriormente, foram realizadas biépsias musculares
nestes doentes, verificando-se um aumento de 47% em fibras de distrofina nos doentes que
receberam infusées IV de 30 ou 50 mg/kg de PMO durante 48 semanas e um aumento até
38% em fibras de distrofina nos doentes que receberam tratamento com placebo durante 24
semanas, seguido de infusdes IV de 30 ou 50 mg/kg de PMO durante 24 semanas. Estes
doentes demonstraram ainda melhorias de locomogido apés 48 semanas e ndo foram
observados efeitos adversos graves. Este estudo estd também a ser prolongado para um
tratamento de 80 semanas (n.° de identificagio EC: NCTO01540409) (KOO, WOOD, 2013).
A fim de direcionar ASOs para outros exdes para além do exdo 51, outros ensaios clinicos
(p-ex., n.° de identificagido EC: NCT01037309 e NCTO01957059) estdo a ser desenvolvidos
(KOO, WOOD, 2013). Isto porque, aproximadamente, 6%, 8%, 4% ou 2% dos doentes com
mutagdes no gene DMD poderdo vir a ser tratados com ASOs utilizando o mecanismo de

exon skipping dos exdes 44, 45, 50 ou 53, respetivamente (AARTSMA-RUS et al., 2009).

6. PROPRIEDADE INTELECTUAL

Ao longo dos udltimos anos, o interesse em redor dos ASOs tem vindo a aumentar.
Foram desenvolvidos diversos estudos com ASOs por inimeros investigadores com o
objetivo criar novas abordagens terapéuticas que atuem na prevengio e no tratamento de
diversas doencas, onde, devido a sua complexidade e falta de opgdes de tratamento, estio
incluidas as doengas do SNC. No anexo | encontram-se mencionados o titulo, o nimero e a
data da publicagdo, os inventores e o requerente de varias patentes que utilizam ASOs como

estratégia para o tratamento das doengas neuroldgicas acima descritas.

7. MERCADO DOS ASOs

Conceber farmacos a partir de ASOs é um conceito apelativo e inovador mas que
pode ser dificil de colocar em pratica. Varias empresas farmacéuticas e de biotecnologia tém-
se focado no estudo e desenvolvimento de estratégias terapéuticas baseadas em ASOs

contribuindo, desta forma, para incrementar o mercado destas moléculas.
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7.1. Estratégias das Principais Empresas
Na Tabela 5 encontram-se sistematizadas a tecnologia antisense, as parcerias
estabelecidas e os farmacos em desenvolvimento (pijpeline) de algumas empresas, cujo nome

se distingue no mercado pelos seus avangos e conquistas na area da terapéutica antisense.

Tabela 5 - Principais empresas envolvidas no desenvolvimento de estratégias terapéuticas baseadas em ASOs.

Antisense Therapeutics |ASOs de 2° geracdo | ISIS Pharmaceuticals Anexo I
. ASOs de 2° geragdo |Biogen Idec, Genzyme, Sanofi, GSK,
ISIS Pharmaceuticals (MOE) AstraZeneca e Roche Anexo |l
Prosensa A%Os de 2° geragdo |Universidades e organizagdes de Anexo IV
(2°OMe) doentes
Sarepta Therapeutics | PMO Industria, unl\{er5|d?des e organizagdes Anexo V
governamentais e nio-governamentais

. Bristol-Myers Squibb, GSK, Isarna,

Santaris Pharma A/S  |LNA miRagen, Prizer, RaNA, Roche e Shire Anexo VI

A Antisense Therapeutics é uma empresa farmacéutica australiana cuja missdo é criar,
desenvolver e comercializar novas terapéuticas antisense (ANTISENSE THERAPEUTICS
LIMITED, 2014a). As estratégias fundamentais desta empresa englobam: ter acesso a
tecnologia antisense de exceléncia, de modo a acelerar a descoberta e o desenvolvimento de
farmacos, e a parceria estabelecida com a |ISIS Pharmaceuticals (ANTISENSE
THERAPEUTICS LIMITED, 2014b). No Anexo Il estio mencionados os farmacos em
desenvolvimento pela empresa (ASOs de segunda geragio), a via de administragdo, a sua
indicagdo terapéutica e a fase de estudo em que se encontram.

A ISIS Pharmaceuticals, fundada em 1989 e com sede na Califérnia, é a empresa lider
em tecnologia antisense, nomeadamente, a nivel de ferramentas de pesquisa,
desenvolvimento de novas modalidades quimicas, novas formulagdes e medicamentos
inovadores. Atualmente, esta empresa possui 28 farmacos em desenvolvimento para tratar
uma ampla variedade de doencas, com destaque para as doengas graves e raras (p.ex.,
doencas do SNC), cardiovasculares, metabdlicas e cancro (ANTISENSE THERAPEUTICS
LIMITED, 2014b). No Anexo lll estio mencionados os farmacos ja aprovados e em
desenvolvimento pela ISIS Pharmaceuticals, o alvo terapéutico, a parceria estabelecida e a
fase de estudo em que se encontram.

Uma das principais estratégias da ISIS consiste em criar parcerias com empresas
farmacéuticas especializadas na fase final de desenvolvimento de medicamentos,

comercializacio e marketing, como é o caso da Genzyme, que é responsavel pela
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comercializagio do medicamento mais importante desenvolvido pela ISIS, o Kynamro’
(mipomersen). Trata-se do primeiro medicamento antisense aprovado para administragio
sistémica e que ¢ utilizado no tratamento de doentes com hipercolesterolémia familiar
homozigética (ISIS PHARMACEUTICALS, INC.,, 2014c). O Vitravene® (fomivirsen), também
desenvolvido pela ISIS, foi o primeiro medicamento antisense a ser comercializado (aprovado
em 1998). Tinha como indicacdo terapéutica retinites provocadas pelo citomegalovirus em
doentes com SIDA, uma das complicagdes desta doenga. Contudo, o desenvolvimento de
novos medicamentos para o tratamento destes doentes levou a um declinio na mortalidade
e do aparecimento de infegdes oportunistas, pelo que a Novartis deixou de comercializar o
Vitravene® (revogado em 2002) (ISIS PHARMACEUTICALS, INC., 2014d).

A Prosensa, fundada em 2002 e localizada em Leiden (Holanda), é uma empresa de
biotecnologia focada na descoberta, desenvolvimento e comercializacio de terapéuticas
baseadas na modulagio do RNA (PROSENSA, 2014a). Tem como alvo doengas genéticas
com falta de opgbes de tratamento, com destaque para as doengas neuromusculares e
neurodegenerativas, principalmente, a DMD, a Distrofia Mioténica e a DH (PROSENSA,
2014a). Esta empresa tem parcerias estabelecidas com universidades (p.ex., Centro Médico
da Universidade de Leiden) e organizagdes de doentes, com o objetivo de desenvolver, o
mais rapido possivel, terapéuticas inovadoras para estas doengas (PROSENSA, 2014b). No
Anexo IV estio mencionados os farmacos em desenvolvimento pela Prosensa (ASOs com
estruturas 2’OMe), a sua indicacdo terapéutica e a fase de estudo em que se encontram.

A Sarepta Therapeutics, antiga AVI BioPharma até Julho de 2012, é a empresa lider
no desenvolvimento e produgido de farmacos baseados em ASOs com estruturas PMO
(SAREPTA THERAPEUTICS, 2014a). Fundada em 1980 e com sede em Cambridge, esta
empresa esta focada no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para doencas
graves e raras (p.ex., DMD) e doengas infeciosas (SAREPTA THERAPEUTICS, 2014b). Além
das parcerias estabelecidas com a industria, apresenta também acordos com universidades,
organizacdes governamentais e ndo-governamentais (SAREPTA THERAPEUTICS, 2014c).
No Anexo V estio mencionados os farmacos em desenvolvimento pela Sarepta
Therapeutics, a sua indicagdo terapéutica e a fase de estudo em que se encontram.

A Santaris Pharma A/S, fundada em 2003 e com sede em Copenhaga (Dinamarca), é
uma empresa biofarmacéutica que resultou da fusio da Cureon A/S, filial da Exiqon, com a
Panteco A/S. Apesar de a Exiqon manter os direitos sobre a tecnologia LNA, somente a
Santaris Pharma A/S pode desenvolver e comercializar medicamentos com esta modalidade
quimica (EXIQON, 2014). Esta empresa detém o direito exclusivo de todas as aplicages

terapéuticas da tecnologia LNA, resultando numa propriedade intelectual de mais de 60
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tipos de patentes (SANTARIS PHARMA A/S, 2014a). A tecnologia de que dispde permite o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para uma variedade de doengas, incluindo
doengas oncolégicas, metabdlicas e infeciosas (SANTARIS PHARMA A/S, 2014b). A Santaris
Pharma A/S tem parcerias estabelecidas com varios lideres da industria, o que permite
acentuar o potencial da tecnologia LNA e desenvolver terapéuticas revolucionarias para
varias doengas (SANTARIS PHARMA A/S, 2014c). A recente parceria estabelecida com a
Shire ira permitir o desenvolvimento de farmacos com estrutura LNA com vista ao
tratamento de doencas genéticas raras (SANTARIS PHARMA A/S, 2014d). No Anexo VI
estio mencionados os farmacos em desenvolvimento pela Santaris Pharma S/A, o seu alvo e

indicacdo terapéutica, e a fase de estudo em que se encontram.

8. CONCLUSAO

A tecnologia antisense tem progredido de forma constante ao longo dos ultimos
anos. Embora nem sempre os resultados tenham sido os esperados e os objetivos
cumpridos, todo o estudo que tem sido feito em redor desta tecnologia tem permitido
identificar as suas falhas e tentar melhora-las.

Os diferentes mecanismos de agio tornam possivel a atuagdo dos ASOs em qualquer
fase de maturacdo do mRNA, permitindo, ndo sé o silenciamento do gene transcrito, mas
também na alteragio do processamento destas moléculas.

As modificagdes na estrutura quimica permitiram criar novas geragdes de ASOs com
maior capacidade de resisténcia as nucleases e melhor afinidade de ligagdo as moléculas alvo,
aumentando, desta forma, o potencial terapéutico desta tecnologia. Além disso, os ASOs
possuem a capacidade de, ap6és uma injecdo IT, se distribuirem livremente por todo o
cérebro e medula espinal, reforcando, assim, a sua utilizagdo como uma terapéutica viavel
para uma variedade de doengas do SNC.

As doencas do SNC sio patologias graves e causadoras de enorme sofrimento, com
elevada prevaléncia na nossa sociedade e sem cura. Para além dos farmacos que
demonstraram ser pouco eficazes, hid necessidade de procurar novas abordagens
terapéuticas. A terapéutica com ASOs surge como uma possibilidade, tendo-se ja resultados
promissores na DH, DA, ELA, AME e DMD. Apesar de todos os avangos nesta tecnologia,
estudos adicionais sdo necessarios para uma melhor compreensdo da eficacia, seguranga e
entrega dos ASOs no SNC, esperando-se que esta se torne numa arma poderosa nho

tratamento das doencas neurologicas.
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10. ANEXOS
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ANEXO Il

Farmacos em desenvolvimento pela Antisense Therapeutics, em parceria com a ISIS
Pharmaceuticals. Adaptado de ANTISENSE THERAPEUTICS LIMITED, 2014c.

, ESTUDOS
i 9F5‘M}"‘A ey i S AR

ATL1103
S0 (njesho)

ATLI102
3 (impuio)

ATLI102
SL (injecho)

ATLIIONY
SC (njechn)

ATLT102

nalegio
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ANEXO Il

Farmacos ja aprovados e em desenvolvimento pela Isis Pharmaceuticals. Adaptado de ISIS

PHARMACEUTICALS, INC,, 2014e.

Firmaco Alvo Parceria dus Fase | Faze Il Faze Il Aprovado

Graves e Raras

KYMAMRO® ApoB-100 Genzyme |
Alicaforsen ICAM-1 Atlantic AN 0
_____ |5|5‘|‘|’Rh Tm GSK
..... |5|55MNM mNz Bmgenmec
_____ |5|5Apc..;mhhwc,,,
..... h TL”DE GH, ML
..... ISlSGﬁRMG&R
_____ .5|5pm;h PKK -
..... ISlSDMPKMDMPK Bmgenmec -
_____ |5|5H1'rm H-|—|— Roche -
..... RGME mm1 Regums -
KYNAMRD® ApoB-100 Genzyme |
_____ |5|5APDr_|||h m,c,”
_____ |5.5,.—x.h mem
..... |5.|51’_F[Ph CRP
..... |5.5Apc.:a}m hp,,(a}
..... lmmﬁmah MGPTLB
..... |5|5F\,.f||h mev” -
| Mewblicas |
ISI5-GCGR, GCGR - I
_____ mscﬁﬂh GU:H
_____ |5.5p¢p1gh PTMB
..... |5.5FGFH4,& FGFM
..... mwmnm Dmﬁ -
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Cancro

Custirsen clusterin Teva/OncoGenes ]
..... |5|5E|F4Eh EIF4E
..... A patnmen Hsp?j Dncnsenex
..... ISISSTATBM STM—E Mtrazenm
..... ISISth AR Mtrazenm -
Plazomicin Aminoglycoside Achaogen s
..... Excm1 CTGF Pﬁzer
..... | CDDD? traf kmm “:D
..... h TL”DZ VLA4 ATL
..... ISISHBVM HBV GSK
..... RG“:H mmw?_ Regums
..... ISISGSK‘M Unmxlmﬂ GSK -
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ANEXO IV

Farmacos em desenvolvimento pela Prosensa. Adaptado de PROSENSA, 2014c.

) ) Estudos
Indicagio Produto Pesquisa prg_Clinicos F2se 1/l Fasze Il

Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) Drisapersen  13% de doentes DMD

PROO44 6% de doentes DMD
PROD45 8% de doentes DMD
PRO053 8% de doentes DMD
PROD52 4% de doentes DMD
PRO05S 2% de doentes DMD
PROSPECT

Distrofia Miotonica (DM 1) PRO135

Doenga de Huntington (DH) PRO289
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ANEXO V

Farmacos em desenvolvimento pela Sarepta Therapeutics. Adaptado de SAREPTA
THERAPEUTICS, 2014d.

ESTUDOS

PRODUTO PRE-CLINICOS

LVOS CONFDENC

Telma Cristina Horta Antunes 32



Oligonucleotidos Antisense no Tratamento de Doencgas do SNC

ANEXO VI

Farmacos em desenvolvimento pela Santaris Pharma A/S. Adaptado de SANTARIS PHARMA
AJS, 2014b.

Estudos .
Alvo Indicagio  Pré-Clinicos /ND-enabling  Fase | Fase Il

TUMORES SOLIDOS
ONCOLOGIA

Hif-1a HCC

HNSCC

DOENCAS
METABOLICAS

apoB-100

HoFH SPC:

PCSK® HoFH

DOENCAS
INFECIOSAS

: Transplante .
miR-122 ge Figado miravirsen
(HCV)
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